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Efecto de la Temperatura de
Incubacion sobre la Actividad
Esteroidogénica en Crocodylus acutus
y C. moreletii
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Crocodylus acutus and Crocodylus moreletii.
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RESUMEN

En este trabajo se estudié el efecto de la temperatura de incubacion sobre la sintesis hormonas esteroides
sexuales (HES) en suero sanguineo de cocodrilos recién nacidos (Crocodylus acutus y C. moreletii).

Los mecanismos fisiolégicos a través de los cuales opera la determinacién del sexo por efecto de la
temperatura, son pricticamente desconocidos. Una hipdtesis propuesta, se refiere a que la biosintesis
de estrégenos, modulada por la temperatura, regula a su vez la diferenciacién de la génada. Para
contribuir a conocer los mecanismos antes mencionados, se determiné la actividad esteroidogénica
en el complejo urogenital (génada-mesonefros-adrenal), por medio de la técnica histoquimica A 5-3
B hidroesteroide deshidrogenasa.

Se encontré una reaccidn fuertemente positiva en la glindula adrenal y muy débil en el mesonefros,
pero fue negativa en la génada. De manera que en estas especies de cocodrilos, la regulacién metabdlica
de Hormonas Esteroides Sexuales (HES) parece llevarse a cabo en la glindula adrenal. La determinacion
y cuantificaciéon de HES se hizo por medio de Radio Inmuno Anilisis (RIA). Se encontré que la
temperatura regula la actividad metabdlica de estas hormonas, teniendo los niveles mis altos a 34 °C, y
siendo el estradiol y la testosterona mds activas en machos; ademas, se presentaron diferencias
significativas en el metabolismo de HES entre C. acutus y C. moreletii,
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ABSTRACT

Incubation temperature effect on the synthesis of sexual steroid hormones (SEH) in blood serum of
new born crocodiles (Crocodylus acutus and C. moreletii) was studied.

Physiological mechanisms operating on sex determination by mean of incubating temperature are
practically unknown. A proposed hypothesis suggest that estrogen biosynthesis, modulated by
temperature, regulates at the same time the gonadal differentiation. In order to know the mechanisms
above cited, stereidogenic activity in the urogenital complex (gonad-mesonefros-adrenal) was determined,
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by mean of the histochemistry A 5-3 {8 hidroesteroid deshidrogenase method. It was
found that there were a strong positive reaction in the adrenal gland, very weak in the
mesonefros and negative in the gonad, concluding that at least in Crocodylus acutus and
C. moreletii, metabolic regulation of Sexual Steroid Hormones seem to take place in

adrenal gland.

Determination and cuantification of SEH were obtained by mean of Radio Inmuno
Analysis (RIA). Results show that temperature regulate the metabolic activity of these
hormones, determining the higher activity at 34°C, been estradiol and testosterone the
more active hormones in males; there were significative differences in metabolism of

SEH between C. acutus and C. moreletii.

Key word: Sexdetermination, steroidogenesis, crocodiles, RIA.

Antecedentes

En reptiles se han identificado dos mecanismos de
determinacién del sexo: los genotipicos (DSG)y los
ambientales (DSA). Los primeros, son aquellos en
donde el sexo de los descendientes es determinado en
la fertilizacion y no esta influenciado por el ambiente
externo. Los ambientales, son aquellos en los que
la determinacién del sexo es dependiente de la
temperatura (DST), los que influencian la diferen-
ciacién gonadal en el primer tercio de la incubacion.
La DST se ha observado en lagartijas (Sauria), tor-
tugas (Chelonia) y cocodrilos (Crocodylia).

En 1980, Bull publica la primera revision de
determinacién del sexo en reptiles, y distingue
especies con determinacién del sexo genotipica
(DSG), de especies con determinacion del sexo
dependiente de la temperatura (DST) y recientemente
se ha puesto mds atencién en los Crocodylia y
Chelonia.

