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Introducción
Las tortugas marinas se encuentran clasificadas como especies 
“en peligro crítico”, “en peligro” o “vulnerables” a la extinción, 
según acuerdos de la Unión Internacional para la Conservación 
de la Naturaleza (UICN) (http://www.iucn.org) y la norma 
(NOM)-059-SEMARNAT-2010. Se han desarrollado estrategias 

de conservación orientadas a prevenir la extinción de las especies 
y promover la recuperación y el sostenimiento de poblaciones 
saludables de tortugas marinas, que realicen eficientemente sus 
funciones ecológicas (Eckert et al., 1999). Tales estrategias han 
incluido la creación de viveros a donde son reubicados aquellos 
nidos en riesgo, lo cual implica el expolio, traslado y reentierro 
de los huevos recién ovopositados por las hembras. Durante 
este proceso, los huevos están expuestos a movimientos de 
rotación o vibración causada por la manipulación, lo cual se ha 
documentado, afecta negativamente el desarrollo embrionario 
del organismo (Limpus et al., 1979; Parmenter, 1980; Pintus et 

Summary
Sea turtles are considered threatened or endangered. As a result, nurseries 
have been established where fresh eggs laid by females are transferred 
and incubated in artificial nests as an “ex-situ” conservation strategy. 
Over time negative effects of artificial incubation on the offspring have 
been documented, suggesting that physicochemical factors of artificial 
nests may be the cause. Our hypothesis is that relocation and artificial 
incubation generate chronic stress exposure in Lepidochelys (L.) olivacea 
embryos/fetus. This exposure would result in alterations in the neural 
cytoarchitecture of some brain regions, an increase in the mass of the 
pituitary and adrenal gland, a decrease in the mass of the gonad and 
an increase in serum corticosterone concentration. The organs that 
were analyzed were chosen based on evidence from mammals showing 
that chronic stress exposure during early stages of ontogeny causes 
over-activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and 
a decrease in hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis activity. 
The hyperactivity of the HPA axis modifies neural circuit architecture 
leading to behavioral, cognitive and reproductive alterations. The results 
obtained so far support the proposed hypothesis, since animals hatched 
from artificial nests show alterations in the neural cytoarchitecture of 
brain areas such as the hypothalamus, dorsomedial cortex and amygdala. 
Additionally, their pituitary and adrenal glands have a higher mass (data 
supporting HPA axis over-activity). By contrast, a significant decrease in 
the mass of their gonads (t= 0.0078,*p≤0.05) was observed and they had 
lower body mass (t= 0.0164,*p≤0.05). Finally, our results show that turtles 
hatched in artificial nests have increased levels of circulating corticosterone 
(t= 0.0216,*p≤0.05).
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Resumen
Las tortugas marinas son consideradas como amenazadas o en peligro de 
extinción. Debido a ello, se han establecido viveros a donde los huevos 
recién depositados por las hembras son trasladados e incubados en nidos 
artificiales como estrategia de conservación “ex-situ”. A lo largo del 
tiempo, efectos negativos de la incubación artificial en las crías han sido 
documentados, sugiriendo que los factores fisicoquímicos de los nidos 
artificiales pudieran ser la causa. Nuestra hipótesis es que el traslado y 
la incubación artificial generan una exposición crónica al estrés en los 
embriones/fetos de Lepidochelys (L.) olivacea. Esta exposición resultará 
en alteraciones de la citología neuronal de algunas regiones cerebrales, 
incremento en la masa de las glándulas hipófisis y adrenales, así como 
un decremento de la masa gonadal y un incremento en la concentración 
sérica de corticosterona. La elección de los órganos se basa en evidencia 
proveniente de mamíferos que muestra que la exposición crónica al estrés 
durante etapas tempranas de la ontogenia produce sobreactivación del eje 
hipotálamo-hipofisiario-adrenal (HHA) y disminución de la actividad del 
eje hipotálamo-hipofisiario-gonadal (HHG). A su vez, la hiperactividad 
del eje HHA modifica la arquitectura de circuitos neuronales 
conduciendo a alteraciones conductuales, cognoscitivas y reproductivas. 
Los resultados obtenidos hasta ahora apoyan la hipótesis propuesta, ya 
que los animales eclosionados en nidos artificiales presentan alteraciones 
en la citoarquitectura neuronal de regiones como el hipotálamo, la corteza 
dorsomedial y la amígdala. Además, sus hipófisis y glándulas adrenales 
presentan una mayor masa (datos que apoyan la sobre actividad del eje 
HHA). Por el contrario, se observó una disminución significativa en la 
masa de sus gónadas (t=0.0078*, p<0.05), así como una menor masa 
corporal (t= 0.0164,*p≤0.05). Finalmente, nuestros resultados muestran 
que las crías de nidos artificiales presentan un incremento en los niveles 
circulantes de corticosterona (t= 0.0216,*p≤0.05).
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al., 2009; Sönmez et al., 2011). Adicionalmente, la exposición 
prolongada a la intemperie provoca la desecación del mucus 
transparente que recubre los huevos, el cual tiene propiedades 
anti-patógenas (Phillot y Parmenter, 2012). Aunado, la 
arquitectura del nido artificial de los viveros dista mucho de la del 
nido natural, resultando en un incremento de la compactación 
de la arena que a su vez reduce la disponibilidad de oxígeno para 
los organismos en desarrollo (Baldwin et al., 1989; Chacón et 
al., 2007). 

