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Resumen

El yacaré overo (Caiman latirostris) es una especie que posee determinacién sexual por
temperatura (DST). En C. latirostris la DST ha sido ampliamente estudiada, presentando un periodo
termosensible (PTS) que ocurre en el segundo tercio del periodo de incubacidn que se localiza entre
los estadios 19 y 24, conociéndose que a temperaturas constantes entre 29 y 31 °C se producen 100%
hembras y entre 33 y 34 °C 100% machos. A temperaturas de incubacién constante de 32°C se
verificé que se producen crias de ambos sexos, y los nidos respondieron de diferente manera,
produciendo desde 18 a 100 % de hembras, lo que indicaria que la determinacién sexual podria estar
influenciada por una contribucién materno-hormonal. Por otro lado, los cambios lipidicos mads
importantes en la yema de huevo se registraron durante las etapas del PTS por lo que podrian estar
involucrados en la biosintesis de hormonas esteroides. A su vez, cabe mencionar que las variables
climaticas (precipitaciones y temperatura) influyen en la cantidad de nidos de caimanes encontrados
en la naturaleza durante la temporada reproductiva, y estin fuertemente relacionadas con la
optimizacién de la inversion materna en la progenie, el éxito de eclosion y la calidad de las crias. Por
lo que, tanto las condiciones ambientales de la temporada como la inversién de hormonas esteroides
maternas y de 4cidos grasos, podrian actuar sinérgicamente en la determinacién del sexo de la cria de
huevos incubados en la naturaleza. El estudio de la influencia de las condiciones climéticas sobre la
inversion materna permitiria comprender mejor las respuestas particulares de cada nido al proceso de
incubacién y determinacién sexual, lo cual resulta de importancia para especies con DST, como C.
latirostris ya que, dentro de un margen térmico estrecho de incubacién de huevos, los limites superior
e inferior pueden producir 100% de machos o 100% de hembras. Este margen estrecho puede abarcar
una diferencia de solo 2°C o 3°C, es por esto que el incremento de la temperatura debido al
calentamiento global podria perjudicar la supervivencia de estas especies, ya sea por la temperatura
durante el proceso de incubacion, sino también por el condicionamiento de la inversién materna.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del ambiente y la inversién materno-hormonal
y energética sobre la determinacion sexual de Caiman latirostris. La importancia del desarrollo del
presente proyecto se basa en incrementar los conocimientos de la biologia de la especie, en particular
sobre la determinacién sexual y sus mecanismos. De este modo, al momento de tomar decisiones de
conservacion, se dispondra de un mayor abanico de estrategias, lo que incrementara las oportunidades
de supervivencia de la especie.

Se recolectaron huevos de Caiman latirostris en cuatro localidades de la provincia de Santa Fe
(Cacique Ariacaiquin, Los Amores, Santa Fe y Santurce) durante cuatro temporadas consecutivas
(2020, 2021, 2022 y 2023). En la yema de los huevos, se caracteriz6 la inversién materna de
hormonas esteroides, especificamente 17f-estradiol (E») y testosterona (T), y de acidos grasos a lo

largo de las cuatro temporadas, y también durante el desarrollo embrionario, especificamente al inicio
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(estadio 19), mitad (estadio 21) y final (estadio 24) del PTS, incubando los nidos a una temperatura
constante de 32 °C. En primer lugar, se analiz6 la variacién en la inversién materna de hormonas
esteroides tanto entre nidos (internidada) como dentro de cada nido (intranidada). Posteriormente, se
compararon los nidos segtn su origen (naturales o semicautiverio), evaluando las diferencias en el
perfil de dcidos grasos y hormonas esteroides. También se comparé la inversién entre temporadas y
localidades de colecta, considerando las condiciones micro y macrocliméticas. Ademds, se relaciond
la inversién materna de hormonas esteroides, dcidos grasos y variables climdticas previas a la
oviposicién (temperaturas medias y precipitaciones acumuladas) con el porcentaje de hembras
obtenido en cada nido. Por otro lado, durante el PTS, se evaluaron los cambios en el porcentaje de
dcidos grasos y hormonas esteroides, y se recolectaron muestras del complejo génada-adrenal-
mesonefros (GAM). Finalmente, a partir del GAM, se analiz6 la expresion génica de enzimas
esteroidogénicas (aromatasa, cyp/9al, y Sa-reductasa, srd5al), asi como de genes asociados con la
determinacion sexual (amh, sox9 'y foxI2).

La concentracién de E, en la yema de los huevos varid tanto entre nidos como dentro de cada
nido. En contraste, T no mostré diferencias ni entre nidos ni dentro de ellos. El anélisis del perfil de
dcidos grasos reveld diferencias en la composicion entre nidos provenientes de semicautiverio y de
naturaleza. De los 20 &cidos grasos evaluados, 14 presentaron diferencias, destacdndose el édcido
linoleico (18:2 n-6), cuyo porcentaje fue mayor en los nidos de semicautiverio. Para E, y T no hubo
diferencias entre nidos naturales y de semicautiverio. Debido a ello, para el estudio de la relacién
entre los 4dcidos grasos y las variables climdticas se decidid excluir los nidos de semicautiverio, y
utilizar exclusivamente los nidos de naturaleza. No se encontré una relacién entre la inversion
materna de 4cidos grasos y hormonas esteroides en la yema de huevo. Sin embargo, la concentracién
de E; se asoci6é de manera no lineal con el porcentaje de hembras obtenido en los nidos, mientras que
Ia T no mostré relacién con el sexo de las crias. Asimismo, los nidos con menores proporciones de
dcido palmitico (16:0) y dcido palmitoleico (16:1 n-9) presentaron porcentajes mds bajos de hembras.
Las condiciones climdticas previas a la oviposicién tuvieron influencia en la inversiéon de &4cidos
grasos, de T y del porcentaje de hembras pero no asi de E>. Mayores temperaturas en los meses de
septiembre y octubre se asociaron con un mayor porcentaje de hembras y de 16:0 en la yema de
huevo. Ademads, cuando en estos meses las temperaturas medias y las precipitaciones acumuladas
fueron mas altas los nidos mostraron porcentajes mayores de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
como el 4cido araquidénico (20:4 n-6), acido eicosapentaenoico (20:5 n-3), y 4dcido docosahexaenoico
(22:6 n-3). A lo largo del periodo de estudio, la proporcién de hembras en los nidos disminuy6 de
76,67 % en la primera temporada a 31 % en la ltima, lo que evidencia un aumento en la produccién
de crias macho en un contexto de predominio ¢ intensificacion del fendmeno climatico “La Nifia”.

Durante el desarrollo embrionario, el perfil de 4cidos grasos no presentd variaciones, aunque

algunos 4cidos grasos individuales mostraron cambios a lo largo del PTS. La concentracién de E»
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disminuy¢ entre el inicio y la mitad del PTS, mientras que T, por el contrario, mostré un aumento en
la mitad del PTS en comparacién con la inversién materna inicial. Los genes asociados con la
determinacion sexual se expresaron en niveles diferentes a 32 °C (temperatura que produce ambos
sexos) en comparacion con las temperaturas productoras de hembras (31 °C) y machos (33 °C). La
expresion de la aromatasa no se relacion6 con el porcentaje de hembras obtenido en los nidos y no se
pudo detectar la expresion de la enzima srd5al.

A partir de estos resultados, se puede concluir que ciertos componentes maternos, como el E,
depositado en la yema de huevo, pueden influir en la determinacién sexual del yacaré overo. Sin
embargo, es probable que otros factores maternos actien en sinergia con el E, para determinar el
desarrollo de la génada hacia hembras o machos. En contraste, la inversién materna de T pareceria
cumplir un rol principalmente fisioldgico, sin relacién directa con la determinacién sexual. Las
variables climdticas previas a la oviposicién influyeron tanto en la composicidon de 4cidos grasos
como en los niveles de T, asi como en el porcentaje de hembras en los nidos. En particular, los dcidos
grasos 16:0 y 16:1 n-7 se asociaron con una menor proporcién de hembras, lo que sugiere que podrian
estar implicados en la determinacién sexual o representar una consecuencia de la inversién materna en
temporadas con condiciones climaticas extremas, como las registradas durante el fenémeno “La
Nifia”. Dicho fendmeno coincidié con una reduccion del porcentaje de hembras en los nidos, incluso
cuando estos fueron incubados a temperatura constante, lo que respalda la hipdtesis de que
componentes maternos modulados por el ambiente ejercen influencia sobre el sexo de la
descendencia.

Por otra parte, la ausencia de relacion entre la expresion de cypl9al y el porcentaje de hembras
sugiere que la expresion de este gen es una consecuencia mas que un determinante primario del sexo,
mientras que la srd5al no estaria involucrada en las etapas del desarrollo embrionario del yacaré

overo analizadas en este estudio.
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Abstract

The broad-snouted caiman (Caiman latirostris) is a species with temperature-dependent sex
determination (TSD). In C. latirostris, TSD has been extensively studied, revealing a thermosensitive
period (TSP) that occurs during the second third of the incubation period, between stages 19 and 24. It
is known that constant incubation temperatures between 29 and 31 °C produce 100% females,
whereas temperatures between 33 and 34 °C produce 100% males. At a constant incubation
temperature of 32 °C, both sexes are produced, and individual nests respond differently, producing
between 18 and 100% females, suggesting that sex determination may be influenced by maternal
hormonal contributions. In addition, the most significant lipid changes in the egg yolk occur during
the TSP, suggesting that they may be involved in steroid hormone biosynthesis. It is also worth noting
that climatic variables (precipitation and temperature) influence the number of caiman nests found in
the wild during the reproductive season, and are strongly related to the optimization of maternal
investment in offspring, hatching success, and hatchling quality. Therefore, both seasonal
environmental conditions and maternal investment of steroid hormones and fatty acids may act
synergistically in determining the sex of eggs incubated in wild. Studying the influence of climatic
conditions on maternal investment will allow a better understanding of the particular responses of
each nest to incubation and sex determination, which is of importance for species with TSD, such as
C. latirostris. Within a narrow thermal window for egg incubation, the upper and lower limits can
result in 100% males or 100% females. This window may span only 2-3 °C; thus, temperature
increases driven by global warming could threaten the survival of these species, not only by altering
incubation temperatures but also by affecting maternal investment.

The aim of this study was to evaluate the effect of the environment and maternal hormonal and
energetic investment on sex determination in Caiman latirostris. The importance of developing this
project lies in increasing knowledge of the species’ biology, particularly regarding sex determination
and its mechanisms. In this way, when making conservation decisions, a wider range of strategies will
be available, which will enhance the species’ chances of survival.

Eggs of Caiman latirostris were collected in four localities of Santa Fe Province (Cacique
Ariacaiquin, Los Amores, Santa Fe, and Santurce) during four consecutive seasons (2020, 2021, 2022,
and 2023). In the egg yolk, maternal investment of steroid hormones, specifically 17B-estradiol (E»)
and testosterone (T), and of fatty acids was characterized throughout the four seasons, and also during
embryonic development, specifically at the beginning (stage 19), middle (stage 21), and end (stage
24) of the TSP, incubating the nests at a constant temperature of 32 °C. First, the variation in maternal
investment of steroid hormones was analyzed both among nests (inter-nest) and within each nest
(intra-nest). Subsequently, nests were compared according to their origin (wild or semi-captive),

evaluating differences in the profile of fatty acids and steroid hormones. Investment was also
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compared among seasons and collection localities, considering micro- and macroclimatic conditions.
In addition, maternal investment of steroid hormones, fatty acids, and climatic variables prior to
oviposition (mean temperatures and accumulated precipitation) was related to the percentage of
females obtained in each nest. On the other hand, during the TSP, changes in the percentage of fatty
acids and steroid hormones were evaluated, and samples of the gonad-adrenal-mesonephros complex
(GAM) were collected. Finally, from the GAM, gene expression of steroidogenic enzymes
(aromatase, cypl9al, and Sa-reductase, srd5al), as well as genes associated with sex determination
(amh, sox9, and foxI2), was analyzed.

The concentration of E, in the egg yolk varied both among nests and within each nest. In
contrast, T did not differ among or within nests. The fatty acid profile analysis revealed differences in
fatty acid composition between semi-captive and wild nests. Of the 20 fatty acids evaluated, 14
showed significant differences, with linoleic acid (18:2 n-6) being higher in semi-captive nests. In
contrast, no differences in E, or T were observed between wild and semi-captive nests. Therefore, for
the study of the relationship between fatty acids and climatic variables, the nests from semicaptivity
were excluded, and only the natural nests were used.

. No relationship was found between maternal fatty acid and steroid hormone investment in egg
yolk. However, E, concentration was nonlinearly associated with the percentage of females produced
in nests, whereas T showed no relationship with offspring sex. Furthermore, nests with lower
proportions of palmitic acid (16:0) and palmitoleic acid (16:1 n-9) produced fewer females. Pre-
oviposition climatic conditions influenced fatty acid composition, T levels, and the percentage of
females, but not E, levels. Higher mean temperatures in September and October were associated with
an increase in both the percentage of females and the proportion of 16:0 in egg yolk. Moreover, when
mean temperatures and accumulated precipitation were higher during these months, nests had higher
proportions of polyunsaturated fatty acids (PUFAs), such as arachidonic acid (20:4 n-6),
eicosapentaenoic acid (20:5 n-3), and docosahexaenoic acid (22:6 n-3). Over the course of the study,
the proportion of females decreased from 76.67% in the first season to 31% in the last, indicating an
increase in male production under conditions of predominance and intensification of the “l.a Nifia”
climate phenomenon.

During embryonic development, no changes in the fatty acid profile were observed, although
some individual fatty acids varied during the TSP. E, concentration decreased between the onset and
midpoint of the TSP, whereas T increased at mid-TSP compared with initial maternal levels. Genes
associated with sex determination were expressed at different levels at 32 °C (the temperature that
produces both sexes) compared to the female-producing (31 °C) and male-producing (33 °C)
temperatures. Aromatase expression was not related to the percentage of females in nests, and we

were unable to detect the expression of srd5al.
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Based on these results, it can be concluded that certain maternal components, such as E
deposited in the egg yolk, may influence sex determination in the broad-snouted caiman. However,
other maternal factors likely act synergistically with E, to direct gonadal development toward either
females or males. In contrast, maternal T investment appears to play a primarily physiological role,
with no direct involvement in sex determination. Pre-oviposition climatic variables influenced both
fatty acid composition and T levels, as well as the proportion of females in nests. In particular, fatty
acids 16:0 and 16:1 n-7 were associated with a lower proportion of females, suggesting that they may
be involved in sex determination or may reflect maternal investment under extreme climatic
conditions, such as those occurring during “La Nifia”. This phenomenon coincided with reduced
female production in nests, even when incubated at constant temperature, supporting the hypothesis
that environmentally modulated maternal components influence offspring sex.

On the other hand, the absence of a relationship between cypl/9al expression and the
percentage of females suggests that the expression of this gene is a consequence rather than a primary
determinant of sex, while srd5al would not be involved in the embryonic developmental stages of the

broad-snouted caiman analyzed in this study.
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Introducciéon general
Determinacion sexual por temperatura

La determinacion sexual en reptiles puede ser genética (determinacién genética del sexo, DGS)
o ambiental (determinacién ambiental del sexo, DAS), aunque en algunas especies pueden existir
ambos sistemas de determinacion del sexo (Valenzuela, 2008; Matsubara, 2018). La determinacion
del sexo por temperatura (DST) es un tipo de DAS en la que la temperatura de incubacién es
responsable de la determinacién del sexo gonadal del embrién durante un periodo llamado periodo
termosensible (PTS). A diferencia de DGS, las especies con DST no presentan cromosomas sexuales
(Matsumoto & Crews, 2012; Matsubara, 2018). Dentro de los reptiles, algunos 6rdenes como
Chelonia, Crocodylia, Squamata y Rhynchocephalia presentan DST (Martinez-Juarez & Moreno-
Mendoza, 2019).

En algunas especies con DST, la temperatura de incubacién es la que define el sexo del
embridn, ciertas temperaturas producen exclusivamente machos y otras producen exclusivamente
hembras (Ferguson & Joanen, 1982; 1983). Por otro lado, existen temperaturas sesgadas a la
produccién de un sexo, produciendo mds del 50% pero menos del 100%, y otras temperaturas que
producen el 50% de cada sexo, denominadas temperaturas pivotales (Simoncini et al., 2019; Roush &
Rhen, 2018). Algunas especies producen hembras a bajas temperaturas de incubacién y machos a
altas temperaturas de incubacién, mientras que en otras especies ocurre lo contrario y se han
establecido patrones de DST en base a esto. Las especies que producen machos a bajas temperaturas y
hembras a altas temperaturas tienen un patrén de DST denominado MF, las que producen hembras a
bajas temperaturas y machos a altas temperaturas presentan el patrén FM, y ambos patrones tienen
una sola temperatura pivotal (Ewert & Nelson, 1991). Existe otro patrén llamado FMF que produce
hembras a bajas y altas temperaturas y machos a temperaturas intermedias, y puede tener dos
temperaturas pivotales (Lang & Andrews, 1994). El patrén FMFM fue descripto por Inamdar-
Doddamani et al. (2012), donde los machos y las hembras se producen a temperaturas de incubacién
altas y bajas y puede tener tres temperaturas pivotales (Fig. 1).

Estos patrones varian entre las especies de reptiles, por ejemplo en cocodrilidos como Alligator
mississippiensis, Caiman latirostris y Crocodylus porosus, y algunas tortugas, como Podocnemis
expansa, presentan el patron FMF (Lang & Andrews, 1994; Bonach et al., 2011; Parachi-Marcé et
al., 2017), mientras que otras especies de tortugas, como Chrysemys picta, y algunas especies
lagartijas presentan el patrén MF (Bull & Vogt, 1979; Ewert & Nelson, 1991; Ewert et al., 1994;
Gonzélez et al., 2019). El patrén FM es menos comiin y estd presente en tuataras (Sphenodon
punctatus) y en algunas especies de lagartijas (Cree et al., 1995; Mitchell et al., 2006). Finalmente, el
patron FMFM se observé por primera vez en la lagartija Calotes versicolor. Este patron podria haber

evolucionado como una adaptacién de la especie para mantener la proporciéon sexual debido al
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calentamiento global (Inamdar-Doddamani et al., 2012). El patrén de DST de cada especie es el
mismo en toda su distribucién, pero la sensibilidad a la temperatura puede cambiar ya que,
dependiendo de la distribucién geografica de las poblaciones, existen diferencias en las temperaturas
pivotales y/o el rango de transicién de temperatura (temperaturas que producen ambos sexos; Roush

& Rhen, 2018).

B) Patrén FM
A) Patron MF 100 % —
100% = /——
= Hembras Bl Machos
50% —f
50% —
28°C 28°C 29°C
26-27.5°C 29°C-30.5°C 32°C-33°C . s
& - Temperatura de incubacion
Temperatura de incubacién
c) Patrén FMF D) Patron FMFM
100% = j 7 100% ==
\ Bl Hembras
B Machos
I Machos TP:
1 2 3 1) 24.5°C
50% — 50% 2) 28.5°C
_I 3) 33°C
30°C  31.5°C 32.5°C-33°C auc 35°C 235°C 25.5°C 31.5°C 34°C
Temperatura de incubacion Temperatura de incubacion

Figura 1: Representacion esquematica de los diferentes patrones de determinacion sexual por
temperatura en especies de reptiles. A) Patron MF, B) Patron FM, C) Patrén FMF, D) Patrén FMFM. TP =
temperaturas pivotales, representada con el drea rayada. Figura modificada de Martinez-Juirez & Moreno-

Mendoza, 2019.

Debido a que la DST es una caracteristica frecuente en los reptiles, ha sido ampliamente
estudiada con el objetivo de esclarecer sus mecanismos. Los estudios relacionados con los
mecanismos de determinacién del sexo estin mas avanzados en las especies con DST que en las que
tienen DGS. Dos de las especies mds estudiadas son el caiman americano (Alligator mississippiensis)
y la tortuga Trachemys scripta (Matsubara, 2018). Se han realizado numerosos estudios de laboratorio
donde los huevos se incubaron a temperaturas constantes; estos proyectos de investigacién son
esenciales para comprender y describir aspectos de la DST entre especies (Bowden & Paitz, 2018). En
la actualidad, los mecanismos que permiten transformar la temperatura de incubacién en una sefial
biolégica no estdn del todo claros (Martinez-Juarez & Moreno-Mendoza, 2019; Bowden & Paitz,
2021). Se han desarrollado estudios epigenéticos, genéticos y hormonales para comprender estos
mecanismos. Se presume que la temperatura de incubacion inicia una cascada de sefiales moleculares

que producen un sexo, alterando la expresién genética, la sefalizacién de hormonas esteroides, los
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receptores hormonales y las enzimas esteroidogénicas (Mizoguchi & Valenzuela, 2016; Roush &

Rhen, 2018; Martinez-Judrez & Moreno-Mendoza, 2019; Weber & Capel, 2021).
Genética en la DST

Existen algunas lagunas en el conocimiento sobre los genes involucrados en la DST. Los genes
relacionados con la DST que han sido estudiados en numerosos trabajos son dmrtl (Double sex and
mab-3related transcription factor 1) y sox9 (SRY-Box Transcription Factor 9), ambos relacionados
con la masculinizacién del embrién. Drmtl ha sido ampliamente estudiado en la tortuga Trachemys
scripta. Este gen codifica un factor de transcripciéon con un patréon de expresiéon sexualmente
dimorfico dependiente de la temperatura, previo a la diferenciacion gonadal. Este gen parece ser
necesario y suficiente para iniciar el desarrollo masculino en 7. scripta y participar en la regulacién de
la DST ya que se ubica en un nivel alto de la red de expresiéon génica, superior a sox9 y amh durante
el inicio de la diferenciacidn sexual (Ge et al., 2017). Sox9 codifica para un factor de transcripcién
involucrado en la diferenciacién de las células de Sertoli, estas células son esenciales para la
diferenciacion de los testiculos. La funcién de este gen fue estudiada en diferentes modelos de
reptiles: cocodrilos como Alligator mississippiensis (Western et al., 1999a), tortugas como
Lepidochelys olivacea (Moreno-Mendoza et al., 1999) y T. scripta (Wibbels et al., 1998), lagartijas
como Eublepharis macularius (Valleley et al., 2001) y en otros vertebrados (Kent et al., 1996; Vining
et al., 2021). Otro gen relacionado con la masculinizacién es amh, que codifica para la hormona anti-
miilleriana (secretada por las células de Sertoli); y junto con sox9 son esenciales para diferenciar la
gbnada bipotencial en testiculos (Achermann et al., 1999). En A. mississippiensis la expresién amh
precede a la expresion sox9 (Western et al., 1999b), a diferencia de las tortugas L. olivacea y T.
scripta donde sox9 precede a la expresion de amh (Shoemaker et al., 2007a; Shoemaker et al., 2007b;
Sifuentes-Romero et al., 2013).

Por otro lado, las redes genéticas involucradas en la feminizacién incluyen los genes rspol (R-
spondinl) y foxI2 (Forkhead box protein L2). El gen rspol codifica una proteina que tiene un papel
importante en el desarrollo ovérico de los mamiferos (Shoemaker & Crews, 2009). Smith et al. (2008)
estudiaron la expresion de este gen en las génadas de Trachemys scripta y determinaron que es mayor
en embriones incubados a temperaturas de produccién de hembras durante el inicio del PTS. Rspol es
sensible a la temperatura y su expresion se reduce en embriones cuando su temperatura de incubacién
cambia de temperaturas productoras de hembras a temperaturas productoras de machos (Smith et al.,
2008). FoxI2 codifica para un factor de transcripcion que estd involucrado en la diferenciacién de
ovarios y es un represor conservado de la red genética para la determinacién sexual masculina en
mamiferos (Uhlenhaut et al., 2009; She & Yang, 2014). En la actualidad, los mecanismos de
regulacién de estos genes no se comprenden completamente. Sin embargo, las condiciones

ambientales como la temperatura, influyen en la expresion de los genes implicados en el desarrollo
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gonadal alterando el estado epigenético de las regiones reguladoras (Matsumoto & Crews, 2012;

Weber & Capel, 2021)(Tabla 1).

Tabla 1: Genes involucrados en la determinacion sexual dependiente de la temperatura (TSD) en reptiles.

Genes involucrados en las
redes reguladoras asociadas a
la diferenciacion ovarica.

Nombre completo

Funcion

Cyp19al Cytochrome P450 Gen que codifica para la enzima
family 19 subfamily A aromatasa, enzima encargada de
member 1 convertir andrégenos en estrogenos'.

FoxI2 Forkhead box protein Factor de transcripciéon que posee un
L2 papel en el desarrollo ovdrico, se expresa

en la corteza ovdrica en desarrollo®”.

Rspol R-Spondin 1 Codifica para una proteina reguladora de

la via de sefializacién Wnt/B-catenina®.

Genes involucrados en las Nombre completo Funcién

redes reguladoras asociadas a
la diferenciacion testicular

Amh

Drmtl

Sox9

Hormona anti-

miilleriana

Doublesex and mab-3
related  transcription
factor 1

SRY-Box
Transcription Factor 9

Hormona secretada por las células de
Sertoli embrionarias, encargada de
inhibir los conductos de Miiller®.

Factor de transcripcién que se encuentro
en la cresta genital y en el complejo
GAM, promoviendo el desarrollo de
testiculos®’.

Factor de transcripcién involucrado en la
diferenciacion de las células de Sertoli®?.

GAM: Complejo génada-adrenal-mesonefros. ! Bao et al. (2017), 2Rhen et al. (2007), 3Shoemaker et al. (2007a),
4 Smith et al. (2008), Shoemaker et al. (2007b), °Kettlewell et al. (2000), "Murdock & Wibbels (2003),
$Western et al. (1999a), "Moreno-Mendoza et al. (2001).

TRPV4 es un canal catiénico termosensible que se activa con calor moderado en mamiferos

(Gees et al., 2011; Vay et al., 2012). Yatsu et al. (2015) investigaron el papel del canal i6énico TRPV4

(AmTRPV4) como sensor de temperatura en la determinacién sexual de Alligator mississippiensis

utilizando andlisis electrofisiolégicos y manipulacién farmacoldgica para esclarecer el vinculo de este

canal con genes relacionados con la diferenciacién gonadal hacia testiculos u ovarios. Los resultados

de este trabajo mostraron que la actividad del canal puede influir en la via de diferenciacién sexual
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masculina a nivel molecular, pero no afecta la red génica que conduce a la diferenciacién ovdrica.
Ademads, en Crocodylus moreletii, detectaron expresion de TRPV4 en el citoplasma de las células de
Sertoli, lo que convierte a este canal en un posible regulador de sox9 (Martinez-Judrez et al., 2018).
Los estudios realizados en el caiman chino (A. sinensis) no han encontrado una expresion sexualmente
dimérfica de TRPVA4, pero si una expresion diferencial en otros canales TRP como TRPV2, TRPC6 y
TRPMG6 durante el PTS (Lin et al., 2018). La actividad de estos canales por si sola no explica el inicio
de la determinacién del sexo, pero la familia de genes TRP podria desempefiar un papel importante

actuando en conjunto con otros elementos atin no identificados.
Epigenética de la DST

Existe evidencia de que los factores epigenéticos son los responsables de la regulacién de la
expresion génica y que, junto con la temperatura, generan sefiales que desencadenan la diferenciacién
celular (Singh et al., 2020). La metilacién del ADN y la modificacién de histonas se estudiaron en
especies de reptiles con DST, ya que median diversos efectos ambientales sobre el fenotipo
(Matsumoto et al., 2013; Matsumoto et al., 2016). En peces y tortugas estudiaron el papel de la
metilacién de citosinas en el ADN, concretamente en la regién promotora del gen de la aromatasa
(cypl9al), la enzima responsable de la sintesis de estrégenos. Estas metilaciones del ADN estdn
asociadas con el silenciamiento génico (Matsumoto et al., 2013) y, en este caso, podrian resultar en
una menor expresion de la enzima. Se han identificado diferencias en la metilacién del ADN en las
gbénadas de embriones incubados a temperaturas productoras de machos y hembras. Las temperaturas
que producen hembras favorecen la desmetilacién y, en consecuencia, una mayor expresion de la
enzima aromatasa. A temperaturas productoras de machos ocurre lo contrario (Navarro-Martin et al.,
2011; Matsumoto et al., 2013; Fan et al., 2017). Ademas, evaluaron los genes involucrados en la
metilacién del ADN, la modificacién de histonas y algunos ARN no codificantes y demostraron que
su regulacidén era diferente a las temperaturas de produccién masculinas y femeninas (Radhakrishnan
et al., 2018).

El gen kdm6b codifica para una histona desmetilasa (Burchfield et al., 2015) y su transcripcién
responde a la temperatura y juega un papel importante en DST del sexo masculino (Ge et al., 2018).
Esta enzima cumple la funcién de desmetilar la histona H3K27me3 (histona trimetilada H3 lisina 27)
en el promotor de drmtl aumentando su expresion y estimulando el desarrollo de los testiculos en
Trachemys scripta (Ge et al., 2018). Estudios realizados por Ge et al. (2018) a temperaturas
constantes demostraron que durante el PTS la expresion de kdm6b aumenta y que su represion
conduce al desarrollo de génadas femeninas, aumentando la expresion de los genes cypl9al y foxl2.
En T. scripta, ocurre un splicing alternativo de kdm6b que es termosensible (Ge et al., 2018;
Marroquin-Flores et al., 2021). A temperaturas productoras de machos (en 7. scripta, menores que las

temperaturas productoras de hembras), se observa un aumento en las transcripciones de kdm6b que
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retiene intrones. Sin embargo, cuando los huevos se incuban a temperaturas productoras de hembras
(maés calidas que las productoras de machos) la abundancia de transcriptos de kdm6b permanece igual,
pero disminuye la cantidad de transcriptos que contienen intrones (Marroquin-Flores et al., 2021). La
transcripcion del intrén seria responsable de aumentar la tasa de transcripcion de kdm6b, regulando
positivamente a drmtl y generando la produccién de machos en 7. scripta.

En Alligator mississippiensis, Yatsu et al. (2016) demostraron que al igual que a temperaturas
productoras de hembras también se produce la retencidon de intrones del transcripto de kdm6b. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en Trachemys scripta, las temperaturas que producen hembras
son mas bajas que las productoras de machos en cocodrilianos. A pesar de esto, la expresién de drmtl
aumenta a las temperaturas de produccidon de machos durante el PTS en cocodrilianos (Smith et al.,
1999; Anand et al., 2008). Por lo tanto, kdm6b exhibe retencidn de intrones sensible a la temperatura,
pero la retencién de intrones en kdm6b conduce a diferentes resultados fenotipicos en tortugas y
cocodrilos. Actualmente, su funcidén en cocodrilianos no estd clara, por lo que se necesitan mas

estudios para comprender su papel en la determinacion sexual de estas especies.
Hormonas

Aunque la temperatura de incubacién juega un papel fundamental en la DST, varios estudios
han demostrado que las hormonas esteroides también pueden influir en la determinacién del sexo. A
temperaturas a las que se producen crias de ambos sexos, los nidos de distintas hembras responden de
diferente forma tanto en la naturaleza como en condiciones de laboratorio (Lang & Andrews, 1994;
Simoncini et al., 2014; Parachid-Marc6 et al., 2017). Esto podria deberse a una contribucién hormonal
materna, es decir, hormonas esteroides depositadas por la hembra en la yema del huevo. Segin Roush
& Rhen (2018), las hipdtesis sobre los efectos de los esteroides maternos en la proporcion de sexos de
un nido se basan en 1) evidencia de que la concentracién de esteroides en la yema de huevo varia
entre nidos de diferentes hembras (Conley et al., 1997; Janzen et al., 1998), 2) la variacién dentro del
nido en hormonas esteroides es insignificante en comparacién con la variacién entre nidos (Conley et
al., 1997; Janzen et al., 1998; Bowden et al., 2000), y 3) la aplicacion exdgena de hormonas en los
huevos influye en la determinacién del sexo (Bull et al., 1988; Wibbels et al., 1991; Rhen & Lang,
1994; Tabla 2).
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Tabla 2: Variacion de hormonas esteroides intra e inter nidada en tortugas, cocodrilianos y lagartijas, y el

efecto en la determinacién sexual de la exposicion del huevo a hormonas esteroides exdgenas.

