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RESUMEN 
 

 

A pesar de que la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) es la tortuga marina más abundante en 

el mundo, todavía es considerada como una especie en peligro de extinción (según la legislación 

mexicana) y en estado vulnerable (según la Lista Roja de la IUCN). Reportes en la literatura 

señalan que en algunos sitios del noroeste del Pacífico mexicano, poblaciones de tortuga golfina 

presentan una incidencia de malformaciones congénitas del 2%, un valor considerado alto en 

comparación con otras tortugas marinas. Entre las malformaciones más comunes se encuentran el 

síndrome schistosomus reflexus (SR) y anomalías craneofaciales. Algunos contaminantes 

ubicuos, como el mercurio y los plaguicidas organoclorados, pueden estar asociados a 

malformaciones congénitas, siendo una posible vía de exposición la transferencia materna hacia 

los huevos y un posible mecanismo las alteraciones en la metilación del ADN durante el 

desarrollo. Por tanto, el objetivo principal de este estudio fue investigar la relación entre la 

presencia y concentración de contaminantes (plaguicidas organoclorados y mercurio) y la 

metilación del ADN (global y locus-específica) en embriones de tortuga golfina con 

malformaciones congénitas de la playa de anidación El Verde Camacho, Sinaloa. Los resultados 

sugieren que fenotipos aberrantes de tortugas marinas podrían estar (al menos en parte) 

relacionados con la presencia de plaguicidas organoclorados y mercurio, que el síndrome SR 

podría estar asociado con niveles elevados de mercurio y metilación del ADN, y que cambios 

sutiles en la metilación del ADN en los promotores de genes de desarrollo temprano podrían estar 

relacionados con fenotipos aberrantes en tortugas silvestres. 

 

Palabras clave: Plaguicidas organoclorados, Mercurio, Desarrollo embrionario, Metilación del 

ADN, Pax6, Hoxb9, Tortuga golfina 
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ABSTRACT 

 

 

Although the olive ridley sea turtle (Lepidochelys olivacea) is the most abundant sea turtle in the 

world, it is still considered an endangered species according to Mexican legislation, and as 

vulnerable according to the IUCN Red List. In the northwestern Mexican Pacific, the olive ridley 

shows an incidence of congenital malformations of 2%, a value considered high compared to 

other sea turtles species. Among the most common malformations are schistosomus reflexus (SR) 

syndrome and craniofacial anomalies. Ubiquitous contaminants, such as mercury and 

organochlorine pesticides, may be related to the presence of congenital malformations; maternal 

transfer to the eggs could be a possible route of exposure, and changes in DNA methylation a 

possible mechanism for abnormal development. Therefore, the aim of this study was to 

investigate the relationship between the presence and concentration of pollutants (organochlorine 

pesticides and mercury) and DNA methylation (global and locus-specific) in olive ridley sea 

turtle embryos with congenital malformations at El Verde Camacho nesting beach, Sinaloa. The 

results suggest that aberrant sea turtle phenotypes could be (at least in part) related to the 

presence of organochlorine pesticides and mercury; that the SR syndrome could be associated 

with high levels of mercury and DNA methylation, and that subtle changes in DNA methylation 

in promoters of early development genes could be related to aberrant phenotypes in wild turtles. 

 

Keywords: Organochlorine pesticides, Mercury, Embryonic development, DNA methylation, 

Pax6, Hoxb9, Olive ridley sea turtle 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

La teratología es el estudio del desarrollo anormal y malformaciones congénitas, una 

malformación congénita son todos aquellos defectos estructurales que están presentes al 

momento del nacimiento e implican la existencia de una alteración intrínseca del tejido afectado 

(Smith, 1975; Micoló et al., 2000). Las causas de las malformaciones congénitas se pueden 

dividir en tres categorías: genéticas (25%), ambientales (10%) y desconocidas (65%) (Beckman 

& Brent, 1984). Actualmente, se considera que la teratogénesis puede tener un origen 

multifactorial, al interactuar tanto agentes genéticos como ambientales y la complicada 

interrelación entre éstos (Rojas-Lleonart et al., 2015). 

El desarrollo embrionario en tortugas marinas depende ampliamente de las condiciones 

ambientales (e.g. temperatura, humedad, intercambio de oxígeno, nutrientes, presencia o ausencia 

de xenobióticos); debido a su condición ovípara, éstas ejercen una gran influencia durante la 

incubación de los huevos (Spotila, 2004). Las etapas más críticas del desarrollo se presentan 

durante el desarrollo temprano, cuando se están diferenciando órganos y tejidos (estadios de 

neurulación y organogénesis) (Needham et al., 2008; Moore et al., 2013). Durante estas etapas, 

varias hormonas, enzimas, neurotransmisores y citoquinas juegan un papel clave en el desarrollo 

funcional de los respectivos sistemas fisiológicos; varios factores ambientales pudieran afectar 

directa o indirectamente los distintos procesos de desarrollo, proliferación y migración celular, 

desarrollo de neuritas, mielinización, sinaptogénesis o apoptosis (Ujházy et al., 2012). 

La tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) aunque es considerada la tortuga marina más 

abundante en el mundo está catalogada como una especie “Vulnerable” en la Lista Roja de 

especies amenazadas de la Unión Internacional por la Conservación de la Naturaleza (Abreu-

Grobois & Plotkin, 2008). En el noroeste del Pacífico mexicano, se ha reportado una incidencia 

de malformaciones congénitas del 2% (Bárcenas-Ibarra & Maldonado-Gasca, 2009; Bárcenas-

Ibarra et al., 2015) para esta especie y este índice es considerado alto en comparación con 

especies de tortugas marinas de otras cuencas oceánicas (Bárcenas-Ibarra et al., 2015). 