Actualmente, de las mas de 6550 especies vivientes
de reptiles, arriba de 1000 han sido
cariotipificadas. Menos del 27% de ellas muestran
DSG en la forma de cromosomas sexuales
heteromérficos. Sélo 94 especies han sido examina-
das para la presencia o ausencia de DSA, de éstas,
72 han presentado DSA (Janzen y Paukstis, 1991).

Los estudios que se han realizado para investigar la
DST en el laboratorio, se pueden dividir en tres
tipos: (1) temperatura constante, (2) temperatu-
ra fluctuante y (3) experimentos de cambio de
temperatura. La mayoria han sido efectuados
con temperatura constante, aunque los que si-
mulan mejor el medio ambiente son los de
fluctuaciones de temperaturas. Sin embargo, en
este tltimo caso la interpretacion es dificil, debi-
do a la cantidad de variables que manejan.

Los estudios de cambio de temperatura han sido
disenados especificamente para averiguar el periodo

critico de la determinacion sexual de las génadas en
especies con DST, ademas de inferir sobre los meca-
nismos que controlan el proceso de diferenciacion
sexual (Paukstis y Janzen, 1990).

Las bases moleculares y fisiol6gicas de la deter-
minacidn del sexo dependiente de la temperatura
DSTson todavia desconocidas, sin embargo, se
han propuesto varias hipotesis.

Raynaud y Pieau (1985), presentaron la primera
hipdtesis que implica a la temperatura de
incubacion como agente causal de la determinacion
del sexo, particularmente, de la diferenciacion sexual
gonadal en la tortuga Emys orbicularis. Basandose
en las proposiciones de Engel et al, (1981) y
Zaborski et al., (1979) considerando la participacion
del antigeno H-Y, y de las hormonas esteroides
sexuales (HES), en el proceso de la diferenciacion
sexual gonadal (Pieau, 1982), sugirieron que la tempera-
tura de incubacién podria modificar la biosintesis
de las enzimas involucradas en la esteroidogénesis
de HES, asi como del antigeno H-Y. El primordio
gonadal, se diferenciard en ovario, si la concentracion
de estrogenos es relativamente mayor durante su
periodo termosensible, mientras que, siel primordio
gonadal es H-Y, se diferenciaré en testiculo, cuando
la concentracién de estrogenos sea baja o nula enel
mismo periodo. La hipétesis de estos investigadores
se fortalecié a partir de los resultados experimentales
de la expresion del antigeno H-Y después de un
tratamiento hormonal o de ovariectomia en anfibios
y aves. Para comprobar esta hip6tesis Raynaud y
Pieau (1989) sugirieron que era necesario llevar a
cabo estudios de esteroidogénesis en la génada
(actividad enzimdtica y biosintesis, de la expresion
del antigeno H-Y), asi como de biosintesis de proteinas,
durante los estadios primarios del desarrollo, prin-
cipalmente antes del inicio del periodo termosensible
gonadal en embriones (DST), provenientes de huevos
incubados a diferentes temperaturas.
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Otra hipdtesis es la propuesta por Crews et al.,
(1989), quienes sugieren que, en los reptiles sexo-
termodependientes, la determinacién del sexo se
lleva a cabo por la accidn de una HES, regulada
por la temperatura de incubacidn.

Esta variable fisica al activar diferencialmente
enzimas labiles a la temperatura, favoreceria la
obtencién de precursores de HES del vitelo, o
alternativamente, de la génada y/o adrenales
embrionarias. Asimismo, regularia la biosintesis de
estrogenos y éstos al antagonizar la accién de la(s)
hormona(s) masculinizante(s), favorecerian la
diferenciacion del ovario al estimular la proliferacion
de la region cortical de la gonada en diferenciacion.