Hormonas Hormonas Aplicacion de hormonas esteroideas exégenas

intranidada internidada

Tortugas

DHT = masculiniza *
Andrégenos No varfa ! Varfan ! .

g T = feminiza >¢

T + inhibidor de aromatasa = masculiniza’
Estrégenos No varfa 2 Varian ** E, = feminiza 78
Cocodrilianos
Andrégenos No varia® No varfa ° MT = masculiniza '°
Estrégenos Varia ° Varia ° E2 = feminiza '
Lagartos
Andrégenos No varia 3 Solo T varia *  DHT = masculiniza '
Estrogenos No varia 1 No varia 13 E2 = feminiza 3

! Chelydra serpentina, Trachemys Scripta (Janzen et al., 1998); 2 C. serpentina, T. scripta (EIf et al., 2002); 3
Caretta caretta (Lockley et al., 2020); *T. scripta (Wibbels & Crews, 1992); °T. scripta (Crews & Bergeron,
1994); °T. scripta (Pieau, 1996); "C. serpentina (Rhen & Lang, 1994); 8Chrysemys picta (Warner et al., 2017);
°Alligator mississippiensis (Conley et al., 1997); '°Crocodylus acutus, A. mississippiensis (Murray et al., 2016);
YA, mississippiensis (Crain et al., 1997); "?Caiman latirostris (Stoker et al., 2003); *Eublepharis macularius
(Rhen et al., 2006); “Bassiana duperreyi (Radder et al., 2009); SE. macularius (Janes et al., 2007). Ep, 17pB-

estradiol; DHT, dihidrotestosterona; MT, 17a- metiltestosterona; T, testosterona.
Hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son moléculas orgdnicas de naturaleza lipidica, ya que derivan del
nuicleo ciclopentanoperhidrofenantreno. Se sintetizan en la gldndula suprarrenal y en las génadas a
partir del colesterol que es convertido en pregnonelona por la enzima citocromo P450, siendo éste el
punto regulador para su sintesis (Beato, 2000; Cole et al., 2019). Segtn al receptor al que se unen se
pueden clasificar en, andrégenos (19 carbonos), estrégenos (18 carbonos), corticoides (21 carbonos) y
progestidgenos (21 carbonos) (Henley et al., 2005). Al ser moléculas lipofilicas, las hormonas
esteroides atraviesan la membrana celular y se unen a receptores intracelulares. Estos receptores,
pertenecientes a la familia de receptores nucleares tipo I, se encuentran inactivos principalmente en el
citoplasma (como los receptores de glucocorticoides y andrégenos) o en el nicleo (como los
receptores de estrogenos) hasta que se produce la unién con la hormona (Linja et al., 2004; Levin &

Hammes, 2016). Cuando la hormona esteroide difunde por la membrana celular y se une al receptor,
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se produce la dimerizacién del mismo y en el niicleo se une a sitios especificos del ADN reprimiendo
o activando la transcripcién de determinados genes (Robinson-Rechavi et al., 2003; Levin &
Hammes, 2016). Los andrégenos son responsables del desarrollo de las caracteristicas sexuales
masculinas, y los estrégenos estan encargados del desarrollo de las caracteristicas sexuales femeninas
y también participan en la regulacién de las funciones reproductivas masculinas en algunos animales
(Cooke et al., 2017; Verderame & Scudiero, 2018). Las acciones de estas hormonas estan mediadas
por receptores nucleares especificos ubicados en las células blanco: los receptores de andrégenos
(RA) y los receptores de estrégenos (RE). Estos receptores actian como reguladores de la
sefializacion hormonal; una vez que la hormona se une a su receptor, se desencadenan cambios en la
expresion génica. (Jenster et al., 1997; Katsu et al., 2008; Ogino et al., 2018).

Las hormonas esteroides desempenan diversas funciones fisiol6gicas en los vertebrados. Si bien
su papel principal esté relacionado con la regulacién de las funciones sexuales, también intervienen en
procesos clave como el crecimiento y la diferenciacioén celular, la homeostasis y la modulacién de
ciertos rasgos de comportamiento (Meylan et al., 2002; Petelle et al., 2017; Ogino et al., 2018;
Potticary & Duckworth, 2018).

Rol de las hormonas esteroideas maternas en la determinacion sexual de reptiles

La yema de huevo en los amniotas oviparos es una fuente de hormonas esteroides de origen
materno. Existe evidencia de la presencia de hormonas esteroides sexuales en la yema de huevo de los
reptiles que poseen DGS y DST. Se han encontrado concentraciones de 17B-estradiol (E»),
androstenediona, Sa-dihidrotestosterona (DHT), corticosterona, progesterona y testosterona (T) en la
yema de huevo de reptiles (Conley et al., 1997; Janzen et al., 1998; Lovern & Wade, 2001; EIf, 2004;
Huang et al., 2013; Carter et al., 2018).

La dindmica de transferencia de hormonas esteroides hacia la yema de huevo en reptiles, asi
como en especies oviparas en general, ain no se encuentra completamente elucidada. Dado que las
hormonas esteroides son lipofilicas, se ha propuesto que la transferencia materna (ya sea desde el
plasma o desde las células esteroidogénicas) hacia los foliculos ovdricos durante la vitelogénesis
ocurre de forma pasiva (EIf, 2003; Radder, 2007). No obstante, también se ha planteado la posibilidad
de que éste sea un proceso dindmico y regulado, en el cual los niveles hormonales maternos y los de
la yema puedan variar de manera independiente. En algunas especies de aves, se ha observado que la
yema se deposita en capas, y que la concentracién de hormonas esteroides en la yema reflejaria la
historia de exposicién a estas hormonas mds que una correlacidon directa con los niveles maternos
(Moore & Johnston, 2008). Ademds, existe evidencia de transferencia de esteroides posterior a la
ovulacién durante el tiempo que los huevos permanecen en el oviducto, como se ha documentado en

el lagarto Urosaurus ornatus, lo cual es particularmente relevante en reptiles cuyos huevos pueden
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permanecer en el oviducto durante varios dias antes de la oviposicion (Johnson & Moore, 2005; Fig.

2).

Contenido de esteroides
de |a yema con un
transporte unidireccional

—

Niveles de .
hormonas en el
plasma materno
Contenido de esteroides

de la yema con un
transporte bidireccional

Niveles de esteroides

Deposicion en la yema

Figura 2: Modelos hipotéticos de deposicion de hormonas esteroides maternas en la yema del huevo. La
linea continua representa los niveles de esteroides circulantes en el plasma materno durante la deposicién de
hormonas en la yema. La linea punteada indica cémo variarian los niveles de esteroides en la yema si existiera
un equilibrio con transporte bidireccional entre la yema y el plasma materno; en este caso, los niveles en la
yema se correlacionarian con los niveles hormonales maternos. En cambio, la linea segmentada representa un
modelo de deposicion unidireccional, en el que los esteroides se acumulan en la yema reflejando la historia

completa de exposicion a esteroides maternos. Figura modificada de Moore & Johnston, 2008.

Estudios en los que los huevos fueron topicados con estrégenos exdgenos, a temperaturas de
incubacién productoras de machos, dieron como resultado crias hembras. Lo mismo ocurrié con la
aplicaciéon de T ya que esta hormona puede ser metabolizada a E, por la enzima aromatasa P450
(Wibbels et al., 1991; Wibbels & Crews, 1992; Wu et al., 2022). Ademas, la dosis de hormonas
esteroides requerida para sesgar el sexo de las crias hacia las hembras disminuye a medida que se
acercan a las temperaturas pivotales (Rhen & Lang, 1994; Wibbels & Crews, 1994). Por otro lado,
con el uso de inhibidores de la enzima aromatasa para bloquear la producciéon enddgena de E,, existe
un sesgo hacia la producciéon de machos a temperaturas de incubacion pivotales, y la proporcion de
sexos a temperaturas de incubacién de hembras también puede alterarse (Dorizzi et al., 1994; Wibbels
& Crews, 1994; Wu et al., 2022). A su vez, la administracién de andrégenos exdgenos como DHT
solo altera la proporcidn de sexos a temperaturas pivotales de incubacién (Wibbels & Crews, 1995).
Los mecanismos de regulacion de la enzima aromatasa en las gonadas embrionarias adn se
desconocen, pero se cree que hay genes que codifican sensores que se activan a determinadas
temperaturas dirigiendo el desarrollo de la génada bipotencial hacia el desarrollo de los ovarios

(Singh et al., 2020).
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Debido a la capacidad de revertir el sexo de machos hacia hembras y como una forma de sesgar
el sexo de las crias favoreciendo la produccion de hembras, la administracién de E, exdgeno se ha
propuesto como una forma alternativa para la recuperacion de reptiles con DST en peligro de
extincién y una mejora en el manejo de estas especies (Crews & Wibbels, 1993). Sin embargo,
estudios en Caiman latirostris demostraron diferencias histoldgicas en el tamafio y la dindmica de
crecimiento de los genitales y diferencias en la expresion de los receptores hormonales Esrl (receptor
de estrégeno o) y RA entre las hembras producidas por la aplicacién de E, y las hembras producidas
naturalmente (Tavalieri et al., 2019). Ademads, un estudio en un reptil de vida corta (Amphibolurus
muricatus) con DST, encontré que los machos producidos naturalmente tenian mayor éxito
reproductivo que los machos que habian sido producidos a temperaturas de producciéon femenina con
un inhibidor de la aromatasa (Warner & Shine, 2008). Por este motivo, es importante comprender el
papel de estas hormonas, cémo influyen en la determinacién del sexo en las especies con DST y los
efectos que pueden tanto en el desarrollo embrionario como durante el crecimiento y la adultez.

En cocodrilos, asi como en algunas especies de tortugas y lagartos con DST, la proporcién
sexual en las crias varfa entre nidos, tanto en condiciones naturales como en incubaciones controladas
a temperaturas que producen ambos sexos (Bull et al., 1982; Janzen, 1992; Ewert et al., 1994; Pifia et
al., 2003; Huang et al., 2013; Parachi-Marc¢ et al., 2017; Simoncini et al., 2019). Este patrén sugiere
que la temperatura no es el Unico factor que interviene en la determinacidn sexual de estas especies.
Diversos estudios han planteado que el genotipo del embrién podria influir en el sesgo sexual. Otros
trabajos, en cambio, proponen que factores maternos no genéticos (como hormonas esteroides
depositadas en la yema, ARN maternos, nutrientes o la eleccién del sitio de anidacién) también
podrian desempefiar un papel clave (Roush & Rhen, 2018). Sin embargo, en aves, una gran parte de
las hormonas maternas depositadas en la yema del huevo se metabolizan en metabolitos no activos (es
decir, no se unen a los receptores clasicos de hormonas esteroides) antes de llegar al embrién (Kumar
et al., 2018; 2019; Mouton & Duckworth, 2021). Esto podria estar relacionado con un conflicto
coevolutivo entre madres e hijos (Bebbington & Groothuis, 2021), en el que estos metabolitos podrian
representar una via complementaria mediante la cual influyen en el fenotipo del embrién pero no en la

determinacién del sexo (Mouton & Duckworth, 2021).
Rol de las hormonas esteroides en la determinacion sexual de cocodrilianos

En Alligator mississippiensis, la androstenediona es el esteroide mds abundante en la yema y el
E, es el esteroide mds variable entre los nidos. Una fuerte disminucién en los niveles de esteroides en
la yema coincide con el periodo de diferenciacién gonadal en esta especie (Conley et al., 1997). En
los cocodrilos, el suministro materno de hormonas esteroides es esencial porque el sistema endocrino

no puede sintetizar E, y T durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, y la actividad de la
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aromatasa en el complejo génada-adrenal-mesonéfros (GAM) aumenta luego del PTS durante el
desarrollo embrionario (Smith & Joss, 1994a; Smith et al., 1995).

Estudios en Caiman latirostris evidenciaron diferencias en los genitales externos de hembras
producidas a temperaturas de produccién femeninas y las producidas por administracién exdgena de
E», que podrian diferenciarse en términos de caracteristicas histoldgicas, en la expresién de Esrl, RA'y
en la expresién de patrones moleculares en ovarios (Canesini et al., 2018; Tavalieri et al., 2019). Es
importante prestar atencion a estos cambios producidos por la aplicacién de E, exdgena en embriones
porque la presencia de contaminantes ambientales en la naturaleza, que se comportan de manera
similar a las hormonas esteroides en cuanto a que son capaces de afectar el normal funcionamiento del
sistema endocrino, podrian causar desarrollo anormal de los genitales lo que a su vez podria provocar

fallos reproductivos en los animales.
Metabolismo de hormonas esteroideas en la yema de huevo

Los esteroides maternos, como el E, y T, se metabolizan durante el desarrollo embrionario, con
una disminucién en sus niveles en las primeras etapas del desarrollo (Paitz & Bowden, 2009). El
efecto de estos metabolitos, en su mayoria derivados de los estrégenos, ha sido ampliamente
estudiado en tortugas (Marroquin-Flores et al., 2022; Paitz & Bowden, 2008; 2013; Paitz et al., 2012).
Los estrégenos se convierten en compuestos sulfonados (Paitz & Bowden, 2008, 2013), mientras que
los andrdégenos, como T y androstenediona, se metabolizan en compuestos mds solubles en agua,
aunque aun no se han identificado. Se postula que estos podrian metabolizarse a DHT y etiocolanona
(Kumar et al., 2019; Paitz & Bowden, 2013).

Metabolitos como el sulfato de estradiol y el sulfato de estrona, al igual que E», aumentan la
produccién de crias hembras y afectan la expresion de genes relacionados con la determinacién del
sexo (Marroquin-Flores et al., 2022; Paitz & Bowden, 2009). Marroquin-Flores et al. (2022)
realizaron un estudio en el que agregaron concentraciones topicas no fisioldgicas de sulfato de estrona
a huevos de Trachemys scripta, antes del PTS, lo que resulté en una disminucién en la expresion de
drmtl y sox9 y un aumento en fox/2 y de la enzima aromatasa. Sin embargo, la expresioén de kdm6b no
se redujo en los embriones tratados con sulfato de estrona como ocurre con las temperaturas de
produccién femenina. Los mismos autores no encontraron ningin efecto sobre la expresiéon génica
cuando los huevos fueron expuestos a concentraciones similares a las naturales, por lo que estos
compuestos pueden tener una menor capacidad para inducir cambios moleculares en comparacién con
las hormonas esteroideas.

El sulfato de estrona podria facilitar el movimiento de esteroides hacia el embridén, ya que éste
puede absorber estos metabolitos (Paitz et al., 2012). Aunque sus efectos estan estudiados, atin no se
conoce el mecanismo a través del cual actian estos metabolitos y si se unen directamente a los

receptores de esteroides (Paitz & Bowden, 2013). Es interesante observar que el aumento de la
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actividad de la enzima sulfotransferasa (enzima que convierte los estrogenos en estrogenos sulfatados)
coincide con la disminucién de Es en los huevos de Trachemys scripta (Paitz & Bowden, 2008). Este
podria ser un mecanismo para amortiguar el efecto directo de las hormonas esteroides maternas en el
embrién, aunque no se sabe si estos metabolitos se transforman nuevamente en hormonas esteroides
en el embrién, ya que esto auin no se ha demostrado experimentalmente.

Una revisiéon de Mouton & Duckworth (2021) en aves sugiere que estos esteroides maternos
son precursores de metabolitos neuroactivos, por lo que podrian metabolizarse a neurotransmisores
que no se unen a los receptores de esteroides cldsicos. Esta via podria ser otra forma de metabolizar
los esteroides maternos y otra forma de influir en la fisiologia de la descendencia, aunque en este caso
en el desarrollo de los circuitos neuronales y no en la determinacion del sexo.

Aunque las hormonas esteroideas se metabolizan durante el desarrollo, no se descarta que algunas de
ellas lleguen al embrién y puedan tener un efecto directo (Fig. 3). Estos podrian metabolizarse y luego
volver a su forma original dentro del embrién, ademds los mismos metabolitos podrian tener efectos

(aunque moderados en comparacion con sus predecesores) e influir en la determinacion del sexo.
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Figura 3: Posibles vias de metabolismo de hormonas esteroides maternas en la yema del huevo de reptiles.
Las hormonas esteroides maternas podrian metabolizarse a varios compuestos antes de llegar al embrién y
afectar el sexo de la cria. Estos metabolitos son compuestos mds solubles en agua, lo que facilitaria su
transferencia al embrién (Paitz & Bowden, 2008; Paitz & Bowden, 2013) y una parte podria llegar al embrién

sin ser metabolizada.
Importancia de los lipidos en la reproduccion y desarrollo embrionario de reptiles

Conocer la fisiologia de lipidos en los reptiles es importante para comprender el
almacenamiento y uso de energia, la biologia reproductiva y la ecologia de los mismos (Price, 2017).

El tejido adiposo de los reptiles se puede localizar entre las fibras musculares, en la cola (Kwan,
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1994), en algunas especies se pueden encontrar depdsitos de grasas subcutdnea, y muchos de ellos
poseen lo que se denomina “cuerpo graso” abdominal que es la principal reserva de tejido adiposo en
estas especies (Pond, 1978). Aunque los reptiles utilizan los depdsitos de grasa durante los ayunos
cortos y prolongados, se cree que estas reservas se utilizan principalmente con fines reproductivos.

Los lipidos invertidos en el huevo sirven como fuente de energia para el embrién en las
especies lecitotrdficas y para una eclosion exitosa (Speake & Thompson, 1999; Morales Arango et al.,
2007). Los principales lipidos que componen la yema de huevo de cocodrilo son los triglicéridos y
fosfolipidos (Noble et al., 1993a). Durante el desarrollo embrionario hay un consumo de los lipidos de
la yema que es influenciado por la temperatura de incubacion a la que se expone al embrién (Coe et
al., 1988, Noble et al., 1993a). En Alligator mississippiensis el consumo de lipidos es mayor durante
el ultimo tercio del periodo de incubacion y en los huevos que son incubados a 30°C (temperaturas de
produccién femeninas) quedan sin absorber el 15% de los lipidos, mientras que los que son incubados
a 33°C (temperaturas productoras de machos) un 27% no se absorbe (Noble et al., 1993a). Ademas,
Noble et al. (1993a) reportaron una marcada acumulacién de ésteres de colesterol en la yema. Estos
aumentan durante todo el periodo de incubacién, acompafiados por una disminucién del colesterol
libre, los fosfolipidos y los triglicéridos a medida que avanza el tiempo de incubacién. Los autores
discuten el hecho de que estos cambios coinciden con el PTS, por lo que podrian estar involucrados
en la biosintesis de hormonas esteroides y tener una influencia sobre la determinacién sexual.

Los cambios estacionales de los dcidos grasos sugieren que durante la época reproductiva los
dcidos grasos de los depdsitos lipidicos se movilizan al higado y se depositan como triglicéridos para
ser empaquetados en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) antes de su deposicién en los
ovocitos (Price, 2017). Que la VLDL sea un precursor de la yema ademds de la vitelogenina, ha
permitido que reptiles incorporen mayor cantidad de lipidos en sus huevos (Speake & Thompson,

1999).
Acidos grasos: caracteristicas y funciones biolégicas

Los 4acidos grasos son biomoléculas lipidicas que estin formadas por una cadena
hidrocarbonada lineal y un grupo carboxilo (-COOH) en un extremo. Se diferencian por el nimero de
atomos de carbono de la molécula, el nimero de dobles enlaces de la cadena hidrocarbonada, la
posicion y configuracién de estos dobles enlaces (Sanhueza Cataldn et al., 2015). Aquellos 4cidos
grasos que no poseen dobles enlaces en su estructura se denominan 4cidos grasos saturados y aquellos
que poseen dos o mds dobles enlaces se denominan insaturados. Dependiendo de la orientacién de los
dobles enlaces que posean los dcidos grasos insaturados se pueden clasificar en cis o trans. Sin
embargo, en la naturaleza la mayoria se encuentra como cis (Enriquez et al., 2003). También se utiliza

la nomenclatura omega (®), o “n” para determinar la posicion del doble enlace, contando desde el
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grupo metilo. Esto permite clasificar a los 4cidos grasos como n-9, n-6 y n-3 (Cabezas-Zabala et al.,
2016).

El 4cido graso mds importante de la familia n-3 es el 4cido a-linolénico (18:3 n-3, ALN), el
mdas importante de la familia n-6 es el dcido linoléico (18:2 n-6, AL) y el de la serie n-9 es el 4cido
oleico (18:1 n-9, AO) (Bonomo & Uauy, 2005). Tanto AL como ALN se consideran acidos grasos
esenciales debido a que la mayoria de los animales vertebrados carecen de enzimas para sintetizarlos
(con excepcion de algunos ectotermos, Arnold et al., 2015), s6lo pueden introducir insaturaciones a
partir del carbono 9. Por esta razén, deben ser incorporados en proporciones adecuadas en la dieta
(Bonomo & Uauy, 2005). A partir de procesos de elongacién y desaturacidn, estos acidos grasos
forman otros 4cidos grasos de mayor tamafio de cadena y con un mayor nimero de insaturaciones,

estos son los 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga (Fig. 4).

Acido oléico Acido linoleico Acido alfa-linolénico
18:1 n-9 18:2 n-6 18:3 n-3
lDeha-ﬁ desaturasa 14_09"3-6 desaiurasa—h-l
18:2n-9 Acido gamma-linolénico 18:4n-3
18:3 n-6
lEongasa
lq—Elongasa
20:2 n-9 Y
Acido-dihomo
Delta-5 desaturasa gamma-linolénico 20:4 n-3
20:3 n-6
Acido eicosatrienoico <}——Della-5 desaturasa——p»-
20:3 n-9
Acido araquidénico Acido eicosapentaenoico
20:14 n-6 20:5n-3
lqiElongasa—ﬂ
22:4n-6 22:5n-3
lq—«Elongasaﬂ
244 n-6 24:5n-3

lq—Dellafﬁ desalurasa—pl

245 n-6 24:6 n-3

Retroconversion

peroxisnm al lq—Beta- ox»dacron—pl

Acido docosapentaenoico Acido docosahexaenoico
22:5n-6 22:6 n-3

Figura 4: Via de desaturacion del acido oléico, acido linoleico y acido a-linolénico.
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Los 4cidos grasos forman parte de los lipidos de las membranas biolégicas como los
fosfolipidos, esfingolipidos y glangliésidos (De Carvalho & Caramujo, 2018), por lo que forman una
barrera protectora que controla el transito de componentes desde y hacia la célula e influyen en su
fluidez. Los 4cidos grasos de cadena larga y con mayor grado de insaturaciones hacen que la
membrana sea mds fluida que aquellos dcidos grasos que son saturados y de cadena corta (Ibarguren
et al., 2014). Esta propiedad es importante en los eucariotas poiquilotermos, ya que, frente a un estrés
provocado por bajas temperaturas, pueden modificar los lipidos de las membranas aumentando el
grado de insaturacion de los 4cidos grasos. Esto facilita el transito de componentes a través de la
membrana y, por lo tanto, permite que los procesos celulares sigan funcionando correctamente,
incluso a temperaturas bajas (Guschina & Harwood, 2006). Otra funcién que poseen en la membrana
es regular la comunicacion celular, por ejemplo, los AGPI disminuyen el espesor de la membrana y
producen deformaciones de lipidos favoreciendo la insercién de ciertas proteinas anfipdticas y
procesos de endocitosis (Pinot et al., 2014).

Otras de las funciones importante que poseen los acidos grasos dentro de las células es la
regulacién de ciertos genes, ya que actdan como ligandos de los receptores de los proliferadores
peroxisomales, conocidos como PPAR que son reguladores de procesos metabdlicos y celulares
(Echeverria et al., 2016), también son partes de lipidos que forman gotitas lipidicas que secuestran
compuestos toxicos para proteger a las células que también absorben y transportan vitaminas y

proteinas (Murphy et al., 2008; Walther & Farese, 2012; Henne et al., 2018).
Descripcion de la especie Caiman latirostris

En Argentina habitan dos especies del género caiman, el yacaré overo (Caiman latirostris)y el
yacaré negro (C. yacare). Ambas especies se distribuyen por el centro-norte del pais, siendo el yacaré
overo quien presenta una distribucion mas austral ya que posee una mayor tolerancia climatica
(Waller & Micucci, 1992). Caiman latirostris es una especie de cocodriliano endémico de América
del Sur, cuya distribucién abarca Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay (Fig. 5). En
Argentina se ha registrado la presencia de C. latirostris en las provincias de Chaco, Corrientes, Entre
Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta y Santa Fe (Larriera & Imhof, 2000). Sus hébitats de
preferencias son las aguas con vegetaciones flotantes (embalsados) y poco profundas, que son de
dificil acceso para los predadores y tienen la caracteristica de ser ricos en alimentos (Messel et al.,
1995).

En cuanto a su estado de conservacion, la especie es considerada de preocupacién menor por la
Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN). En la actualidad la caza ilegal no
es la principal amenaza para la especie, si no la degradacién de su hébitat por parte del sector agricola

(Larriera & Imhof, 2000). Durante la incubacién y el primer afio de vida se calcula que mueren entre
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el 90% y el 98% de los individuos a causa de factores como la predacidn y condiciones climaticas

como inundaciones, sequias y frio (Larriera & Pifia, 2000; Viotto et al., 2022; Pierini et al., 2024).
Biologia reproductiva

Los individuos de esta especie comienzan a reproducirse alcanzan la madurez sexual,
aproximadamente a los 10 afios (Verdade & Sarkis, 1998), y su temporada reproductiva es anual (Fig.
6, A y B). Las hembras reproductoras son de clase III, dentro de esta categoria se encuentran los
caimanes con una longitud entre 68 y 99,9 cm de longitud hocico-cloaca (Leiva et al., 2018a). Se ha
reportado la puesta de nido de una hembra de 5 afios en cautiverio con tamafio de longitud hocico-
cloaca (LHC) de 81 cm y masa corporal de 19,8 kg (Verdade et al., 2003). Se debe tener en cuenta
que los caimanes en cautiverio crecen a un ritmo mds acelerado que los caimanes salvajes debido a la
disponibilidad de alimento y es debido a esto que podrian alcanzar el tamafio necesario para poder
reproducirse antes que los animales salvajes (Leiva et al., 2018a). Ademds, la clase III incluye machos
reproductivos y la clase VI (LHC mayor a 99,9 cm) sélo incluye machos grandes reproductivos, ya

que no hay reportes de hembras de este tamafio.

Brazil

Bolivia

aragua;

rug

Argentina

Figura 5: Distribucion geografica del yacaré overo (Caiman latirostris) en América del Sur. Figura

obtenida de Verdade et al., 2010.

En los meses de septiembre y octubre los animales comienzan a alimentarse, las hembras con el
fin de producir huevos y los machos de defender los territorios. Las cépulas se inician a finales de

octubre y principios de noviembre, momento en el que las hembras comienzan la construccién de los
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nidos para realizar la postura de huevos por unica vez en el afio (Pifia, 2002; Pifia et al., 2004).
Durante la temporada reproductiva Portelinha et al. (2015) observaron que las hembras reproductivas
tienen niveles séricos de E, y progesterona mas altos que aquellas hembras no reproductivas.

Las posturas se realizan por la noche y cada hembra deposita un promedio de 33,1 huevos por
nido (Pifia, 2002; Simoncini et al., 2009). La construccién del nido se lleva a cabo en varios dias
donde la hembra forma un monticulo con material vegetal y tierra, en ambientes como sabana, monte
y embalsado (Montini et al., 2006). Durante la incubacién la hembra atiende al nido con el fin de
mantener las condiciones necesarias de temperatura y humedad y para defenderlo, sin tener contacto
con los huevos hasta la eclosidon (Pifia, 2002; Ojeda Adame et al., 2018; Pierini et al., 2022).
Generalmente el periodo de incubacién oscila entre 65 y 80 dias (Pifia et al., 2003) y las crias nacen
en los meses de febrero y marzo con un peso promedio de 40 g y una longitud de 22 cm (Larriera &

Imhof, 2006).

Figura 6: Ejemplares de hembras reproductoras de Caiman latirostris. En las figuras: A) una hembra
reproductora del semicautiverio perteneciente al Centro de Rescate, Interpretacién e Investigacién de Fauna La

Esmeralda (CRIIF), B) hembras reproductoras defendiendo un nido. Fuente A): Facebook Proyecto Yacaré.
Determinacion sexual por temperatura en Caiman latirostris

Esta especie presenta un patrén de determinacion sexual por temperatura denominada FMF en
donde a temperaturas constantes entre 29 y 31 °C se producen 100% hembras y entre 33 y 34 °C
100% machos (Pifna et al., 2003; Iungman & Pifia, 2013; Parachd-Marcé et al., 2017). Entre 34 y
34,5°C se produce una transicién de la produccion de crias machos a hembras, pero el éxito de

eclosion y supervivencia es menor a estas temperaturas (Pifia et al., 2003; Parachi-Marcé et al.,
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2017). Por lo tanto, se pudieron distinguir dos temperaturas pivotales, una temperatura pivotal inferior
entre los 32 y 33°C y una superior entre 34 y 34,5°C (Parachi-Marco et al., 2017).

Los nidos incubados a 29°C completan el desarrollo en 81 dias, los incubados a 31°C en 73
dias y a 33°C en 70 dias (Pifia et al., 2003; Fig. 7, A y B). La temperatura influye sobre el periodo de
incubacién haciendo que los nidos incubados a temperaturas mdas altas tengan un desarrollo
embrionario mds acelerado, que podria deberse a un aumento del metabolismo producido por la
temperatura (Zug et al., 2001). Caiman latirostris presenta un PTS que ocurre en el segundo tercio del

periodo de incubacién que se localiza entre los estadios 19 y 24 (Pifia et al., 2007).

Figura 7: Crias de Caiman latirostris. A) Cria de C. latirostris al momento de la eclosion, B) ejemplar de

recién eclosionado de C. latirostris.
Desarrollo embrionario

Los huevos de cocodrilianos estdn compuestos por yema, albumen y una céscara calcificada,
los cuales proporcionan al embrién los nutrientes, minerales y parte del agua necesarios para su
desarrollo. Todo el contenido del huevo esta envuelto por una membrana delgada llamada corion. La
yema se encuentra contenida dentro del saco vitelino, mientras que el embrion se desarrolla en el
interior del saco amnidtico, rodeado por una membrana protectora denominada amnios. Durante las
primeras etapas del desarrollo, los intercambios de gases ocurren principalmente por difusién. Sin
embargo, a medida que el embrién crece, se forma un sistema circulatorio extraembrionario que

permite un intercambio mds eficiente de oxigeno, la absorcién de nutrientes y la excrecién de
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desechos. Estos productos de desecho son almacenados en el saco alantoideo, una membrana
extraembrionaria que se origina como una evaginacién del intestino (Grigg & Kirshner, 2015; Fig. 8).

Tungman et al. (2008) describieron las diferentes etapas del desarrollo embrionario en Caiman
latirostris en 28 estadios, basdndose en las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas de los
embriones incubados a 31°C. En el estadio 2 de desarrollo, ya se observa en las estructuras
extraembrionarias el blastodermo, rodeado en su mitad posterior por islas sanguineas. En cuanto a las
caracteristicas craneales, el neuroporo anterior se encuentra en proceso de cierre, y se observan 20
pares de somitos dispuestos a ambos lados de la médula espinal. Pronto se desarrollan las estructuras
extraembrionarias como el alantoides y se observan los primeros vasos sanguineos (estadios 4-5). El
cuerpo del embrién se rota hacia la derecha, se inician las fosas nasales y el desarrollo de los
maxilares (estadios 5—7), mientras que el alantoides se fusiona con el corion (estadio 8). El higado
aparece como una protuberancia debajo del corazén (estadio 9). Durante los estadios 12 a 15, el
embrién se flexiona completamente (cabeza tocando la cola), los brotes de las extremidades se
alargan, los ojos desarrollan pigmentacion, y se definen las fosas nasales. Posteriormente, el cuerpo se
desproporciona menos con respecto a la cabeza, aparecen los primeros denticulos y los dedos
comienzan a delimitarse (estadios 17—19). En los estadios 20-21, el hocico se alarga, las mandibulas
se completan, los vasos sanguineos rodean el saco vitelino y se extienden hacia la alantoides. Las
escamas ya son visibles en el cuerpo y la pigmentacién comienza a distribuirse por la cabeza, el
cuerpo y las extremidades. A partir del estadio 23, aparece el diente de huevo, las garras estdn
formadas y se establece el patrén de escamas. En el estadio 24, la pigmentacién es mds intensa, de
color verde-negruzco, y las escamas cubren toda la superficie. Desde el estadio 25 hasta el 28, el
embridn ya se asemeja a una cria. La cdscara se vuelve opaca, ain hay yema externa adherida (estadio
25), y se inicia la absorcién progresiva de la yema hasta quedar completamente dentro del cuerpo,
dejando una cicatriz umbilical (estadios 27-28). En esta dltima etapa ya no se observan grandes
cambios morfolégicos, y el embridn se prepara para la eclosion.

Banda opaca
Saco amniético

Amnios
Albumen

Corion

Saco alantoideo

Saco vitelino

Figura 8: Representacion esquematica del huevo de cocodrilianos. Figura modificada de Grigg & Kirshner,
2015.
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Impacto del cambio climatico y variables climaticas sobre la biodiversidad: importancia de su

estudio en reptiles

El cambio climdtico de origen antropogénico avanza a un ritmo alarmante, y se prevé que, de
no tomarse medidas de mitigacion efectivas, las temperaturas globales aumenten al menos 4 °C
durante este siglo (Stocker, 2014). Este fenémeno conlleva consecuencias ambientales, entre ellas el
incremento de la temperatura superficial, la intensificacion de eventos climdticos extremos como
sequias e inundaciones, el aumento del nivel del mar, la acidificacién de los océanos y la pérdida de
ecosistemas (Du et al., 2023). Se estima que para mediados del siglo XXI el cambio climdtico serd
una de las principales causas de pérdida de biodiversidad (Pereira et al., 2024). Las especies pueden
verse afectadas por el cambio climdtico de forma directa, por ejemplo, a través del estrés térmico o la
pérdida de hébitats, o de manera indirecta, mediante la alteracién en la disponibilidad de alimentos o
el aumento de la incidencia de enfermedades (Pounds et al., 2006; Fukuda et al., 2022; Powell et al.,
2023).

Uno de los principales moduladores del clima global es el fenémeno El Nifio/Oscilacién del Sur
(ENOS), caracterizado por fluctuaciones en la temperatura del océano Pacifico central y ecuatorial
que alteran los patrones atmosféricos a escala global (Servicio Meteorolégico Nacional Argentino).
Este fendmeno comprende tres fases: El Nifio, La Nifia y la fase neutra. En Argentina, la fase La Nifa
suele generar una disminucién significativa de las precipitaciones, con eventos extremos de sequia,
mientras que El Nifio provoca un aumento de las lluvias (De la Casa & Ovando, 2006; Bianchi &
Cravero, 2010) Estos efectos se manifiestan con mayor intensidad durante el verano y son
particularmente marcados en la regién del Litoral. Un episodio prolongado de La Nifia afecté a

Argentina entre 2020 y 2023 (Tabla 3).

Tabla 3: Valores del indice multivariado ENOS (El Niiio/Oscilacion del Sur) bimensuales (MEI v2).