La presencia de contaminantes químicos pueden afectar la salud, la supervivencia o la 

reproducción de las tortugas marinas (Hamann et al., 2010). Algunos de estos contaminantes son 

ubicuos y persistentes, por lo que se conocen como contaminantes orgánicos persistentes (COPs) 
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y presentan propiedades de biomagnificación y bioacumulación en la cadena trófica (Bernes & 

Naylor, 1998). Las concentraciones de COPs que se encuentran en los huevos representan la 

contaminación presente en las zonas de alimentación materna (Alava et al., 2011), esto debido a 

que los compuestos son transferidos al huevo durante la producción de la yema que se produce 

meses antes de que las hembras migran a las playas de anidación, frecuentemente alejadas de sus 

zonas de alimentación. 

A partir de bioensayos en organismos modelo se ha identificado que algunos plaguicidas 

organoclorados y el mercurio (particularmente en su forma orgánica MeHg) presentan potencial 

teratogénico (Khera, 1973; Weis & Weis, 1977; Hoffman & Moore, 1979; Hoffman & Eastin, 

1982; McNutt & Harris, 1994; Colomina et al., 1995; Heinz & Hoffman, 1998; Samson & 

Shenker, 2000; Bergeron et al., 2010). Estos compuestos, además podrían alterar distintos 

mecanismos epigenéticos con consecuencias en el desarrollo (Onishchenko et al., 2007; 

Desaulniers et al., 2009; Bose et al., 2012; Stouder & Paoloni-Giacobino, 2010). Sin embargo, 

los mecanismos por los que actúan este tipo de compuestos y provocan anormalidades en el 

desarrollo no están bien esclarecidos.  

La metilación del ADN es un mecanismo epigenético que tiene un papel fundamental en el 

control transcripcional (Weber et al., 2007; Meissner et al., 2008; Deaton & Bird, 2011), en el 

mantenimiento de la estabilidad del genoma (Walsh et al. 1998; Consortium, 2001), en la 

inactivación del cromosoma X (Sado et al., 2000) y en la coordinación de la expresión de la 

impronta génica (Reik et al., 1987; Davis et al., 1998). Particularmente, durante el desarrollo 

embrionario este mecanismo guía y restringe la diferenciación celular y evita la regresión a un 

estado indiferenciado (Messerschmidt et al., 2014). En vertebrados, la metilación de ADN sufre 

una reprogramación epigenética en la línea germinal y en la pre-implantación del embrión, las 

cuales son cruciales para que se pueda dar la reproducción sexual y el desarrollo embrionario, 

respectivamente (Messerschmidt et al., 2014). La exposición a distintos compuestos químicos 

durante la reprogramación epigenética podría provocar una desregulación de la metilación del 

ADN, y a su vez producir efectos en los tejidos y órganos en desarrollo (Walker, 2016). Bajo este 

contexto, en la presente tesis se investigó si había una relación entre la presencia de 

contaminantes (plaguicidas organoclorados y mercurio) y la metilación del ADN en embriones de 

tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) con malformaciones congénitas. Derivado de la revisión 

de los antecedentes de este proyecto, se publicó un artículo de revisión en la revista Cytogenetic 
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and Genome Research (Martín-del-Campo et al., 2018) y otro de difusión en la revista CiENCiA 

UANL (Rodolfo Martín-del-Campo & García-Gasca, 2018). 

 

 

1.1 Antecedentes 

 

 

1.1.1 Generalidades de las Tortugas Marinas 

 

 

Las tortugas marinas “modernas” aparecieron hace 110 millones de años y son descendientes de 

un único linaje, en este periodo hubo una alta diversidad de especies, cuando los grandes reptiles 

como los dinosaurios dominaban el planeta (Spotila, 2004). No obstante, estos se fueron 

extinguiendo aproximadamente hace 65 millones de años (Paleoceno) cuando un gran asteroide 

impactó la Tierra cerca de la península de Yucatán en México, evento que desencadenó una serie 

de cambios climáticos, provocó que muchas especies se extinguieran y a su vez favoreció a aves 

y mamíferos placentados para dominar el planeta (Spotila, 2004). Sin embargo, las tortugas 

marinas persistieron a todos esos eventos climáticos y en la actualidad existen siete especies; la 

más ancestral es la tortuga laúd (Dermochelys coriacea) que apareció hace 25 millones de años 

(Spotila, 2004). 

Las tortugas marinas han sufrido una serie de adaptaciones que les han permitido vivir hasta 

nuestros días. Son organismos poiquilotermos, que dependen de la temperatura del agua y de 

baños de sol durante el día para regular la temperatura de su propio cuerpo. Su caparazón actúa 

como protección a sus órganos vitales. Son organismos de respiración pulmonar, que salen a 

superficie a inhalar oxígeno y posteriormente pueden hacer inmersiones prolongadas y profundas 

(Plotkin, 2010). Poseen grandes espacios en el cráneo que albergan glándulas encargadas de 

excretar el exceso de sal, lo que les permite mantener un balance interno de sales y líquidos 

(Márquez, 1990). Se reproducen de forma sexual con fecundación interna, las hembras pueden 

anidar de forma anual, bianual o trianual, dependiendo de la especie, de la disponibilidad de 

energía y de cambios ambientales. Las hembras pueden almacenar esperma por largo tiempo en 

unos pliegues de la parte media de los oviductos, el cual puede mantener su viabilidad para 
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fertilizar los óvulos de la siguiente temporada de reproducción (Márquez, 1990). Además, las 

hembras pueden aceptar el cortejo de varios machos durante una misma temporada de 

reproducción, por lo que las crías de una misma hembra pueden ser de distintos machos, lo que se 

conoce como paternidad múltiple (Jensen et al., 2006). 