Existe una gran cantidad de trabajos que documentan efectos 
negativos de la incubación en nidos artificiales sobre el éxito de 
eclosión (Eckert y Eckert, 1990; Marcovaldi y Laurent 1996; 
Rees et al., 2002; Özdemîr y Türkozan, 2006; McElroy, 2009), la 
salud (Booth et al., 2004), la proporción de sexos (Mrosovsky e 
Yntema, 1980; Morreale et al., 1982; Mrosovsky, 2008, Pintus et 
al., 2009), el fenotipo de las crías (Reece et al., 2002), el tiempo 
de incubación y la pérdida del grado de sincronización en la 
emergencia (Koch et al., 2006). En conjunto, estos trabajos han 
cuestionado el éxito de los actuales programas de conservación de 
tortugas marinas. 

Estudios en diversas especies animales, han mostrado que la 
exposición crónica al estrés prenatal afecta el éxito del nacimiento, 
así como la anatomía y ensamble de los circuitos neuronales en 
diversas regiones cerebrales (Mandyam et al., 2008; Mitra et 
al., 2005; Denver, 2009; Morales-Medina et al., 2009; Boyle, 
2013), lo que conduce a trastornos conductuales (Kim y Yoon, 
1998; Stewart et al., 2005) y a alteraciones del eje hipotalámico-
hipofisiario-gonadal (HHG). Por lo tanto no es de sorprender 
que la exposición a estresores físicos y/o psicológicos perturbe 
las capacidades sexuales y/o reproductivas (Denardo y Lighr, 
1993; Chrousos et al., 1998; Osadchuk et al., 2000; Mulder et 
al., 2002; Greenberg, 2002; Kapoor y Matthews, 2008), además 
de predisponer a una serie de patologías metabólicas (Greenberg 
y Wingfield, 1987).

Durante la exposición a estrés el sistema nervioso simpático 
y el eje hipotálamico-hipofisiario-adrenal (HHA) son activados, 
y varias hormonas son liberadas en grandes cantidades, 
incluyendo la hormona liberadora de corticotropina (CRH), 
adrenocorticotropina, glucocorticoides (corticosterona y cortisol) 
y catecolaminas (Donaldson, 1981; Pottinger y Carrick, 1999; 
Schreck et al., 2001; Bhatnagar et al., 2005). Los glucocorticoides 
proveen una retroalimentación negativa al eje, limitando así su 
activación. Adicionalmente, existen algunas estructuras cerebrales 
como el hipocampo y la amígdala capaces de modificar la 
activación del eje HHA. El hipocampo es una estructura cerebral 
relacionada con la memoria y el aprendizaje, pero además es clave 
en la acción retroinhibitoria de la actividad hipotalámica. Por su 
parte, la amígdala está implicada críticamente en la modulación 
del comportamiento, las emociones y su actividad favorece la 
liberación de CRH desde el hipotálamo (Beaulieu et al., 1989; 
Tannahill et al., 1991). 