Ao DE EF FM MA AM MJ JJ JA AS SO ON ND

2020 0.3 0.3 0.1 0.1 02 -07 -09 -1 -1 -1.2 11 -11
2021 -12 -1 -08 -09 -11 -1 -14 -13 -14 -15 -14 -1.2
2022 -1 -1 -13 -16 -16 -19 -22 -17 -17 -17 -15 -13

2023 -11 -09 -08 04 01 04 0.5 0.5 0.7 0.5 0.9 1.1

2024 0.7 0.7 0.8 0.3 0.1 02 -0.7 -07 -06 -05

En color rojo los periodos calidos pertenecientes al fenémeno La Nifia, en azul los periodos frios pertenecientes
al fenémeno El Nifio, y en negrita los periodos de fase neutra. DE: diciembre-enero, EF: enero-febrero, FM:
febrero-marzo, MA: marzo-abril, AM: abril-mayo, MJ: mayo-junio, JJ: junio-julio, JA: julio-agosto, AS:
agosto-septiembre, SO: septiembre-octubre, ON: octubre-noviembre, ND: noviembre-diciembre. Fuente:

https://psl.noaa.gov/enso/mei/
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El cambio climdtico ya estd afectando a las poblaciones de anfibios y reptiles (Winter et al.,
2016), siendo los reptiles tropicales especialmente vulnerables debido a su dependencia de la
temperatura ambiental (Deutsch et al., 2008; Simpkins, 2023). Se estima que aproximadamente el
52,1 % de las especies de reptiles ya han perdido parte de su area de distribucién, en muchos casos
como consecuencia de estos cambios climaticos (Li et al., 2024). Dado este contexto, los estudios
ecologicos que analizan la influencia de las variables climdticas sobre los reptiles resultan
fundamentales, ya que permiten comprender cémo fenémenos como el cambio climético y los eventos
extremos asociados (por ejemplo, ENOS) impactan en aspectos clave de su biologia, como:
distribucién, comportamiento, reproduccién y supervivencia (Li et al., 2024). Esta informacién es
crucial para disefar estrategias de conservacion efectivas, especialmente para especies sensibles al
clima o con rangos geograficos restringido.

En este marco, y considerando cémo las condiciones ambientales afectan la reproduccioén de
Caiman latirostris, surge la necesidad de integrar las variables climaticas con los procesos
fisiol6gicos maternos y moleculares que influyen en la determinaciéon sexual. En conjunto, este
estudio parte de la premisa de que las hembras tienen el potencial de modular el destino sexual de su
progenie mediante la deposiciéon de hormonas esteroides y 4cidos grasos en el huevo, y que esta
inversion puede verse alterada por las condiciones climdticas previas a la postura. Estos componentes
maternos actuarian sobre la maquinaria molecular del embrién (enzimas esteroidogénicas y redes
génicas asociadas al desarrollo gonadal), generando variacién en la proporcién sexual entre nidos y
temporadas. Este mecanismo integrador constituye la base conceptual que guia las hipétesis evaluadas

en este trabajo (Fig. 9).
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w iﬁ ﬁ Condiciones climaticas o
previas a la oviposicion o

La nifia El nifio

Figura 9: Esquema conceptual sobre como las condiciones climaticas modulan la inversion materna y la
determinacion sexual. E,: 17f-estradiol, T: testosterona. La inversién materna hormonal y energética (dcidos
grasos) en los huevos de Caiman latirostris, modulada por las condiciones climdticas previas a la postura,
influye de manera conjunta en la expresion enzimatica gonadal durante el periodo termosensible del desarrollo,

determinando la proporcién sexual de la nidada.
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Objetivos
Objetivo general

» Evaluar el efecto de la inversion materno-hormonal y del ambiente sobre la determinacién

sexual de Caiman latirostris.
Objetivos especificos

1. Evaluar la inversion materno-hormonal y de 4cidos grasos en huevos de Caiman latirostris
entre nidos diferentes.

2. Evaluar la influencia de la inversién materno-hormonal y energética (4cidos grasos) en la
proporcién sexual de la nidada de Caiman latirostris.

3. Evaluar la influencia de las condiciones climdticas de la temporada reproductiva en la
inversién hormonal por parte de la madre sobre la progenie.

4. Determinar y relacionar la expresiéon enzimdtica en las génadas durante el periodo
termosensible, con la carga hormonal y la proporcién sexual de la nidada.

5. Analizar si existe relaciéon entre la inversion hormonal, energética (dcidos grasos), y la

expresion de las enzimas involucradas en el metabolismo de andrégenos y estrégenos.
Hipotesis

1. La inversién materna hormonal en su nidada es homogénea, por lo cual la carga hormonal
entre los huevos de un nido serd similar, pero serddiferente entre nidos, y se verd reflejado en

la proporcién sexual de las crias.

2. Lainversién materna hormonal en el huevo afecta la expresion enzimatica en las génadas del

embrién durante el desarrollo embrionario, influyendo sobre la determinacién sexual.

3. Lainversién materna hormonal y energética en los huevos de la nidada, estd influenciada por
las condiciones climadticas (precipitaciones y temperaturas) durante los meses previos a la

postura.
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Capitulo 1: Inversién materna de acidos grasos y hormonas esteroides y su relaciéon

con la determinacion sexual por temperatura de Caiman latirostris
1.1. Introduccion

La inversién materna en especies oviparas se produce principalmente a través del contenido de
vitelo y albimina del huevo, donde las madres le transfieren al embrién recursos necesarios para su
desarrollo (Thompson & Speake, 2004; Nelson et al., 2010). Esta inversion tiene efectos sobre el
embrién causando cambios en el fenotipo de la descendencia, y se considera de los mas influyentes
(Marshall & Uller, 2007). Los componentes principales de la yema de huevo de reptiles son lipidos y
proteinas (Noble et al., 1991), siendo la cantidad de lipidos aproximadamente el doble que el de
proteinas en la mayoria de las especies oviparas (Thompson & Speake, 2002). En cocodrilianos, la
fraccion lipidica de la yema le proporciona al embrién la energia necesaria para su desarrollo y una
eclosion exitosa (Noble et al., 1993a; 1993b; Morales-Arango et al., 2007). Ademas, la calidad de
inversion de 4cidos grasos de la yema es de gran importancia ya que se ha demostrado que influye
sobre el tamaio, crecimiento de las crias, e incluso reflejan la inversidon materna (Speake et al., 1994;
Haeussner et al., 1996; Leiva, 2019).

Estudios previos han descrito las caracteristicas fisicoquimicas de los huevos del yacaré overo
(Caiman latirostris), asi como la inversién de 4cidos grasos en la yema (Leiva et al., 2018b; Leiva,
2019). Estos estudios sefialan que existen diferencias entre nidos en cuanto al perfil de dcidos grasos,
mientras que los huevos de un mismo nido presentan composiciones similares entre si. Sin embargo,
algunos nidos muestran una mayor variabilidad intranidada. Por otra parte, también encontraron que
el perfil de 4cidos grasos de la yema difiere del observado en el misculo y el plasma sanguineo de las
madres, aunque se asemeja mds al del misculo que al del plasma. Esto seria a causa de que el perfil
de 4cidos grasos del musculo refleja la ingesta de alimentos consumidos con anterioridad (y en el
momento de la vitelogénesis) en comparacion con el perfil de dcidos grasos del plasma que refleja la
ingesta reciente de alimentos (Leiva, 2019).

Las hembras de cocodrilianos también depositan hormonas esteroides en la yema de huevo,
como androstenediona, estradiol (E,), progesterona y testosterona (T) (Conley et al., 1997; Hamlin et
al., 2010). Esta asignacion de hormonas maternas influye en el desarrollo de la descendencia en
diversas especies, afectando aspectos como el crecimiento, la supervivencia y el comportamiento
(Eising et al., 2006; Gagliano & McCormick, 2009; Warner et al., 2009; Tissier, Williams &
Criscuolo, 2014). En reptiles, las hormonas esteroides tienen la capacidad de incidir en la
determinacion sexual de la descendencia en especies con determinacion sexual por temperatura
(DST). En particular, el E, puede inducir la feminizacién incluso a temperaturas productoras de
machos, y su efecto es dosis-dependiente y sinérgico con la temperatura (Crews et al., 1991; Wibbels

et al., 1991; Crain et al., 1997; Stoker et al., 2003). Sin embargo, la T no logra revertir el sexo de la
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descendencia cuando se incuban nidos a temperaturas productoras de hembras (Rhen & Lang, 1994),
pero a temperaturas donde se producen ambos sexos, al igual que el E,, feminiza a la descendencia
(Wibbels & Crews, 1995). Si bien queda claro el efecto de las dosis suprafisioldgicas, pocos estudios
han abordado el efecto de las concentraciones fisiol6gicas de las hormonas esteroides en las especies
con DST.

Los 4acidos grasos libres aportados por la dieta afectan diversos aspectos del metabolismo
hormonal, incluyendo la esteroidogénesis, la secrecidn y la biodisponibilidad de hormonas esteroides
en los tejidos (Gromadzka-Ostrowska, 2006; Zhou et al., 2022). Esto se debe a que interfieren en la
unién de estrégenos y andrégenos a las proteinas plasmaéticas (Mooradian et al., 1988; Watanabe et
al., 1990), en la actividad de las enzimas involucradas en su sintesis y metabolismo (Meikle et al.,
1996; Marinero et al., 1998), y en su capacidad de unirse a los receptores especificos (Chung et al.,
2001; Gromadzka-Ostrowska, 2006). En aves, por ejemplo, la calidad de la dieta ingerida por la
hembra incrementa la deposicién de hormonas como T y dihidrotestosterona (DHT) en la yema de
huevo (Rutstein et al., 2005). Por lo tanto, es crucial determinar si la inversion de ciertos dcidos grasos
en la yema del huevo de caimanes modula las hormonas esteroides depositadas, y coémo esta
modulacién podria influir en la determinacion sexual de Caiman latirostris.

En este contexto, el objetivo de este capitulo es analizar la inversiébn materna de hormonas
esteroides y dcidos grasos, y su influencia en la determinacién sexual de la descendencia de Caiman
latirostris. Ademds, evaluar si existe una relacion entre las concentraciones de hormonas esteroides y
los perfiles de dcidos grasos, asi como con las variables morfométricas del huevo y el tamafio de la
postura de los nidos. Este enfoque permitird comprender cémo la inversién materna en la yema del
huevo, a través de la transferencia de hormonas y dcidos grasos, influye en el desarrollo embrionario,

con un énfasis particular en la determinacion sexual.
1.2. Objetivos

» Evaluar la inversién materno-hormonal y de dcidos grasos en huevos de Caiman latirostris
entre nidos diferentes.

» Determinar las diferencias en la inversién de hormonas esteroides y acidos grasos entre nidos
provenientes de la naturaleza y del semicautiverio.

» Evaluar la influencia de la inversiéon materno-hormonal y energética (dcidos grasos) en la

proporcién sexual de la nidada de Caiman latirostris.

1.3. Materiales y métodos
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1.3.1. Recoleccion de nidos y obtencion de muestras

Los huevos de Caiman latirostris fueron colectados al comienzo de la temporada reproductiva
(diciembre y enero) en los afios 2020, 2021, 2022 y 2023 en zonas de relevamiento del Proyecto
Yacaré. Los nidos provenian de diferentes localidades de la provincia de Santa Fe: Cacique
Ariacaiquin (Departamento de San Javier), Los Amores (Departamento Vera), Santurce
(Departamento San Cristébal), (Fig. 10 A) y nidos del semicautiverio en la estacién experimental
Centro de Rescate, Interpretacion e Investigacion de Fauna La Esmeralda (CRIIF) ubicada en la
localidad de Santa Fe (Departamento La Capital) (Fig. 10 B).

Los huevos colectados de los nidos se marcaron con un dleo pastel para mantener la posicion
original, y de esta manera no ocasionar dafios al embrién. Luego se trasladaron en recipientes
plésticos con material vegetal provenientes del nido, para evitar su movimiento, hasta las instalaciones
del Laboratorio de Zoologia Aplicada: Anexo Vertebrados — FHUC; UNL / MASPyMA. Para los
huevos de cada nido, se registraron: 1- sus variables morfométricas (largo y ancho) con un calibre
(precisiéon 1 mm) y su peso con balanza (precisién 0,1 g) y 2- el estadio de desarrollo y la viabilidad
de los embriones mediante la inspeccién de la banda opaca del huevo (Iungman et al., 2008) (Fig. 11

A,ByO).

Figura 10: Colecta de nidos de Caiman latirostris. A) Colecta de nido en la naturaleza en la localidad de Los
Amores, B) Colecta de nido y marcacién de huevos en el Centro Rescate, Interpretacion e Investigacion de

Fauna La Esmeralda (CRIIF).

De los nidos que presentaron un desarrollo menor a cinco dias se utilizaron tres huevos de los

cuales se obtuvo la yema. El resto de los nidos se incubaron a una temperatura de 32°C constante, que
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fue descripta como una temperatura productora de ambos sexos en esta especie (Parachi-Marc6 et al.,
2017)(Fig. 11 D). Se utilizaron tres incubadoras (SEMEDIC, I-290D) programadas a 32 + 0,2°C. Los
huevos fueron colocados en bandejas pldsticas que contenian vermiculita hidratada, con
aproximadamente seis huevos por bandeja (Fig. 12). Las bandejas que contenian huevos de un mismo
nido fueron distribuidas entre las tres incubadoras, de modo que cada incubadora recibié un
porcentaje representativo de cada nidada. La temperatura de cada incubadora se monitoreo utilizando
registradores HOBO (Onset Computer, Pocasset, MA) colocados dentro de frascos de vidrio, los
cuales registran la temperatura cada 15 minutos. Ademas, tres veces por semana se verificd el
funcionamiento de los registradores HOBO para asegurar el correcto desempefio de las incubadoras, y
se realizaron riegos para mantener la humedad de la vermiculita, junto con la rotacién de las bandejas

plasticas que contenian los huevos, a fin de modificar su posicién dentro de las incubadoras (Fig. 13).

Figura 11: Ovoscopia, mediciones morfométricas e incubacion de huevos. A) Ovoscopia de un huevo para
verificar su viabilidad mediante la observacion de la presencia de la banda opaca, B) pesado del huevo con
balanza de precision, C) mediciones de largo y ancho del huevo con calibre, D) interior de la incubadora donde
se alojaron los huevos durante el periodo de incubacidn; en el estante superior se observa una bandeja con agua

para mantener la humedad y el dispositivo HOBO utilizado para registrar la temperatura.
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Figura 12: Recipientes plasticos con vermiculita hiimeda en los que se colocaron los huevos de Caiman

latirostris para su incubacion.
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Sexado de las crias

Figura 13: Esquema metodolégico del proceso de muestreo realizado durante el estudio.
1.3.2. Sexado de los animales

Para determinar el sexo de las crias se realizd la inspeccion de las génadas bajo lupa
microscdpica para corroborar la presencia o ausencia del conducto de Miiller: su presencia indica que
la cria es hembra. Este trabajo fue supervisado y aprobado por el Comité de Etica y Seguridad en el

Trabajo Experimental de CONICET, Res 801/2015.
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1.3.3. Procesamiento de muestras en laboratorio

1.3.3.1. Perfil de dcidos grasos de la yema de huevo

Se analiz6 el perfil de dcidos grasos de la yema del huevo utilizando la técnica de extraccién
propuesta por Hara & Radin (1978). Para ello, se tomé 1 g de yema, al que se adicionaron 3 ml de una
mezcla de hexano:isopropanol (3:2, v/v) y de sulfato de sodio al 6%. La mezcla se centrifugé a 3500
rpm durante 10 min y se trasvaso la fase superior a un nuevo tubo, donde se eliminé el solvente
mediante evaporacién a 40 °C con corriente de nitrégeno. La fraccidn lipidica restante se resuspendio
en hexano y se sometié a una transesterificacion con hidréxido de potasio en metanol (1,12 g de
hidréxido de postasio en 10 ml de metanol). Tras centrifugar nuevamente a 3500 rpm durante 10 min,
se recuperé la fase superior para la obtencién de ésteres metilicos de 4cidos grasos (FAME).
Finalmente, los FAME se identificaron mediante cromatografia gaseosa, comparando sus tiempos de
retencion relativos con estindares comerciales. El equipo utilizado fue un cromatégrafo gaseoso
acoplado a un espectrémetro de masas Perkin-Elmer Clarus® 600 (GC/MS) con una columna capilar
fusionada de 60 m con un didmetro interno de 0,25 mm (polietilenglicol, Perkin Elmer Elite-WAX) y
helio como gas portador. La cuantificacion de &cidos grasos fue llevada a cabo mediante
normalizacién del drea de los picos de cada FAME identificado.

Para evaluar la inversién materna de dcidos grasos se seleccionaron al azar cuatro nidos de cada
origen (naturaleza y semicautiverio), utilizando un total de nueve huevos por origen. En este caso
resulta importante definir el concepto de semicautiverio. A diferencia del cautiverio estricto, el
semicautiverio implica que, si bien los animales se encuentran en un territorio delimitado por barreras
fisicas, se procura emular las condiciones naturales de su hébitat. Para este estudio se obtuvieron los
nidos del semicautiverio del Centro de Rescate, Interpretacion e Investigacién de Fauna La Esmeralda
(CRIIF) que alberga un total de 35 individuos adultos de yacaré overo. El lugar donde se mantienen
los animales consta de un recinto circular de 70 m de didmetro, con una superficie total de 3.800 m?,
que incluye una laguna y vegetaciéon (Pierini et al., 2022) (Fig. 14). Se colectaron 5 nidos del
semicautiverio y 6 nidos de la naturaleza, extrayendo 3 huevos por nido para realizar las
determinaciones. Cabe destacar que originalmente se colectaron 6 nidos del semicautiverio; sin
embargo, uno fue descartado por corresponder a una doble postura (dos nidos de diferentes hembras

en el mismo monticulo vegetal).
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Figura 14: Individuos de Caiman latirostris en el semicautiverio en el Centro de Rescate, Interpretacion e

Investigacion de Fauna La Esmeralda (CRIIF).

1.3.3.2. Determinacion de hormonas esteroides en yema del huevo

Para determinar la concentracién de hormonas esteroides en yema se realizé una extraccién
previa para eliminar lipidos y proteinas que puedan estar unidos a las hormonas y puedan interferir en
la unién al anticuerpo (Kozlowski et al., 2009). Fueron comparadas dos metodologias diferentes de
extraccion, descriptas por Guibert et al. (2010) y Hamlin et al. (2010), ademds para la androstenediona
también se evalud la metodologia descripta por Schwabl (1993). Con estas dos metodologias se
trabajé en muestras de yema de huevo con diferentes diluciones. La técnica elegida para continuar con
las extracciones de E, fue la de Guibert et al. (2010) con algunas modificaciones. A la muestra de
yema de huevo se la diluy6 al medio con agua destilada y se le agregd 4 ml de metanol para extraer
las hormonas esteroides. Esta mezcla fue homogeneizada con vortex, luego se dejé reposar unos
minutos hasta diferenciar dos fases y se llevd a -20°C toda la noche para lograr la precipitacion de
lipidos. Al dia siguiente se centrifugd y se tomaron muestras de una alicuota de 50 pl, luego el
solvente fue evaporado completamente en un bafio maria. El extracto seco se reconstituyé en suero
fisioldgico (NaCl 0,9%) para su determinaciéon mediante electroquimioluminiscencia.

Para la medicién de T en la yema de huevo se empled una solucidn patrén de concentracién
conocida de T, ya que a pesar de haber empleado diferentes técnicas de extraccion, las mediciones
resultaron estar por debajo del limite de deteccion. Se agregd a todas las muestras 5 ul de una

solucién patrén de T de 50 ng y se dividieron todos los resultados por el valor de la muestra que tuvo
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la menor concentracién de T. De esta manera, se obtuvieron concentraciones relativas y no absolutas
de las concentraciones de T en la yema.

Tanto para E, como para T se calcularon los coeficientes de variacién inter e intra-ensayo
(Ecuacion 1). Para E; el coeficiente de variacidn intra-ensayo fue de 8,57% y el de inter-ensayo fue de
11%. Para la T el coeficiente de variacién intra-ensayo fue de 9,12% y el de inter-ensayo fue de

19,48%.

) __ Desvio estandar
Media

CV (% *100 (1)

Se realizaron tres experimentos diferentes para estudiar las hormonas esteroides en yema de
huevo. En primer lugar, se llevé a cabo un experimento preliminar para evaluar posibles gradientes
hormonales en la yema de huevo. Para ello, se eligieron 3 nidos al azar y 3 huevos de cada nido; de
cada huevo se obtuvieron 3 muestras de yema de diferentes partes del huevo con el fin de captar
variaciones en la concentracion de hormonas. En un segundo experimento, se analizaron las
diferencias hormonales entre nidos provenientes de naturaleza y semicautiverio. Finalmente, en un
tercer experimento, se estudi la variabilidad en la concentracién hormonal entre los nidos incluidos
en el presente trabajo. Para este andlisis se consideraron 17 nidos muestreados en las cuatro
temporadas de estudio, tomando 3 huevos por nido, con el objetivo de evaluar las posibles diferencias

en las concentraciones de hormonas esteroides entre nidos.
1.3.4. Relacion entre dcidos grasos y hormonas esteroides en la yema de huevo

Para explorar la relacion entre la inversién materna de dcidos grasos y hormonas esteroides en
la yema de los huevos de nidos de yacaré con el porcentaje de hembras obtenido por cada nido, se
analizaron 42 huevos en total, de 14 nidos (tomando 3 huevos por nido) provenientes de la naturaleza
a los que se les determind el perfil de dcidos grasos y la concentracién de hormonas esteroides.

La exclusion de los tres nidos provenientes del semicautiverio (nidos 1, 2 'y 5; Anexo I: Tabla
1) se fundament6 en que, durante el andlisis exploratorio, se observaron diferencias marcadas en el
perfil de dcidos grasos entre nidos de origen natural y nidos de semicautiverio. Estas diferencias
responden a la dieta controlada ofrecida en el semicautiverio y generan un patrén lipidico que no es
comparable con el de los nidos de naturaleza. La inclusién de estos nidos en el ACP introduce una
fuente de variacién que enmascaraba los patrones propios de los nidos naturales y condiciona la

interpretacion de los resultados.
1.3.5. Andlisis de datos

Para analizar las diferencias en el perfil de dcidos grasos entre huevos provenientes de la
naturaleza y de semicautiverio, se realiz6 un Andlisis de Varianza Multivariante Permutacional

(PERMANOVA) utilizando la matriz de disimilitud de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957). Con el fin
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de evaluar las diferencias entre grupos para cada acido graso en particular, se emplearon modelos
lineales generalizados mixtos (GLMMs) con distribucién beta, incluyendo la procedencia como efecto
fijo y al nido como variable aleatoria.

En el estudio preliminar del E; en la yema, se aplic6 un ANOVA jerdrquico. En cambio, los
datos de T no cumplieron con los supuestos de normalidad, por lo que se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Para evaluar las diferencias en los niveles de E» y T entre nidos, se
realiz6 un ANOVA, y para comparar entre huevos de naturaleza y semicautiverio se utilizaron
GLMMs, nuevamente incluyendo la procedencia como efecto fijo y el nido como efecto aleatorio.
Como ambos esteroides cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se
utilizaron modelos con distribucién gaussiana para su anélisis.

Se evalud la relacion entre el porcentaje de hembras obtenido por nido y la concentraciéon de
hormonas esteroides maternas en la yema mediante regresiones lineales. De la misma manera, se
evaluaron posibles asociaciones entre E,, T y el porcentaje de hembras con las variables
morfométricas de los huevos (peso, largo y ancho) y el tamafio del nido (cantidad de huevos). Ademas
para analizar la relacion entre el porcentaje de hembras y la concentracién de E en la yema de huevo
realizamos un modelo lineal generalizado (GLM) lineal y cuadritrico y un modelo aditivo
generalizado (MAG) que permite una forma funcional flexible mediante suavizamientos. La seleccién
del modelo se basé en el Criterio de Informacién de Akaike (AIC), prefiriéndose el modelo con el
AIC mas bajo. La capacidad predictiva del MAG fue evaluada mediante validacién cruzada leave-
one-out, calculando el error cuadritico medio de prediccion (RMSE). La toma de las medidas
morfométricas se encuentra descripta en el Capitulo 1, seccién 1.8.1.

Todos los andlisis estadisticos mencionados anteriormente fueron realizados en RStudio
(versién 4.3.0). E1 PERMANOVA se ejecutd con el paquete vegan (Oksanen et al., 2005). Para los
GLMMs con distribucion beta se utilizé la funcién glmmTMB del paquete glmmTMB (Brooks et al.,
2017), y se evalud el ajuste de la distribucién mediante la inspeccién de residuos simulados con el
paquete DHARMa (Hartig, 2016). Para los modelos mixtos con distribucién gaussiana, se empled la
funcién Ime del paquete nlme (Pinheiro & Bates, 2023). Se evaluaron las diferencias de los efectos
fijos en los GLMMs utilizando pruebas de razén de verosimilitud (Likelihood Ratio Tests,
LRT) obtenidas con la funcién Anova del paquete car (Fox & Weisberg, 2018). Para GLM se utiliz6
la funcién glm del paquete stat y para el modelo MAG se utilizé la funcién gam del paquete mgcv
(Wood, 2025). Para realizar los graficos se utilizé el paquete ggplot2 (Wickham, 2009).

Para explorar la relacién entre los 4cidos grasos, las hormonas esteroides y el porcentaje de
hembras de las nidadas se realiz un andlisis de componentes principales (ACP) utilizando el

programa Infostat (version 2020).

1.4. Resultados
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1.4.1. Inversion materna de dcidos grasos en yema de huevo

Los 4cidos grasos de los nidos de naturaleza y del semicautiverio fueron diferentes (R? = 0,93;
F = 345,49; p = 0,001), con variaciones en los porcentajes de 14 de los acidos grasos de los 20
analizados en total (Tabla 4 y Anexo I: Tabla 2). Tanto los nidos de naturaleza como los de
semicautiverio se caracterizaron por presentar mayores proporciones de dcido palmitico (16:0), dcido
oleico (18:1 n-9) y 4cido linoleico (18:2 n-6), aunque en proporciones distintas.

En los nidos de naturaleza, el acido graso predominante fue el 18:1 n-9 (30,44 + 3,16 %),
seguido del 16:0 (21,22 + 0,65 %) y del 18:2 n-6 (9,71 + 0,51 %). Por el contrario, en los nidos de
semicautiverio, el 18:2 n-6 fue el mas abundante (30,97 + 0,96 %), seguido por el 18:1 n-9 (30,03 +
1,35) y el 16:0 (20,93 + 0,46). Ademds, presentaron un mayor porcentaje de dcidos grasos
poliinsaturados (AGPI; 35,29 + 1,88 %), principalmente de la serie n-6 (33,78 + 1,19 %), y un menor
porcentaje de dcidos grasos n-3 (2,00 £ 0,13 %) en comparacién con los nidos de naturaleza. Los
nidos de naturaleza presentaron porcentajes mas elevados de acidos grasos esenciales, como el acido
a-linolénico (18:3 n-3; 4,43 + 0,35 %), el acido araquidénico (20:4 n-6; 4,05 + 0,43 %), el acido
eicosapentaenoico (20:5 n-3; 0,44 + 0,21 %) y el acido docosahexaenoico (22:6 n-3; 1,74 + 0,34 %),
en comparacion con los nidos provenientes del semicautiverio.

Del total de acidos grasos que mostraron diferencias entre naturaleza y semicautiverio,
unicamente el 18:2 n-6 presentd el porcentaje mds elevado en los nidos de semicautiverio. En cambio,
en todos los demds 4cidos grasos que difirieron entre ambos origenes, los porcentajes fueron mayores

en los nidos de naturaleza.
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Tabla 4: Diferencias en la composicion de acidos grasos (media del % de FAME  desvio estandar) de los

nidos de naturaleza y de semicautiverio.

Acidos grasos Naturaleza Semicautiverio Estadistico de Valor p
prueba (1)
14:0 0,72 £0,20 0,14 £ 0,04 93,70 <0,0001
15:0 0,68 +0,16 0,05 £ 0,03 174,74 <0,0001
16:0 21,22 £ 0,65 20,93 + 0,46 1,06 0,3038
16:1 n-9 1,08 £ 0,55 0,41 £0,11 9,96 0,0016
16:1 n-7 5,36 £ 0,01 1,92 £0,22 92,06 <0,0001
17:0 1,46 £ 0,28 0,21 £0,03 225,49 <0,0001
18:0 5,70 £ 0,32 6,02 £ 0,54 2,04 0,1513
18:1 n-9 30,44 £ 3,16 30,03 £ 1,35 0,05 0,8223
18:1 n-7 8,48 +0,45 2,88 £0,87 691,94 <0,0001
18.2 n-6 9,71 £0,51 30,97 £ 0,96 3248,90 <0,0001
18.3 n-3 4,43 £0,35 1,36 £0,11 543,99 <0,0001
20:0 0,16 £ 0,06 0,21 £0,12 0,56 0,4559
20:1 n-9 0,25 +0,02 0,21 £0,03 9,95 0,0016
20:2 n-6 0,26 +0,09 0,24 + 0,08 0,15 0,6944
20:3 n-6 0,37 £0,07 0,41 £0,07 0,56 0,4524
20:3 n-3 0,25 + 0,08 0,06 + 0,03 27,63 <0,0001
20:4 n-6 (AA) 4,05+0,43 1,96 £ 0,91 148,31 <0,0001
20:5 n-3 (EPA) 0,44 +0,21 0,07 £ 0,02 1,50 <0,0001
22:5n-6 0,46 + 0,09 0,14 £0,03 72,96 <0,0001
22:6 n-3 (DHA) 1,74 £ 0,34 0,51 £0,03 139,81 <0,0001
YAGS ¢ 30,08 + 0,77 28,60 = 1,50 5,68 0,0171
YAGMI® 46,44 £ 235 35,95+1,52 60,78 <0,0001
YAGPI ¢ 21,82 +1,48 35,29+ 1,88 179,11 <0,0001
YAGPI n-3 6,49 £ 1,14 2,00 +£0,13 125,59 <0,0001
>AGPI n-6 ¢ 15,28 + 0,49 33,78 £ 1,19 2118,8 <0,0001
SYn-6/Yn-37 2.43 +£0.50 16.96 + 0.89 1245,50 <0,0001

En negrita se destacan aquellos dcidos grasos en los que se obtuvieron diferencias en cuanto al origen (p < 0,05).
AA: 4cido araquidénico, AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: acidos grasos monoinsaturado, AGPI: 4cidos
grasos poliinsaturados, DHA: dcido docosahexaenoico, EPA: 4cido eicosapentaenoico.

AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0.

bSAGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.
4SAGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.
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AGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.
ISn-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).

1.4.2. Inversion materna de hormonas esteroides en yema de huevo

En cuanto a la inversién materna de E, en la yema de huevo de los nidos estudiados, los valores
de concentracion oscilaron entre 4,28 + 0,96 ng/g y 12,19 + 2,56 ng/g (Fig 15, Anexo I: Tabla 1). Se
observaron diferencias en la concentracion de E, entre nidos (Fig3s = 2,741; p = 0,007), y la
concentracion de E, intranidada (Fe 15 = 3,121; p = 0,03442). Sin embargo, las diferencias de E; entre
los nidos fueron mayores que las diferencias dentro de los nidos (MSinermidada = 44,86; MSintranidada =
16,05). Ademads, no se encontraron diferencias entre nidos de naturaleza y semicautiverio en la

concentracion de Es (Fio = 1,2689; p = 0,2891).
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Figura 15: Concentraciones de estradiol (Ez) correspondientes a la inversiéon materna en nidos de C.

latirostris recolectados en las cuatro temporadas estudiadas.

Respecto a la concentracién relativa de T, no se encontraron diferencias entre nidos en cuanto a
la concentracidon relativa de T (Fig34 = 1,061; p = 0,425), ni dentro de la nidada (Hs = 6,71; p =
0,5279). Tampoco se registraron diferencias entre nidos de naturaleza y semicautiverio (F,9 = 0,0948;
p =0,7651)(Fig. 16).

No se logré detectar androstenediona en la yema de huevo de los nidos estudiados con ninguno

de los diferentes métodos de extraccion.
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Figura 16: Concentraciones relativas de testosterona (T) correspondientes a la inversion materna en

nidos de Caiman latirostris recolectados en las cuatro temporadas estudiadas.
1.4.3. Relacion entre dcidos grasos, hormonas esteroides y el porcentaje de hembras de los nidos

Debido a los resultados obtenidos anteriormente, se utilizaron sélo nidos de naturaleza con el
objetivo de estudiar la relacién entre los dcidos grasos y las hormonas esteroides depositadas en la
yema de huevo. En el ACP realizado, las dos primeras componentes en conjunto representaron un
67,3% de la variabilidad (Fig. 17). No se encontrd ninguna correlacion entre los dcidos grasos y las
hormonas esteroides evaluadas (E,y T). El dnico 4cido graso que se correlacioné negativamente con

el porcentaje de hembras de los nidos fue el 16:0 (p = 0,0394) (Tabla 5).
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Figura 17: Analisis de componentes principales entre los acidos grasos, hormonas esteroides (Ez y T) de la

yema de huevo y el porcentaje de hembras de nidos de Caiman latirostris. Cada punto rosa representa un

nido y fue considerado como unidad de clasificacion en el andlisis. %Hembras: porcentaje de hembras, AGMI:

dcidos grasos monoinsaturados, AGPI: dcidos grasos poliinsaturados, AGS: 4cidos grasos saturados, E2: 17f-

estradiol, n-6/n-3: relacién entre AGPI n-6 y AGPI n-3, T: testosterona.

Tabla 5: Asociaciones entre los acidos grasos, las hormonas esteroides (Ezy T) y el porcentaje de hembras

en nidos de Caiman latirostris con la primera (CP1) y segunda componente principal (CP2).