La tercera hipotesis fue propuesta por Merchant-Larios
y Villalpando-Fierro (1990), en la que explican el
efecto de la temperatura de incubacién en la deter-
minacion del sexo (DST) de una especie de tortuga
{Lepidochelys olivacea). Basados en los resultados
obtenidos en una serie de experimentos como
fueron: cultivo in vitro de génadas embrionarias en
diferentes estadios del desarrollo, provenientes
de huevos incubados bajo el efecto de la tempera-
tura masculinizante o feminizante, asi como el
intercambio de la temperatura masculinizante
a la feminizante y viceversa, de huevos en diferentes
etapas del desarrollo embrionario, indicaron que hay
prominente inervacién en la fase primaria de la
diferenciacion sexual gonadal. Los resultados los
llevaron a proponer un efecto indirecto de la
temperatura sobre la diferenciacion sexual de la
gbénada, es decir, que el sistema nervioso central
actuaria como sensor de la temperatura, la cual
regularia la secrecién de neurohormonags). Dichos
“factores” neurohormonales, serian las moléculas
morfogenéticas responsables tanto de la determi-
nacion embrioldgica como del mantenimiento de la
diferenciacién sexual gonadal femenina. Para que
se lleve a cabo la diferenciacion, estos investigadores
proponen que las neurohormonas, al actuar sobre
el primordio gonadal femenino, inducirian la
biosintesis de HES (estrégenos), dando como
resultado la diferenciacion de los ovarios.

Janzen y Paukstis (1991), hacen una combinacion
de estas hipdtesis, mencionando que mas de un
componente se encuentra actuando sobre los
procesos de determinacion del sexo gonadal.

Entre los cocodrilos, la ausencia de cromosomas
sexuales heteromdrficos, implicaria que todos los
cocodrilos vivientes exhibieran DST. Sin embargo,

los patrones de DST en los pocos representantes
estudiados difieren sustancialmente y esta diver-
sidad proporciona argumentos para estudiar a otras
especies. Aguilar (1994), realizé un estudio, encon-
trando que la determinacion del sexo por el efecto
de la temperatura de incubacién también se pre-
senta en Crocodylus acutus y C. moreletii, 1o cual
llevo a la pregunta sobre que mecanismos ac-
tuarian en la determinacién sexual en esas especies,
que permitiesen comprender este fendémeno en el
grupo.

Por lo anterior, se propuso la realizacion de ésta
investigacion, cuyo objetivo fue establecer, si las
hormonas esteroides sexuales, constituyen un factor
determinante del sexo en C. acutus y C. moreletii.

Meétodos
HISTOQUiMICA E INMUNOHISTOQUiMICA

La actividad esteroidogénica se registré en 24
ovarios y 10 testiculos de los embriones incubados
a las temperaturas de 30, 32 y 34°C, en ambas
especies. Se extrajo la gonada derecha a la cual se
le realizé la técnica histoquimica para la deteccion
de la actividad de A5-3p hidroxiesteroide-
deshidrogenasa (A5-3p BHSD). Congelando la
gonada a -70° C en hexano, se realizaron cortes por
congelacion a 8 um. El medio de incubacidn se
preparé con 20 mg de Nitro Blue Tetrazolium,
(NBT, grado III de Sigma), en 20 ml de amortiguador
Tris HC10.2 M, pH 7.6. Por separado se disolvieron
40 mg de NAD (Nicotinamide Adenine Dinucleotido)
también en 20 ml del amortiguador Tris HCIL. Se
mezclaron ambas soluciones y se separaron 20 ml
para utilizarlos como control. El medio experimental
se prepard agregando a los 20 ml restantes de la
mezcla arriba descrita, 2 mg de la hormona
esteroide (dehidroepiandrosterona), previamente
disuelta en 0.5 ml de dimetilamina. Se incubaron a
37°C por una hora, lavdndose y fijindose en
formalina neutra al 10%, a temperatura ambiente;
para definir mejor con esta reaccién la estructura
de la gonada, se utilizé ademds, la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de laminina;
los cortes anteriores se lavaron, realizandose dos
bloqueos de la peroxidasa enddgena, el primero con
metanol y agua oxigenada y el segundo con albimina
disuelta en PBS. Después se incubaron con el
anticuerpo primario (laminina) por dos horas,
nuevamente se lavaron incubiandose después con
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el anticuerpo secundario IgG biotinilado, en albliimina,
por una hora; se lavé y se incub6é nuevamente con
el anticuerpo conjugado AB en alblimina, se
revelaron con diaminobenzidina, lavandose y
montdndose finalmente en glicerol.