De todo lo anterior, se podría deducir que el programa de 
expoliación, traslado e incubación controlada de huevos de 
tortuga marina genera una exposición crónica al estrés durante 
el período prenatal en los embriones/fetos, influenciando de 
manera negativa a corto y/o largo plazo, la historia de vida como 
individuo o especie de las tortugas marinas. Así la presente 

propuesta pretende monitorear parámetros neuroendocrinos 
relacionados con la exposición crónica al estrés impuesta por 
la incubación artificial, en crías de la especie de tortuga marina 
L. olivacea. Se propone medir los niveles de corticosterona en 
suero y estudiar la citoarquitectura de algunas regiones cerebrales 
como la corteza dorsomedial (estructura análoga al hipocampo 
de mamíferos), hipotálamo y amígdala, así como medir la masa 
de las glándulas hipófisis, adrenales y las gónadas. Lo anterior, 
con el fin de proporcionar información sobre el posible riesgo 
de supervivencia, el adecuado crecimiento y desarrollo de 
los organismos, así como aportar bases, de ser el caso, para el 
replanteamiento de las estrategias de protección para L. olivacea y 
otras especies de tortugas marinas.

Metodología

Grupos experimentales
Se trabajó con dos grupos experimentales de crías recién nacidas: 
1) Crías de nidos naturales (NN, n=6); 2) Crías de nidos 
artificiales (NA, n=6). Se realizaron tres réplicas (nidos) por 
grupo experimental, de tal manera que se trabajó con un total de 
18 animales por grupo.

Obtención de los organismos
Las crías de L. olivacea se obtuvieron a partir de tres nidos 
naturales y de tres nidos artificiales en las playas de Lázaro 
Cárdenas, Michoacán (Permiso SEMARNAT: CF05459-14-07-
13). Se seleccionaron aquellos nidos naturales cuya ovoposición 
ocurrió entre los días 8 de Septiembre, 22 y 24 de Octubre de 
2013. Una vez concluida la puesta de huevos, los nidos fueron 
resguardados con malla ciclónica durante los cuarenta y cinco 
días que dura el periodo de incubación. Se seleccionaron aquellos 
nidos artificiales cuya eclosión ocurrió un día antes del nacimiento 
programado de las crías de nidos naturales.

Obtención y procesamiento de sangre y órganos
Las crías fueron colectadas al momento de la eclosión, medidas, 
pesadas y sacrificadas por decapitación. Se colectaron 3 ml 
de sangre, los cuales fueron incubados durante 30 minutos 
a tempertura ambiente y posteriormente centrifugados para 
obtener el suero y cuantificar los niveles de corticosterona 
de acuerdo al método de inmunoabsorción ligado a enzimas 
(ELISA; 55-CORMS-E01, Alpco). Inmediatamente después de 
obtener la sangre, los cerebros de cada tortuga fueron disecados 
y fijados en la solución de impregnación del kit Golgi-Cox 
(PK401; FD Neurotechnologies, Inc). Después de la fijación, los 
cerebros fueron seccionados coronalmente en criostato (Hydrax 
C25 Zeiss) y procesados para la impregnación Golgi-Cox (para 
estudiar la citoarquitectura neuronal). Las neuronas impregnadas 
fueron reproducidas en cámara lúcida adaptada a un microscopio 
óptico. Después de obtener el cerebro, el resto del organismo fue 
preservado en paraformaldehído al 4% y posteriormente fueron 
disecadas y pesadas sus hipófisis, adrenales y gónadas. Los índices 
corporales fueron obtenidos a partir de los cocientes resultantes 
entre la masa del órgano y la masa corporal, multiplicados por 
1000 (Chen et al., 2013).
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Análisis de Datos
Los datos morfométricos obtenidos y de 
los ensayos por ELISA fueron analizados 
mediante la prueba de Shapiro-Wilk para 
verificar su normalidad y la homogeneidad 
de varianzas. Mediante una prueba T 
Student, con un nivel de significancia α de 
0.05 se estimaron las diferencias entre los 
grupos a comparar. El programa utilizado 
fue SigmaPlot ver.10.

Resultados preliminares

Análisis morfométricos. 