En México, llegan a aguas territoriales y playas de anidación seis de las siete especies de tortugas 

marinas que existen en el mundo: tortuga laúd (Dermochelys coriacea), tortuga carey 

(Eretmochelys imbricata), tortuga caguama (Caretta caretta), tortuga verde (Chelonia mydas), 

tortuga lora (Lepidochelys kempii) y tortuga golfina (Lepidochelys olivacea). Todas consideradas 

bajo cierto grado de amenaza o en peligro de extinción (IUCN, 2019). La única especie que no 

llega a México, endémica de Australia, y no considerada bajo amenaza es la tortuga plana 

(Natator depressus) (IUCN, 2019). 

 

 

1.1.2 Tortuga Golfina 

 

 

La tortuga golfina es el objeto de estudio de la presente tesis y es considerada la tortuga marina 

más abundante en el mundo, tiene una distribución circuntropical (excepto en el Golfo de 

México) y sus principales sitios de anidación ocurren en la costa oriental de la India y el Pacífico 

nor-oriental, específicamente en Costa Rica y México (Abreu-Grobois & Plotkin, 2008). En el 

Pacífico mexicano, la tortuga golfina anida desde la punta de la península de Baja California Sur 

hasta Chiapas (Márquez, 1990) entre los meses de julio y enero en dos modalidades: solitaria y 

“arribada”, esta última estrategia de anidación es única del género Lepidochelys en la que cientos 

o miles de hembras llegan a anidar de forma sincrónica a algunas playas específicas durante 

varios días (Márquez, 1990; Pritchard, 2007). 

La tortuga golfina es una especie realmente nómada, los movimientos postcopulatorios entre 

machos y hembras no son muy distintos (Morreale et al., 2007), pueden nadar miles de 

kilómetros en busca de alimento, no se mueven a través de corredores migratorios aparentes, más 

bien parecen vagar hacia zonas con disponibilidad de alimento y moverse entre distintas masas de 

agua en el transcurso del año, usando como principal indicador ambiental la temperatura 
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superficial del agua, ya que dependen de ésta para regular la temperatura de su propio cuerpo 

(Spotila, 2004). 

En México, la industria de la captura de tortuga golfina inició en los años 60s y se calcula que tan 

sólo entre 1965 y 1970 se capturaron 2 millones de individuos frente a las costas mexicanas 

(Peñaflores-Salazar et al., 2000; Spotila, 2004). Esta práctica aunada con la extracción de huevos 

en las playas de anidación condujo a un descenso gradual en el número de anidaciones y de 

individuos observados en altamar. Otras actividades humanas como la destrucción de hábitat en 

zonas de anidación, presencia de contaminación y la captura incidental también han repercutido 

en dicho descenso (Pritchard 1997). Debido a estas amenazas y al continuo descenso en sus 

poblaciones, en 1990 fue oficialmente protegida en México (DOF, 1990). Actualmente la 

legislación mexicana la cataloga como una especie “en peligro de extinción” (SEMARNAT, 

2010), permanece como “vulnerable” en la Lista Roja de especies amenazadas de la Unión 

Internacional por la Conservación de la Naturaleza (Abreu-Grobois & Plotkin, 2008) y está 

incluida en el apéndice I de la Convención sobre el Comercio Internacional de Especies 

Amenazadas de Fauna y Flora Silevestres (CITES, 2017). 

 

 

1.1.3 Desarrollo Embrionario en Tortugas Marinas 

 

 

Las tortugas marinas forman parte del grupo de los reptiles y pertenecen al grupo monofilético de 

los amniotas (junto con aves y mamíferos), cuya característica que los distingue de los no-

amniotas (peces y anfibios) es que el embrión se encuentra en un ambiente líquido (amnios) y 

con un complejo sistema de membranas extra embrionarias dentro del huevo (Smithson, 1989). 

El huevo presenta un recubrimiento protector exterior que no es tan distinto al de los peces y 

anfibios; las diferencias radican en tres membranas llamadas amnios, alantoides y corion 

(Colbert, et al., 2001) que tienen la función de rodear al embrión de un líquido (amnios), 

proporcionar una superficie respiratoria para el embrión y restaurar a la circulación el agua 

perdida con los desechos (alantoides y corion) (Szarski, 1968). El vitelo es parte del citoplasma 

del cigoto que contiene elementos nutritivos tales como lípidos y carbohidratos y es aportado en 

su mayoría por el óvulo, almacena los nutrientes que posteriormente pasarán al organismo a 
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través de los vasos de su superficie y es absorbido por un saco vitelino, que está situado fuera del 

embrión y conectado por un tallo (Szarski, 1968). 

El desarrollo embrionario implica dos procesos principales, la diferenciación (el origen de los 

tejidos y los órganos) y el crecimiento; en tortugas marinas se documenta en estadios, los cuales 

describen las características de los embriones debido a cambios en su morfología, pero no  

relacionadas con ningún momento particular durante la incubación, ya que el periodo de 

incubación dependerá de la temperatura (Andrews, 2004). La fertilización es interna y hay un 

periodo de retención en el oviducto para lo cual se presenta un arresto embrionario durante el 

estadio de gástrula hasta que ocurre la ovoposición; ésta marca la transición entre el desarrollo 

embrionario dentro de la madre y en el ambiente (Andrews & Mathies, 2000). 