Variables CP1 CP2
E; -0,19 -0,24
T -0,07 0,28
% Hembras -0,53 -0,23
16:0 0,95 -0,15
16:1 n-9 -0,71 0,03
16:1 n-7 0,96 0,16
18:0 0,06 0,36
18:1 n-9 -0,81 -0,46
18:1 n-7 0,82 -0,33
18:2 n-6 -0,71 -0,20
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18:3 n-3 -0,08 0,87
20:4 n-6 -0,79 0,27
20:5n-3 0,45 0,75
22:6 n-3 -0,36 0,77
AGS 0,97 -0,01
AGMI 0,23 -0,82
AGPI -0,76 0,57
AGPI n-3 -4,2x10° 0,98
AGPI n-6 -0,92 -0,02
n-6/n-3 -0,53 -0,23

%Hembras: porcentaje de hembras, AGMI: 4cidos grasos monoinsaturados, AGPI: 4cidos grasos
poliinsaturados, AGS: 4cidos grasos saturados, E>: 17B-estradiol, n-6/n-3: relacién entre AGPI n-6 y AGPI n-3,

T: testosterona.
1.4.4. Relacion entre las hormonas esteroides y el porcentaje de hembras de nidos

Para estudiar esta relacidn se construyé un modelo de regresion lineal multiple para evaluar el
efecto de las concentraciones de E, y T en la yema de huevo sobre el porcentaje de hembras
obtenidas. Mediante un procedimiento de selecciéon de modelo paso a paso (stepwise), se indetificé
que unicamente el E, contribuyd a explicar la variabilidad observada. Por lo tanto, se procedié a
evaluar la contribucién de E, y T por separado.

La relacién entre el porcentaje de hembras y la concentracién de E, ajusté a un modelo de
regresion polinémica de segundo grado (y = 186,94 — 43,56x + 3,15x%) con R?*= 0,4255 (R? ajustado =
0,3434; F>,14=5,184; p = 0,021)(Fig. 18 A). Cuando se realiz6 la comparacién entre los GLM lineal y
cuadrético y el MAG, este dltimo mostré un ajuste mejor (AIC = 165,2) en comparacién con los otros
modelos analizados (modelo lineal: AIC = 170,3; modelo cuadritico: AIC = 167,4, Tabla 3). La
validacién cruzada leave-one-out arrojé errores de predicciéon (RMSE) de 30.9% para el modelo
MAG, indicando capacidad predictiva moderada, lo que es coherente con la complejidad de este tipo
de estudios ecoldgicos, donde multiples factores no medidos pueden influir en la proporcién de
Sexos.

Por otro lado, la relacién entre el porcentaje de hembras y la concentracién relativa de T
ajustd a una regresion lineal (y = 188,33 — 89,22x) con un R?= 0,2136 (R2 ajustado = 0,1612; Fy ;5 =
4,075; p = 0,061)(Fig. 18 B, Anexo I: Tabla 4).
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Figura 18: Relacion entre el porcentaje de hembras obtenido en cada nido y A) la concentracién inicial de
estradiol (Ez) y B) testosterona (T) en la yema del huevo. El drea sombreada en gris indica el intervalo de
confianza del 95%.

También se evalud la relacion entre el porcentaje de hembras con la cantidad total de Es, que
también ajusté a una regresion polinémica de segundo grado (y = 103,99 — 0,74x + 0,002x%) con un

R?= 0,25 (R? ajustado = 0,14; F,14 = 2,29; p = 0,1375).
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1.4.5. Asociacion entre niveles hormonales, proporcion de hembras y tamaiio de postura de los nidos

con la morfometria del huevo

No se encontrd relacion entre E,, T, el porcentaje de hembras con el tamafio del nido (cantidad

de huevos) ni con las variables morfométricas de los huevos (p > 0,05)(Anexo I: Tablas 5y 6).
1.5. Discusion
1.5.1. Inversion materna de dcidos grasos en naturaleza y semicautiverio

Estudios previos describieron el perfil de dcidos grasos de la yema de huevo del yacaré overo y
su relacién con los atributos maternos (Leiva et al., 2018b; Leiva, 2019). Sin embargo, no hay
investigaciones que relacionen la inversion de 4cidos grasos con el sexo de las crias. En el presente
estudio, se realizd previamente una caracterizacién de los nidos en condiciones de semicautiverio. Si
bien existen antecedentes en Alligator mississippiensis que indican que el perfil de 4cidos grasos en la
yema de los huevos provenientes de nidos en cautiverio difiere del observado en nidos en estado
natural (Noble et al., 1993b), las condiciones de semicautiverio presentan particularidades
intermedias. Aunque existe cierta intervencién humana, los animales disponen de un espacio mads
amplio y de condiciones ambientales que imitan su hdbitat natural. A pesar de que el entorno estd
delimitado por barreras fisicas, se asemeja en gran medida al medio natural, lo que podria minimizar
las diferencias en el perfil de 4cidos grasos en comparacién con animales completamente en
cautiverio. Si bien, en estas condiciones los animales son alimentados por humanos, tienen acceso a
otros recursos ya que dentro de su hdabitat (a cielo abierto) conviven con tortugas, e incluso aves e
insectos que visitan el lugar.

En naturaleza, los 4cidos grasos mds abundantes fueron el 18:1 n-9 (30,44%), 16:0 (21,22%) y
18:2 n-6 (9,71%), lo que concuerda con los resultados informados por Leiva et al. (2018b). En
semicautiverio el dcido graso mds abundante fue el 18:2 n-6 (30,97%), seguido por el 18:1 n-9
(30,03%) y el 16:0 (20,93%). Noble et al. (1993b) reportaron que en cautiverio los animales poseian
mayor porcentaje de 18:1 n-9 (25,70 — 33,90%) y 16:0 (24,70 — 26,30%), seguido por 18:2 n-6 (18,90
— 19,40%), siendo mds bajos los valores de 18:2 n-6 en comparacién con los resultados obtenidos en
este estudio. Al igual que Noble et al. (1993b), se encontré una reduccién de la proporcion de AGPI
de la serie n-3, con un aumento de los 4cidos grasos de los AGPI n-6 que se debe principalmente al
incremento del 18:2 n-6.

Las principales diferencias entre los animales de semicautiverio del presente estudio y los
animales de cautiverio de Noble et al. (1993b) se deben a la dieta ofrecida. La dieta elaborada para los
animales en semicautiverio en este estudio se basa en carne de pollo molida con alimento balanceado
para reptiles (Simoncini et al., 2020) que contiene un mayor porcentaje de 18:2 n-6 en comparacién

con las dietas comerciales presentadas en el trabajo de Noble et al. (1993b) (Tabla 6). Esto podria
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explicar el mayor contenido de 18:2 n-6 observado en la yema de los huevos analizados en este
estudio. Dependiendo de la disponibilidad de recursos y de los mecanismos de transferencia materna,
las hembras podrian priorizar la movilizacién de 4cidos grasos esenciales, como el 18:2 n-6, hacia la
yema durante la vitelogénesis, con el objetivo de cubrir las demandas nutricionales necesarias para el
adecuado desarrollo embrionario. Por lo tanto, el alimento ofrecido en semicautiverio es el que se ve
reflejado en el perfil de dcidos grasos de la yema de huevo, lo que sugiere que los recursos que las
hembras podrian obtener por su cuenta son escasos en comparacion con la dieta suministrada, y por

ello no influyen en la composicién de acidos grasos de la yema.

Tabla 6: Composicion de acidos grasos de las dietas suministradas en el semicautiverio en el presente
estudio (donde se le suministroé a los animales la dieta descripta por Simoncini et al., 2020) y del cautiverio

en Alligator mississippiensis (Noble et al., 1993b).

Acidos grasos Dieta semicautiverio Dieta cautiverio
(Simoncini et al., 2020) (Noble et al. 1993b)

16:0 22,37 23,90
16:1 n-7 5,91 8,33
18:0 5,53 10,90
18:1 n-9 36,55 26,20
18:2 n-6 24,67 9,24
18:3 n-3 2,33 3,31
20:4 n-6 0,48 1,48
20:5 n-3 - 5,42
22:6 n-3 0,07 2,16

1.5.2. Inversion materna de hormonas esteroides en yema de huevo

En lo que respecta a la inversién materna de hormonas esteroides en la yema de huevo, este
constituye el primer estudio que las analiza en Caiman latirostris. Si bien existen reportes de su
concentracién en otras especies de cocodrilianos como Alligator mississippiensis, son a partir del
estadio 16 de desarrollo, donde el embrién se encuentra en una etapa mds avanzada de desarrollo
(Conley et al., 1997). En los nidos analizados en este estudio se encontraron concentraciones entre
4,28 £ 0,96 ng/g y 12,19 = 2,56 ng/g de E,, con diferencias entre huevos del mismo nido y entre
nidos, aunque las diferencias entre los nidos fueron mayores. Para T, si bien se informaron
concentraciones relativas, no se observaron diferencias entre huevos del mismo nido y entre nidos.
Estos resultados coinciden con los reportados por Conley et al. (1997), quienes observaron diferencias
de hasta tres veces en las concentraciones de E entre distintos nidos, mientras que no encontraron

variaciones en los niveles de T.
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Si bien en reptiles se ha encontrado que la alimentacion, el ayuno o restricciones alimentarias
influyen sobre la esteroidogénesis (Carsia et al., 2012; Himmelstein et al., 2021) y en la deposicion de
hormonas en la yema de huevo (Rutstein et al., 2005), en este estudio no se encontraron diferencias en
la inversion de estas hormonas entre hembras provenientes de la naturaleza y del semicautiverio. Los
resultados obtenidos sugieren que la inversiéon de E, y T, a diferencia de lo que sucede con los acidos
grasos, no estaria afectada por el tipo de alimentacidn de las hembras si no que podria tener que ver
con atributos propios o incluso con condiciones ambientales. Como se menciond anteriormente
(Introduccién), se desconoce cudl es la fuente de hormonas esteroides que se deposita en la yema por
parte de la hembra. Se cree que es un proceso que estaria regulado por mecanismos fisiolégicos
propios de la hembra o por una produccién local de esteroides (por parte de células de la granulosa y
de la teca) (Moore & Johnston, 2008), siendo consistente con la idea de que las diferencias en la dieta
no serian un factor determinante en la deposicién de E> y T en la yema de huevo. Si bien hablamos de
diferentes dietas, no puede descartarse que la restricciéon alimentaria, como la que podria ocurrir
durante sequias extremas con escasez de recursos, pueda influir sobre la inversiéon materno-hormonal.
Un aspecto a considerar es que la reproduccién podria estar restringida a hembras con mejor
condicién corporal (indicador de reservas energénicas) y fisiolégica, capaces de mantener una
inversion materna 6ptima aun bajo condiciones ambientales desfavorables, por lo que sélo las
hembras mds aptas podrian ser las que alcanzarfan los niveles hormonales necesarios para una
reproduccion exitosa. Esto se fundamenta en que en cocodrilianos, las hembras reproductivas tienen
una condicién corporal mayor en comparacién con hembras no reproductoras (Brandt et al., 2016;
Viotto et al., 2018).

No se detecté androstenediona en yema mediante electroquimioluminiscencia, a pesar de haber
cuantificado E, y T. Esto resulta contradictorio teniendo en cuenta que para Alligator mississippiensis
fue la hormona mds abundante presente en la yema de huevo previo al PTS (Conley et al., 1997).
Dado el alto contenido lipidico de la matriz, podria ser probable la presencia de efectos de matriz y/o
una recuperacion insuficiente de la hormona. Esto podria requerir un paso extra de cromatografia para
purificar el extracto y realizar ensayos de recuperacién afiadiendo un patréon de concentracién
conocida. Estas consideraciones metodolégicas podrian explicar la discrepancia con reportes previos

de Conley et al. (1997).

1.5.3. Relacion entre la inversion de dcidos grasos y hormonas esteroides con la proporcion sexual

de los nidos

No se encontr6 relacién entre ningiin 4cido graso con las concentraciones de Eoy T depositadas
en las yemas de los huevos de los nidos de Caiman latirostris de naturaleza. Por lo que no habria una
relacion entre la inversion de dcidos grasos y hormonas esteroides en la yema de huevo. Esto puede

deberse a los diferentes mecanismos por los cuales se depositan los dcidos grasos y las hormonas
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esteroides en la yema de huevo. Los 4cidos grasos son depositados en los huevos a partir de las VLDL
y la vitelogenina (Speake & Thompson, 1999); sin embargo, como se menciond anteriormente, se
desconoce cudl es el mecanismo de deposiciéon de hormonas esteroides en la yema de huevo en las
especies oviparas y se cree que puede ser especie especifico (Moore & Johnston, 2008).

En cuanto a la relacién entre el porcentaje de hembras y el perfil de dcidos grasos, aquellos
nidos que tuvieron un menor porcentaje de hembras se caracterizaron por tener un mayor contenido de
16:0, lo que podria deberse a condiciones ambientales. Estudios sobre la alimentacién del yacaré
overo en Argentina, mostraron que independientemente de la clase de tamaifio de los animales, estos
suelen alimentarse principalmente de insectos, moluscos y crusticeos de agua dulce y en menor
medida de otros reptiles, peces y aves (Pierini et al., 2025). Es posible que condiciones ambientales
extremas, como las asociadas al fenémeno de La Nifia (escases de lluvias y sequia), afecten la
disponibilidad de presas y sean mds abundantes aquellas que contienen mayor cantidad de 16:0.
Dentro de los insectos mas consumidos por el yacaré overo se encuentran los del orden Coleoptera,
Orthoptera, Odonata y Hemiptera, que son fuentes ricas del 16:0 (Goldson et al., 1981; Pradesh, 2011;
Escamilla-Rosales et al., 2019; Maneechan & Prommi, 2021). Simoncini et al. (2014) documentaron
que en afios con eventos de La Nifia en los que se produjeron condiciones extremas de sequia, se
redujo el porcentaje de hembras en los nidos en la naturaleza. Esto podria explicar la asociacién
observada entre mayor contenido de 16:0 y menor proporcién de hembras, especialmente si esas
condiciones coinciden con temperaturas o condiciones ambientales de incubacién que favorecen la
produccién de machos.

Respecto a la relacién entre las hormonas esteroides y el porcentaje de hembras en los nidos, el
E, es la hormona con mayor influencia en la determinacién sexual, ya que no se encontrd relacién
entre la T y el porcentaje de hembras de los nidos. Los nidos con concentraciones altas y bajas de E»
en yema generaron nidos con mayor porcentaje de hembras que aquellos nidos con concentraciones
intermedias. Estos resultados concuerdan con lo reportado en estudios previos en especies con DST,
los cuales han demostrado que el E, en concentraciones no fisioldgicas, tiene una mayor capacidad
para inducir la reversion sexual hacia hembras a temperaturas que normalmente producen machos. La
administracidn tépica de T no induce la reversién hacia machos, sino que, por el contrario, favorece la
feminizacién de la descendencia a temperaturas intermedias donde se producen crias de ambos sexos
en reptiles con DST. Esto se debe a que la T actda como sustrato de la aromatasa para la sintesis de E»
(Crews et al., 1991; Wibbels et al., 1991; Crain et al., 1997; Stoker et al., 2003; Wibbels & Crews,
1995).

(Pero a qué podria deberse que bajas concentraciones de E, generen porcentajes de hembras
similares a aquellos nidos con una mayor concentracién de E, en la yema de huevo? Este fendmeno
podria explicarse a través de mecanismos relacionados tanto con la regulacién de la enzima aromatasa

(cypl19al) como con la presencia y regulacién de receptores de estrogenos (RE). Algunos autores han
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planteado la hipdtesis de que diferentes equilibrios de estrogenos en el cerebro y las génadas podrian
influir en que el desarrollo gonadal siga su curso hacia la diferenciacién masculina o femenina
(Bogart, 1987; Jeyasuria & Place, 1998). Sin embargo, Pieau & Dorizzi (2004) sostienen que las
gbnadas son el tnico érgano implicado en la determinacién sexual, ya que responden directamente a
los cambios de temperatura y constituyen el sitio de actividad de la aromatasa y de sintesis de
estrégenos, procesos que conducen a la diferenciacion sexual. Por otro lado, estudios sobre la
actividad de la aromatasa en el complejo génada-adrenal-mesonéfros (GAM) en cocodrilianos no
mostraron cambios durante el periodo termosensible (PTS), si no que el aumento en la actividad de la
enzima ocurrié al final del PTS cuando la génada ya estaba diferenciada (Smith & Josh, 1994a;
Milnes et al., 2002). Adn asi, la génada indiferenciada es capaz de unir E, tanto a temperaturas
productoras de machos como de hembras durante el PTS, especificamente durante el periodo de
diferenciacion gonadal (Smith & Josh, 1994b). Se sabe que el E; actda a través de los RE, regulando
positivamente la expresiéon de genes que inducen la diferenciacién ovdrica, entre ellos el de la
aromatasa (cypl9al) (Kohno et al., 2015; Wang et al., 2025). En Alligator mississippiensis la
reversion sexual mediada por estrégenos estd modulada por ESR1 (receptor de estrégenos o) (Doheny
et al., 2016). Estudios han respaldado que las diferentes concentraciones de E: tienen efectos tinicos
sobre los RE y su unién al ADN (Han et al., 2025). Por lo tanto, es posible que tanto concentraciones
bajas como elevadas de E; en la yema activen mecanismos diferenciales sobre la aromatasa o los RE,

generando respuestas similares en la proporcién de hembras observada.

59



Capitulo 2

Capitulo 2: Impacto de las condiciones climaticas en la inversién de hormonas
esteroides y acidos grasos en la yema de huevo en Caiman latirostris y su efecto

sobre la determinacion sexual
2.1. Introduccion

Las variables climaticas tienen una influencia significativa sobre la ecologia de las poblaciones
animales (Stenseth & Mysterud, 2002; Hallett et al., 2004; White, 2008; Selwood et al., 2015; Malhi
et al.,, 2022). El cambio climdtico estd provocando transformaciones tanto en los ecosistemas
terrestres como marinos, afectando la distribucién y dindmica de las poblaciones animales, la
integridad e interacciones dentro de los ecosistemas, modificando las cadenas tréficas y
contribuyendo a la pérdida de biodiversidad (Warren et al., 2021; Al Bayati, 2024; Alshehab, 2024).
Para los reptiles, los efectos del cambio climdtico representan una amenaza ya que estos animales,
como ectotermos, son especialmente sensibles a las variaciones de las temperaturas ambientales, de
las cuales dependen numerosos procesos bioldgicos. Para las especies oviparas los cambios en la
temperatura pueden afectar tanto la viabilidad de los huevos, asi como la proporcién de hembras y
machos producidos en aquellas especies que presentan determinacion sexual por temperatura (DST)
(Milnes & Moore, 2024).

Entre los grupos mds afectados por estos cambios se encuentran los depredadores dpice, como
los cocodrilianos. En estas especies, el aumento de las temperaturas puede impactar en diversas
funciones fisioldgicas, modificar comportamientos, reducir la disponibilidad de hébitat, alterar los
patrones reproductivos e incluso sesgar la proporcién de sexos en las nidadas (Munns et al., 1998;
Campbell et al., 2010; Simoncini et al., 2011; Bock et al., 2020; Cherkiss et al., 2020; Leiva et al.,
2023).

En Alligator mississippiensis, durante el otofio y posterior a la cépula (aproximadamente ocho
meses antes de la ovulacién, que ocurre en primavera/verano) se registra un aumento en los niveles
plasmaticos de estradiol (Ez) en las hembras. Este periodo, denominado posnupcial, marca el inicio
del reclutamiento folicular, es decir, la seleccion y el desarrollo inicial de los foliculos ovéricos
(Guillette et al., 1997). Esta estrategia permitiria a las hembras reproductivas contar con foliculos
parcialmente desarrollados al comenzar la primavera, listos para reanudar su maduracién, y que
ademads podrian actuar como fuente inmediata de E; tras la inactividad ovdérica del invierno. Sin
embargo, los procesos endocrinos pueden verse alterados por condiciones ambientales estresantes,
como las temperaturas extremas (tanto altas como bajas). En animales, el estrés térmico es uno de los
factores que mas impacta sobre las funciones endocrinas, interfiriendo directamente en procesos clave
como la reproducciéon (Arneth, 2025). Ademads, el calor extremo puede potenciar los efectos de
disruptores endocrinos presentes en el ambiente, provocando alteraciones hormonales en las especies

expuestas (Boggs et al., 2011). En el caso de especies oviparas con DST, como ocurre en muchos
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reptiles, estos cambios podrian tener implicancias sobre la deposicion materna de hormonas esteroides
en la yema de huevo, afectando potencialmente el desarrollo embrionario (Lockley & FEizaguirre,
2021). Por lo tanto, resulta relevante estudiar si las condiciones climdticas previas a la oviposicién
modifican la inversién materna de hormonas esteroides en el huevo, dado su impacto sobre la
determinacidn sexual.

Ademds, los eventos climdticos extremos pueden alterar la disponibilidad y composicién de
presas, afectando indirectamente la composicién de 4cidos grasos en la yema de los huevos (Fuiman,
2018). No so6lo se puede ver afectada la disponibilidad de presas, sino que también, el cambio
climético impactaria en la calidad nutricional de las presas disponibles, especialmente en lo que
respecta a la provision de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI), como los n-3 que son esenciales para
el desarrollo embrionario, los cuales provienen principalmente de productores primarios como el
fitoplancton (Tan et al., 2022).

Se ha demostrado, que las condiciones climdticas tienen influencia sobre la reproduccién y la
inversion materna del yacaré overo. Leiva et al. (2023) observaron que tanto las precipitaciones como
las temperaturas tienen un efecto significativo sobre la reproducciéon de Caiman latirostris ya que
afecta la condicién fisiolgica de las hembras y su desempefio reproductivo. A su vez, diversos
estudios han demostrado que las condiciones climédticas afectan la proporcién sexual de los nidos en
estado natural, asi como en la cantidad de nidos registrados (Simoncini et al., 2011; Simoncini et al.,
2014). En particular, Simoncini et al. (2014) registraron que las proporciones sexuales varian entre
temporadas, con una disminucién en el porcentaje de hembras posterior a eventos climéticos extremos
de sequia, como los fenomenos de “La Nifia”. Por su parte, Leiva (2019) sefiala que los 4cidos grasos
presentes en la yema del huevo de C. latirostris son indicadores de atributos maternos vinculados a las
reservas energéticas de la hembra, influenciadas por los alimentos consumidos en los meses previos a
la oviposicidn, asi como por su genética y metabolismo lipidico. Ademas, el perfil de 4cidos grasos de
la yema presenta mayor similitud con el perfil de 4dcidos grasos del misculo materno que con el del
plasma, sugiriendo ser un reflejo de la alimentacién previa a la puesta.

En este capitulo se analiza el efecto de las variables climdticas y fendmenos climdticos sobre
los 4cidos grasos y hormonas esteroides (E, y T) depositadas en la yema de los huevos de Caiman
latirostris. Esto permitiria comprender cdmo las condiciones climaticas afectan los componentes de la

yema y como esto influye sobre la determinacién sexual.
2.2. Objetivos

» Analizar la variacién en la inversion de hormonas esteroides y acidos grasos en la yema de
huevo de Caiman latirostris durante las diferentes temporadas de estudio.
» Evaluar si existen diferencias en el porcentaje de hembras obtenidas en los nidos entre las

distintas temporadas de estudio.
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» Determinar la influencia de las condiciones climaticas previas a la oviposicién (temperaturas

medias y precipitaciones acumuladas) sobre la inversion materno-hormonal y energética

(acidos grasos) en la yema de huevo.
2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Obtencion de nidos

La recolecciéon de nidos se detalla maeriales y métodos del Capitulo 1 en la seccién 1.3.1.
Durante la temporada 2020 se colectaron 6 nidos: 2 en Los Amores (Departamento Vera), 1 en El
Cacique (Cacique Ariacaiquin, Departamento San Javier) y 3 provenientes del semicautiverio que se
encuentra en el Centro de Rescate, Interpretacion e Investigacién de Fauna La Esmeralda (CRIIF;
Santa Fe, departamento La Capital). En 2021 se recolectaron 5 nidos: 2 en Los Amores, 2 en la
reserva natural El Fisco (Santurce, Departamento San Cristébal) y 1 del semicautiverio en CRIIF. En
2022 se obtuvieron 5 nidos, todos provenientes de la reserva natural El Fisco, y en 2023 se colectaron
3 nidos también todos de la reserva natural El Fisco y 2 nidos del semicautiverio en el CRIIF. Es de

destacar, que de estos dos ultimos nidos sélo tenemos informacién del porcentaje de hembras (Fig.

19).
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Figura 19: Localidades del centro-norte de la provincia de Santa Fe donde se colectaron los nidos de

Caiman latirostris durante las diferentes temporadas reproductivas.
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2.3.2. Caracterizacion climdtica de las temporadas de estudio

Para analizar el efecto ambiental sobre los componentes de la yema de huevo y la
determinacion sexual de crias de Caiman latirostris, se caracterizaron las cuatro temporadas
utilizando la clasificacion El Nifio/Oscilacion del Sur (ENOS) y el indice de severidad de sequia de
Palmer (PDSI). En el capitulo 1, en la seccién 1.6, se encuentra explicado el fenémeno climético
ENOS y se detalla el indice bimensual multivariado ENOS (MEI v2) para caracterizar a nivel
macroclimatico la situacién de las cuatro temporadas de estudio colectando los datos a través de

https://psl.noaa.gov/enso/mei/. En cuanto al PDSI (Palmer, 1965), se trata de un indice cuantitativo

ampliamente utilizado para describir el contexto climatico local o regional, y fue desarrollado con el
objetivo de estimar la "deficiencia de humedad" en una region. Para su cdlculo se consideran variables
como la evapotranspiracién potencial, las precipitaciones mensuales y el contenido de agua en el

suelo (https://www.crean.unc.edu.ar/pdsi-2018-10/)(Fig. 20). Se utilizaron los datos del PDSI

correspondientes al norte y centro de la provincia de Santa Fe, ya que a los nidos de yacaré los
recolectamos la localidad de Los Amores (norte), y en las reservas naturales El Fisco y Cacique
Ariacaiquin (centro). Esto permitié caracterizar regionalmente las condiciones climdticas de las dreas

de estudio. Los datos se obtuvieron a través de Climate Engine (https://www.climateengine.org/),

utilizando la base de datos TerraClimate.

Mapa setiembre de 2020

- Referencias

‘ 100al150 Humedad moderada

E 150a 200 Humedad excesiva
200 o supenor Humedad exirema

Figura 20: Mapa del Indice de Severidad de Sequia de Palmer (PDSI) mensual del aiio 2020 en Argentina
y las referencias de los indices y su clasificacion. Dicho mapa PDSI corresponde al mes de septiembre del afio

2020 en Argentina, junto con la referencia de los valores del indice y su clasificacién. Si bien el PDSI suele
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variar entre -10 (condiciones extremadamente secas) y +10 (condiciones extremadamente himedas), en este

caso se emplea una escala comprendida entre -2 y +2. Fuente: https://www.crean.unc.edu.ar/pdsi-2020-1/.

2.3.3. Perfil de dcidos grasos en la yema de huevo de nidos de las diferentes temporadas

La metodologia utilizada para determinar los acidos grasos de la yema del huevo fue la
descripta en el Capitulo 1, seccién 1.3.3.1. Para estudiar los 4cidos grasos de la yema de huevo de las
diferentes temporadas reproductivas se utilizaron sélo los nidos de naturaleza: 3 nidos de la
temporada 2020, 4 nidos de la temporada 2021, 5 nidos de la temporada 2022 y 3 nidos de la
temporada 2023. De los nidos de la temporada 2020 se analizaron los perfiles de 4cidos grasos de 2

huevos y de las restantes temporadas determinamos dcidos grasos para 3 huevos por nido.

2.3.4. Concentracion de hormonas esteroides en la yema de huevo de nidos de las diferentes

temporadas

La metodologia utilizada para determinar E> y T fue la descripta en el Capitulo 1, seccién
1.3.3.2. Como en el capitulo 1 no se encontraron diferencias entre nidos de naturaleza y
semicautiverio, se decidi6 incorporar tanto nidos de naturaleza como de semicautiverio para evaluar
diferencias entre temporadas en cuanto a la inversién materna de hormonas esteroides. Se utilizaron 4
nidos de la temporada 2020 (debido a que de uno de los nidos no se puedieron determinar las
hormonas esteroides), los 5 nidos de la temporada 2021, los 5 nidos cosechados de la temporada 2022
y los 3 nidos cosechados en la temporada 2023. Se determind la concentracién de hormonas

esteroides en la yema de 3 huevos de cada nido.
2.3.5. Determinacion del sexo de los animales en las diferentes temporadas

Se utilizaron todos los nidos recolectados durante las cuatro temporadas de estudio: 6 nidos de
la temporada 2020, 5 de la temporada 2021, 5 de la temporada 2022 y 5 en la temporada 2023. Tras la
eclosion de los nidos incubados a una temperatura constante de 32 °C, se determind el sexo de cinco
individuos por nido. La metodologia empleada para el sexado de los animales fue descrita en el

Capitulo 1, seccién 1.3.2.
2.3.6. Variables climdticas

Se utilizaron las variables climaticas (precipitaciones acumuladas y temperaturas medias)
correspondientes a los meses previos a la oviposicion, especificas para cada sitio y afio en que se
realiz6 la recoleccion de los nidos. En particular, se obtuvieron datos climaticos de los meses de
marzo y abril, asi como de septiembre, octubre y noviembre, previos a la puesta. La eleccion de estos
periodos se fundamenta en aspectos fisiologicos y ecolégicos de Caiman latirostris. Durante marzo y

abril, con la llegada del otofio en el hemisferio sur, las temperaturas comienzan a descender y los
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yacarés incrementan su ingesta alimentaria para almacenar energia, la cual sera utilizada durante el
periodo de aletargamiento y también como reserva para la siguiente temporada reproductiva (Lance,
2003; Price, 2017; Leiva, 2019). Por otro lado, se incluyeron también los datos de los meses previos a
la oviposicién (septiembre, octubre y noviembre), ya que en este periodo tiene lugar la vitelogénesis,
proceso que puede verse influido por las condiciones climéticas, afectando tanto el perfil lipidico
como hormonal en sangre de las hembras (Portelinha et al., 2015) (Fig 21).

Para analizar la relacidén entre las variables climdticas y la inversidon energética y hormonal
materna, se utilizaron tnicamente los nidos provenientes de hembras de la naturaleza. Esto se debe a
que, ademds del posible estrés térmico, estas hembras podrian haber experimentado periodos de
restriccion alimentaria, lo cual podria haber influido en su inversién materna.

Los datos de precipitaciones acumuladas y temperatura media de los sitios en los meses

propuestos se obtuvieron a través de Climate Engine (https://www.climateengine.org/), utilizando la

base de datos CFSRanalysis.

Ciclo reproductivo anual de Caiman latirostris

Toma de muestras de M
Gametogénesis y Nacimiento de las Periodo de menor

posterior cépula ! crias t actividad
mayo-junio-
marzo-abril julio-agosto

[ ]
Incubacién de Periodo de
nidos y cuidado alimentacion y
parental ,-.# almacenan energia Eanal

K e b

Figura 21: Diagrama del procedimiento de muestreo y registro de las variables climaticas a lo largo del

ciclo reproductivo de Caiman latirostris

2.3.7. Andlisis de datos

Se realiz6 un Analisis de Varianza Multivariante Permutacional (PERMANOVA) entre las
temporadas, y ademds un andlisis por pares con el fin de evaluar las diferencias entre ellas. Los
andlisis fueron realizados con el software Rstudio (version 4.3.0) mediante el paquete vegan (Oksanen

et al., 2005) y se utiliz6 la matriz de disimilud de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957). Para identificar
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los 4cidos grasos asociados a cada temporada, se realizé un anélisis de patrones multinivel utilizando
la funcién multipatt del paquete indicspecies (Caceres & Legendre, 2009), con 9999 permutaciones y
el coeficiente de correlacion punto-biserial (r.g) como medida de asociacién. Como no se encontraron
antecedentes de un andlisis de patrones multinivel para dcidos grasos, se decidi6 respaldarlo mediante
un GLMM con distribucion beta (Anexo II: Tablas 7 y 8) donde se evaluaron diferencias en los 4cidos
grasos con la temporada como efecto fijo y utilizando como variables aleatorias a los nidos. También
se empled un andlisis no métrico multidimensional (NMDS) en tres dimensiones para representar
graficamente los resultados del PERMANOVA. El NMDS es una técnica de ordenacién multivariada
que utiliza una matriz de disimilitud (en este caso, Bray-Curtis) para ubicar cada muestra en un
espacio de pocas dimensiones, de manera que las distancias entre puntos reflejen las diferencias entre
grupos. Para realizar el grafico del NMDS se utilizaron los paquetes vegan (Oksanen et al., 2005),
plotly (Sievert, 2020) y dplyr (Wickham, 2015) y para los GLMMs se utiliz6 la funcién glmmTMB
del paquete glmmTMB con el software Rstudio (versién 4.3.0).

Para analizar las diferencias en los niveles de E entre temporadas y dentro de las temporadas,
también se utilizaron GLMMs. Previamente, se verificaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett, respectivamente.
Tanto E> como T no cumplieron con los supuestos de normalidad ni homogeneidad de varianzas, por
lo que se optd por utilizar una distribucién Gamma para el modelado. Para evaluar el ajuste de la
distribucién al conjunto de datos, se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Aqui también se
utiliz6 la funcién glmmTMB del paquete glmmTMB (Brooks et al., 2017). Se evaluaron las
diferencias de los efectos fijos en los GLMMs utilizando pruebas de razén de verosimilitud
(Likelihood Ratio Tests, LRT) obtenidas con la funcién Anova del paquete car (Fox & Weisberg,
2018).

En cuanto al porcentaje de hembras producidas en las diferentes temporadas, se analizd
mediante un ANOVA, con la previa verificacién de los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Para las comparaciones miltiples se emple¢ el test post-hoc LSD de Fisher.

Para explorar la relaciéon entre las variables climaticas con los acidos grasos, hormonas
esteroides y el porcentaje de hembras de los nidos se realizaron los andlisis de componentes

principales (ACP) utilizando el software Infostat (versién 2020).
2.4. Resultados
2.4.1. Caracterizacion climdtica de las temporadas de estudio

Con respecto al fenémeno ENOS, la introduccién general (Tabla 2) se presentaron los valores
de los indices multivariados bimensuales correspondientes a las cuatro temporadas estudiadas (2020 -
2023), donde predominé la influencia de La Nifia. La primera temporada (2020) se caracterizd por

comenzar en fase Neutra, seguida de una transiciéon hacia La Nifia débil a moderada a partir de
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mediados de afio. En 2021, el afio comenzé bajo condiciones de La Nifia moderada, que evoluciond
hacia La Nifia fuerte en la segunda mitad del afio. Durante 2022, la influencia de La Nifia fuerte se
mantuvo de manera sostenida durante todo el afio. Finalmente, el 2023 inicié con La Nifia moderada,
pero a partir de mediados de afio comenzé una transicién hacia la fase Neutra, y hacia fines del afio
comenzo el ingreso a una fase El Nifio.