RADIOINMUNOANALISIS

Para cuantificar las hormonas esteroides en el suero
sanguineo, se obtuvo la sangre del cuello después
de la decapitacion. La sangre se colect6 en tubos
sin anticoagulante, dejidndose en refrigeracion
(2-4°C) hasta la formacion del codgulo y poste-
riormente se centrifugd a 900 xg/10 min. El volumen
de suero en C. acutus fué de 1.2-1.3 ml y en C.
moreletii de 0.5-1.0 ml, y se guardé a -4°C, hasta el
momento de la medicién de las hormonas.

En este trabajo se cuantificaron nueve hormonas
esteroidogénicas, por el método de radio-
inmunoandlisis en una misma muestra bioldgica. En
tubos conicos de 50 ml con tapén esmerilado, se
agregaron aproximadamente 1000 cpm de cada uno
de los esteroides por cuantificar; al mismo tiempo
se colocaron alicuotas iguales en viales de conteo.
Estos esteroides radiactivos sirveron como referencia
para cuantificar las pérdidas durante todo el proceso.
Posteriormente se anadieron las alicuotas del suero
de los cocodrilos. Se realizé el proceso de extraccion,
adicionando 10 ml de tolueno y se agitaron en un
mezclador de vibracion; se congeld la fase acuosa
en un bano de hielo seco-acetona y la fase orgénica,
que contenia a los esteroides “libres”, fue separada
y evaporada a sequedad. A la fase acuosa se le agregd
20% de NaCl, se ajust6 a pH 1 con dcido clorhidrico
y se realiz una segunda extraccion con 10 ml de
acetato de etilo. La segunda fase acuosa se desecho
y la fase orgdnica se incub6 a 37 °C durante 12 hrs,
al término de las cuales se evapord a sequedad. En
la purificacion, los residuos se transfirieron a
cromatoplacas de silica-gel previamente desarrolla-
das en solucion metandlica de EDTA 3mM y en éter
etilico 100%. En zonas paralelas se aplicé un
microgramo (mg) de cada uno de los esteroides por
determinar, que sirvieron como punto de referencia.
Las cromatoplacas se desarrollaron inicialmente en
benceno 100%; una vez secas, se pasaron a un
sistema de benceno: acetato de etilo 1/8:2; final-
mente y como en los casos anteriores, el frente del
solvente se llevd hasta el borde superior de la
cromatoplaca en el sistema saturado de
benceno:metanol 1/95:5.

Posteriormente, los esteroides de referencia se
revelaron con reactivos de Oértel (4cido
sulfirico:etanol 1/2:1). Se marcaron las zonas corres-
pondientes a cada uno de los esteroides: 1.3 cm hacia
arriba y hacia abajo de su referencia. De cada una
de estas dreas se desprendi6 la silica-gel y se colectd
en pipetas Pasteur empacadas con fibra de vidrio.
Los esteroides se eluyeron con una solucién de éter
etilico: metanol 1/9:5. Después de la elusion se toma-
ron alicuotas para el andlisis y la recuperacion.

Para el andlisis se construyo la curva tipo de cada
esteroide, que se prepar6 agregando por duplicado
alicuotas de una solucidn de concentracion conocida
con 0.25, 0.50, 1.0. 2.0, 4.0 y 250 nanogramos (ng),
ademas de cuatro tubos de 0.0 ng. Tanto las alicuotas
de las curvas tipo como las correspondientes a la
muestra se evaporaron a sequedad en un horno a
40°Cy al vacio. Se prepararon soluciones de anticuerpo
en concentracién de 1:1000 en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.2M a pH 7.0, conte-
niendo azida de sodio y gelatina, ambas al 1%; a
estas soluciones se les agrego el esteroide radiactivo
correspondiente, en cantidad suficiente para tener
5000 cpm en cada 500 ml de la solucion.