La descripción de la tabla de desarrollo de Miller (1985) para distintas especies de tortugas 

marinas (C. mydas, C. caretta, D. Coriacia, E. mbricata, N. Depressus, L. olivacea) es la mejor 

caracterizada, ya que incluye estadios durante la preovoposición. La tabla de desarrollo de 

Chelydra serpentina (Yntema, 1968) también ha sido usada como referencia para estudios en 

otros testudines. No obstante, debido a que el desarrollo embrionario entre reptiles es muy 

conservado, Andrews (2004) estandarizó las tablas de desarrollo que se habían propuesto hasta el 

momento, tomando como referencia el desarrollo embrionario del pollo Gallus gallus y la tabla 

de desarrollo de Larceta vivipara (40 estadios; Dufaure & Hubert, 1961), ya que cubre toda la 

secuencia de desarrollo, desde el estadio 1 con el inicio de la división celular, hasta el 40, cuando 

se produce la eclosión (Andrews, 2004) y es la tabla que se utiliza con mayor frecuencia para 

asignar estadios embrionarios a otros reptiles (Cuadro 1). El cuadro 2 muestra la comparación de 

tablas de desarrollo en testudines de varias especies y autores, con respecto a estadios de 

desarrollo descritos por Dufaure & Hubert (1961). 

La fertilización del huevo ocurre en el oviducto, antes de que la albúmina y la cáscara se secreten 

sobre él (Gilbert, 2010). Se inicia la segmentación (Fig. 1A), que sólo ocurre en el blastodisco 

(polo animal) mediante mitosis sucesivas, se forma una masa compacta llamada mórula (cada 

célula es un blastómero) y una banda sincitial (células unidas sin tabicaciones entre ellas) que 

está en contacto con el vitelo (Gilbert, 2010). A partir de la mórula se produce una reorganización 

celular y los blastómeros se colocan en la periferia delimitando una cavidad central o blastocele, 

se forma la discoblástula.  
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Cuadro 1. Estadios basados en cambios en la morfología de embriones de tortugas para 
cuantificar el patrón temporal de desarrollo, etapas de desarrollo importantes, sistemas de 
órganos representativos durante estas etapas y porcentaje de incubación. En paréntesis estadios de 
desarrollo descritos por Dufaure & Hubert (1961). Tomada y modificada de Andrews (2004). 

Apariencia  
 

Etapa  
 

Eventos Incubación 
(%) 

Surco neural (10); Somitas (16) Neurulación 
(10-20) 

Capas embrionarias, 
diferenciación cerebral, capa 
amniótica, corazón y vasos 
sanguíneos. 

12 

Torsión iniciada, cabeza en el 
lado izquierdo (21); brote del 
alantoides (25); torsión 
completa, embrión en su lado 
izquierdo (25); brotes de las 
extremidades (27) 

Organogénesis 
(21-29) 

Amnios, corion y saco 
vitelino completos; todos los 
principales sistemas de 
órganos en su lugar 
(circulatorio, nervioso, 
digestivo, respiratorio, 
corporal). 

25 

Cresta epidérmica apical 
formada en el brote de las 
extremidades (30); dígitos 
visibles en la paleta de los 
miembros (34) 

Crecimiento 
temprano 
(30-34) 

Membrana corion-alantoidea 
terminada; extremidades y 
pies, gónadas y hemi-pene 
presentes. 

38 

La mandíbula llega al extremo 
del hocico (35) 

Crecimiento 
tardío 

(35-40) 

Aumento en masa, 
pigmentación, párpado. 100 

 

 

Cuadro 2. Comparación de Cuadros de desarrollo en testudines de varias especies y autores con 
respecto a estadios de desarrollo descritos por Dufaure & Hubert (1961) indicados en paréntesis. 
El periodo termosensible (TSP). 

 Estadios de desarrollo de Dufaure & Hubert (1961)    

 
Fertilización-
gastrulación 

Neurulación 
(10-20) 

Organo-
génesis 
(21-29) 

Crecimiento 
 temprano  

(30-34) 

Crecimiento 
tardío 

(35-40) 
TSP Referencia 

C. serpentina 0 1-10 11-14 15-18 19-27 15-19 Yntema (1968) 

T. scripta   11-14 15-18 19-27 15-19 Greenbaum (2002) 

P. sinensis  5-10 11-14 15-18 19-27 15-19 Tokita & Kuratani 
(2001) 

C. picta 0 1-9 10-13 14-18 19-23 14-19 
Cordero & Janzen 
(2014); Mahmoud 
et al. (1973) 

Sea turtles 1-6 7-14 15-19 20-25 26-31 20-27 Miller, (1985) 

L. olivacea  1-8 9-12 13-18 19-31 13-19 Crastz (1982) 
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En la segmentación, el embrión no cambia en tamaño, pero sí en número de células e 

inmediatamente inicia el proceso de gastrulación (Schoenwolf & Smith, 2000), que dará origen 

a las tres capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo). En la gastrulación ocurren 

movimientos morfogenéticos en los que la forma general del embrión se altera a medida que se 

reordenan las posiciones celulares, dando como resultado el plano corporal. Estos movimientos 

morfogenéticos están bajo el control de una región especializada del embrión conocida como el 

organizador, en tortugas es llamada “el labio del blastoporo” (Yntema, 1968) y da como resultado 

al plato blastoporal (Fig. 1B), que definirá los ejes del embrión (Stower et al., 2015). Al llegar al 

estadio de gástrula se presenta un arresto en el desarrollo, hasta que ocurre la ovoposición, siendo 

el oxígeno fuera del oviducto el que funciona como una señal ambiental para que el desarrollo 

pueda proseguir  (Ewert, 1985; Williamson et al., 2017).   