En cuanto al PDSI, tanto en la zona norte como la zona centro de la provincia de Santa Fe, la
temporada 2020 fue la que present6 condiciones menos secas con respecto a las otras temporadas. Sin
embargo, en la temporada 2021, en la zona norte la sequia continué acentudndose, lo que se reflej6 en
un PDSI mds negativo respecto a la temporada 2020, pero a partir de mayo comenzaron las lluvias
progresivamente, finalizando el afio con condiciones menos secas con respecto a los primeros meses.
Por el contrario, la zona centro se caracterizd por condiciones mds secas que la zona norte durante
casi todo el ano 2021. Finalmente, las temporadas 2022 y 2023 se caracterizaron por presentar sequias
extremas en ambas zonas (centro y norte), con valores de PDSI muy negativos durante ambos afios

(Fig. 22).
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A Variacion mensual del indice de Sequia de Palmer (PDSI) en la zona norte de Santa Fe
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Figura 22: Variacién mensual del indice de Sequia de Palmer (PDSI) de las diferentes temporadas de

estudio. A) Variacién mensual del PDSI por temporada en la zona norte de la provincia de Santa Fe, B)

variacion mensual del PDSI por temporada en la zona centro de la provincia de Santa Fe.

2.4.2. Perfil de Acidos grasos en la yema de huevo de nidos de las diferentes temporadas
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Los resultados indican diferencias en los porcentajes de &acidos grasos entre las distintas
temporadas reproductivas (R*> = 0,52; Fs33 = 18,76; p = 0,001). En el andlisis de patrones multinivel
se indentificaron asociaciones para 22 de los 26 4cidos grasos y relaciones estudiadas, incluyendo
asociaciones exclusivas a una temporada y asociaciones compartidas entre temporadas (Tabla 7). El
PERMANOVA por pares encontré que todas las temporadas diferian entre si (Tabla 8). El grado de
esta diferencia vari6 entre comparaciones, siendo mds marcado entre las temporadas 2021 y 2023 (R?
=0,61), 2020 y 2023 (R? = 0,62), mas leve entre 2022 y 2023 (R = 0,19) y entre 2020 y 2021 (R? =
0,24). También se realiz6 un PERMANOVA entre las dltimas tres temporadas con los nidos de El
Fisco y para las dos primeras temporadas para los nidos colectados de Los Amores. Para los nidos
colectados exclusivamente en El Fisco en las dltimas tres temporadas (2021, 2022 y 2023) hubo
diferencias entre todas las temporadas, (R? = 0,44; F = 16,05; p = 0,001) siendo mds marcadas entre
los afos 2021 y 2023. Para los nidos colectados exclusivamente en Los Amores, también hubo
diferencias entre las temporadas 2020 y 2021 (R?> = 0,28; F = 15,61; p = 0,003), sin embargo, en este
caso, la diferencia entre los nidos dentro de los grupos fue mayor que la de las temporadas (R? = 0,62;
F =17,32; p = 0,001). Para la temporada 2020, Los Amores y Cacique Ariacaiquin tuvieron perfiles
de 4cidos grasos similares (R?= 0,22; F = 20,71; p = 0,100), sin embargo, las diferencias estuvieron
marcadas por los nidos (R? = 0,74; F = 68,73; p = 0,020). Para el afio 2021 donde se colectaron nidos
tanto de El Fisco como de Los Amores, el lugar afect6 el perfil de dcidos grasos de los nidos (R? =
0,50, F = 25,82, p = 0,001) pero también los nidos difirieron entre ellos (R? = 0,34; F = 9,03; p =
0,002).

El NMDS también muestra las diferencias entre temporadas, donde las dos primeras
temporadas (2020-2021) se agrupan hacia los valores negativos sobre la coordenada NMDS 1,
mientras que las temporadas 2022 y 2023 agrupan hacia los valores positivos, lo que respalda los

resultados del PERMANOVA (Fig. 23).
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Tabla 7: Acidos grasos asociados a las diferentes temporadas reproductivas de Caiman latirostris

estudiadas mediante un analisis de patrones multinivel.

Temporadas Acidos grasos Coeficiente de Valor p

correlacion (r.g)

2020 16:11n-9 0,934 0,0001
20:0 0,872 0,0001

18:1n-9 0,517 0,0086

2021 22:6 n-3 (DHA) 0,688 0,0004
20:3 n-6 0,619 0,0007

22:5 n-6 0,607 0,0013

AGPI n-3 0,566 0,0030

2022 AGS 0,791 0,0001
2023 AGMI 0,515 0,0105
2020 & 2021 20:4 n-6 (AA) 0,895 0,0001
20:3 n-3 0,754 0,0001

AGPI 0,698 0,0001

17:0 0,670 0,0009

AGPI n-6 0,630 0,0001

2020 & 2023 n-6/n-3 0,463 0,0290
2021 & 2022 20:5n-3 (EPA) 0,489 0,0162
18:3 n-3 0,488 0,0176

2022 & 2023 16:0 0,886 0,0001
18:1 n-7 0,784 0,0001

16:1 n-7 0,774 0,0001

20:1 n-9 0,734 0,0001

14:0 0,592 0,0017

AA: 4cido araquidénico; AGMI: acidos grasos monoinsaturados; AGPI: acidos grasos poliinsaturados;
AGS: 4cidos grasos saturados; DHA: dcido docosahexaenoico; EPA: 4dcido eicosapentaenoico. El coeficiente de
asociacion r.g indica la fuerza del vinculo entre cada 4cido graso y temporada y combinaciones de ellas,
combinando su fidelidad y especificidad. Valores cercanos a 1 indican una mayor asociacién del dcido graso con
la temporada considerada. En la tabla se muestran aquellos dcidos grasos que estdn asociacién la o las

temporadas estudiadas. Se resaltan con negrita los valores de p < 0,05.
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Tabla 8: Resultado del Analisis de Varianza Multivariante Permutacional (PERMANOVA) por pares

para acidos grasos de la yema de huevos entre las temporadas estudiadas. Se resaltan con negrita los

valores de p < 0,05.

Temporadas R? F Valor p

2020-2021 0,24 6,33 0,005
2020 - 2022 0,40 17,97 0,001
2020 -2023 0,62 21,07 0,001
2021-2022 0,40 26,24 0,001
2021-2023 0,61 41,36 0,001

2022-2023 0,19 791 0,002
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Figura 23: Analisis de ordenamiento multidimensional no métrico (NMDS) en 3 dimensiones de los acidos
grasos de las diferentes temporadas. Los circulos verdes representan la temporada (2020), los cuadrados
azules a la temporada (2021), los diamantes rosa a la temporada (2022) y los circulos violeta a la temporada

(2023)(Stress = 0,09411). Para visualizar la figura interactiva y rotarla desde cualquier dngulo, acceder a:

https://rpubs.com/florrvalli/1354827.
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2.4.3. Concentracion de hormonas esteroides en la yema de huevo de nidos de las diferentes

temporadas

No se encontraron diferencias entre las cuatro temporadas reproductivas estudiadas para las
concentraciones de E; (y* = 0,4858; p = 0,922) ni tampoco para T (¥% = 6,8968; p = 0,0753)
invertidas en los huevos del yacaré overo.

Al restringir el analisis dnicamente a los nidos provenientes de la Reserva El Fisco (presentes
en las dos dltimas temporadas y de forma parcial en la segunda temporada) se observaron diferencias
para T entre la segunda y la tercera temporada (2021-2022) y entre las dos ultimas temporadas (2022-
2023) (x* =7,56; p = 0,023). Por el contrario, no se observaron diferencias entre las dos primeras
temporadas (2020-2021) para los nidos colectados en la localidad de Los Amores con respecto a T
(F1,10=0,01; p=0,944).

Para el E;, no se encontraron diferencias entre los nidos de El Fisco en las dltimas tres
temporadas (x*1=0,13; p = 0,939), ni para Los Amores en las primeras dos temporadas (Fi,10 = 0,26; p
=0, 6592).

Para la temporada 2020, tampoco detectaron diferencias entre los distintos lugares estudiados
para E; (Fi,12 = 0,22; p = 0,669) ni para T (F1,13 = 0,05; p = 0,844). Lo mismo para la temporada 2021,
donde tampoco se observaron diferencias entre nidos de diferentes localidades para E, (Fi,10 = 0,01; p

=0,930) ni para T (F1,10 = 0,85; p = 0,454).
2.4.4. Porcentaje de hembras de las diferentes temporadas analizadas

Se encontraron diferencias en el porcentaje de hembras entre las diferentes temporadas, cuyos
nidos fueron incubados a una temperatura constante de 32°C (Fs 17 = 4,31; p = 0,0196; Tabla 9). Las
temporadas 2020 y 2021 presentaron un porcentaje de hembras mayor en comparacién con las

temporadas 2022 y 2023.

Tabla 9: Porcentaje de hembras producidas en las diferentes temporadas reproductivas de Caiman

latirostris estudiadas.

Temporada Porcentaje de hembras (%)
2020 76,67 +32,04*
2021 76,00 +21,90*
2022 32,00 +22,80°
2023 31,00 + 34,05°
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2.4.5. Relacion entre variables climdticas, dcidos grasos y porcentaje de hembras de los nidos

El ACP, realizado para explorar la relacién entre la temperatura media (previa a la oviposicion),
los 4cidos grasos presentes en la yema de huevo y el porcentaje de hembras producidas por nido,
explicé el 61,5 % de la varianza total de los datos (Fig. 24, Anexo II: Tabla 9). El porcentaje de
hembras se asocié con una menor proporcion de los 4cidos grasos 16:0 (p = 0,0190) y 16:1 n-7 (p =
0,0296), y con mayores temperaturas medias en los meses de septiembre (p = 0,0206) y octubre (p =
0,0153). A su vez, cuando las temperaturas medias de abril y septiembre fueron mayores, los nidos
también presentaron menores proporciones de los dcidos grasos 16:0 (pavii = 0,0017; psep = 0,0003),
16:1 n-7 (pavrit = 0,0185; psep = 0,0248) y mayores porcentajes de 22:6 n-3 (pavrit = 0,0425; psep =
0,0232). Por su parte, a mayores temperaturas medias de octubre los nidos presentaron una menor
proporcién del dcido graso 16:0 (p = 0,0304). Finalmente, mayores temperaturas medias de abril,
septiembre y octubre se relacionaron con una mayor proporcién de 20:5 n-3 en la yema de los huevos

(Pabril =0,0025; Psep = 0,0001; Poct = 0,0079)
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Figura 24: Analisis de componentes principales entre las temperaturas medias de los meses previos a la

oviposicion de Caiman latirostris, acidos grasos en la yema de huevo y porcentaje de hembras de cada
nido. Tmedia mar: temperatura media de marzo; Tmedia abr: temperatura media de abril; Tmedia sept:
temperatura media de septiembre; Tmedia oct: temperatura media de octubre; Tmedia nov: temperatura media

de noviembre. Cada punto rosa representa a un nido.
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El ACP para la relacion entre las precipitaciones, los dcidos grasos y el porcentaje de hembras
representd el 58,8% de la varianza total de los datos (Fig. 25; Anexo II: Tabla 10). A mayores
precipitaciones acumuladas de abril, las yemas de los huevos tuvieron mayores proporciones de 20:5
n-3 (p = 0,0232). Por otro lado, a mayores precipitaciones acumuladas en septiembre los nidos
presentaron mayores porcentajes del AGPI 22:6 n-3 (p = 0,0047) y menores porcentajes de 16:0 (p =
0,0334). A mayores precipitaciones acumuladas en noviembre los nidos presentaron un menor
contenido de 16:0 (p = 0,0023) y 16:1 n-7 (p = 0,0076), y una mayor proporcién de 18:1 n-9 (p =
0,0084) y el 20:4 n-6 (p = 0,0018).
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Figura 25: Analisis de componentes principales entre las precipitaciones acumuladas de los meses previos
a la oviposicion, acidos grasos en la yema de huevo y porcentaje de hembras de cada nido de Caiman
latirostris. PPT mar: precipitaciones acumuladas de marzo; PPT abr: precipitaciones acumuladas de abril; PPT
sept: precipitaciones acumuladas de septiembre; PPT oct: precipitaciones acumuladas de octubre; PPT nov:

precipitaciones acumuladas de noviembre. Cada punto rosa representa a un nido.
2.4.6. Relacion entre variables climdticas, hormonas esteroides y porcentaje de hembras

El ACP para la relacién entre las variables climaticas, las hormonas esteroides y el porcentaje

de hembras represent6 un 63,8% de la varianza de los datos (Fig. 26; Anexo II: Tabla 11). El Esen la
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yema de huevo no se vié influenciado por ninguna de las variables climdaticas en los meses previos a
la oviposicién. Cuando hubo mayores precipitaciones acumuladas en septiembre (p = 0,0152) y
octubre (p = 0,0152) y (p = 0,0230) previas a la oviposicidn, las hembras reproductoras invirtieron
una mayor cantidad de T en sus huevos, mientras que a mayores temperaturas medias en marzo,
inviertieron una mayor cantidad de T (p = 0,0214) y mayores temperaturas medias en noviembre

invirtieron menor cantidad de T (p = 0,0029).
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Figura 26: Analisis de componentes principales entre las variables climaticas (precipitaciones acumuladas
y temperaturas medias) de los meses previos a la oviposicion, hormonas esteroides en la yema de huevo y
porcentaje de hembras de cada nido de Caiman latirostris. E>: 17B-estradiol; T: testosterona. PPT mar:
precipitaciones acumuladas de marzo; PPT abr: precipitaciones acumuladas de abril; PPT sept: precipitaciones
acumuladas de septiembre; PPT oct: precipitaciones acumuladas de octubre; PPT nov: precipitaciones
acumuladas de noviembre. Tmedia mar: temperatura media de marzo; Tmedia abr: temperatura media de abril;
Tmedia sept: temperatura media de septiembre; Tmedia oct: temperatura media de octubre; Tmedia nov:

temperatura media de noviembre. Cada punto rosa representa a un nido.
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2.5. Discusion
2.5.1. Caracterizacion climdtica de las temporadas de estudio

Durante la primera temporada (2020), predominaron condiciones relativamente favorables,
iniciando con una fase Neutra con una transicién hacia La Nifia débil a moderada. Esta transicién se
reflej6 en valores de PDSI negativos en ambas zonas, tanto norte como centro de la provincia de
Santa Fe, que indican una sequia no tan severa. En 2021, la influencia de La Nifa fue méds marcada
(de moderada a fuerte), lo que resulté en condiciones mds secas, especialmente en la zona centro,
donde se observaron valores de PDSI mds negativos durante casi todo el afio. En contraste, la zona
norte mostré cierta recuperacion a partir de mediados de afio, reflejando una mejora relativa de la
situacion hidrica ya que el valor del PDSI fue mayor en comparacién con la zona centro. Las
temporadas 2022 y 2023 estuvieron dominadas por La Nifia fuerte (2022) y La Nifia moderada con
transicién a Neutra y El Nifio (2023). Estos afios se destacaron por presentar sequias extremas y

persistentes en ambas zonas, con valores de PDSI muy bajos.
2.5.2. Acidos grasos y hormonas esteroides de la yema de huevo en las diferentes temporadas

Cada temporada se asocié con diferentes contenidos de 4cidos grasos, identificando diferencias
entre todas las temporadas de estudio. Especificamente, las temporadas 2020 y 2021 estuvieron
asociadas con una mayor inversion de AGPI, mientras que las temporadas 2022 y 2023 estuvieron
representadas por una inversion de AGS y AGMI respectivamente. Cabe destacar que los nidos
correspondientes a las dos primeras temporadas fueron recolectados en diferentes localidades: en
2020, en Los Amores y Cacique y en 2021, en Los Amores y en la reserva natural El Fisco. En
contraste, en las dos ultimas temporadas, todos los nidos fueron recolectados exclusivamente en la
reserva natural El Fisco. Los andlisis revelaron que hubo diferencias entre todas las temporadas
estudiadas, pero también tanto el sitio de recoleccién como las diferencias entre nidos dentro de cada
sitio influyeron sobre los 4cidos grasos de la yema de huevo. Por lo tanto, las diferencias observadas
entre temporadas no pueden atribuirse uUnicamente a factores climaticos, ya que también se
identificaron influencias del sitio de recoleccién y variabilidad entre nidos dentro de una misma
temporada.

En cuanto a las hormonas esteroides, no se encontraron diferencias en las concentraciones de E
y T en las yemas de los huevos de nidos de yacaré overo en las diferentes temporadas reproductivas.
Sin embargo cuando se estudié a nivel local, solo se encontraron diferencias para T para El Fisco
entre las diferentes temporadas. En general, el E, mantiene un perfil estable a lo largo de las
temporadas y lugares estudiados, mientras que la T, mostr6 variaciones que parecen estar asociadas a
condiciones locales como disponibilidad de recursos, estrés, accesos a cuerpos de agua. Esta

disparidad sugiere que la falta de un patrén general interanual para la T podria enmascarar respuestas
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especificas a nivel micro-geografico. Es posible que las distintas areas estudiadas respondan de
manera diferencial a las condiciones climaticas de cada temporada. Asi, la variabilidad local de la T
en sitios como El Fisco se perderia al analizar los promedios generales de las diferentes temporadas,

haciéndose visible solo cuando se examina cada localidad de forma independiente.

2.5.3. Relacion entre las variables climdticas, dcidos grasos depositados en la yema de huevo y

porcentaje de hembras de los nidos

Las temperaturas medias mds altas en septiembre y octubre estuvieron asociadas con nidos con
mayores porcentajes de hembras y a su vez, tanto las temperaturas medias de septiembre y octubre
como los nidos con menores porcentajes de hembras se asociaron con menores porcentajes de 16:0 y
16:1 n-7 en la yema de huevo. En el capitulo anterior (Capitulo 1) se observé sélo relacion entre
porcentaje de hembras con 16:0 pero no con 16:1 n-7. Esto se debe a que en el anélisis del presente
capitulo se incluy6 un nido adicional del cual se contaba con los datos sélo del perfil de dcidos grasos
de la yema y la proporcién sexual de las crias producidas, pero no con los niveles hormonales.

En cuanto a las precipitaciones de los meses previos a la oviposicién, no se encontré relacion
con el porcentaje de hembras producidas en los nidos, pero si con la disponibilidad de 16:0, ya que en
los meses de septiembre y noviembre con menores precipitaciones se asociaron a nidos con menores
porcentajes de este dcido graso. Incluso también, mayores precipitaciones de noviembre se asociaron
a aquellos nidos con menores porcentajes de 16:1 n-7.

Temperaturas medias mds altas y mayores precipitaciones acumuladas en los meses previos a la
oviposicién se relacionaron con nidos con mayores contenidos de AGPI como el 20:4 n-6, 20:5 n-3 y
22:6 n-3. Las mayores temperaturas en abril y septiembre se asociaron con nidos con mayor contenido
de 22:6 n-3 y las de abril, septiembre y octubre con nidos con un mayor porcentaje de 20:4 n-6.
Precipitaciones mayores acumuladas en abril se relacionaron con nidos con mayor porcentaje de 20:5
n-3, las de septiembre con nidos con mayor porcentaje de 22:6 n-3 y las de noviembre con nidos con

nidos con mayores porcentajes de 20:4 n-6 y 18:1 n-9 (Fig. 27).
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Figura 27: Resumen grafico de la influencia de las condiciones climaticas previas a la oviposicion sobre la
inversion materna de acidos grasos, hormonas esteroides y porcentaje de hembras en hembras
reproductivas de Caiman latirostris. AA: acido araquidénico, DHA: 4cido docosahexaenoico, EPA: 4cido

eicosapentaenoico, T: testosterona.

Se encontré una asociacidn con temperaturas medias mas cédlidas y mayores precipitaciones
acumuladas en los meses previos a la oviposicion con un mayor contenido de AGPI en las yemas de
los huevos. Esto podria relacionarse con una mayor disponibilidad de presas que contienen estos
dcidos grasos cuando se dan estas condiciones climdticas, de las cuales se alimentarian las hembras.
Los resultados de este estudio coinciden con los publicados por Leiva (2019) donde asocia AGPI en
yema con las precipitaciones de marzo-abril y septiembre-octubre, proponiendo que cuando estos
meses previos a la oviposicion son lluviosos, habria mayor disponibilidad de presas ricas en AGPI en
la naturaleza o de su precursor, el 18:3 n-3. Los cocodrilianos son considerados carnivoros
oportunistas, ya que consumen presas en funcién de la disponibilidad ambiental (Grigg y Kirshner,
2015) y se ha documentado que modifican su dieta segtin las condiciones climéticas, alternando entre
presas acudticas y terrestres (Pierini et al., 2025). Por ejemplo, Campos et al. (2006) estudiaron la
dieta de Caiman crocodilus en el Pantanal y registraron que en épocas de sequia y niveles bajos de
agua, los animales consumian mds vertebrados terrestres, mientras que en épocas de aguas altas y
temperaturas elevadas aumentaba el consumo de peces. Otros estudios, en Melanosuchus niger, C.
crocodilus y Paleosuchus palpebrosus, observaron un mayor consumo de presas acudticas (crusticeos
y peces) durante las épocas secas (Gonzdlez, 2010; Laverty & Dobson, 2013). Por lo antes

mencionado, se propone que durante los meses mas calidos, las hembras habrian tenido un mayor
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acceso a presas acudticas, como moluscos, crustiaceos y peces, ricos en AGPI, lo que se reflej6 en la
composicién lipidica de la yema.

Cabe destacar que el cambio climdtico y las condiciones climdticas extremas como
temperaturas altas extremas afectan la produccién de AGPI en el fitoplancton y en otros organismos
acudticos (Hixson & Arts, 2016; Calderini et al., 2023; Tan et al., 2024; Boyen et al., 2024). Esto
podria tener consecuencias importantes para las especies situadas en niveles tréficos superiores, que
dependen de estos dcidos grasos esenciales para mantener condiciones fisiolégicas 6ptimas (Hixson &
Arts, 2016). En este sentido, es posible que el menor contenido de AGPI observado en las temporadas
con sequias extremas también se vea influenciado por una reduccién en la disponibilidad de estos
dcidos grasos en el ambiente acudtico. El perfil de dcidos grasos de las presas no fue analizado
directamente en este estudio, la interpretacion de los resultados se sustenta en antecedentes ecoldgicos
y estudios previos sobre la composicién de las presas de Caiman latirostris, como de otros

cocodrilianos (Gonzalez, 2010; Laverty & Dobson, 2013; Pierini et al., 2025).

2.5.4. Relacion de las variables climdticas con las hormonas esteroides depositadas en la yema de

huevo y porcentaje de hembras producidas en los nidos

En cuanto a E; no se encontré relacion entre su concentracién en la yema de huevo y las
temperaturas y precipitaciones previas a la oviposicién. Por el contrario, para la T se encontrd una
relacién positiva con las precipitaciones de septiembre y octubre y con las temperaturas medias de
marzo y una relacidon negativa con las temperaturas medias de noviembre. Pero la T no se relacion6
con el porcentaje de hembras de los nidos, lo que concuerda con los resultados del Capitulo 1, donde
no se halld relacion con el porcentaje de hembras producidas en los nidos.

Los estudios sobre concentraciones séricas de T en hembras de cocodrilianos son escasos,
siendo mds comun su andlisis en machos. En Alligator mississippiensis, se ha reportado que los
niveles de T aumentan durante la vitelogénesis tardia en hembras reproductoras (Guillette et al., 1997,
Milnes & Moore, 2024). Aunque no estd completamente dilucidado el rol de la T en hembras, este
pico indicaria que cummple un rol fisiolégico activo durante el desarrollo folicular. La T es
precursora directa del E> mediante la accién de la enzima aromatasa, por lo que su incremento podria
estar reflejando una mayor actividad ovdrica. Ademads, se ha demostrado que condiciones de estrés
reducen las concentraciones plasmdticas de T en machos de A. mississippiensis (Lance & Elsey,
1986), asi como en otros reptiles como las tudtaras y tortugas (Guillette et al., 1995). En la paloma
Columbia livia, las hembras pueden modular la deposicién de hormonas esteroides en respuesta a
condiciones alimentarias desfavorables (Hsu et al., 2016). En este sentido, la mayor deposicién de T
en nidos puestos durante los meses con mayores precipitaciones (septiembre y octubre) y
temperaturas medias mds elevadas en abril podria estar asociada a una mayor disponibilidad de

alimento en el ambiente, lo que implicaria una mejor condicién fisioldgica de las hembras y una
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reduccién del estrés fisiolégico. Por lo tanto, en hembras reproductoras con mejores condiciones
fisiolégicas o que tuvieron acceso a una mayor diversidad de alimentos por condiciones ambientales
favorables, este pico de T previo a la vitelogénesis podria ser mayor. Esto coincide con el estudio
publicado por Leiva et al. (2023), donde plantea que los meses lluviosos previos a la oviposicién
favorecen la condicién fisiolégica de la hembra. A pesar de que en este estudio no se cuenta con
informacién sobre la condicién fisiolégica de las hembras, ésta respuesta podria interpretarse como
una forma de optimizar la inversion reproductiva bajo condiciones ambientales favorables.

Cabe aclarar que los resultados obtenidos corresponden a afios con condiciones de sequia, lo
que limita la comparacién con escenarios de mayor humedad. Sin embargo, estudios en la tortuga
Chrysemys picta, donde las hembras fueron expuestas experimentalmente a temperaturas altas y bajas
durante la época reproductiva, tampoco evidenciaron variaciones en las concentraciones de hormonas
esteroides en sangre (Topping & Valenzuela, 2023). Esto sugiere la posible existencia de mecanismos
fisiol6gicos que estabilizan la produccién y transferencia de hormonas esteroides frente a variaciones
ambientales de temperaturas. No obstante, el estudio llevado a cabo por Topping & Valenzuela (2023)
se desarrollé bajo condiciones controladas de alimentacién, por lo que no refleja posibles efectos de
estrés asociados a la falta de recursos alimenticios.

Los resultados del presente estudio indican que el E; podria desempefiar un rol mds directo en
la determinacién sexual de las crias, si bien no se encontrd relacién con las variables climéticas
previas a la oviposcién, en el Capitulo 1 se informé una relacién polindmica entre el E, y el
porcentaje de hembras de los nidos. Mientras que la T, a pesar de su sensibilidad a condiciones
ambientales, no estaria involucrada directamente la determinacién sexual. La falta de relacion entre E;
y las variables climdticas sugiere un posible control endégeno o una estabilidad de esta hormona
frente a las temperaturas ambientales. En cambio, la relacién de la T con las precipitaciones y

temperaturas podria reflejar una respuesta fisiol6gica materna al ambiente.
2.5.5. Efecto del ambiente sobre la proporcion de hembras producidas en los nidos

En resumen, las temperaturas medias mas altas durante los meses de septiembre y octubre
estuvieron asociadas a un mayor porcentaje de hembras. A su vez, la proporcién de hembras
disminuy6 a lo largo de los cuatro afios del estudio, todos marcados por el fendmeno climdtico de La
Nina. Es importante aclarar que esta coincidencia no implica una relacion estadistica ni causal, sino
que constituye una observacién descriptiva que deberd ser evaluada en futuros estudios especificos.
Las temperaturas medias altas de septiembre y octubre, junto con el porcentaje de hembras, se
asociaron con una menor inversién de 16:0 y 16:1 n-7 en la yema del huevo. Tal como se plante6 en
el Capitulo 1, la inversién materna de 16:0 estaria influida por las condiciones ambientales anteriores

a la oviposicién, dado que en meses mds cdlidos y con mayores precipitaciones previos a la
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oviposicién se asociaron con una menor cantidad de este 4cido graso en la yema de huevo, lo que
podria estar afectando indirectamente la proporcion sexual de la nidada.

El 16:0 estd presente en una amplia variedad de alimentos naturales, especialmente en grasas
animales y vegetales, y su disponibilidad varia en funcién de las condiciones ambientales (Murru et
al., 2022). Como se menciond en el Capitulo 1, esta especie se alimenta principalmente de insectos, y
las condiciones de sequias extremas podrian aumentar la disponibilidad de dcidos grasos como el 16:0
y 16:1 n-7, disminuyendo asi la incorporacién de otras especies ricas en dcidos grasos como los AGPI
por parte de la hembra, lo que se reflejaria en la composicién de la yema de huevo. Una posible
interpretacion es que la calidad y cantidad de los lipidos disponibles en el huevo podrian modular el
desarrollo sexual del embrién. En este sentido, las madres podrian estar ajustando su inversion
energética en funcién de las condiciones ambientales del entorno, lo cual influiria sobre el sexo de la
descendencia.

En cuanto a las temporadas analizadas, se encontraron diferencias marcadas en la proporcion de
hembras producidas en nidos incubados a temperaturas constantes de 32°C. Los resultados muestran
una tendencia decreciente a lo largo del tiempo; en los afios 2020 y 2021 se registraron promedios de
76,7% y 76% de hembras, respectivamente, mientras que en las dos temporadas siguientes los
promedios descendieron a 32% y 31%. De forma similar, Simoncini et al. (2014) reportaron
proporciones de hembras del 70% en nidos incubados en la naturaleza, y observaron que eventos de
La Nifia intensos y prolongados, se correlacionan con condiciones térmicas del nido que tienden a
reducir la proporcién de hembras. De manera similar, Rhodes y Lang (1996) informaron que, en afios
secos, los nidos naturales de Alligator mississippiensis también producen menos crias hembras.
Asimismo, Bock et al. (2020) proyectan un aumento en la proporcién de machos en las poblaciones
de A. mississippiensis hacia 2050, como consecuencia del calentamiento global. Diversos estudios han
sefalado que la temperatura del aire influye fuertemente en la temperatura del nido en la naturaleza, la
cual es el principal factor que incide en la determinacién sexual en cocodrilianos (Simoncini et al.,
2014; Bock et al., 2020). En este contexto, resulta llamativo que los resultados del presente estudio,
obtenidos bajo condiciones de incubacién artificial controlada, reflejen patrones similares a los
observados en nidos incubados en la naturaleza. Esto sugiere que ademds del ambiente térmico que
influye sobre las condiciones del nido, hay un efecto materno que influye sobre la determinacién
sexual. Es decir, factores maternos podrian estar modulando el desarrollo sexual embrionario,
conduciendo a una mayor proporciéon de crias macho en afios con condiciones ambientales
desfavorables previas a la oviposicion. Tanto E> como el dcido graso 16:0 podrian ser factores
maternos que modulen la determinacién sexual, pero pueden no ser los tinicos, también podrian estar
actuando otros componentes de origen materno, como, por ejemplo, la corticosterona, un
glucocorticoide que ha demostrado sesgar el sexo hacia machos en Caiman latirostris (Viotto et al.,

en revision).
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La ventaja de producir una mayor proporcién de crias hembras en la naturaleza radicaria en
que, si estas sobreviven, podrian traducirse en un mayor nimero de nidos (Simoncini et al., 2014). Sin
embargo, diversos estudios han reportado que las hembras de cocodrilianos presentan una mayor
mortalidad que los machos durante los primeros meses de vida (Lance et al., 2000; Bock et al., 2023),
lo que sugiere que una mayor proporcién de crias machos podria resultar en una mayor supervivencia
juvenil en ambientes naturales con condiciones extremas de sequia y temperatura. Esta estrategia de
produccién sesgada hacia los machos podria garantizar la supervivencia de la poblacion durante los
afios con condiciones climéticas extremas, al asegurar que los machos sobrevivan y lleguen a la
madurez reproductiva. Sin embargo, dado que los cocodrilianos son animales longevos, este sesgo
podria representar mds bien una estrategia de corto plazo para asegurar la supervivencia de los
animales nacidos bajo estas condiciones climaticas extremas. En el caso de los cocodrilianos, las
temperaturas productoras de machos son mds altas que las temperaturas de desarrollo de hembras,
confiriéndoles un menor periodo de incubacién, minimizando el costo de desarrollo embrionario y
contribuyendo a una mayor masa y reservas de vitelo a las crias. En el caso de esta especie, los
machos maduran més tarde que las hembras (Verdade et al., 2003). Por lo tanto, este mecanismo
podria representar una estrategia para priorizar la supervivencia de los animales por encima de la
determinacién sexual en condiciones ambientales extremas, como las sequias, en un proceso

determinado tanto por las condiciones climdticas como por la inversién materna.
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Capitulo 3: Cambios en los niveles de hormonas esteroides y acidos grasos durante

el desarrollo embrionario de Caiman latirostris

3.1. Introduccion

Los componentes de la yema de huevo en las especies amnidticas son vitales para el correcto
desarrollo del embrion. En Caiman latirostris, como se detalla en el Capitulo 1, la hembra invierte
dcidos grasos y hormonas esteroides que estdn relacionadas con el porcentaje de hembras que se
producen en los nidos. Cada especie se caracteriza por la forma en que el embrién absorbe y procesa
la yema de huevo, pero en general, en las especies oviparas el consumo de la yema se acelera en las
ultimas etapas de desarrollo (Noble et al., 1990).

El saco vitelino estd implicado en la absorcién y procesamiento de la yema. En Alligator
mississippiensis se ha estudiado el patrén de absorcidn de la yema por parte del embridn, y se observé
que el saco vitelino estd rodeado por vasos sanguineos que contienen células endodérmicas con
capacidad fagocitica. Estas células forman estructuras filamentosas, similares a hebras de espagueti,
que rodean la cavidad del saco vitelino. A partir de estas hebras, el vitelo extracelular comienza a ser
rodeado e incorporado por las células durante el desarrollo embrionario. Ademas, estas estructuras
estarian implicadas en el procesamiento de la yema, ya que al encontrarse en contacto con capilares
sanguineos permitirian el transporte de los productos metabdlicos hacia el embrién a través del
torrente sanguineo (Blackburn, 2021).