Masa y longitud corporal
Los resultados obtenidos muestran que las 
tortugas eclosionadas en NN presentaron 
mayor masa corporal que aquéllas 
eclosionadas de NA (t=0.0164,*p≤0.05) 
(Fig. 1A). La longitud corporal (tomada 
de cabeza a cola) fue mayor en los 
organismos nacidos de los NN, aunque 
no se presentaron diferencias significativas. 
De modo semejante, no se observaron 
diferencias significativas en la longitud y 
ancho del plastrón ni del caparazón (datos 
no mostrados). 

Índices corporales
Los análisis revelaron que los organismos 
eclosionados en NA presentan un 
mayor índice hipofisiariosomático que 
los organismos eclosionados en NN, 
siendo estas diferencias estadísticamente 
significativas (t=0.0034,*p≤0.05) (Fig 1B). 
El índice adrenalsomático presentó la misma 
tendencia anterior aunque las diferencias no 
fueron significativas (datos no mostrados). 
Por el contrario, el índice gonadalsomático 
mostró la tendencia opuesta: se observó 
una drástica disminución en los organismos 
nacidos de NA en comparación con los de 
NN (t=0.0078,*p≤0.05) (Fig. 1C). No se 
presentaron diferencias estadísticamente 
significativas en cuanto al índice 
cerebralsomático (datos no mostrados) 
entre las dos condiciones experimentales.

Niveles séricos de Corticosterona
Se aprecia un aumento estadísticamente 
significativo en los niveles de corticosterona 
en los organismos nacidos de NA respecto de 
los que nacieron de NN (t=0.0216,*p≤0.05) 
(Fig 1D).

Citoarquitectura neuronal
De manera cualitativa, hemos encontrado 
que la incubación artificial se asocia 

con árboles dendríticos hipotróficos en 
las neuronas del hipotálamo y corteza 
dorsomedial, como se puede observar en 
la fig. 2. En el caso de la amígdala se logra 
apreciar el acortamiento de sus dendritas, 
pero no del número de ellas (Fig. 2), aun 
cuando una cuantificación formal deberá 
ser llevada a cabo para corroborar nuestras 
observaciones.

Discusión
En la actualidad las poblaciones de las 
diferentes especies de tortugas marinas se 
encuentran reducidas. En los últimos años, 
el hombre ha diezmado drásticamente la 
capacidad de estas especies para mantener 
su viabilidad, por lo que la mayoría de sus 
poblaciones se encuentran en declinación, 
frecuentemente a niveles críticos (Abreu-
Groboi y Plotkin, 2008). México no está 
excluido de esta problemática, por lo 
que el gobierno ha establecido diversas 
acciones encaminadas a la protección, 
conservación e investigación de tortugas 
marinas para contrarrestar el deterioro de 
sus poblaciones. Una de las principales  
acciones es la creación de viveros a donde 
son reubicados e incubados la mayor 
cantidad de huevos recién ovopositados 
(Eckert 1999; Dutton 2005). Numerosos 
trabajos previos describen efectos 
negativos de dicha práctica sobre el éxito 
de eclosión, la salud, la proporción de los 
sexos y el aumento de malformaciones 
de los organismos que de ellos emergen 
(Glen et al. 2005; Adams et al. 2007). 
Sin embargo, hasta el momento no 
existen trabajos que expliquen la causa 
de dichos efectos. En este contexto, el 
presente trabajo pretende demostrar por 
vez primera que la incubación de crías 
de tortuga marina en NA genera una 
respuesta de activación del eje HHA muy 
semejante a la reportada en mamíferos 
ante estresores crónicos.

Los resultados obtenidos hasta el 
momento muestran que la incubación en 
NA produce crías con: 1) árboles dendríticos 
y somas hipotróficos en regiones como 
la corteza dorsomedial; 2) mayor índices 
hiposiariosomático y adrenalsomático; 3) 
menor índice gonadalsomático; 4) menor 
masa corporal; 5) mayores niveles séricos 
corticosterona.