La diferenciación de órganos da inicio mediante un movimiento morfogenético llamado 

neurulación (Andrews, 2004), en el cual se forma el tubo neural (que da origen al sistema 

nervioso central) y la cresta neural (Estadios 10-20; Cuadro 1). Estos movimientos 

morfogenéticos son coordinados dentro del plato blastoporal (i.e. la regresión del labio del 

blastoporo) y en las capas germinales primarias formadas durante la gastrulación (Fig. 1C). La 

formación del tubo neural se produce en cuatro etapas reconocibles, aunque se superponen 

espacial y temporalmente: 1) formación de la placa neural, 2) configuración de la placa neural, 3) 

flexión de la placa neural y 4) cierre de la placa neural. La alteración en eventos críticos durante 

la neurulación puede dar como resultado defectos en el tubo neural  (Colas & Schoenwolf, 2001; 

Moore et al., 2013). 

La placa neural se forma por el engrosamiento del ectodermo (localizado en medio del embrión) 

debido a un alargamiento apicobasal de las células ectodérmicas, dando lugar a la formación de 

un placode, que es un rudimento epitelial plano pero engrosado (Colas & Schoenwolf, 2001). 

Durante la configuración de la placa neural, ésta continúa espesándose apicobasalmente, y sufre 

un movimiento de extensión convergente, i.e. se estrecha transversalmente y se alarga rostro-

caudalmente. La flexión de la placa neural se inicia a medida que su conformación está en curso e 

implica la formación de los pliegues neurales en los extremos laterales de la placa neural y la 

posterior elevación y convergencia de estos pliegues hacia la línea media dorsal. La elevación de 

los pliegues neurales establece un espacio en forma de canal llamado surco neural, que se 
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convierte en el lumen del tubo neural primitivo después del cierre del surco neural (Colas & 

Schoenwolf, 2001).  

 

 

 
Figura 1. Principales cambios morfológicos durante las etapas del desarrollo embrionario en 
testudines con respecto a estadios de desarrollo descritos por Dufaure & Hubert (1961). (A) 
Primera escisión del óvulo fertilizado (barra de escala = 1 mm); (B) gastrulación media, la flecha 
indica la apertura blastoporal en el epiblasto (Barra de escala = 800 μm); (C) inicio de la 
neurulación mediante el movimiento morfogenético del plato blastoporal (barra de escala = 100 
μm); (D) presencia de varios pares de somitas y cierre del tubo neural (barra de escala = 1 mm); 
(E) el embrión se encuentra completamente sobre su lado izquierdo y la mayoría de los órganos 
se encuentran en su lugar (barra de escala = 1 mm); (F) inicio del brote de las extremidades (barra 
de escala = 1 mm); (G) cresta epidérmica apical formada en el brote de las extremidades; (H) 
presencia de dígitos visibles (barra de escala = 1 mm); (I) crecimiento exponencial en masa; (J) 
eclosión: la mandíbula llega al extremo del hocico, hay pigmentación y párpados completos. 
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Finalmente, ocurre el cierre del tubo neural (Fig. 1D); la flexión hace que las puntas de los 

pliegues neurales entren en estrecho contacto en el sitio de la línea media dorsal del embrión. 

Durante el cierre, las dos puntas se unen y se funden. Cada componente de la punta debe fundirse 

correctamente, de manera que el epitelio no neuronal forme una lámina continua que recubre la 

placa superior recién formada del tubo neural y la cresta neural asociada (Colas & Schoenwolf, 

2001; Le Douarin et al., 2004). 

Durante el cierre del tubo neural, aparece la cresta neural (NC, por sus siglas en inglés), que es 

una estructura intermedia creada por la interacción entre el ectodermo superficial  y la parte más 

dorsal del tubo neural (Gilbert, 2010). La NC constituye una población de células embrionarias 

pluripotentes, que migrarán en tiempos precisos del desarrollo para alcanzar sitios embrionarios 

objetivo, donde finalmente se establecerán y diferenciarán (Le Douarin & Kalcheim, 1999). Para 

que pueda ocurrir esta migración, las células de la cresta neural (NCC por sus siglas en inglés) 

adoptarán un patrón morfológico de célula mesenquimatosa (transición epitelio-mesenquimal) 

que las individualizará tras la pérdida de moléculas de adhesión y las preparará para migrar 

dentro de los tejidos embrionarios, cuya matriz extracelular será permisiva para la migración 

celular. Las NCC inician su migración una vez que interactúan con señales entre la NC, el 

mesodermo adyacente y el ectodermo epidérmico, y darán lugar a neuronas, glía, melanocitos, 

células endocrinas y a diversos derivados mesenquimales (Le Douarin et al., 2004). 

Las células derivadas de la NC craneal migrarán hacia los arcos branquiales y la cara para formar 

los huesos y el cartílago de la cara y el cuello, así como pigmentos y nervios craneales. La NC 

vagal y la NC sacra formarán los ganglios entéricos. Las células de la NC del rombo-encéfalo 

darán origen a las NCC cardiacas. Las NCC del tronco formarán los ganglios simpáticos y un 

subconjunto de ellas formarán la porción medular de la glándula suprarrenal (Le Douarin et al., 

2004; Gilbert, 2010). 