A cada uno de los tubos de las curvas tipo y de la
muestra se les agregaron 500 ml de la solucién de
anticuerpo y radiactividad respectiva; posteriormente
los tubos se agitaron e incubaron a 4°C durante 36 hrs,
al término de las cuales se agregaron 200 ml de una
suspension de carbén activado-dextran (0.25%-0.25%
en la misma solucién amortiguadora) agitdndolas y
posteriormente se centrifugaron a 1,500 g durante
15 minutos y a 4°C. El sobrenadante se decanté a
viales de conteo, los que fueron adicionados con
solucién de centelleo (10 ml) y agitados, determindn-
dose la cantidad de radiactividad presente en ellos.
Se procedi6 en forma similar con las alicuotas de
recuperacion, a las cuales, previa evaporacion del
solvente, se les agregaron 5 ml de la solucién de
centelleo.

Después de calcular los porcentajes de unidn de los
puntos de las curvas tipo, se expresaron graficamente
en logaritmos, teniendo en las ordenadas dichos
porcentajes y en las abscisas la dosis; se interpolaron
los porcentajes obtenidos para las muestras y poste-
riormente se corrigieron con la recuperacion de cada
una de ellas, conociéndose asi la masa total inicial.

Después de realizar el andlisis, se determiné que
los pardmetros del control de calidad fueron acep-
tables, ya que con los sistemas de cromatografia
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empleados se obtuvo una clevada especificidad; la
sensibilidad, considerada como dosis minima
detectable fue de 5 pg/ml; los blancos fueron de 0.0 ng;
en cuanto a precision, en las diferentes dosis de la
curva tipo se obtuvieron coeficientes de variacion
menores de 5%. La exactitud al tomarse como la
recuperacion de una cantidad conocida de masa fue
superior al 70%.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el andlisis de los resultados obtenidos en Ja
cuantificacion de hormonas esteroides en sueros por
RIA, se realiz6 un andlisis de varianza (ANAVAS),
que permitié la comparacion de productos finales
(testosterona y estradiol), en relacion a la temperatura
de incubacién y con respecto al sexo, en las especies
estudiadas, utilizando el paquete estadistico de SPSS.

Resultados

La actividad enzimatica de la A 5-3p hidroxiesteroide
deshidrogenasa fue determinada por un precipita-
do denso, que es el diformazén.

En la regién urogenital de organismos
posteclosionados, ésta actividad se observé tinica-
mente en la glindula adrenal (Fig. 1).

Con el empleo de la técnica inmunohistoquimica
para laminina, se pudo observar mejor la estructura
del testiculo (Fig. 1a), en donde se evidencia la
laminina, delimitando los cordones seminiferos. La
actividad positiva de la enzima A 3 § HSD, en los 10
complejos urogenitales de machos examinados, fue
en la glandula adrenal.

Las hembras producidas a diferentes temperaturas,
no presentaron variaciéon en cuanto a la actividad
de la A 5-3 B HSD, siendo s6lo positiva para la glandula
adrenal, observiandose la presencia de la laminina
delimitando la zona cortical de la medular y
rodeando las regiones medulares (Fig. 1b).

No se encontrd actividad significativas de la enzima
A 5-3 § HSD, tanto en testiculos, como en ovarios.

La cuantificacion sérica de hormonas esteroides
sexuales (HES), en organismos posteclosionados de
las dos especies estudiadas, se determinaron por
medio de RIA y presentindose como concen-
traciones en pg/ml.