La membrana corioalantoidea (MCA) se forma a partir de la fusion del alantoide y el corion y
estd implicada en el intercambio gaseoso y excrecién (Webb et al., 1987). En Caiman latirostris su
formacion tiene lugar durante el estadio 8 de desarrollo (Iungman et al., 2008). Si bien se desconoce
donde se captan y metabolizan las hormonas esteroides durante el desarrollo embrionario, un posible
candidato es la MCA (Milnes & Moore, 2024). En Alligator mississippiensis se ha detectado en la
MCA la expresién de enzimas esteroidogénicas, entre ellas la aromatasa, y también receptores de
hormonas como los de la progesterona (RP), glucocorticoides (RG), andrégenos (RA) y receptores de
estrégenos (RE)(Cruze et al., 2013). Por lo tanto, la MCA tendria la capacidad de regular, sintetizar y
responder a las sefiales hormonales.

Noble et al. (1990) estudiaron el metabolismo lipidico en la yema de huevo de Alligator
mississippiensis durante el desarrollo embrionario y describieron una absorcién activa de lipidos a
partir del dia 56 de desarrollo. Al principio del desarrollo embrionario los lipidos mas abundantes en
la yema de huevo fueron los triglicéridos y fosfoglicéridos mientras que al final la yema present6 un
mayor contenido de ésteres de colesterol. Ademds, no notaron cambios en los acidos grasos que
componian los triglicéridos y fosfolipidos durante el desarrollo embrionario, pero si hubo un aumento
de ésteres de colesterol que mostraron mayor contenido de 18:1 n-9. Ademds, Leiva (2019) estudio la

utilizacién de acidos grasos en la yema hacia el final del desarrollo embrionario en el yacaré overo
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asocidndolos con el éxito de eclosion de los nidos. Cuanto mayor fue el porcentaje de dcidos grasos
poliinsaturados (AGPI) 18:2 n-6 (4cido linoleico), 18:3 n-3 (4cido a-linolénico) y 22:6 n-3 (4cido
docosahexaenoico, DHA) en la yema del huevo de los embriones en estadios finales previos a la
eclosion, menor fue el éxito de eclosion. Por lo tanto, la presencia y absorcion de estos acidos grasos
es esencial para el correcto desarrollo del embrién. Por otro lado, mayores porcentajes de 20:4 n-6
(4cido araquidoénico, AA) en la yema se asocié con un mayor éxito de eclosién en los dias finales de
desarrollo y estaria relacionado con el aumento del tamafio de las crias. Sin embargo, no hay registros
que estudien lo que ocurre durante el periodo termosensible (PTS) en Caiman latirostris y si tiene
alguna inferencia sobre la determinacién sexual.

Por otro lado, Conley et al. (1997) estudiaron la dindmica de las hormonas esteroides como
androstenediona, estradiol (E,) y testosterona (T) en la yema de huevo durante el desarrollo
embrionario de Alligator mississippiensis a temperaturas productoras de hembras y machos.
Observaron que los niveles de todos los esteroides disminuian entre los estadios 16 y 25, siendo la
caida mas pronunciada durante los estadios 21 y 23, que corresponden al PTS y al inicio de los
primeros signos morfoldgicos de diferenciacién gonadal. Con base en estos hallazgos, los autores
propusieron que los esteroides presentes en la yema podrian actuar como sustratos metabolizados por
el embridn, influyendo potencialmente en la determinacién sexual. Entre ellos, el E: se perfila como el
principal candidato, ya que se ha demostrado que concentraciones no fisiolégicas de esta hormona
pueden afectar la determinacién sexual e incluso revertir el sexo a temperaturas masculinas hasta el
estadio 25 de desarrollo (Pieau et al., 1994; Kohno et al., 2020). Ademds, a concentraciones
fisioldgicas, el Es es el esteroide que muestra mayor variabilidad entre nidos (Conley et al., 1997).

Numerosos estudios han investigado los mecanismos moleculares mediante los cuales el E
actia e influye en la determinacién sexual de reptiles con determinacién sexual por temperatura
(DST), basandose principalmente en disefios experimentales que emplean concentraciones no
fisioldgicas de la hormona o la aplicacién de inhibidores de la aromatasa (Ramsey & Crew, 2009;
Durando et al., 2013; Canesini et al., 2018; Wu et al., 2022; Wang et al., 2025). Wang et al. (2025)
estudiaron como el E; en concentraciones no fisiolégicas influye sobre la DST en la tortuga
Trachemys scripta elegans. Estos autores encontraron que el E, actia a través de los RE y a
temperaturas productoras de machos regula positivamente los genes cyp/9al y foxI2 y negativamente
amh 'y dmrtl, induciendo la diferenciacion ovérica.

En el Capitulo 1 se abord¢ la inversion materna de acidos grasos y hormonas esteroides, como
E, y T, en la yema de huevo del yacaré overo y su relaciéon con la determinacién sexual. En el
presente capitulo se analizardn las variaciones en el contenido de hormonas esteroides y dcidos grasos
en la yema, asi como la expresiéon de genes vinculados a la determinacién sexual en el complejo
gbénada-adrenal-mesonefros (GAM) durante el desarrollo embrionario, poniendo especial énfasis en el

PTS.
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3.2. Objetivos

» Estudiar la variacién de las hormonas esteroides y acidos grasos en la yema de huevo de
Caiman latirostris incubados a 32°C durante el desarrollo embrionario, especificamente
durante el Periodo termosensible (PTS).

» Determinar la expresiéon de genes implicados en la determinacion sexual en el complejo
gbénada-adrenal-mesonefros (GAM) de embriones de Caiman latirostris incubados a 32°C
durante el PTS.

» Evaluar la expresion de genes de enzimas esteroidogénicas, como aromatasa (cypl9al) y So-
reductasa (srd5al), en el GAM de embriones de Caiman latirostris incubados a 32°C durante

el PTS, para investigar su posible papel en la determinacion sexual.
3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Toma de muestras

Para esta parte del estudio, se eligieron 9 nidos utilizados previamente en los capitulos
anteriores de los que se tomaron muestras durante el desarrollo embrionario para estudiar
especificamente qué sucede con la utilizacion de 4cidos grasos, hormonas esteroides en la yema de los
huevos y con los genes relacionados con la determinacién sexual en el complejo GAM de embriones
de Caiman latirostris. Se tomaron muestras de yema correspondientes a la inversién materna de
huevos que se encontraban en un estadio de desarrollo menor a 5 y luego durante el PTS al inicio
(estadio 19), mitad (estadio 21) y final (estadio 24) de nidos incubados a temperaturas constantes de
32°C (incubadora 1: 32,04 + 0,05°C; incubadora 2: 32,09 = 0,02°C; incubadora 3: 32,19 + 0,03°C.).
Ademds, durante el PTS también se obtuvieron muestras del complejo GAM de los embriones. Se
seleccionaron estos estadios porque: en el estadio 19 la génada ain estd indiferenciada y comienza el
PTS; en el estadio 21 se inicia la formacién de estructuras especificas de cada sexo (determinacién
sexual); y en el estadio 24 cuando ya se encuentra determinado el sexo del embrién, la génada
comienza su evolucién (Iungman, 2012). Para corroborar que los embriones estaban en el estadio
correcto se utilizé como criterio de clasificacién el trabajo de Iungman et al. (2008) que describe los
28 estadios embrionarios de la especie (Tabla 10). Luego de la eclosién se sexaron cinco individuos

por nido como detallemos en el Capitulo 1 seccién 1.3.2 (Fig. 28).
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Tabla 10: Caracteristicas morfométricas y morfolégicas utilizadas para determinar el estadio de

desarrollo embrionario en Caiman latirostris (Iungman et al., 2008).

Estadio 5 Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24
LDC 2,2 mm 15,4 mm 20 mm 26,5 mm
LCR 6,9 mm 54,7 mm 66,4 mm 124,0 mm
Caracteristicas - 36 pares de somitos -Crestas digitales - El embrién posee - El embrién posee
morfoldgicas - Cuerpo rotado convexas un aspecto marron, pigmentacién marrén

completamente hacia
la izquierda excepto
la cola.

- Primordios en las
extremidades

anteriores.

- Mandibulas rectas y
la inferior se
extiende detrds de la
superior

- Se observan
pigmentacion tenue
en dorso del hocico,
el craneo y las

extremidades.

con pigmentacion en
los margenes de la
mandibula superior y
escamas grandes
pigmentadas en el
dorso.

- Organos
abdominales no
visibles.

- Se observan
primordio de ufias en

dedos 1-3.

oscura con manchas en
la mandibula.

- El tejido superior del
parpado contiene
escamas y estd
pigmentado.

- Comienzan a ser
visibles las dobles
escamas de la cola,
mientras que las
simples en el extremo
distal estdn bien

marcadas.

LDC: largo dorso-craneal, LCR: longitud crdneo-rabadilla.

3.3.2. Perfil de dcidos grasos durante los diferentes estadios de desarrollo

La metodologia utilizada para determinar los dcidos grasos de la yema del huevo fue la descrita

en el Capitulo 1, seccién 1.3.3.1. Como se mencioné previamente, se utilizaron 9 nidos de los cuales

se tomaron muestras de 3 huevos por estadio de desarrollo en cada nido.

3.3.3. Determinacion de hormonas esteroides durante los diferentes estadios de desarrollo

La metodologia utilizada para determinar E> y T fue la descripta en el Capitulo 1, seccién

1.3.3.2. Se utilizaron 9 nidos de los cuales se tomaron muestras de 3 huevos por estadio de desarrollo

en cada nido.
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> @ &@ g

Estadios de desarrollo | _—i

de Caiman latirostris
Hasta 5 19 21 24 28

(Eclosién)
Periodo

termosensible (PTS)

Muestra de yema Muestra de yema Sexado de las crias
para determinar para determinar

hormonas esteroides hormonas esteroides
y dcidos grasos y acidos grasos.

Obtencion del
complejo GAM para
medir experesion de

genes (CYP19al,
sox9, foxI2 amh,
SRD5al)

Figura 28: Esquema metodolégico de la toma de muestras de yema y complejo géonada-adrenal-
mesonefros (GAM) durante el desarrollo de embriones de Caiman latirostris. Amh: gen que codifica para la
hormona anti-miilleriana; cypl9al: gen que codifica para la enzima aromatasa; foxi2: gen que codifica para
el factor de transcripcién Forkhead box protein L2; GAM: complejo génada-adrenal-mesonefros; srd5al: gen
que codifica para la enzima para la enzima 5-a reductasa; sox9: gen que codifica para SRY-Box Transcription

Factor 9.
3.3.4. Expresion de genes relacionados con la determinacion sexual

Se analiz6 la expresion de genes relacionados con la DST en el complejo GAM de embriones
de Caiman latirostris durante el inicio (estadio 19), mitad (estadio 21) y final (estadio 24) del PTS
(Fig 29). Los genes seleccionados fueron: amh 'y sox9, involucrados en la red génica de determinacién
masculina; foxI2 y cypl9al (que codifica la enzima aromatasa), que participan en la red génica de
determinacion femenina; y srd5al, que codifica la enzima 5-a reductasa, responsable de la conversion
de T en DHT.

Para el andlisis de expresion génica se utilizaron dos nidos, excepto para cyp/9al donde se
agregd un nido mds y se determin la expresion s6lo en los estadios 19 y 21. Para cada nido y estadio
se tomaron muestras del complejo GAM de 3 embriones. Ademds, otras 8 muestras de GAM fueron
destinadas a la puesta a punto de la técnica. En el estadio 19 se obtuvo la regién del torso debido a la
dificultad que implica aislar el GAM en etapas tempranas del desarrollo. En los estadios 21 y 24 se
obtuvo la génada junto con el complejo adrenal-mesonefros, procurando retirar la mayor cantidad
posible de este tejido. No obstante, a este material se lo denominard GAM, considerando la

complejidad de separar por completo dicho tejido de la génada.
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Mesonefros g M 5

Adrenal

Figura 29: Complejo ginada—adrenal-mesonefros (GAM) en neonatos de Caiman latirostris visto a través
de lupa estereoscopica. A) Complejo GAM de una hembra recién nacida. B) Complejo GAM de un macho
recién nacido. CM: conducto de Miiller. Figura obtenida de Tungman, 2012.

Para la extraccion de ARN del complejo GAM se pesaron entre 60 y 100 mg de tejido, el cual
se homogeineizé en trizol y se extrajo el ARN en fase orgdnica con cloroformo. Posteriormente a la
cuantificacién se corrobord la pureza del ARN por espectrometria (260 y 280 nm) y las muestras se
guardaron a -80°C hasta la retrotranscripcion. Se utilizé 1 pg de ARN, la enzima retro transcriptasa
del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLYV), hexanucleétidos al azar y cuatro trifosfatos de
desoxinucleétidos (ANTPs) para la obtencién de ADN copia (ADNCc). También se cuantificé el grado
de recuperaciéon de ADN mediante espectrometria para verificar la eficiencia de la retrotranscripcion.
Las muestras se mantuvieron a -20°C hasta la realizacién de la PCR.

Se utilizaron HOT FIREPol® EvaGreen® qPCRMix Plus (ROX) (Solis Biodyne) para realizar
la PCR a tiempo real en un termociclador StepOneTM (Applied Biosystems TM). También se
incluyeron controles negativos con agua destilada en todos los ensayos. Se programd el software del
termociclador para realizar un primer paso de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 15 min, y luego
para repetir ciclos de reaccion sucesivos de desnaturalizacién a 96°C durante 15 s, hibridacién a 51-61
°C durante 15 s, y elongacién a 72°C durante 15 s. La pureza de los productos de amplificacién fue
chequeada mediante anélisis de curvas de disociaciéon (curva de melting). Se obtuvo el ciclo umbral
(Ct) de cada muestra mediante el software StepOne (version 2.3). Para determinar la eficiencia de
amplificacién y cuantificar la expresion, se prepararon diluciones seriadas del ADNc a partir de un
pool de muestras para cada gen, y se construyd una curva estandar graficando los valores de Ct frente
al logio de la dilucién (Anexo III: Figuras 1 a 5). Se calcul6 la expresion de los genes de interés
mediante el método relativo de la curva estdndar (Cikos et al., 2007) y se normalizé la expresién
utilizando como gen de referencia a la proteina ribosomal 60S L8 (Katsu et al., 2004).

En la Tabla 11 se detallan los primers utilizados y la temperatura de hibridacion de los mismos
para cada uno de los genes estudiados. Estos primers ya habian sido disefiados previamente mediante
el uso de secuencias de Alligator mississippiensis y probados en diferentes tejidos de yacaré overo,

excepto srdSal.Dado que el genoma de Caiman latirostris no se encuentra secuenciado, la secuencia
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codificante para el gensrd5al fue obtenida a partir de su ortélogo predicho en A.
mississippiensis (nimero de acceso de RefSeq: XM_006271131.3). Para el disefio de los primers, se
realiz6 un alineamiento multiple de secuencias de srd5al de reptiles cercanos filogenéticamente, tanto
de secuencias de nucleétidos como de aminoacidos. Los primers fueron disefiados para hibridar
en regiones altamente conservadas entre especies, con el fin de maximizar la probabilidad del éxito de

la amplificacion.

Tabla 11: Descripcion de primers utilizados para realizar la técnica de PCR en tiempo real con la

temperatura de hibridacién correspondiente.

Gen Primer forward Primer reverse Temperatura
O
LS8 CTCACAATCCTGAAACCAAG CACGACCAGCCTTTAAGATA 52
Amh TCCACCCGTGCCGACTACTA CAGAGTATTGGACGGGCACG 60
Cyp19al CTGGAGATGATGATCGCTGC TGGCATGTCATCGCTCTGTA 55
FoxI2 GCAAGTTCCCCTTCTACG AAGCACTCGTTGAGGCTG 51,5
Sox9 GGCTCGGAGCAAACCCACAT TGCCAGGCTGGACGTCTGTT 61
Srd5al GGGTATTTACAAGGTCGGAGC ATACCAATCAGCCATCCTGC 51

Amh: gen que codifica para la hormona anti-miilleriana; cyp/9al: gen que codifica para la enzima aromatasa;
foxI2: gen que codifica para el factor de transcripcién Forkhead box L2; L8: gen que codifica para la proteina

ribosomal 60S L8 (housekeeping); Sox9: SRY-box transcription factor 9; Srd5al: enzima 5-a reductasa.
3.3.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 un Analisis de Varianza Multivariante Permutacional (PERMANOVA) entre los
diferentes estadios de desarrollo con el fin de identificar posibles cambios en el perfil de 4dcidos grasos
asociados al progreso del desarrollo embrionario. Los andlisis fueron llevados a cabo mediante el
paquete vegan (Oksanen et al., 2005) y utilizando la matriz de disimilud de Bray-Curtis (Bray &
Curtis, 1957). Para analizar diferencias individuales entre los acidos grasos, hormonas esteroides y
genes relacionados con la determinacién sexual se utilizaron GLMMs, considerando a los estadios
como efecto fijo y a los nidos como efecto aleatorio. Para los 4cidos grasos se utiliz6 la regresion beta
y para las hormonas y los genes regresion gaussiana. Para realizar la regresién beta se empled la
funcién glmmTMB del paquete glmmTMB (Brooks et al., 2017). Para verificar los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas para la regresidon gaussiana, se aplicé la prueba de Shapiro-
Wilk y la prueba de Bartlett, respectivamente. Para aquellos casos en el que los datos ajustaron a una
distribucién gaussiana la funcién utilizada fue Ime del paquete nlme (Pinheiro & Bates, 2023). Para
determinar las diferencias entre los 3 nidos para la expresion de la cyp/9al se realiz6 un ANOVA.

Cuando los datos no ajustaron a ninguna distribucién se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
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Wallis. Para realizar los grificos se empled el paquete ggplot2 (Wickham, 2009). Los andlisis y

graficos presentados fueron realizados con software Rstudio (version 4.3.0).

3.4. Resultados

3.4.1. Variacion de dcidos grasos durante el PTS

No se encontraron diferencias en el perfil de dcidos grasos entre los distintos estadios de

desarrollo embrionario analizados (R? = 0,03; F = 1,31; p = 0,2750). Sin embargo, se encontraron

variaciones en 13 4cidos grasos en la yema de huevo a medida que avanzé el desarrollo embrionario.

Hubo una disminucién de los AGPI tanto de la serie n-3 como n-6. (Tabla 12 y Anexo III: Tabla 12).

Tabla 12: Cambios en el porcentaje acidos grasos (media de % de FAME + desvio estandar) de la yema

de huevo de Caiman latirostris desde la inversion hasta el final del periodo termosensible (PTS).

Acidos grasos Inversion Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24 Estadistico de  Valor p
prueba (y23)

14:0 0,87 +0,18* 0,88 +0,24* 0,92 + 0,222 0,77 £0,15° 18,76 <0,001
15:0 0,60 + 0,27 0,50 £ 0,19 0,56 £ 0,14 0,48 £0,17 2,98 0,3955
16:0 23,83 +2.89 23,69 £ 3,21 23,93 +2,77 24,05 + 2,89 1,29 0,7316
16:1 n-7 8,79 £2,83¢ 8,53 £2,67%® 8,83 +£2,93% 8,24 + 3,03° 10,29 0,0162
16:1 n-9 0,27 £ 0,20¢ 0,32 +0,19* 0,29 + 0,212 0,24 +£0,22° 21,45 <0,001
18:0 5,88 +0,49¢ 6,04 £ 0,59 6,20 £ 0,52% 6,44 +0,45* 46,56 <0,001
18:1 n-7 9,44 + 1,66° 9,42 +£1,32° 10,10 + 1,25* 9,86 £ 1,49% 13,47 0,0373
18:1 n-9 26,64 £3,41% 2644 +3,16® 25,62 +3,86° 27,8 £3,77* 8,59 0,0353
18:2 n-6 9,01 £2,21 9,18 £2,03 8,89 +£243 9,49 £2.49 5,94 0,1147
18:3 n-3 4,39 +0,56* 4,38 £0,59* 4,18 £ 0,60 4,05+0,51° 20,24 <0,001
20:0 0,08 £ 0,03 0,08 + 0,03 0,09 + 0,03 0,08 + 0,03 7,42 0,0597
20:1 n-9 0,32 £0,13 0,39 + 0,17 0,36 + 0,17 0,36 + 0,14 4,62 0,2022
20:2 n-6 0,20 £ 0,05 0,21 £ 0,06 0,19 £ 0,06 0,19 £ 0,06 6,48 0,0902
20:3 n-3 0,21 £0,09° 0,22 + 0,06* 0,19 £ 0,08 0,18 +0,06° 35,34 <0,001
20:3 n-6 0,35 + 0,09 0,36 + 0,08* 0,32 £ 0,08 0,31 £0,07° 32,76 <0,001
20:4 n-6 (AA) 3,07 +0,78* 3,13+0,80* 2,68 £ 0,64° 2,56 £0,57° 56,14 <0,001
20:5 n-3 (EPA) 1,18 £0,64* 1,14 £ 0,52* 1,06 + 0,45% 0,87 £ 0,43° 7,70 0,0036
22:5n-6 0,54 £0,13% 0,56 + 0,13 0,49 £ 0,10° 0,44 £0,10¢ 39,23 <0,001
22:6 n-3 (DHA) 1,61 £ 0,50% 1,71 £ 0,432 1,52 +0,35° 1,40 £ 0,43¢ 46,07 <0,001
NAGS 31,26 £ 3,26 31,20 £ 3,37 31,70 £2,83 31,88 £2,94 3,36 0,3399
b AGMI 45,47 £ 1,96 45,09 + 1,50 4521+ 1,34 45,77 £ 1,38 7,24 0,0647
SAGPI 20,59 £2,63* 21,18 £3,20*  19,50£2,61° 19,57 £2,54° 33,44 <0,001
4 AGPI n-3 7.39 +1.41* 7.45+1.08° 6.94 £1.03° 6.53 £0.98° 55,18 <0,001
> AGPI n-6 13,20 £2,40®° 13,74 £2,82* 12,56 +2,62° 13,05 £2,58% 14,50 0,0023
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Nn-6/n-3 1,85 +0,53° 1,87 + 0,45° 1,86 +0,52° 2,05 £0,55* 19,04 <0,001

E2 (ng/g)

En negrita se destacan aquellos dcidos grasos en los que se obtuvieron diferencias (p < 0,05). Letras indican
diferencias entre los estadios. AA: dcido araquidénico, AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: 4cidos grasos
monoinsaturado, AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados, DHA: d4cido docosahexaenoico, EPA: d4cido
eicosapentaenoico.

AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 18:0 + 20:0

bSAGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.

45 AGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.

AGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.

ISn-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).

3.4.2. Variacion de hormonas esteroides durante el PTS

Durante el PTS la concentracién de E; en la yema disminuyé entre los estadios 19 y 21 de
incubacién (Hs = 50,325; p < 0,001), es decir, desde el inicio hacia la mitad del PTS (Fig. 30 A). A
diferencia de los resultados obtenidos con E>, en el caso de la T hubo un aumento en las
concentraciones con respecto a la inversion materna y los estadios 21 y 24 (Fs 50 = 20,17; p < 0,001)

(Fig. 30 B).
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Inversiébn  Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24 Inversion  Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24
Estadio de desarrollo Estadio de desarrollo

Figura 30: Cambios en las concentraciones de estradiol (Ez) y testosterona (T) en la yema de huevo de
Caiman latirostris al inicio del desarrollo embrionario y durante el inicio, mitad y final del periodo

termosensible (PTS). Letras indican diferencias entre los estadios.
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3.4.3. Expresion de genes relacionados con la determinacion sexual durante el PTS

No hubo diferencias en la expresiéon de amh en el GAM de los embriones durante el PTS (F,15
= 0,33; p = 0,7208) pero si para sox9, cuya mayor expresion se registr6 en el estadio 19 (Fz15 = 7,10
;p = 0,0287; Fig. 31). Para cypl9al, la expresion también fue mayor durante el estadio 19 (Fz 14 =
7,65; p = 0,0221) y para foxI2 hubo diferencias entre los estadios 21 y 24 (Fig. 32). No se pudo

detectar la expresion del gen srd5al en ninguna de las muestras analizadas.

Expresidn relativa de sox9
o

Expresién relativa de amh

=1
[X]
L

Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24 Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24
Estadio de desarrollo Estadio de desarrollo

Figura 31: Expresion relativa de los genes amh y sox9 en el complejo gonada-adrenal-mesonefros (GAM)
de embriones de Caiman latirostris durante los estadios 19, 21 y 24 correspondientes al inicio, mitad y
final del periodo termosensible. Letras distintas indican diferencias entre los estadios.
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ab

Expresion relativa de cyp19a1
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Estadio 18 Estadio 21 Estadio 24 Estadio 19 Estadio 21 Estadio 24
Estadio de desarrollo Estadio de desarrollo

Figura 32: Expresion relativa de los genes cyp19al y foxI2 en el complejo géonada-adrenal-mesonefros
(GAM) de embriones de Caiman latirostris durante los estadios 19, 21 y 24 correspondientes al inicio,

mitad y final del periodo termosensible. Las letras distintas indican diferencias entre los estadios.

Los 3 nidos elegidos para estudiar la expresion de cyp/9al, no presentaron diferencias en
cuanto a la concentracién de Es (Fo6 = 0,98; p = 0,4388) ni de T (F»6 = 0,66; p = 0,5500) invertidas en
la yema de huevo por la hembra. Si difirieron en cuanto al porcentaje de 16:0 en la yema de huevo,
que fue mayor para el nido 10 en comparacién con los otros nidos (Tabla 13).

En cuanto a la expresiéon de cypl9al en el complejo GAM de los embriones se estudi6 la
diferencia entre estadios dentro de cada nido. No hubo diferencias entre los diferentes estadios para el
nido 1 (F»6 = 4,87; p = 0,055 ) ni tampoco para los nidos 2 (H, = 0,82; p =0,7143) y 10 (F13=0,10; p
=0,7750). También se analiz6 la diferencia entre nidos en los diferentes estadios. La expresion no fue
diferente entre los nidos en el estadio 19, pero si en el estadio 21, donde el nido 10 tuvo los mayores

niveles de expresion, seguidos por el nido 2 y luego por el nido 1 (Tabla 13).

Tabla 13: Informacion de los nidos de los cuales analizamos la expresion de la enzima aromatasa

(cyp19al) en los estadios 19 y 21.

Nido E: (ng/g) T 16:0 % Hembras Expresion Expresion
(concentracion cypl9al cypl9al
relativa) (Estadio 19) (Estadio 21)
1 6,25 +1,92* 1,29 + 0,36* 21,12 £0,03° 60 0,059 £ 0,029* 0,0120 + 0,002¢
2 4,28 +0,97* 1,64 +0,47* 20,94 +0,19° 80 0,054 +0,051° 0,0230 + 0,005°
10 5,69 +0,87* 1,43 £0,25* 26,12 £2,02° 0 0,082 £ 0,041 0,0725 + 0,002*

Concentraciones de estradiol (E»), testosterona (T) (media + desvio estdndar), porcentaje de 16:0 (media del %

FAMEs * desvio estdndar), porcentaje de hembras y expresion de cypl9al que codifica para la enzima
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aromatasa (expresion relativa + desvio estdndar) en los estadios 19 y 21 del periodo termosensible (PTS). Para
E, (F25 = 0,98; p = 0,4388), T (F26= 0,66; p = 0,5500), 16:0 (F25 = 10,88; p = 0,0241), expresién de cypl9al
estadio 19 (H, = 1,87; p = 0,3932), expresion de cypl9al estadio 21 (Fa5 = 146,55; p < 0,001). Letras distintas

indican diferencias entre los nidos.
3.5. Discusion
3.5.1. Variacioén de dcidos grasos durante el PTS

No se encontraron diferencias en los perfiles de 4cidos grasos entre los diferentes estadios de
desarrollo embrionario analizados. Este resultado es consistente con lo observado en Alligator
mississippiensis, donde se reporté que la disminucién del peso de la yema es lenta durante las
primeras etapas y se vuelve abrupta recién a partir de los 56 dias de desarrollo (Noble et al., 1993a).
Sin embargo, de los 20 4cidos grasos analizados, 13 mostraron variaciones, sugiriendo que aunque el
perfil se mantiene relativamente estable, algunos 4cidos grasos especificos presentan variaciones
durante el desarrollo.

Los AGPI de la serie n-3 disminuyeron en proporcién al final del PTS, especialmente el 18:3 n-
3, el 20:3 n-3, 20:5 n-3 y 22:6 n-3, lo que resulté en un aumento de la relacién n-6/n-3. El consumo de
AGPI, particularmente 18:3 n-3 y 22:6 n-3, por parte de los embriones de Caiman latirostris se ha
relacionado con un mayor éxito de eclosion, debido a su relevancia bioldgica durante el desarrollo
embrionario (Leiva, 2019). El 18:3 n-3 actia como precursor del 20:5 n-3 y del 22:6 n-3, siendo este
ultimo un componente esencial de los fosfolipidos de membranas celulares y es fundamental para el
desarrollo cerebral y de la retina durante la embriogénesis en vertebrados (Neuringer et al., 1998;
Denyer, 2002; Lawniczak & Teece, 2009). Incluso a pesar de las diferencias en los dcidos grasos de
nidos de cautiverio y naturaleza, al final del desarrollo embrionario en Alligator mississippiensis el
tejido cerebral conserva la composicién de dcidos grasos de los fosfoglicéridos ricos en 22:6 n-3 y en
20:4 n-6, mientras que el impacto de estas diferencias se ve reflejado en los tejidos lipidicos y
hepéticos (Speake et al., 1994). Por lo tanto, seria coherente que esta baja de 22:6 n-3 se dirija hacia
estos tejidos que demandan este tipo de 4cidos grasos. Por otro lado, el 20:5 n-3 es absorbido por el
embrion principalmente en los dias finales del desarrollo embrionario, estando vinculado con el
crecimiento de la cria en C. latirostris (Leiva, 2019). Sin embargo, en los resultados del presente
trabajo se observa una baja de este 4cido graso a finales del PTS. Esta disminucién podria reflejar una
redistribucidn del 20:5 n-3 hacia tejidos embrionarios en rdpido desarrollo, como el cerebro, los ojos,
el corazén y los pulmones, donde su incorporacién a membranas celulares y su potencial papel como
precursor de otros AGPI es importante durante este periodo (Speake et al., 1994; Lawniczak & Teece,
2009).

También disminuyeron los AGPI de la serie n-6 con variaciones en el porcentaje de 20:3 n-6 y

20:4 n-6 y 22:5 n-6. La disminucién de acidos grasos como el 20:4 n-6 y el 22:6 n-3 ha sido
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documentada en pollos, donde la membrana del saco vitelino presenta una absorcién preferencial de
fosfatidilcolinas ricas en estos dcidos grasos. El 20:4 n-6 es, al igual que el 22:6 n-3, otro dcido graso
esencial requerido por el embrién para su correcto desarrollo. Ambos desempefian un papel
fundamental en el desarrollo cerebral y de otros 6rganos como el corazén y de los pulmones
(Lawniczak & Teece, 2009).

La sumatoria de AGS y AGMI no se vio afectada durante el PTS. Por otro lado, se observé un
aumento en el porcentaje de acidos grasos como el 18:0 y el 18:1 n-9. Si bien, hay que tener cautela al
interpretar los resultados debido a que los datos se encuentran expresados en porcentajes, los
aumentos de 18:0 y 18:1 n-9 pueden estar relacionados con una baja de otros acidos grasos que
repercute en su aumento, o con una biosintesis de dcidos grasos que podria estar mediada por el saco
vitelino (Speake & Deans, 2004). Noble et al. (1990) encontraron que al final del desarrollo
embrionario hay un aumento en la cantidad de acidos grasos no esterificados y de ésteres de
colesterol. Se cree que la acumulacién de los ésteres de colesterol, que estaria mediada por la sintesis
y acumulacién de la membrana del saco vitelino, tendria como fin facilitar el transporte hacia el
embridn. Estos ésteres de colesterol mostraron porcentajes més altos de 18:1 n-9, lo que coincide con
el aumento de este dcido graso durante el estadio 24 de nuestro estudio. Noble et al. (1993a) han
propuesto que este aumento de los ésteres de colesterol podria ser utilizado para sintetizar hormonas
esteroides, y por lo tanto podria tener un papel importante en la determinacién sexual.

En este estudio no se observaron cambios en el porcentaje de 16:0 pero si en el 16:1 n-7 (4cidos
grasos asociados a un menor porcentaje de hembras, explicado en los Capitulos 1 y 2). Es necesario
aclarar que la absorcién de yema durante el PTS implica un consumo de estas especies en términos
absolutos, aunque el porcentaje dentro de estos dcidos grasos se mantenga igual, no implica que no
haya un consumo o metabolizacién de los mismos durante el desarrollo embrionario. No hay registros
acerca de como el 16:0 o 16:1 n-7 podrian influir en la determinacion sexual. Para el pez cebra (Danio
rerio) hay un reporte sobre la administracién de dydrogesterona (progestageno sintético) que indujo
reversion sexual hacia machos, dentro de los metabolitos modificados que fueron propuestos para
explicar la proporcién sesgada de crias estuvo 16:1 n-7. El conjunto de metabolitos inhibirfa vias
como NF-kB/COX-2 y Wnt/B-catenina y activaria la via de p53 lo que conduciria a la apoptosis de los
ovocitos (Jiang et al., 2019). También, se ha registrado que los AGMI inducen la expresion de sox9 e
inhiben a fox/2 en las células de la granulosa (Baddela et al., 2020). El 16:0 es un acido graso que en
proporciones muy altas induce estrés oxidativo debido a que produce lipotoxicidad, incluso durante el
desarrollo embrionario (McKeegan & Sturmey, 2011). El 16:1 n-7 se sintetiza a partir del 16:0
mediante la enzima estearoil-CoA desaturasa-1 (A9 desaturasa) por lo que una mayor cantidad de 16:1
n-7 en nidos con mayor proporcién de machos podria provenir del metabolismo del 16:0. Que el 16:0

produzca lipotoxicidad y a su vez un estrés oxidativo podria generar la sintesis de glucocorticoides
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como la corticosterona por parte del embrién o depositados por la hembra, cuyo glucocorticoide sesga
el sexo de la descendencia hacia machos en Caiman latirostris (Viotto et al., en revision).