Durante el proceso de la formación del tubo neural, simultáneamente ocurre el periodo de 

somitogénesis, en el cual el mesodermo se fragmenta y da lugar a las somitas, que 

posteriormente formarán las vértebras (Fig. 1D) (Gilbert, 2010). Durante la somitogénesis, el 

mesodermo presomítico (PSM por sus siglas en inglés) primero aumenta de tamaño y se encoge 

gradualmente hasta su agotamiento, dando lugar a la formación de las somitas (Tam, 1981). La 

regulación genética de la somitogénesis se puede describir mediante el modelo 'reloj de 

segmentación' (Cooke & Zeeman, 1976; Gomez et al., 2008). Este mecanismo impulsa la 
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activación periódica de las vías señalización de Notch, Wnt y Fgf en el PSM para formar cada 

una de las somitas (Cooke & Zeeman, 1976). La señal periódica del reloj de segmentación se 

convierte en una serie repetitiva de somitas formadas por un gradiente de señalización Wnt/Fgf 

que retrocede caudalmente en el PSM de acuerdo con el alargamiento del eje (Cooke & Zeeman, 

1976). La somitogénesis se extiende un poco más durante la organogénesis. 

Durante la organogénesis, el saco vitelino, el amnios y el corion están completamente formados 

(Cuadro 1; estadios 21-29; Andrews, 2004). Se inicia la torsión, y una vez completa, el amnios 

rodea completamente al embrión. El embrión está completamente sobre su lado izquierdo (Fig. 

1E). El saco vitelino es vascularizado y por lo tanto puede servir para proporcionar oxígeno al 

embrión temprano en el desarrollo. Inicia el brote de extremidades, la alantoides es la última 

membrana extra-embrionaria que se forma, emerge como una proliferación del intestino posterior 

(endodermo y mesodermo) al mismo tiempo o poco después de la terminación del amnios y antes 

o durante la formación del brote de las extremidades. El alantoides se expande, entra en contacto 

y se fusiona con el corion, para iniciar la formación de la membrana corion-alantoidea (CAM por 

sus siglas en inglés) vascularizada  que recubre la superficie interna de la cáscara. En este 

momento la mayor parte del sistema de órganos están en su lugar (circulatorio, digestivo, 

respiratorio) e inicia el brote de las extremidades (Cuadro 1; Fig. 1F). 

Una vez que el embrión y sus estructuras de soporte están en su lugar, el crecimiento se convierte 

en la característica más visible del desarrollo (Andrews, 2004). Durante el crecimiento 

temprano se observa un aumento en el tamaño del embrión que se acompaña de cambios en el 

tamaño y la configuración de las membranas extra-embrionarias (Estadios 30-34; Cuadro 1) y la 

formación de la cresta epidérmica apical en el brote de las extremidades (Fig. 1G) (Deeming & 

Ferguson, 2004). La CAM está totalmente completa y proporciona una superficie grande para el 

intercambio gaseoso a través de la cáscara superpuesta y suplanta el saco vitelino como una 

superficie respiratoria. Extremidades y gónadas han sido formados, los dígitos son visibles en la 

paleta de los miembros (Fig. 1H), aparece la carúncula (brote córneo en la línea media de la 

mandíbula superior).  

Durante el crecimiento tardío se experimenta un crecimiento exponencial en masa del embrión 

(Estadios 35-40; Cuadro 1; Fig. 1I). La mandíbula inferior alcanza el extremo del hocico, hay 

pigmentación y formación del párpado. El volumen del líquido amniótico y alantoides aumenta y 

luego disminuye hacia el final de la incubación, presumiblemente el agua se transfiere al embrión 
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(Andrews, 2004). La última acción embrionaria es la eclosión; la carúncula en la punta de la 

mandíbula facilita la ruptura de las membranas embrionarias y de la cáscara (Fig. 1J). 

 

 

1.1.4 Teratogénesis 

 

1.1.4.1 Definición de teratogénesis. La teratogénesis es una alteración biológica, bioquímica o 

funcional inducida durante la gestación por agentes genéticos y ambientales (Smith, 1975; 

Beckman & Brent, 1984; Micoló et al., 2000; Ujházy et al., 2012; Rojas-Lleonart et al., 2015); 

mientras que la teratología se encarga del estudio del desarrollo anormal y malformaciones 

congénitas. Smith (1975) propuso una nomenclatura que desde entonces ha sido aceptada 

universalmente, separando la malformación de la deformación y de la disrupción (revisado en 

Micoló et al., 2000). Estos términos cuando se aplican correctamente implican diferencias entre si 

y orientan sobre el origen en el desarrollo embrionario, están estrechamente relacionados, ya que 

una malformación puede ocasionar una deformación secundaria, o también una disrupción o 

viceversa: 

I. Malformación congénita: son todos aquellos defectos estructurales que están presentes al 

momento del nacimiento, e implican la existencia de una alteración intrínseca del tejido afectado 

y presenta tres variantes: 

a. Aislada: su manifestación es exclusivamente estructural en un solo sitio (por ejemplo 

microtia). 

b. Malformación como complejo malformativo: dos o más malformaciones vecinas 

provenientes del mismo origen embrionario (por ejemplo microsomia hemifacial). 

c. Síndrome polimalformativo: pueden coexistir malformaciones en áreas distantes que no 

están relacionadas embriológicamente entre sí. Para definirlo como tal, es necesario que 

se presente un defecto pleiotrópico embrionario (es decir, de un gen que tiene más de un 

efecto y que afecta múltiples características del fenotipo) que supone diversas 

manifestaciones del mismo agente etiológico (por ejemplo el síndrome polimalformativo 

de Goldenhar). 

II. Deformación: alteración en la forma o posición de un órgano o región anatómica causada por 

fuerzas mecánicas externas. El tejido afectado es intrínsicamente normal. Deformación por tanto 
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se refiere al efecto causado por un factor externo (no embrionario) que no actúa sobre la 

embriogénesis (por ejemplo asimetrías craneofaciales secundarias producidas por la presión 

ejercida por las masas ocupantes en la matriz). 