En C. acutus, las concentraciones séricas de HES se
muestran en la figura 2, encontrdndose diferencias

significativas, entre los incubados a las temperaturas
de 30y 34°C, para testosterona [F(2,25)=92.99,p<0.05]
y estradiol, [F(2,25)=315.95, p <0.05], observandose
un incremento a la temperatura mds alta (34°C).

Para C. moreletii, los niveles de HES, presentados
en la figura 3, muestran diferencias significativas, a las
tres temperaturas 30, 32 y 34° C, para pregnenolona
[F(2,25)=315.95, p<0.05}, androsterona {1(2,25)=7.41,
p<0.05], testosterona [F(2,25)=136.84, p<0.05] y
estradiol [F(2,25)=468.80, p<0.05], existiendo un
incremento a mayor temperatura en la mayoria de
las hormonas.

Se observaron diferencias entre las especies, en los
niveles de pregnenolona, androsterona, dehidro-
epiandrosterona, con diferencias muy significaticas
en estradiol [F(5,60)=49.96, p<0.001] y en
testosterona [F(5,60)=20.81, p<0.001].

En C. moreletii, a 30, 32 y 34°C, se puede ver el efecto
de la temperatura de incubacion, para estradiol y
testosterona, en la figura 4.

Comparando los productos finales estradiol y
testos-terona, en ambas especies, a diferentes tem-
peraturas, tenemos que, existen diferencias
significativas entre hembras y machos, para el
estradiol [F(4,48)=555.18, p<0.05] y testosterona
[F(4,48)=115.26, p<0.05], como se muestra en
la figura 5, encontréndose los niveles mas altos para
los machos.

Discusion

Es importante poder conocer la actividad
esteroidogénica de las génadas, en relacién con una
de las hipétesis sobre los mecanismos de DST, que
establece cuales son los efectos de las hormonas
esteroides en la diferenciacion gonadal (Gutzke,
1987; Crews and Bull, 1987; Crews et al., 1988). En
experimentos de cambio de una temperatura a otra,
en anfibios y reptiles, se sugiere un efecto-dosis de
la temperatura, con la produccién de una sustancia
(o sustancias) ya sea feminizantes o masculinizantes
por arriba, o por abajo, de cierto umbral, en el que
las hormonas esteroides podrian ser esas sustancias.
De manera que el sexo gonadal podria determinarse
por los niveles de andrégenos o estrégenos en la
génada (Bogart, 1987). Estos niveles, a su vez,
estarian regulados por el complejo enzimatico que
convierte la testosterona en estrogenos. Existen ademads
otros estudios que proveen datos para apoyar €sta
hipétesis, como la aplicacion de estrdgenos
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Figura 1. Micrografia de luz, en la que se observa la reaccién A 5-3 § Hidroxiesteroide deshidrogenasa
(5-3 B HSD) en complejos urogenitales. A. En machos, con reaccién positiva en la glandula adrenal (GA), el
Testiculo (T) sin reaccién X 20. B. En hembras, reaccién positiva en la (GA) y sin reaccién en el ovario (OV) X 16. |
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exdgenos (y en algunos casos andrégenos), causando
una feminizacion parcial o completa en muchas especies
con DST, cuando son administrados en el periédo
sensible de la diferenciacién gonadal (Gutzke and
Bull, 1986; Bull, Gutzke and Crews, 1988; Crews
and Bull, 1987; Crews et al., 1989; Picau et al., 1989).

Para evidenciar la capacidad de las gonadas y Grganos
adyacentes (mesonefros y adrenales) para
biosintetizar hormonas esteroides sexuales (HES),
después de su diferenciacién, en forma indirecta se
han utilizado las técnicas histoquimicas.