Para evaluar si los dcidos grasos 16:0 y 16:1 n-7 desempefian un papel critico en la
determinacion sexual, se podrian proponer como investigaciones futuras modificar la dieta de
hembras mantenidas en semicautiverio mediante la suplementacion con fuentes ricas en estos acidos
grasos y analizar si esto produce cambios en el porcentaje de crias hembras. Paralelamente,
cuantificar estos 4cidos grasos y los niveles de corticosterona tanto en sangre materna como en la
yema de los huevos, con el fin de explorar posibles correlaciones entre dichas variables. Esto
permitiria determinar si la inversién de estos 4cidos grasos responde a la disponibilidad de alimentos
en la naturaleza, particularmente en el contexto de fendmenos de sequias extremas que, como fue
descrito en el Capitulo 2, coinciden con un aumento en la proporcién de crias macho aidn a

temperaturas de incubacion constantes de 32°C.
3.5.2. Variacion de hormonas esteroides durante el PTS

En el yacaré overo los niveles de E, disminuyeron hasta 8 veces entre el estadio 19 y 21. Este
patrén de disminucién de E, durante el PTS fue reportado en Alligator mississippiensis y en especies
de tortugas con DST como Chelydra serpentina y Trachemys scripta (Conley et al., 1997; Bowden et
al., 2002; EIf et al., 2002; Paitz & Bowden, 2009). Tanto para Caiman latirostris como para A.
mississippiensis la baja de E, coincide con la apariciéon de los primeros rasgos morfolégicos de
estructuras especificas de machos y hembras en las génadas. Una posible explicacion de este descenso
es el metabolismo activo de los esteroides en la yema. En particular, el E, puede ser transformado en
compuestos sulfonados, mds solubles, que facilitan su transporte hacia el embrién y mantienen la
capacidad de sesgar el sexo hacia hembras (Marroquin-Flores et al., 2022; Paitz & Bowden, 2009).
Otra hipétesis es que esta disminucién refleje un mecanismo regulador que evita una exposicion
excesiva del embridén a hormonas maternas. En este sentido, se ha propuesto en aves que parte de los
esteroides se metabolizan a compuestos neuroactivos, que amortiguan los efectos maternos y
contribuyen a modular el ambiente endocrino durante el desarrollo (Mouton & Duckworth, 2021).

En este estudio, la concentracién de T se expres6 como valor relativo, ya que los niveles
originales estaban por debajo del limite de deteccién del ensayo. Para sortear esta limitacion, se
afladié un patrén conocido de T a las muestras y se normalizé dividiendo por el valor mis bajo
detectado. Aunque Conley et al. (1997) reportaron una disminucién de T durante el PTS en Alligator
mississippiensis, los resultados de la presente investigacion indican un aumento relativo de T. Por otro
lado, un patrén similar al de A. mississippiensis ocurre en la tortuga Trachemys scripta, donde los
niveles de T disminuyeron durante el desarrollo embrionario y en este caso de forma dependiente con
la temperatura de incubacién (Paitz & Bowden, 2009). Esta tendencia podria reflejar no un

incremento real en la cantidad de T en la yema, sino una disminucién relativa de la cantidad total de

96



Capitulo 3

yema, lo que concentraria la concentracién de T existente sin que se produzca un aumento neto de la
hormona. También podria indicar una produccién embrionaria temprana de T, ya que se conoce que la
MCA tiene actividad hormonal en amniotas oviparos (Cruze et al., 2013). Un patrén similar fue
observado en la lagartija Anolis carolinensis, en el que los niveles de T aumentaron durante la
maduracion folicular y a medida que el huevo se desarrolla dentro del oviducto y también durante la
incubaciéon de los huevos (Lovern & Wade, 2001). Este patréon también se encontré para la
corticosterona en lagartijas arbéreas (Urosaurus ornatus) (Jennings et al., 2001). En aves, por
ejemplo, hay una caida de T y androstenediona durante los primeros dias de desarrollo, pero no se
debe a la absorcion por parte del embriéon si no a una transformacion a otros metabolitos
biol6gicamente inactivos o menos potentes (Kumar et al., 2019).

No obstante, estas diferencias deben interpretarse con cautela, dado que no se midieron
concentraciones absolutas. Si bien este enfoque permitié superar el limite de deteccién del ensayo, y
los resultados en cuanto a la inversién de T (Capitulo 1) concuerdan con los de Conley et al. (1997) en
que no hay diferencias entre nidos para esta hormona; el método empleado aqui podria restringir la
posibilidad de inferir cambios precisos en la dindmica de T durante el PTS.

El E,, ademds de ser la hormona que muestra variacion tanto entre nidos como dentro de ellos,
disminuye durante el PTS coincidiendo con la aparicién de los primeros rasgos morfoldgicos de
diferenciaciéon gonadal en Caiman latirostris. Aunque algunos estudios sugieren que las hormonas
maternas presentes en la yema pueden metabolizarse hacia compuestos sin actividad esteroide
(Mouton & Duckworth, 2021), los resultados obtenidos en el presente estudio acerca de la influencia
no lineal del E; en el porcentaje de hembras de los nidos (Capitulo 1) y esta caida durante el PTS
respaldan fuertemente el rol del E; en la determinacion sexual de esta especie.

En contraste, la T no presenta variacién dentro ni entre los nidos y, por el contrario, tiende a
acumularse durante el PTS. En otras especies con DST, como la tortuga Caretta caretta, se ha
demostrado que la relacién E»:T en la yema influye sobre la determinacion sexual: cuando ambas
hormonas se encuentran en concentraciones similares se producen machos, mientras que un
desbalance hacia E; o T favorece la produccion de hembras (Lockley et al., 2020). Sin embargo, los
resultados presentados no apoyan la participacion de la T en la determinacién sexual de Caiman
latirostris. Esto podria deberse a que, a diferencia de lo observado en tortugas, los niveles de T en
cocodrilianos son mas bajos (=1 ng/g frente a =300 ng/g en tortugas) y no muestran variacion entre
nidos (Janzen et al., 1998). Lovern & Wade (2001) plantean dos hipétesis respecto a la funcién de T
en la yema: (1) podria ser simplemente un subproducto no adaptativo de la fisiologia reproductiva
materna, aunque esto parece poco probable; o (2) podria influir en la morfologia, la fisiologia y el
comportamiento de los juveniles y adultos. Asimismo, se ha propuesto que el embrién es capaz de
modular su propio ambiente endocrino, de modo que la produccién hormonal embrionaria también

contribuiria al contenido hormonal de la yema (Jennings et al., 2001).
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3.5.3 Expresion de genes relacionados con la determinacion sexual durante el PTS

En cuanto a los genes involucrados en las redes génicas de masculinizacién no se encontraron
diferencias para amh durante el PTS pero si para sox9. Es necesario recordar que en cocodrilianos
amh precede la expresion de sox9 durante el desarrollo embrionario (Western et al., 1999b). La
expresion de sox9 fue mayor al incio del PTS y luego disminuyé manteniendo su expresion hasta el
final del PTS. Canesini et al. (2023) evaluaron la expresiéon de este gen durante el desarrollo
embrionario de Caiman latirostris a temperaturas productoras de machos y hembras durante los
estadios 22, 24 y 27 en gonadas. En cuanto a amh estos autores no encontraron diferencias a
temperaturas productoras de hembras, coincidiendo con los resultados de este estudio, pero si a
temperaturas productoras de machos, donde los niveles de expresion del gen fueron mucho més altos.
Aln asi, los resultados obtenidos en el presente estudio fueron méis bajos que los reportados a
temperaturas de hembras por estos autores (Tabla 14). En Alligator mississippiensis, donde también
cuantificaron la expresion de amh en GAM a temperaturas productoras de machos, la expresion fue
mayor durante el estadio 23 en comparacion con el estadio 19 de desarrollo (Urushitani et al., 2011).
Ademds, en A. mississippiensis los niveles de expresion en el estadio 23 fueron mayores a los
reportados en esta investigacion.

En cuanto a sox9, al inicio del PTS los valores de expresion en el GAM fueron mds altos en
comparacion con los otros estadios. Canesini et al. (2023) no encontraron diferencias para este gen a
temperaturas productoras de hembras pero si a temperaturas productoras de machos donde fue mayor
su expresion a partir del estadio 24 (Tabla 14). Esto coincide con lo reportado por Western et al.
(1999a) para sox9 donde reportaron que su expresion comienza a ser mayor luego de la diferenciacién
gonadal. Para sox9, en este trabajo los resultados fueron similares a los expresados a temperaturas
productoras de hembras pero menores a la de las temperaturas productoras de machos en comparacién
con Canesini et al. (2023). En cambio, en el GAM de embriones de Alligator mississipiensis
incubados a temperaturas productoras de machos, sox9 no mostré diferencias durante el PTS

(Urushitani et al., 2011).

Tabla 14: Expresion de genes amh, sox9 y cyp19al en el complejo gonada-adrenal-mesonefros (32°C) y en

gonadas (31° y 33° C) de Caiman latirostris a diferentes temperaturas durante el periodo termosensible.

Estadio 21-22 Estadio 24
30°C! 32°C 33°C! 30°C! 32°C 33°C!
amh 2,58+ 0,53 0,35+£0,14 22,04+3,92 1,650+0,32 0,36 £ 0,20 291,5+46,32
sox9 1,93+ 0,09 1,06 + 0,46 2,19+ 0,34 1,50+0,48 0,96 £ 0,66 10,52+1,49

cypl9al 0,046 £0,007 0,031 £0,026 0,0003 £6x105 0,012+0,001 0,024 £0,014 0,0009 + 4x107

Los datos de la expresion de genes a 30 y 33°C fueron obtenidos a partir del trabajo realizado por Canesini et al.

(2023)%.
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En cuanto a fox/2 hubo diferencias sé6lo entre los estadios 21 y 24, siendo coherente con su
papel en el desarrollo ovarico. Los estudios que reportan la expresiéon de fox/2 en embriones se
realizaron en Alligator mississippiensis, en el que embriones incubados a temperaturas productoras de
hembras registraron un aumento en la expresion del gen a partir del estadio 19 (Yatsu et al., 2016).
Otros autores estudiaron la expresion de fox/2 previa y posterior al PTS en GAM, identificando que la
expresion temprana fue mayor en comparacién con la tardia y cuando ya estaba determinado el sexo
fue mayor para las hembras (Janes et al., 2013). Por su mayor expresion previa al PTS, plantean que
foxI2 podria estar implicado en alguna otra funcién ademds del desarrollo ovarico.

Para cyp19al, la expresion fue mayor en el estadio 19 en comparacién con los estadios 21 y 24.
Canesini et al. (2023) informé que en el estadio 27, luego del PTS, la expresién fue superior respecto
a los estadios 22 y 24 a temperaturas productoras de hembras, y que, a su vez, dicha expresion fue
mayor que la observada a temperaturas productoras de machos en todos los estadios. Estos valores
coinciden con los reportados por Gabriel et al. (2001), donde encuentran que la expresiéon de la
aromatasa en GAM es mayor luego del PTS. Los resultados presentados en este estudio indican una
mayor expresion en el estadio 19 y en los estadios 21 y 24 los niveles coinciden con lo reportado por
Canesini et al. (2023). Sin embargo, en este estudio se observd una mayor variabilidad que podria
deberse a que en este caso no se determiné el sexo de los embriones durante el PTS, lo que implica
que las muestras podrian incluir individuos de ambos sexos, enmascarando asi el patrén de expresion.
Otro motivo podria ser que en este estudio, se obtuvo el GAM y no la génada aislada completamente,
lo que podria estar enmascarando patrones de expresion (Ramsey & Crews, 2007).

En los tres nidos analizados (Tabla 13), la expresién de cypl9al no mostré diferencias en el
estadio 19; sin embargo, en el estadio 21 si se observd variacion entre nidos, siendo mayor la
expresion en aquel que presentd el menor porcentaje de hembras (nido 10). En cuanto a la inversién
materna, no se detectaron diferencias en los niveles de E; ni de T entre nidos. No obstante, si se
encontraron diferencias en el porcentaje del acido graso 16:0, el cual resulté mas abundante en el nido
con menor proporcién de hembras. Este hallazgo es consistente con lo reportado en capitulos
anteriores, donde el 16:0 también se asoci6 con nidos que produjeron menores porcentajes de
hembras.

Los resultados de la expresién de genes relacionados con la DST en el GAM de embriones
incubados a una temperatura constante de 32°C, son distintos a los observados en temperaturas
productoras de machos (33°C) o hembras (31°C) y muestran la complejidad de la expresidon génica
cuando los embriones no son incubados a temperaturas productoras de ambos sexos. La ausencia de
un pico de amh que preceda a sox9 podria reflejar un desfase temporal en su expresiéon. La
disminucién de sox9 coincide con la caida de los niveles de E; en la yema y con un aumento en la
expresion de foxl2, coincidiendo con estudios que muestran que fox/2 es un represor de sox9

(Uhlenhaut et al., 2009). Comparado con lo reportado por Canesini et al. (2023), la expresién de amh
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en los estadios 21 y 24 es menor que la observada a temperaturas de machos y hembras, mientras que
los niveles de sox9 hasta el estadio 21 son similares a los de machos y hembras, disminuyendo en el
estadio 24 respecto a machos. Por otro lado, la expresion de cypl/9al es comparable a la observada en
temperaturas productoras de hembras y la expresion es mayor en el estadio 19. En pollos la expresion
de cypl9al coincide con la de foxI2 durante el desarrollo embrionario, aunque la inhibicion de
cypl19al resulta en una reduccién de la expresion de foxI2 sugiriendo que el estrégeno podria producir
una retroalimentacién positiva sobre este ultimo gen (Govoroun et al., 2004). Por lo tanto, la
expresion de cypl9al por si sola no predice el sexo a 32 °C, coincidiendo con que su actividad
aumenta principalmente después de la diferenciacion sexual, siendo mayor en hembras que en
machos, lo que sugiere que seria una consecuencia de la diferenciacién sexual y no un determinante
(Milnes et al., 2002; Smith et al., 1995).

En conjunto, estos resultados sugieren que, a temperaturas intermedias la determinacién sexual
podria estar regulada por la interaccién de diferentes factores que modulan la expresién génica; a
diferencia de lo que ocurre con las temperaturas productoras de machos y hembras donde la
temperatura dirige la expresion de genes relacionados con la determinacién sexual. También puede
decirse que las redes regulatorias se mantienen, pero no las temporales. Dado que no se tiene registro
del sexo de los embriones analizados, es probable que algunos se estén diferenciando hacia machos y
otros hacia hembras, lo que también puede contribuir a los patrones observados.

Finalmente, no se pudo detectar la expresion de srd5al mediante qPCR en génadas de
embriones, crias (machos y hembras) y de una hembra juvenil de Caiman latirostris. La correcta
amplificacién del gen de referencia LS descarta problemas en la calidad del ARN vy la eficiencia de las
reacciones. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la falta de deteccién se debe probablemente a
una expresion especifica por tejido, estadio y/o sexo de este gen. En humanos, la enzima So-reductasa
se expresa en goénadas y en tejidos periféricos, encontrindose dos isoformas: srd5al y srd5a2
(Robitaille & Langlois, 2020). Srd5a2 se expresa fuertemente en tejidos masculinos, incluso en
teledsteos como la anguila, su expresion es especifica de los testiculos. Por otro lado, para srd5al se
ha encontrado su expresion en ovarios y testiculos (Yazawa et al., 2021). No hay estudios acerca de la
expresion de srd5al ni srd5a2 en cocodrilianos pero ha sido informada su expresion durante el
desarrollo embrionario en tortugas (Radhakrishnan et al., 2017; Schroeder & Rhen, 2019). En la
tortuga Chelydra serpentina la expresion de srd5al ha demostrado ser sensible a los tratamientos
hormonales con DHT, aumentando su expresién luego del PTS en goénadas (Schroeder & Rhen,
2019).

Es factible que la expresion de srd5al en génadas esté restringida a un periodo de tiempo
posterior a la evaluada en este estudio, como podria ser la adultez, o que su expresioén esté ligada
Unicamente a machos juveniles o adultos. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la

evolucién diferencial de los genes asociados a la determinacién y diferenciacion sexual entre linajes.
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En particular, se ha descripto que los genes de sefializacion hormonal, y srd5al en especial, muestran
tasas de evolucién mds répidas en tortugas con respecto a otros reptiles. Esto podria explicar por qué
en tortugas el gen se expresa durante el desarrollo gonadal embrionario, mientras que en C. latirostris
su rol se habria desplazado hacia etapas mas tardias o contextos sexuales especificos (Literman et al.,
2018). Por lo tanto, la ausencia de deteccién de srd5al en los estadios tempranos del desarrollo
de Caiman latirostris probablemente indican un desplazamiento temporal de su funcién. Futuros
estudios deberian analizar la expresién de este gen, y de otras isoformas de la Sa-reductasa, como
srd5a2, en génadas de machos juveniles y adultos. Esto seria esencial para confirmar esta hipdtesis y
comprender la evolucién de las vias de desarrollo y mantenimiento de la funcién gonadal en

cocodrilianos.
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Capitulo 4: Discusion general y conclusiones
4.1. Discusion general

En esta tesis se evaluaron pardmetros hormonales y energéticos de la yema de huevo de
Caiman latirostris con el objetivo de comprender cémo los fenémenos climéticos previos a la
oviposicién influyen en la inversién materna y, a su vez, cémo dicha inversién materna puede incidir
en la determinacion sexual de la especie.

Se observé que los 4cidos grasos de la yema se vieron afectados por las condiciones de
semicautiverio, debido a diferencias en la dieta, mientras que las concentraciones de 17p-estradiol
(E») y testosterona (T) no mostraron variaciones entre nidos de semicautiverio y de naturaleza. Estos
resultados indican que, bajo las condiciones evaluadas, el semicautiverio afecta la inversion
energética pero no la inversién hormonal de E> y T. Por lo tanto, no se recomienda incluir nidos de
semicautiverio en estudios centrados en la inversidén energética, mientras que su uso en estudios
hormonales requeriria andlisis adicionales, especialmente de manipulacién dietaria, dado que en otras
especies oviparas la dieta puede modificar la concentracion de esteroides en el huevo (Rutstein et al.,
2005; Morosinotto et al., 2016).

Los hallazgos mds relevantes sugieren que las condiciones climdticas afectan la inversion
materna de 4cidos grasos y de hormonas esteroides como la T en la yema de huevo de Caiman
latirostris. Ademas, el fendmeno macroclimdtico de La Nifia a lo largo de diferentes temporadas se
asocid a un aumento de nacimientos de crias machos, ain cuando los nidos fueron incubados a una
temperatura de 32°C (productora de ambos sexos). El E, fue la hormona esteroide presente en la yema
de huevo que se asocidé con el porcentaje de hembras de los nidos en C. latirostris, y no se vid
afectada por las variables climdticas previas a la oviposicién, por los fendmenos macroclimaticos ni
por el lugar de estudio. En nidos con concentraciones altas y bajas de E» en la yema se produjo un
mayor porcentaje de hembras en comparacién con aquellos de concentraciones intermedias. Los nidos
con mayores proporciones de &dcidos grasos 16:0 y 16:1 n-7 estuvieron asociados a una menor
produccién de crias hembras, a menores precipitaciones y temperaturas medias mds bajas en los
meses previos a la oviposicion.

Es importante destacar que el E,, a diferencia de lo que sucede con la T, no se ve influenciado
por las variables climéticas, y como fue planteado en los capitulos anteriores las hembras podrian
tener un control endégeno de su produccién o esto sucederia por el hecho de que se reproducirian
aquellas hembras que hayan pasado cierto umbral de condicién corporal. Es importante destacar que
el umbral minimo de condicién corporal necesario para que las hembras de Caiman latirostris inicien
la reproduccion no es un valor fijo, y no se encontré una relacién directa con las variables climéticas.
Ademds, una vez superado dicho umbral, la energia excedente se asocia con una mejora en la calidad

de la inversion de la produccion de huevos (Leiva et al., 2023). Futuros estudios deberian enfocarse en

102



Capitulo 4

evaluar la relacion entre la condicidn corporal y buscar correlaciones entre los niveles hormonales en
hembras reproductivas y los depositados en los huevos, ademds seria una valiosa informacién
entender el papel (atin poco explorado) de la T en hembras reproductivas. En hembras reproductoras
de Alligator mississippiensis ocurre un aumento de la T plasmatica entre la vitelogénesis tardia y el
inicio de las cépulas. Milnes & Moore (2024) plantea que la funcién de este aumento de T plasmaética
seria favorecer un comportamiento mas territoral de las hembras para proteger sus nidos, como sucede
en las aves cantoras (Gill et al., 2007). Estudios previos realizados en especies oviparas han
demostrado que la deposicién de hormonas esteroides maternas puede verse afectada por la dieta
(Rutstein et al., 2005; Morosinotto et al., 2016) y las temperaturas previas a la postura (Lessells et al.,
2016). Lessells et al. (2016) estudiaron la inversién materna-hormonal en el carbonero comin (Parus
major) y encontraron que los niveles depositados de Sa-dihidrotestosterona (DHT) y de corticosterona
depositados en la yema se correlacionaron negativamente con las temperaturas medias ambientales
previas a la oviposicidn, pero ni E; ni T mostraron asociaciones con las temperaturas.

Por otro lado, dado que el fendmeno macroclimitico de La Nifia se asocié con un mayor
porcentaje de crias machos, incluso cuando los huevos fueron incubados a 32 °C (y que este patrén no
se reflejé en un aumento de las concentraciones de E», las cuales permanecieron constantes a lo largo
de las temporadas), es posible que otros componentes maternos de la yema estén desempefiando un
papel relevante en la determinacién sexual. Uno de estos componentes involucrados podria ser la
corticosterona, si bien no hay datos de concentraciones basales de corticosterona en yema de huevo
para la especie Caiman latirostris estudios realizados por Viotto et al. (en revisién), donde
administran corticosterona exdgena a los huevos, mostraron un sesgo sexual hacia machos. En reptiles
la corticosterona es el principal glucocorticoide (GC) liberado en respuesta al estrés (Cockrem 2013;
Parachi-Marc6 et al., 2017) y tiene el potencial de sesgar el sexo de la descendencia de forma especie
especifica (Warner et al., 2009). Por lo tanto, la ocurrencia de sequias en afios consecutivos, que
conducen a la disminucién de la disponibilidad de alimento y a la reduccién de los cuerpos de agua,
podria generar un mayor nivel de estrés en las hembras y favorecer la deposicidon de concentraciones
mas elevadas de corticosterona en los huevos. Futuros trabajos podrian analizar las concentraciones
fisiologicas de corticosterona en la yema de huevo y si esta hormona se ve afectada por las
condiciones climdticas, fendmenos macroclimaticos y microcliméticos de cada lugar en C. latirostris.

En cuanto a la yema de huevo, los mayores porcentajes de los dcidos grasos 16:0 y 16:1 n-7se
asociaron a nidos con menores porcentajes de hembras. Se proponen dos mecanismos no excluyentes
que podrian explicar esta relacién. En primer lugar, los dcidos grasos funcionan como ligandos de los
Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales (PPAR) que son factores de transcripcion
involucrados en la regulacion de la expresion de genes y del metabolismo lipidico (Yoon, 2009). En el
pez medaka (Oryzias latipes) el cortisol (principal GC en peces) aumenta la expresion de pparo en las

génadas de embriones induciendo la masculinizacién y lo harfa regulando la expresion de la
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aromatasa (Hara et al., 2020). En segundo lugar, en el nematodo Caenorhabditis elegans los niveles
de acidos grasos estuvieron involucrados en la determinacién sexual, donde la disponibilidad de
nutrientes fue una sefial para dirigir el desarrollo gonadal (Tang & Han, 2017). En medaka se han
realizado estudios de inanicién y se ha medido la expresion de genes relacionados con la
determinacion sexual en embriones, lo que causé una disminicuén en la expresion de genes
relacionados con la diferenciacién femenina, como foxI2 y cypl9al, y aumenté la expresion de dmrtl
que estd relacionado con la diferenciacién masculina (Sakae & Tanaka, 2021) . En el pez cebra
(Danio rerio), también se produjeron mayores cantidades de machos en tratamientos con bajo
contenido de alimentos (Lawrence et al., 2008). En este contexto, 16:0 y 16:1 n-7 podrian funcionar
como ligandos que activan PPAR e influir en la determinacién sexual, o bien ser indicadores de
épocas de baja disponibilidad alimentaria, en las cuales se favorece la produccién de machos. Ambas
posibilidades no son mutuamente excluyentes y requeririan estudios experimentales para
corroborarlas.

En cuanto a la expresiéon de genes relacionados con la determinacién sexual de embriones
incubados a 32°C en el complejo génada-adrenal-mesonefros (GAM) de Caiman latirostris, las redes
génicas se mantuvieron conservadas, aunque los niveles de expresiéon diferfan respecto de los
registrados a 31 °C y 33 °C. Ademds, la expresion de cypl9al por si sola no predijo el sexo de los
nidos a 32 °C, en cambio, su incremento parece reflejar un proceso de diferenciacién ya iniciado hacia
la via femenina, tal como ha sido planteado en estudios previos (Milnes et al., 2002; Smith et al.,
1995).

La concentracién de E; en la yema de huevo, como se menciond previamente, constituye uno
de los predictores del sexo en los nidos. En concordancia con ello, observamos una disminucion de su
concentracién en el periodo periodo termosensible (PTS) entre los estadios 19 y 21. Retomando la
pregunta planteada en la discusion del Capitulo 1 acerca de cémo las bajas y altas concentraciones de
E, depositadas por la hembra en la yema de los huevos de Caiman latirostris generan mayores
porcentajes de crias hembras en los nidos, y considerando los resultados obtenidos en el Capitulo 3
acerca de la expresion de genes, se propone lo siguiente:

e Bajas concentraciones de E> en la yema tendrian el potencial de inducir un aumento en la
abundancia del receptor de estrégenos o (ESR1) durante el PTS. Este incremento en la
disponibilidad del receptor funcionaria como un mecanismo de compensacién para maximizar
la captacion de la baja concentracién hormonal. Como han demostrado Han et al. (2025), a
bajas concentraciones de E,, el ESR1 se une predominantemente a sitios en la cromatina que
carecen de un motivo canénico de unidén para estrégenos. Esta unién, ademds, requeriria de
una cooperacién con otros factores de transcripcién (Han et al., 2025), lo que permitiria que

ESR1 se una a sitios alternativos en el ADN. Como consecuencia, podria activarse una
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transcripcién alternativa de genes (distinta a la activada por altas concentraciones de E,) que
conduciria a una regulacién positiva de genes clave para la diferenciacion ovarica (Fig. 33 A).
A concentraciones intermedias de Es, el sistema entraria en una zona de conflicto, ya que los
niveles de E, podrian ser insuficientes para saturar los receptores, pero tampoco inducirian
mecanismos de compensacion. Esto podria hacer que la génada siga trayectorias distintas
produciendo tanto hembras como machos. Como fue descripto previamente en los resultados,
si bien la variabilidad en las concentraciones de E, entre nidos es mayor que la observada
dentro de un mismo nido, serian precisamente estas diferencias intranidada las que resultan
criticas para determinar el destino sexual de los embriones en concentraciones intermedias de
E,. Por lo tanto, minimas diferencias en los niveles hormonales, posiblemente combinadas
con otros factores como la expresion de receptores o factores de transcripcion, podrian ser los
determinantes en la produccién de crias de ambos sexos dentro de un mismo nido.

Las altas concentraciones de E> en la yema, provocarfan una saturacién de los ESR1, lo que
provocaria la unién a sitios candnicos (sitios de respuesta a estrogenos) de alta afinidad. Esto
desencadenaria la transcripcién de genes relacionados con la determinacién y diferenciacion
sexual femenina. Este mecanismo de feminizacién, inducido por altas concentraciones de E
en la yema es consistente con lo observado en tratamientos realizados con concentraciones
suprafisiolégicas de E,, los cuales inducen la feminizacién, incluso a temperaturas

productoras de machos (Canesini et al., 2018; Wang et al., 2025; Fig. 33 B).
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Figura 33: Hipétesis sobre el efecto de las concentraciones de estradiol (E2) en la robustez de la expresion
de genes de determinacion sexual por temperatura (DST), donde el fenotipo resultante (hembra) es el
mismo en ambos casos. A) Bajas concentraciones de E» promueven la acumulacion nuclear del receptor de
estrogeno o (ESR1). Tras su unioén con Ez, el complejo resultante interactiia de manera cooperativa con factores
de transcripcion (FT) previamente unidos a sitios no canénicos en el ADN. Esta unién facilita la activacion de
programas transcripcionales alternativos que inducen el desarrollo del fenotipo femenino mediante una
expresion génica moderada. B) Altas concentraciones de E: saturan los receptores ESR1, favoreciendo su
dimerizacién y la formacién de complejos candnicos. Estos dimeros se unen con alta afinidad a elementos de
respuesta a estrégenos (ERE) en regiones reguladoras del ADN, desencadenando una expresion génica robusta y
sostenida de los genes responsables de la determinacién femenina, resultando en una activacidn transcripcional

mds potente que la observada a bajas concentraciones de E..

La observacién de que tanto concentraciones fisioldgicas bajas como altas de E> en la yema

inducen el desarrollo de hembras en el yacaré overo coincide con lo reportado en ensayos
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toxicolégicos, donde a menudo se describe una relacién dosis-respuesta no monotoénica, con forma de
U. Este tipo de respuestas es comiin en estudios realizados empleando hormonas naturales y
disruptores endocrinos, y se ha propuesto que los receptores nucleares podrian ser uno de los
principales mecanismos involucrados (Vandenberg et al., 2012).

Canesini et al. (2018) estudiaron la expresion del gen que codifica para el receptor de estrégeno
o (Esrl) en génadas de embriones de Caiman latirostris y observaron que, durante la diferenciacion
gonadal (estadio 22), las hembras expuestas a E, presentaron una mayor expresion de Esrl que las
hembras obtenidas por DST. Aunque en estadios posteriores al PTS, su expresiéon fue menor que en
hembras producidas por temperaturas feminizantes. Estos resultados sugieren que, a temperaturas
productoras de hembras, las redes génicas responsables de la determinacién sexual podrian activarse
mediante mecanismos distintos de los Esr/. En cambio, cuando se elimina el efecto de la temperatura
sobre la determinacién sexual, el E, actuaria uniéndose a los Esrl para activar genes diana clave
involucrados en la diferenciacién ovdrica, favoreciendo que la génada bipotencial se desarrolle como
ovario (Wang et al., 2025).

Los resultados del presente trabajo aportan evidencia novedosa sobre el funcionamiento del
sistema de determinacién sexual dependiente de la temperatura (DST) en Caiman latirostris. En
primer lugar, se demuestra que el E> materno es un modulador del destino sexual, cuya relacién con el
sexo no es lineal, sino cuadrdtica, revelando un patrén complejo no descrito previamente para la
especie. En segundo lugar, se identifican componentes energéticos de la yema (16:0 y 16:1 n-7)
asociados a una mayor proporciéon de machos. Finalmente, se evidencia que fendmenos
macrocliméticos como La Nifia pueden influir indirectamente en la proporcién de sexos incluso bajo
condiciones de incubacién controladas, actuando a través de su efecto sobre la inversién materna. En
conjunto, estos resultados muestran que la DST en C. latirostris no depende Unicamente de la
temperatura, sino que de la interaccién entre sefales maternas (que se refleja en la composicién
bioquimica del huevo) y condiciones ambientales. Ademds proponemos que el sexo no estd
determinado por un dnico factor, si no por varios y proporcionamos otros posibles candidatos. Entre
ellos, se destacan candidatos como la corticosterona, la activacién de PPAR y el estado nutricional
materno, los cuales podrian interactuar con el E» para modificar la expresiéon génica y orientar el

desarrollo hacia fenotipos sexuales masculinos o femeninos.
4.2. Conclusiones finales

Este estudio tuvo como objetivo investigar como las hormonas esteroides, dcidos grasos y las
variables climdticas previas a la oviposicion influyen sobre la determinacién sexual del yacaré overo.
A continuacién se enumeran las conclusiones finales a las cuales se pudo arribar a partir de este

estudio.
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En condiciones de semicautiverio, al igual que en la naturaleza, la dieta materna determina
principalmente el perfil de acidos grasos de la yema. Por lo que no se recomienda incluir
nidos provenientes de semicautiverio en estudios sobre efectos climaticos en la inversién
materna de acidos grasos.

La concentracion de estradiol (Ez) en la yema de huevo de yacaré overo difiere tanto dentro
como entre los nidos, mientras que la inversion de testosterona (T) es mds conservada, ya que
no se encontraron diferencias ni entre ni dentro de los nidos.

La inversion de E: influye de manera no lineal en la determinacién sexual de Caiman
latirostris: altas y bajas concentraciones se asocian con un mayor porcentaje de hembras,
mientras que la T no parece afectar la determinacién sexual.

Nidos con mayores porcentajes de dcido palmitico (16:0) y 4cido palmitoleico (16:1 n-7) en
yema presentaron menores porcentajes de hembras, sugiriendo un posible papel de estos
dcidos grasos en la determinacion sexual por temperatura.

No se observo relacion entre las hormonas esteroides (E> y T) y los dcidos grasos depositados
en la yema, lo que podria indicar que la inversion de estos componentes podria estar regulada
por mecanismos independientes.

Las condiciones climdticas previas a la oviposicién influyeron sobre el porcentaje de hembras
y la inversion de dcidos grasos y T. Mayores temperaturas medias en septiembre y octubre se
asociaron con un mayor porcentaje de hembras y menores niveles de 16:0. Por otro lado,
temperaturas medias elevadas y mayores precipitaciones acumuladas se vincularon con un
aumento de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) relevantes para el desarrollo embrionario,
como 4cido araquidénico (20:4 n-6), &cido eicosapentaenoico (20:5 n-3) y 4cido
docosahexaenoico (22:6 n-3).