III. Disrupción: se habla de disrupción cuando existe falta de continuidad anatómica en uno o 

varios tejidos, independientemente de la causa que lo originó (por ejemplo la fisura palatina 

aislada, donde la disrupción se presenta entre las conchas palatinas).  

 

1.1.4.2 Etiología de la teratogénesis. Las causas de las malformaciones congénitas han sido 

divididas en tres categorías: genéticas (25%), ambientales (10%) y desconocidas (65%) 

(Beckman & Brent, 1984). Actualmente, se considera que la etiología de la teratogénesis puede 

tener un origen multifactorial, al actuar agentes genéticos y ambientales, y la complicada 

interrelación entre éstos (Rojas-Lleonart et al., 2015). Wilson (1973) formuló el concepto de los 

seis principios de teratología, que son aceptados actualmente: 1) la susceptibilidad del genotipo e 

interacción con el medio ambiente, 2) el estadio de desarrollo, 3) los agentes teratogénicos que 

actúan en mecanismos específicos, 4) la naturaleza del agente teratogénico, 5) las cuatro 

manifestaciones de desarrollo desviado que son letalidad, malformaciones, retraso del 

crecimiento y deterioro fisiológico, y 6) las anormalidades aumentan conforme aumenta la dosis 

de un agente teratogénico. 

Las etapas más críticas del desarrollo son durante el desarrollo temprano, cuando se están 

diferenciando órganos y tejidos (estadios de neurulación y organogénesis) (Moore et al., 2013; 

Needham et al., 2008). Durante estas etapas, varias hormonas, enzimas, neurotransmisores y 

citoquinas juegan un papel clave en el desarrollo funcional de los respectivos sistemas 

fisiológicos; varios factores ambientales pueden afectar directa o indirectamente los distintos 

procesos de desarrollo, proliferación y migración celular, desarrollo de neuritas, mielinización, 

sinaptogénesis o apoptosis (Ujházy et al., 2012). Algunos agentes teratogénicos que interactúan 

con el embrión durante el período de desarrollo son los medicamentos, radiación UV, 

hipertermia, contaminantes, defectos nutricionales, infecciones virales, entre otros (Beckman & 

Brent, 1984). 

Los reportes e investigaciones sobre teratogénesis se han realizado principalmente en el humano 

y las presuntas causas de defectos de nacimiento son las enfermedades genéticas autosómicas 

(20%), citogenéticas (5%), ambientales (10%) y desconocidas (65%) (Ujházy et al., 2012). En 
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medicina humana se han identificado distintos agentes  teratógenicos tales como drogas, metales 

pesados, productos químicos, radiación UV, infecciones intrauterinas, condiciones maternas 

(desnutrición, abuso de alcohol y cigarro), procedimientos clínicos (inyección intracitoplasmática 

del esperma –ICSI- o amniocentesis), entre otros (Holmes, 2011). 

El episodio de talidomida en la década de 1960 fue un parte aguas en el conocimiento sobre 

teratógenos ambientales (Ujházy et al., 2012), este fármaco se comercializaba como sedante y 

como calmante de las náuseas durante los tres primeros meses de embarazo (hiperémesis 

gravídica), el cual causó miles de casos de malformaciones congénitas (Lenz, 1988). Otra droga 

que es usada para el  tratamiento de epilepsia y con potencial teratogénico es el ácido valproico 

(VPA), el cual es un inhibidor de la desacetilación de histonas y gracias a bioensayos con 

organismos modelo se ha establecido que provoca defectos en el tubo neural en organismos 

expuestos in utero durante la gestación temprana; principalmente espina bífida (Nau et al., 1981). 

Por su parte, Liu et al. (2009) reportan que la exposición al alcohol durante la neurulación 

temprana en ratones provoca retardo general del crecimiento acompañado por alteraciones 

significativas en el desarrollo del corazón, el tubo neural, las vesículas cerebrales, el sistema 

óptico y los brotes de las extremidades. 

Los contaminantes ambientales pueden causar gran variedad de anormalidades del desarrollo y 

los bioensayos en organismos modelo han sido una herramienta crucial para identificar 

compuestos químicos con potencial teratogénico. A partir de un bioensayo con huevos 

fertilizados provenientes de hembras de gallinas que fueron alimentadas con bifenilos 

policlorados (PCBs), Cecil et al. (1974) reportan el potencial embriotóxico y teratogénico de 

estos compuestos. Otros contaminantes ambientales han sido identificados como teratógenos a 

partir de bioensayos por la exposición in utero en ratas y ratones, entre los que destacan los 

plaguicidas organoclorados y cloruro de metilmercurio (Fuyuta et al., 1978; McNutt & Harris, 

1994). 

 

1.1.4.3 Teratogénesis en organismos silvestres. Los reportes y estudios en organismos silvestres 

son menos comunes en comparación con estudios en el humano y organismos modelo debido en 

parte a que no son compatibles con la vida y al difícil acceso en algunas especies. Algunos 

estudios son reportes de caso de fenotipos aberrantes identificados en la naturaleza y que suelen 

ser muy similares a los identificados en humanos o los reproducidos en laboratorio por distintos 
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agentes teratogénicos (Van Meter et al., 2006). Por ejemplo, se ha identificado tanto polidactilia 

como ausencia de dígitos en algunas especies de lagartijas (Pelegrin, 2007; Bauer et al., 2009; 

Minoli et al., 2009; Lazić & Crnobrnja-Isailović, 2012; Adam, 2012), ectromelia en el cocodrilo 

de Morelet (Crocodylus moreletii) o polimelia en la iguana verde (Iguana iguana) (Cupul-

Magaña et al., 2014). Un caso atípico fue un reporte en camaleón pantera (Furcifer pardalis) del 

norte de Madagascar; el especimen tenía la columna vertebral frontocaudalmente muy deformada 

con una protuberancia en el extremo del tórax y una torcedura en la columna lumbar y la pelvis, 

los miembros posteriores eran anormales y con movilidad limitada; a pesar de las severas 

malformaciones físicas que presentaba el camaleón, parecía tener buena condición y sobrevivía 

(Gehring, 2009). 