El incremento en los índices 
hipofisiariosomático y adrenalsomático, así 
como la disminución del gonadalsomático 

Figura 1. La incubación articial en viveros modifica el desarrollo de la tortuga L. olivacea causada por 
la exposición crónica al estrés durante su desarrollo embrionario/fetal. Las gráficas muestran: A) 
masa corporal, n = 18 y 18 respectivamente, t= 0.0164,*p≤0.05; B) índice hipofisiariosomático, n = 18 y 18 
respectivamente, t= 0.0034,*p≤0.05; C) índice gonadalsomático, n= 20 y 28 respectivamente, t= 0.0078,*p≤0.05; 
D) concentración sérica de corticosterona, n= 11 y 11 respectivamente, t= 0.0216,*p≤0.05. Los resultados se 
muestran como promedios + error estándar de las muestras (ES) entre las crías nacidas de nidos naturales (NN) 
y de nidos artificiales (NA).
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en las crías de NA, sugieren alteraciones en la citoarquitectura de 
las glándulas y gónadas (Ulrich-Lai et al., 2006). En conjunto, 
una menor masa corporal y mayores índices hipofisariosomático 
y adrenalsomático en estos organismos apuntan a sobreactivación 
del HHA, confirmada por los mayores niveles séricos de 
corticosterona (33.53 ng/mL). Es interesante notar que los niveles 
de corticosterona que reportamos para los organismos de NN 
(27.72 ng/mL) (Figura 1D) concuerdan con aquéllos reportados 
en: 1) juveniles de Lepidochelys kempii, quienes muestran niveles 
de 25 ng/mL durante una hora de manejo agudo por retención 
(Gregory y Schmid, 2001), y 2) organismos inmaduros de 
Chelonia mydas, quienes presentan niveles de 20 ng/mL durante 3 
y hasta 9 horas de retención (Jessop y Hemann, 2005). Estos datos 
adquieren relevancia si consideramos que la eclosión es un evento 
que requiere activación controlada del eje HHA que permita a 
los organismos salir del nido y llegar al mar, por lo que puede ser 
considerado como un estresor agudo. Así, los todavía más altos 
niveles que encontramos en L. olivacea eclosionadas de NA parecen 

validar nuestra idea de una función exacerbada del eje HHA. 
Cualitativamente, las neuronas de la corteza dorsomedial e 

hipotálamo se observaron hipotrofiadas, mostrando cambios 
en la longitud y número de sus ramificaciones dendríticas. En 
mamíferos, abundante literatura muestra que la exposición 
prolongada (crónica) al estrés es capaz de alterar significativamente 
la expresión genética de los factores que intervienen en el 
desarrollo de las neuronas de estructuras como el hipocampo 
y la amígdala (Wood et al., 2004; Mitra et al., 2005; Morales-
Medina et al., 2009; Vyas et al.,2002; Boyle, 2013), provocando 
alteraciones en el número y el patrón de sinapsis recibidas por 
la neurona. Consecuentemente, el resultado de defectos en el 
crecimiento neuronal es acompañado de severos desórdenes, 
tales como retraso mental (McA llister, 2000) y alteraciones 
conductuales, cognoscitivas (Koshibu y Levitt, 2007) y en 
las respuestas de estrés ante situaciones de peligro. Además, 
alteraciones an algunos núcleos cerebrales hipotalámicos pueden 
retardar y/o inhibir la reproducción en estadios adultos (Denardo 

Figura 2. La incubación en nidos artificiales modifica la citoarquitectura neuronal en regiones cerebrales involucradas en la modulación del eje HHA causada por 
la exposición crónica al estrés durante su desarrollo embrionario/fetal. A) Reproducciones representativas de neuronas de la corteza dorsomedial (área homóloga al 
hipocampo de mamíferos), B) del Hipotálamo y C) de la Amígdala de crías recién nacidas de L. olivacea. NN (Crías nacidas de nidos naturales), NA (Crías nacidas de nidos 
artificiales). CDM (corteza dorsomedial).

A

B

C
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y Lighr, 1993; Rodríguez et al., 2007; Kapoor y Matthews, 2008; 
Chen et al., 2013). 

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que la 
incubación artificial podría tener un impacto negativo sobre las 
tortugas marinas al momento de su nacimiento que incluso podría 
incidir a largo plazo alterando su historia de vida como individuos 
o especie. Se deberán seguir realizando estudios longitudinales 
para corroborar los efectos a nivel poblacional y con ello conducir 
a un análisis y replanteamiento de las estrategias y políticas de 
conservación a las instancias competentes, a fin de encaminar 
esfuerzos de prevención sobre los efectos de la exposición crónica 
al estrés de los embriones/fetos de tortugas marinas. 
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