Una de las enzimas que mas se han estudiado es la
A5-3f hidroxiesteroide deshidrogenasa (A5-3p HSD).
La actividad de ésta enzima se determina atraves
de un proceso de oxido-reduccion, el cual es depen-
diente del Nicotinamide Adenine Dinucleétido
(NAD) en su forma oxidada. El resultado de ésta
reaccion es un precipitado morado insoluble llamado
“formazan”, cuyo deposito nos permite localizar el
tejido esteroidogénico. Esta técnica proporciona infor-
macién de tipo cualitativo, de tal manera que, la
reaccion enzimdtica puede ser clasificada como positiva
si hay deteccion del precipitado y permite identificar
in situ el tejido que lo presente.

En el caso particular de reptiles con determinacion
del sexo dependiente de la temperatura, la actividad
enzimdtica de la A5-3p HSD, ha sido determinada
en embriones de Emys orbicularis, en los que muchos
andrégenos se encontraron a més altas concentracio-
nes en testiculo, que en ovario y con intensa actividad
de la AS-3p HSD (Picau, ef al., 1982). Joss (1989),
hizo una observacion similar para A. mississippiensis;
en este estudio los resultades no denotan actividad
esteroidogénica en la génada, en contraste con lo
registrado por Joss, sin embargo, esta actividad es
muy positiva en la glandula adrenal, de igual forma
a lo citado por Merchant-Larios ef al., (1989), para
Lepidochelys olivacea. Las evidencias mencionadas
sugieren que: la diferenciacion sexual gonadal se da,
al regularse el metabolismo de andrégenos y/o
estrogénos en E. orbicularis y en el caso del A.
mississippiensis , aunque sc senala la reaccion posi-
tiva de la AS5-38 HSD en goénada, no se presenta
evidencia morfolégica de la reaccion; para C. acufus
y C. moreletii, aqui estudiadas, asi como para L.
olivacea, la regulacién metabdlica de HES, parece
darse mediante la glandula adrenal.

En relacion con la cuantificacion de los niveles de
hormonas esteroides sexuales en suero de los
cocodrilos, resulta dificil hacer una comparacion,

ya que no existen trabajos hasta ahora en otras espe-
cies de cocodrilos. Nuestros resultados coinciden con
los obtenidos por Pieau er al., (1982) en Emys
orbicularis: las concentraciones de testosterona en
machos son mas altas, con respecto a las hembras.
Sin embargo, para L. olivacea, en el momento de la
eclosion, no hay diferencias en relacion a los niveles
de estrégenos y andrégenos en suero (Salame, 1992),
por lo tanto, los resultados aqui presentados
coinciden con lo planteado por Bogart (1987),
quien registrd bajos niveles de estrégenos enddgenos
en hembras y altos niveles en machos.

En L. olivacea la diferenciacion del ovario ocurre
antes que la del testiculo, (Merchant-Larios et al.,
1989), pero en estos organismos la diferenciacion
de hembras es a temperaturas altas, lo que sugiere
que el metabolismo de HES se incrementa en funcién
de la temperatura y no en relacion con la diferencia-
cion del sexo. En C. moreletii 1a diferenciacion de
machos (que es donde se obtuvieron los niveles mas
altos de estradiol y testosterona) se encontré que
es a temperaturas altas (34° C), por lo que las
diferencias en los niveles de HES, podrian ser
interpretadas en términos de un metabolismo
diferencial de HES, en funcién del sexo y la
temperatura de incubacion.

A manera de conclusion, se puede decir que, en las
dos especies de cocodrilo estudiadas, la actividad
esteroidogénica del complejo urogenital, fue
detectado solamente en la glandula adrenal, per lo
que pareceria que la génada no esta interviniendo
directamente en el metabolismo de las hormonas
esteroides sexuales. Sin embargo, no hay que
excluir la posibilidad de que la génada posea
aromatasas, para la transformacion de los
androgenos en estrogenos.

Los niveles séricos de las hormonas esteroides
sexuales (HES), mostraron diferencias cualitativas,
entre hembras y machos. Sin embargo, se observd
que la temperatura regula los niveles de
androsterona, testosterona y estradiol. Asimismo,
existen diferencias en los niveles de algunas HES,
entre las dos especies estudiadas.
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