Fenémenos climaticos extremos, como las sequias producidas por el fenémeno climéatico “L.a
Nifia”, podrian sesgar la proporciéon sexual de la descendencia hacia machos. Esto se
evidencia en la disminucién del porcentaje de hembras en temporadas recientes, replicando en
incubacién controlada patrones similares a los observados en nidos naturales. Esto sugiere
que, mas alld de la temperatura, existe un efecto materno previo a la oviposiciéon que modula
la determinacidn sexual.

Durante el desarrollo embrionario, el E, disminuye entre el inicio y la mitad del periodo
termosensible (PTS), mientras que la T aumenta hacia la mitad del PTS en comparacién con
los primeros estadios, respaldando el papel del E> en la determinacion sexual. No se
observaron cambios en el perfil de de 4cidos grasos general durante el PTS, aunque podrian
ocurrir variaciones en su cantidad absoluta en la yema.

Los genes asociados con la determinacion sexual en el complejo génada-adrenal-mesonefros

(GAM) muestran diferencias en nivel y temporalidad de expresién a 32 °C (temperatura que
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>

produce individuos de ambos sexos) en comparacién con temperaturas productoras de machos
y hembras. La expresion de cypl9al por si sola no predice el sexo embrionario.
No se detectd expresion de srd5al, sugiriendo que su funcién podria estar restringida sélo a

animales machos y a etapas mds avanzadas del desarrollo, como la adultez.

Como perspectivas futuras se mencionan posibles lineas de investigacion que podrian

complementar los resultados de este trabajo:

>

Estudiar cémo regula la hembra la inversién de E; en la yema, y si la inversién de E> y T esté
relacionada con la condicién corporal o fisiolégica de las hembras.

Analizar la relacién entre las concentraciones fisioldgicas de E» y la expresion de receptores
de estrégenos (RE) en las génadas del yacaré overo durante el desarrollo embrionario.
Determinar las implicancias de los 4cidos grasos 16:0 y 16:1 n-7 en la determinacién sexual,
o si su variacion refleja tnicamente la inversién materna, condicionada por los recursos
alimenticios disponibles para las hembras durante temporadas con condiciones climaticas
extremas, en las cuales se registra una mayor proporcién de machos.

Identificar otros componentes maternos que podrian influir en la determinacién sexual a
temperaturas no determinantes del sexo.

Caracterizar la inversién materna de corticosterona en la yema de huevo de Caiman latirostris
y estudiar si influye en la determinacién sexual.

Estudiar la expresion de srd5al en otros periodos de desarrollo, como en caimanes machos
juveniles o adultos, para esclarecer su papel biolgico. También la expresién de otras
isoformas de la enzima, como la srd5a2 para tratar de identificar algin posible rol en la

determinacion sexual.
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Anexo I

Anexos

Tabla 1: Concentraciones de estradiol (E2) y testosterona (T) (media + desvio estandar) de nidos de

Caiman latirostris provenientes de la naturaleza y semicautiverio.

Nido Origen Concentracion E;(ng/g) Concentracion relativa de T
1 Cautiverio 6,25 +1,92 1,29 £ 0,36
2 Cautiverio 4,28 +0,97 1,64 £ 0,47
3 Naturaleza 7,65 +2,84 1,60 +£0,43
4 Naturaleza 10,91 + 2,00 1,31 £0,05
5 Cautiverio 12,19 + 2,56 1,30 £ 0,10
6 Naturaleza 8,48 + 0,82 1,59 £ 0,35
7 Naturaleza 6,03 £ 1,90 1,67 £0,52
8 Naturaleza 4,66 + 1,96 1,31 £0,18
9 Naturaleza 10,48 +4,12 1,61 £0,41
10  Naturaleza 5,69 +0,87 1,43 +£0,25
11 Naturaleza 6,19 + 1,67 1,29 £ 0,20
12  Naturaleza 10,19 +2,09 1,47 £0,14
13  Naturaleza 9,87 +1,71 1,3 +0,09
14  Naturaleza 7,53 +1,80 1,32 £0,27
15 Naturaleza 9,48 +5,30 1,63 +£0,22
16  Naturaleza 5,61 £0,43 1,82 +£0,38
17  Naturaleza 7,62 + 3,95 1,77 £ 0,08
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Tabla 2: Parametros de los modelos lineales mixtos (GLMMs) con distribucion beta para los acidos
grasos segin su origen (naturaleza o semicautiverio). Se consideré cada dcido graso como variable

dependiente, el lugar de origen como efecto fijo y los nidos como efecto aleatorio.

Estimador Error estandar Valor z Pr(>|z|)

Intercepto 14:0 -6,61 0,12 -53,61 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,65 0,17 9,68 <2e-16
Intercepto 15:0 -7,40 0,14 -54,67 <2e-16
Origen (Naturaleza) 2,36 0,18 13,22 <2e-16
Intercepto 16:0 -1,31 0,01 -105,26 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,02 0,02 -1,030 0,304

Intercepto 16:1 n-7 -3,94 0,08 -51,30 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,03 0,11 9,59 <2e-16
Intercepto 16:1 n-9 -5,52 0,22 -25,31 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,96 0,30 3,16 0,0016
Intercepto 17:0 -6,21 0,09 -66,47 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,95 0,13 15,02 <2e-16
Intercepto 18:0 2,75 0,03 -82,72 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,07 0,05 -1,44 0,151

Intercepto 18:1 n-7 -2,38 0,03 -81,04 <2e-16
Origen (Naturaleza) -1,13 0,04 -26,30 <2e-16
Intercepto 18:1 n-9 -0,84 0,05 -15,68 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,02 0,08 0,23 0,822

Intercepto 18:2 n-6 -0,80 0,01 -58,44 <2e-16
Origen (Naturaleza) -1,43 0,03 -57,00 <2e-16
Intercepto 18:3 n-3 -4,28 0,04 -115,85 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,21 0,05 23,32 <2e-16
Intercepto 20:0 -6,22 0,19 -32,55 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,20 0,27 -0,75 0,456

Intercepto 20:1 n-9 -5,97 0,04 -161,28 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,19 0,09 -3,15 0,0016
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Intercepto 20:2 n-6 -6,03 0,12 -49,97 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,06 0,16 0,39 0,694
Intercepto 20:3 n-6 -5,50 0,07 -81,48 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,10 0,10 -1,00 0,316
Intercepto 20:3 n-3 -7,31 0,19 -39,53 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,27 0,24 5,26 1,47e-07
Intercepto 20:4 n-6 -0,75 0,06 -12,18 <2e-16
Origen (Naturaleza) -3,17 0,04 -717,87 <2e-16
Intercepto 20:5 n-3 -6,46 0,48 -13,54 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,69 0,56 1,22 0,221
Intercepto 22:5 n-6 -11,22 0,10 -107,86 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,21 0,14 8,54 <2e-16
Intercepto 22:6 n-3 -5,29 0,07 -71,87 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,21 0,10 11,82 <2e-16
Intercepto AGS -5,86 0,02 -354,4 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,06 0,02 2,40 0,0166
Intercepto AGMI -5,62 0,02 -258,16 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,25 0,03 8,09 5,81e-16
Intercepto AGPI -5,65 0,03 -225,69 <2e-16
Origen (Naturaleza) -0,48 0,04 -13,09 <2e-16
Intercepto AGPI n-3 -8,52 0,07 -117,4 <2e-16
Origen (Naturaleza) 1,15 0,10 11,40 <2e-16
Intercepto AGPI n-6 -5,68 0,10 -594,90 <2e-16
Origen (Naturaleza) 0,79 0,02 -47,60 <2e-16
Intercepto n-6/n-3 -6,37 0,02 -321,20 <2e-16
Origen (Naturaleza) -1,95 0,06 -34,80 <2e-16

El intercepto estd representado por el semicautiverio. AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: 4cidos grasos
monoinsaturado, AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados.

B AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0.

’SAGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.
9SAGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.

AGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.

Sn-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).
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Tabla 3: Parametros y estadisticos de ajuste de los modelos lineal, cuadratico y aditivo generalizado

(MAG) que relacionan niveles de estradiol (E2) con el porcentaje de hembras

Componente GLM lineal GLM cuadratico MAG
Intercepto 186,94 55,29
E -43,56 -

E? 3,15 -
S(E)edf 2,87
s(E) p-valor 0,032
R? 0,43 0,44
R? ajustado 0,34 0,44
AIC 167,37 165,22

Tabla 4: Tamaiio de postura, tamaiio de los huevos (largo y ancho, media + desvio estandar), peso (media

+ desvio estindar) y porcentaje de hembras producidas en nidos de Caiman latirostris.

Nido Tamaiio de Largo (cm) Ancho (cm) Peso huevos (g) Porcentaje de
postura hembras (%)
1 32 7,46 + 0,40 4,00 +£0,10 70,73 £ 1,41 60
2 26 6,53 £ 0,06 4,03 + 0,06 61,60 = 1,01 80
3 29 6,65 +0,22 4,17 £ 0,08 66,82 + 3,37 20
4 32 6,26 £ 0,25 3,80 £0,12 52,1 £3,90 100
5 41 6,77 £0,19 4,30 £ 0,07 73,20 £ 1,60 100
6 29 6,08 £ 0,25 4,30 £0,05 66,17 £2,42 80
7 34 6,67 £ 0,07 4,40 £0,03 71,90 = 1,30 40
8 35 6,52 +0,14 4,16 £ 0,06 67,50 + 2,88 80
9 36 6,47 £0,19 4,02 £0,05 60,50 = 1,35 80
10 26 6,51 £0,16 4,28 +0,07 71,66 2,25 0
11 34 6,74 £ 0,29 4,23 £0,07 69,07 £2,77 40
12 38 6,23 £0,16 3,21 £0,09 57,20 £ 5,15 40
13 37 6,25 + 0,06 4,10 £ 0,08 60,87 2,66 100
14 31 6,63 £0,16 4,33 +0,10 70,66 + 0,58 40
15 25 6,58 + 0,09 4,36 + 0,01 74,83 £2,50 80
16 27 6,56 + 0,24 4,18 +£0,02 68,06 = 1,14 0
17 45 6,87 £ 0,21 4,27 +0,07 71,40 + 3,50 0
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Tabla 5: Regresiones lineales que relacionan los niveles de hormonas esteroides y porcentaje de hembras

con las medidas morfomeétricas de los huevos de Caiman latirostris.

Variable X Variable Y a b R? Valor p
Peso huevos T 1,95 0,0044 0,0225 0,5648
Peso huevos Porcentaje de hembras 193,56 -2,08 0,1322 0,1514
Largo huevos Concentracion de E; 23,58 -2,396 0,1 0,2162
Largo huevos Cantidad de E, 325,72 -19,69 0,0113 0,6844
Largo huevos T 0,68 -0,04  0,0126 0,6687
Ancho huevos T 0,38 0,27 0,0599 0,3438

Tamaiio de postura Porcentaje de hembras 114,31 -1,80  0,0793 0,2736

E,: 17B-estradiol; T: testosterona.

Tabla 6: Regresiones polinomicas de segundo grado que relacionan los niveles de hormonas esteroides y

porcentaje de hembras con las medidas morfométricas de los huevos de Caiman latirostris.

Variable X Variable Y a b c R? Valor p
Peso huevos Concentracion de E, 128,86 -3,69 2,47 0,3181 0,0685
Peso huevos Cantidad de E» 2855,66  -84,63 0,67 0,2331 0,1559
Largo huevos Porcentaje de hembras ~ 3446,35  -979,74 70,42 0,173  0,2646
Ancho huevos Concentracion de E» 334,68 -252,07 30,24 0,1843 0,2403
Ancho huevos Cantidad de E» 14549,10 -7003,60 857,30 0,1078 0,4499
Ancho huevos Porcentaje de hembras  4151,0 -1927,0 226,2  0,1263 0,3886
Tamaiio de postura Concentracion de Es 23,10 -0,81 0,01 0,0892 0,5205
Tamaiio de postura Cantidad de E; 943,43 -41,89 0,57 0,2223 0,1112
Tamafio de postura T 3,19 -0,17 0,001  0,3002 0,0822

E»: 17-estradiol; T: testosterona.
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Anexo I1

Tabla 7: Proporciones de acidos grasos en la yema de los huevo de nidos de Caiman latirostris (media de

% de FAME = desvio estandar) de las temporadas estudiadas.

Acidos grasos 2020 2021 2022 2023 Estadistico Valor p
de prueba
V)

14:0 0,74 £ 0,24° 0,75 £0,08>*  0,95+0,18° 0,95 £0,10% 9,46 0,0241
15:0 0,60 £ 0,14 0,66 £ 0,16 0,51 £0,09 0,54 £ 0,07 4,61 0,2027
16:0 21,41 £0,70°> 21,14 £0,59° 25,97 £2,02* 25,56 + 1,00% 71,25 < 0,001
16:1 n-7 4,81 +£0,72° 6,82 +£0,96* 10,36 £2,86* 9,55 +0,45% 36,37 < 0,001
16:1 n-9 1,44 £ 0,18 0,49 +0,11° 0,11 £0,04¢ 0,00 + 0,00¢ 1225,21 < 0,001
17:0 1,34 £ 0,28* 1,23 £0,35® 0,91 £0,10° 0,86 +0,09° 14,59 0,0203
18:0 5,50 £ 0,09 6,06 £ 0,21 5,74 £ 0,60 5,55 £0,96 3,39 0,3358
18:1 n-9 31,25+3,67¢ 28,55 +2,04% 2511 +3,56° 27,68 +1,48% 11,13 0,0103
18:1 n-7 8,40 £0,21° 8,24 +£0,72° 10,36 £1,56* 10,64 +0,42* 29,23 < 0,001
18.2 n-6 9,95 +043 9,26 + 1,49 8,81 £2,68 8,80 + 1,47 1,43 0,6976
18.3 n-3 3,92 +£0,95® 4,58 +0,48? 4,24 £0,58® 3,39 +0,66° 8,54 0,0361
20:0 0,19 + 0,042 0,10 £ 0,02° 0,06 £0,01¢ 0,04 £0,01¢ 148,12 < 0,001
20:1 n-9 0,25 +0,03° 0,22 +0,09° 0,41 £0,10* 0,45 £ 0,122 37,56 < 0,001
20:2 n-6 0,26 £0,11 0,21 £0,07 0,19 £0,03 0,16 £ 0,03 4,24 0,2366
20:3 n-6 0,36 £0,08* 0,43 +£0,06* 0,28 +0,04° 0,32 + 0,05 24,74 < 0,001
20:4 n-6 (AA) 4,05 +0,49° 3,82 £0,49° 2,47 +0,27° 2,41 £0,20° 132,42 < 0,001
20:3 n-3 0,23 £0,10° 0,30 + 0,042 0,14 £0,02° 0,12 +0,04° 49,16 < 0,001
20:5 n-3 (EPA) 0,48 £0,15 1,19 £ 0,84 1,16 £ 0,46 0,80 £ 0,09 2,57 0,4270
22:5n-6 0,44 £0,10®® 0,63 +£0,10° 0,48 £0,12®* 0,38 0,112 13,98 0,0029
22:6 n-3 (DHA) 1,59 +0,33®  2,06+0,42° 1,25 £ 0,14* 1,24 £ 0,24° 29,67 < 0,001
YAGS 29,78 £0,88* 29,94 +0,76* 34,16 £2,56> 27,96 + 1,18 48,03 < 0,001
SAGMI® 46,16 £2,96 4432 +1,38° 46,35+ 1,77®® 48,31 £0,91* 13,61 0,0347
>AGPI ¢ 21,27 £1,81%* 2255 +1,54* 19,02 +£2,26° 17,62 +1,54° 20,25 0,0002
SAGPIn-3¢  6,22+1,34® 813+ 1,64 6,80 £0,85®  5,55+0,82° 7,87 0,0125
YAGPIn-6°¢ 15,05+0,56* 14,42 £1,41* 12,23+2,62> 12,08 +1,29% 9,14 0,0275
Sn-6/Sn-37 2,52 £0,55 1,85 £0,42 1,86 £ 0,62 2,22 +043 4,79 0,1882

En negrita se destacan aquellos dcidos grasos en los que se obtuvieron diferencias (p < 0,05) y las letras indican

diferencias entre temporadas. AA: dcido araquidénico, AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: dcidos grasos

monoinsaturado,

AGPI:

eicosapentaenoico.

»AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0.

acidos

grasos

poliinsaturados,

DHA:

acido docosahexaenoico,

EPA:

acido
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bSAGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.

95 AGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.

S AGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.

n-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).

Tabla 8: Parametros de los modelos lineales mixtos (GLMMs) con distribucion beta para los acidos
grasos de las diferentes temporadas estudiadas. Se consideré cada 4cido graso como variable dependiente, la

temporada como efecto fijo y los nidos como efecto aleatorio.

Estimador Error estandar Valor z Pr(>|z|)
Intercepto 14:0 -14,14 0,07 -189,39 <2e-16
Temporada 2021 0,05 0,09 0,58 0,5596
Temporada 2022 0,30 0,09 3,48 0,0005
Temporada 2023 0,31 0,09 3,32 0,0009
Intercepto 15:0 -5,13 0,11 -48,07 <2e-16
Temporada 2021 0,09 0.14 0,65 0,5170
Temporada 2022 -0,16 0,13 -1,16 0,2470
Temporada 2023 -0,11 0,15 -0,72 0,4690
Intercepto 16:0 -1,30 0,04 -36,91 <2e-16
Temporada 2021 -0,02 0,05 -0,36 0,7220
Temporada 2022 0,25 0,04 5,79 6,39¢-9
Temporada 2023 0,23 0,05 4,73 2,20e-9
Intercepto 16:1 n-7 -2,99 0,12 -25,63 <2e-16
Temporada 2021 0,37 0,15 2,43 0,02
Temporada 2022 0,80 0,15 5,50 3,87e-08
Temporada 2023 0,74 0,16 4,56 5,05e-06
Intercepto 16:1 n-9 -4,23 0,12 -35,38 <2e-16
Temporada 2021 -1,08 0,17 -6,51 7,64e-11
Temporada 2022 2,70 0,20 -13,25 <2e-16
Temporada 2023 -5,81 0,51 -11,39 <2e-16
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Intercepto 17:0 -4,32 0,10 -42,774 <2e-16

Temporada 2021 -0,10 0,13 -0,74 0,4620
Temporada 2022 -0,38 0,13 -2,94 0,0032
Temporada 2023 -0,43 0,14 -2,98 0,0029
Intercepto 18:0 -2,84 0,05 -56,14 <2e-16
Temporada 2021 0,10 0,07 1,59 0,1120
Temporada 2022 0,04 0,06 0,68 0,5000
Temporada 2023 0,01 0,07 0,10 0,9170
Intercepto 18:1 n-7 -2,39 0,06 -42,41 <2e-16
Temporada 2021 -0,02 0,07 -0,33 0,7411
Temporada 2022 0,22 0,07 3,27 0,0010
Temporada 2023 0,26 0,08 3,44 0,0005
Intercepto 18:1 n-9 -0,79 0,08 -10,46 <2e-16
Temporada 2021 -0,13 0,10 -1,27 0,2029
Temporada 2022 -0,31 0,10 -3,22 0,0013
Temporada 2023 -0,17 0,11 -1,58 0,1138
Intercepto 18:2 n-6 2,20 0,13 -17,50 <2e-16
Temporada 2021 -0,09 0,17 -0,53 0,6000
Temporada 2022 -0,17 0,16 -1,09 0,2760
Temporada 2023 -0,17 0,18 -0,94 0,3460
Intercepto 18:3 n-3 -3,22 0,09 -34,48 <2e-16
Temporada 2021 0,18 0,12 1,50 0,1350
Temporada 2022 0,10 0,12 0,85 0,3960
Temporada 2023 0,13 0,13 -1,20 0,2320
Intercepto 20:0 -6,26 0,08 -75,88 <2e-16
Temporada 2021 -0,71 0,11 -6,26 3,86e-10
Temporada 2022 -1,16 0,12 -10,12 <2e-16
Temporada 2023 -1,54 0,15 -10,17 <2e-16
Intercepto 20:1 n-9 -5,95 0,13 -44.,90 <2e-16
Temporada 2021 -0,20 0,17 -1,16 0,2461
Temporada 2022 0,45 0,15 2,95 0,0031
Temporada 2023 0,56 0,17 3,35 0,0008
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Intercepto 20:2 n-6
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 20:3 n-6
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 20:3 n-3
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 20:4 n-6
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 20:5 n-3
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 22:5 n-6
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto 22:6 n-3
Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

Intercepto AGS

Temporada 2021
Temporada 2022
Temporada 2023

-6,01
-0,17
-0,26
-0,41

-5,64
0,20

-0,24
-0,08

-6,10
0,29

-0,48
-0,61

-3,16
-0,06
-0,51
-0,53

-5,34
0,33
0,84
0,54

-5,42
0,36
0,08
-0,14

4,13
0,26
0,24
-0,25

-0,85
0,01
0,20
-0,09

0,15
0,19
0,18
0,21

0,07
0,09
0,09
0,10

0,11
0,15
0,15
0,17

0,05
0,06
0,06
0,07

0,45
0,58
0,55
0,62

0,11
0,14
0,14
0,16

0,09
0,12
0,11
0,13

0,04
0,05
0,05
0,05

-41,09
-0,90
-1,40
-1,99

-78,33
2,19
-2,67
-0,78

-51,58
1,89
-3,22
-3,51

-67,34
-1,01
-8,44
-7,74

-11,87
0,57
1,52
0,87

-47,96
2,48
0,55
-0,89

-45,78
2,19
-2,08
-1,98

-22,68
0,16
4,29
-1,71

<2e-16
0,3704
0,1603
0,0465

<2e-16
0,0285
0,0075
0,4361

<2e-16
0,0582
0,0013
0,0004

<2e-16
0,3130
<2e-16
9,94e-15

<2e-16
0,5690
0,1280
0,3850

<2e-16
0,0132
0,5816
0,3751

<2e-16
0,0286
0,0378
0,0481

<2e-16
0,8733
1,8e-05
0,0879
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Intercepto AGMI -0,15 0,03 -4.42 9,97e-06
Temporada 2021 -0,07 0,05 -1,64 0,1010
Temporada 2022 0,01 0,04 0,18 0,8540
Temporada 2023 0,08 0,05 1,82 0,0690
Intercepto AGPI -1,31 0,06 21,47 <2e-16
Temporada 2021 0,08 0,08 0,95 0,3428
Temporada 2022 -0,14 0,08 -1,86 0,0628
Temporada 2023 -0,25 0,09 -2,87 0,0042
Intercepto AGPI n-3 -2,73 0,10 -27,47 <2e-16
Temporada 2021 0,29 0,13 2,23 0,0260
Temporada 2022 0,11 0,13 0,86 0,3920
Temporada 2023 -0,12 0,14 -0,84 0,4030
Intercepto AGPI n-6 -1,73 0,09 -19,72 <2e-16
Temporada 2021 -0,05 0,12 -0,46 0,6467
Temporada 2022 -0,26 0,11 -2,33 0,0197
Temporada 2023 -0,27 0,12 -2,20 0,0276
Intercepto n-6/n-3 -3,67 0,14 -26,45 <2e-16
Temporada 2021 -0,32 0,18 -1,76 0,0784
Temporada 2022 -0,34 0,18 -1,91 0,0557
Temporada 2023 -0,13 0,20 -0,69 0,4932

El intercepto estd representado por la temporada 2020. AGS: 4cidos grasos saturados, AGMI: 4cidos grasos
monoinsaturado, AGPI: acidos grasos poliinsaturados.

AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0.

bSAGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.

4 AGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.

Y AGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.

Sn-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).
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Tabla 9: Asociaciones entre las temperaturas medias, la inversiéon de acidos grasos en la yema de huevo y

el porcentaje de hembras producidas en nidos de Caiman latirostris con la primera componente principal

(CP1) y la segunda componente principal (CP2).

Variables CP1 CP2
% Hembras -0,64 0,08
16:0 0,96 -0,11
16:1 n-7 0,92 0,17
16:1 n-9 -0,78 0,11
18:0 -0,05 0,57
18:1 n-7 0,75 -0,36
18:1 n-9 -0,79 -0,43
18:2 n-6 (AL) 0,46 0,25
18:3 n-3 (ALN) 0,03 0,73
20:4 n6 (AA) -0,91 0,67
20:5 n3 (EPA) 0,46 0,67
22:6 n3 (DHA) -0,48 0,58
Tmedia marzo -0,32 -0,73
Tmedia abril -0,74 -0,19
Tmedia septiembre -0.82 0,19
Tmedia octubre -0,71 0,03
Tmedia noviembre -0,11 0,63

AA: 4cido araquidénico; AL: acido linoleico; ALN: 4cido linolénico; DHA: 4cido docosahexaenoico; EPA:

dcido eicosapenataenoico. Tmedia: temperatura media
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Tabla 10: Asociaciones entre las precipitaciones acumuladas, la inversion de acidos grasos en la yema de

huevo y el porcentaje de hembras producidas en nidos de Caiman latirostris con la primera componente

principal (CP1) y la segunda componente principal (CP2).

Variables CP1 CP2
% Hembras -0,56 0,05
16:0 0,93 -0,29
16:1 n-7 0,96 0,07
16:1 n-9 -0,81 0,01
18:0 0,04 0,52
18:1 n-7 0,72 -0,39
18:1 n-9 -0,82 -0,32
18:2 n-6 -0,52 -0,21
18:3 n-3 0,06 0,71
20:4 n-6 (AA) -0,86 0,33
20:5n-3 (EPA) 0,53 0,72
22:6 n-3 (DHA) -0,41 0,82
PPT marzo 0,51 048
PPT abril 0,28 0,31
PPT septiembre -0,45 0,49
PTT octubre -0,42  -0,46
PPT noviembre -0,81 -0,02

AA: 4cido araquidénico; AL: acido linoleico; ALN: 4cido linolénico; DHA: 4cido docosahexaenoico; EPA:

dcido eicosapenataenoico. PPT: precipitaciones acumuladas.
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Tabla 11: Asociaciones entre las variables climaticas (precipitaciones acumuladas y temperaturas

medias), la inversion de hormonas esteroideas en la yema del huevo y el porcentaje de hembras

producidas en nidos de Caiman latirostris con la primera componente principal (CP1) y la segunda

componente principal (CP2).

CP1 CP2
Variables
%Hembras 2.9x10° 0,81
E; 0,04 0,25
T 0,69 -0,53
Tmedia marzo 0,91 -0,19
Tmedia abril 0,84 0,41
Tmedia septiembre 0,39 0,81
Tmedia octubre 0,20 0,79
Tmedia noviembre -0,80 0,41
PPT marzo -0,47 0,06
PPT abril 0,34 -0,31
PPT septiembre 0,78 0,04
PPT octubre 0,84 -0,29
PPT noviembre 0,90 0,42

Es: 17B-estradiol; T: testosterona. PPT: precipitaciones acumuladas; Tmedia: se refiere a las temperaturas

medias
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Anexo II1

Figura 1: Curva de diluciones del gen L8. Analizamos las muestras con una dilucién 1/16 para LS.

Figura 2: Curva de diluciones del gen amh. Analizamos las muestras con una dilucién 1/4 para amh.
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Figura 3: Curva de diluciones del gen cyp19al. Analizamos las muestras con una dilucién 1/2 para cyp9al.
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Figura 4: Curva de diluciones del gen foxI2. Analizamos las muestras con una dilucién 1/2 para foxI2.
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Figura 5: Curva de diluciones del gen sox9. Analizamos las muestras con una dilucién 1/16 para sox9.
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Tabla 11: Parametros de los modelos lineales mixtos (GLMMs) con distribuciéon beta para los acidos

grasos de los diferentes estadios del desarrollo embrionario analizados. Se consideré cada dcido graso como

variable dependiente, el estadio como efecto fijo y los nidos como efecto aleatorio.

Estimador Error estandar Valor z Pr(>|z|)
Intercepto 14:0 -9,36 0,07 -137,10 <2e-16
Estadio 19 0,01 0,03 0,35 0,7277
Estadio 21 0,03 0,03 0,19 0,2351
Estadio 24 -0,10 0,03 -3,42 0,0006
Intercepto 15:0 -5,28 0,22 -24.,43 <2e-16
Estadio 19 -0,12 0,08 -1,50 0,1330
Estadio 21 -0,04 0,08 -0,47 0,6360
Estadio 24 -0,11 0,08 -1,27 0,2030
Intercepto 16:0 -1,17 0,05 -23,48 <2e-16
Estadio 19 -0,01 0,02 -0,50 0,6180
Estadio 21 -0,01 0,02 -0,41 0,6780
Estadio 24 0,01 0,02 0,53 0,5960
Intercepto 16:1 n-7 -7,08 0,10 -71,21 <2e-16
Estadio 19 -0,03 0,03 -1,25 0,2114
Estadio 21 -0,02 0,03 -0,70 0,4856
Estadio 24 -0,07 0,03 -2,47 0,0134
Intercepto 16:1 n-9 -6,15 0,30 -20,75 <2e-16
Estadio 19 0,29 0,17 1,73 0,0836
Estadio 21 0,04 0,18 0,24 0,8129
Estadio 24 -0,64 0,20 -3,11 0,0019
Intercepto 18:0 -7,44 0,02 -313,95 <2e-16
Estadio 19 0,06 0,01 1,78 0,0757
Estadio 21 0,06 0,01 3,87 0,0001
Estadio 24 0,09 0,01 6,46 1,08e-10
Intercepto 18:1 n-7 -2,27 0,05 -48,67 <2e-16
Estadio 19 <-0,01 0,02 -0,16 0,8705
Estadio 21 0,07 0,02 2,78 0,0054
Estadio 24 0,05 0,03 2,17 0,0298
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Intercepto 18:1 n-9
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 18:2 n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 18:3 n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:0
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:1 n-9
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:2 n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:3 n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:3 n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

-1,02
-0,01
-0,04
0,02

-2,34
0,03
-0,01
0,05

-3,08
-0,01
-0,06
-0,09

-7,24
0,10
0,19
-0,02

-5,76
0,17
0,05
0,04

-6,22
0,04

-0,05
-0,07

-5,69
0,05

-0,07
-0,11

-6,22
0,09

-0,06
-0,14

0,06
0,02
0,02
0,02

0,09
0,03
0,03
0,03

0,04
0,02
0,02
0,02

0,13
0,08
0,08
0,09

0,12
0,09
0,09
0,09

0,08
0,05
0,05
0,05

0,07
0,03
0,03
0,03

0,11
0,04
0,04
0,04

-17,56
-0,56
-1,95
0,97

-26,32
1,16
-0,48
1,70

-82,70
-0,29
-2,55
-3,84

-57,35
1,15
2,24
-0,17

47,94
2,01
0,53
0,46

-77,06
0,90
-0,97
-1,40

79,92
1,78
2,38
3,42

-56,25
2,38
-1,56
-3,38

<2e-16
0,5740
0,0510
0,3330

<2e-16
0,2450
0,6280
0,0900

<2e-16
0,7746
0,0107
0,0001

<2e-16
0,2483
0,0253
0,8621

<2e-16
0,0445
0,5944
0,6473

<2e-16
0,3680
0,3330
0,1610

<2e-16
0,0750
0,0172
0,0006

<2e-16
0,0174
0,1196
0,0007
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Intercepto 20:4 n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 20:5 n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 22:5 n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto 22:6 n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto AGS
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto AGMI
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto AGPI
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto AGPI n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

-3,48
0,02

-0,11
-0,15

-4,62
0,03

-0,08
-0,26

-5,23
0,02

-0,10
-0,21

4,14
0,06

-0,05
0,12

-0,79
<-0,01
0,01
0,03

-0,18
-0,02
-0,01
0,01

-1,36
0,03

-0,07
-0,07

-2,54
0,01

-0,08
-0,14

0,08
0,03
0,03
0,03

0,20
0,08
0,08
0,09

0,07
0,04
0,04
0,04

0,08
0,03
0,03
0,03

0,04
0,02
0,02
0,02

0,02
0,01
0,01
0,01

0,05
0,02
0,02
0,02

0,05
0,02
0,02
0,02

-45,55
0,73
-4,04
-5,60

-22,84
0,34
-1,02
-3,05

75,11
0,61
2,44
5,08

-50,65
2,19
1,65
4,46

-18,24
-0,21
0,51
1,42

-10,59
-1,29
-0,93
1,21

-26,20
1,67
-3,07
-3,13

-51,94
0,34
-3,45
-6,09

<2e-16
0,4660
5,45e-05
2,10e-08

<2e-16
0,7323
0,3080
0,0023

<2e-16
0,5446
0,0147
3,79e-07

<2e-16
0,0284
0,0988
8,37e-06

<2e-16
0,8360
0,6110
0,1390

<2e-16
0,1960
0,3540
0,2280

<2e-16
0,0950
0,0021
0,0018

<2e-16
0,7333
0,0006
1,16e-09

160



Anexos

Intercepto AGPI n-6
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

Intercepto n-6/n-3
Estadio 19
Estadio 21
Estadio 24

-1,89
0,04

-0,05
-0,02

-4,00
0,01
0,01
0,10

0,07
0,02
0,03
0,02

0,09
0,03
0,03
0,03

-26,21
1,79
-1,97
-0,69

-46,88
0,37
0,52
3,84

<2e-16
0,0737
0,0484
0,4976

<2e-16
0,7108
0,6021
0,0001

El intercepto estd representado por la inversiéon materna. AGS: dcidos grasos saturados, AGMI: dcidos grasos

monoinsaturado, AGPI: dcidos grasos poliinsaturados.

AGS:14:0 + 15:0 + 16:0 + 18:0 + 20:0.

b AGMI: 16:1 n-9 + 16:1 n-7 + 18:1 n-9 + 18:1 n-9 + 20:1 n-9.

YAGPI: 18:2 n-6 + 18:3 n-3 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:5 n-6 + 22:6 n-3.
45°AGPI n-3: 18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3.

YAGPI n-6: 18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6.

Sn-6/Yn-3: (18:2 n-6 + 20:2 n-6 + 20:3 n-6 + 20:4 n-6 + 22:5 n-6)/(18:3 n-3 + 20:3 n-3 +20:5 n-3 + 22:6 n-3).

161