Por otra parte, estudios en ecosistemas altamente afectados por presencia de contaminantes y sus 

efectos en el desarrollo han sido foco de atención en organismos silvestres que presentan 

disminución en sus poblaciones y presencia de anormalidades en el desarrollo (Hamlin & 

Guillette, 2010). Por ejemplo, se identificaron anomalías congénitas genitales en una población 

del lagarto americano (Alligator mississippiensis) en lago Apopka, Florida, cuyo habitat 

presentaba estrogénos xenobioticos (DDT y metabolitos) (Guillette et al., 1994; Guillette et al., 

1996), y en la tortuga mordedora (Chelydra serpentina) se ha identificado la incidencia de 

anormalidades en el desarrollo (e.g. caparazón, cola, craneofaciales, uñas) asociadas a presencia 

de contaminantes (PCBs, PCDDs y PCDFs) en los Grandes Lagos y el río San Lorenzo en 

Norteamerica (Bishop et al., 1998). 

1.1.4.4 Teratogénesis en tortugas marinas. En tortugas marinas los estudios sistemáticos que 

describen y cuantifican las anomalías embrionarias en áreas de anidación naturales son escasos y 

frecuentemente archivados como reportes internos. Drennen (1990) examinó anormalidades 

embrionarias en la tortuga caguama (Caretta caretta) durante 1987 y 1988 en el Refugio Nacional 

de Vida Silvestre Hobe Sound, Florida, E.U. e identificó una incidencia de malformaciones 

congénitas del 0.17%; el albinismo fue la malformación más frecuente observada (24.35%), 

seguido de paladar hendido (15.7%) y anomalías del apéndice (11.4%); la mayoría de las 

anomalías del cuerpo y de la cabeza (prognatia, anoftalmía, caparazón comprimido, micrognatia, 

encefalocele) ocurrieron en individuos albinos. 

En tortuga golfina de una playa de anidación en Nuevo Vallarta, Nayarit se reporta una 

prevalencia de anomalías congénitas del 1.8%; las anomalías más frecuentes fueron albinismo, 
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cráneo-faciales, en extremidades y en la columna vertebral (Bárcenas-Ibarra & Maldonado-

Gasca, 2009). Más recientemente, Bárcenas-Ibarra et al. (2015) realizaron un extenso estudio 

sobre la incidencia de malformaciones congénitas en tortuga golfina del noroeste de México, así 

como de la tortuga verde y carey de la península de Yucatán. Los autores reportaron 63 tipos de 

malformaciones congénitas (31 para tortuga carey, 23 para tortuga verde y 59 para tortuga 

golfina). Las tres especies presentaron mayor incidencia de malformaciones en la región cráneo-

facial, seguida por el caparazón y las aletas. El índice de malformaciones fue 2% para tortuga 

carey, 0.2% para tortuga verde y 2% para tortuga golfina. En tortuga golfina los organismos con 

malformaciones múltiples fueron los más abundantes (74%). Además, Bárcenas-Ibarra et al. 

(2016) reportan para tortuga golfina la presencia del síndrome malformativo schistosomus 

reflexus, que se caracteriza por presentar alteraciones en la pared abdominal y en la columna 

vertebral; 31% de los organismos con malformaciones presentó este síndrome; éste fue el primer 

reporte para quelonios, previamente reportado en otros reptiles (Mulder, 1995; Ianni et al., 2004; 

Sant’Anna et al., 2013). 

 

 

1.1.5 Medio Ambiente y Desarrollo en Tortugas Marinas 
 

 

El desarrollo embrionario en tortugas marinas depende ampliamente de las condiciones 

ambientales, éstas ejercen una gran influencia durante la incubación de los huevos (Fig. 2). 

Distintos factores ambientales pueden afectar el desarrollo en tortugas marinas siendo la 

temperatura un factor importante y limitante (Steyermark & Spotila, 2001). También los cambios 

en la humedad durante ciertas etapas (Lynn & Ullrich, 1950) y el intercambio de O2 y CO2 a 

través del corion juegan un papel importante durante el desarrollo (Spotila, 2004). Por otro lado, 

la presencia de contaminantes en sitios de anidación podría afectar el desarrollo (Bishop et al., 

1998), sin embargo, un factor de gran importancia es la transferencia materna de nutrientes, 

hormonas y otros compuestos (incluidos los xenobióticos) a través de la yema (Lynch, 2013; 

Spotila, 2004), de los cuales depende en gran medida el desarrollo (Fig. 2). 
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Figura 2. Factores ambientales que pueden afectar el desarrollo embrionario en tortugas marinas. 

 

 

1.1.5.1 Presencia de contaminantes en tortugas marinas. La presencia de contaminantes químicos 

pueden afectar la salud, la supervivencia o la reproducción de las tortugas marinas (van de Merve 

et al., 2010). Algunos de estos contaminantes son ubicuos y persistentes, por lo que se conocen 

como contaminantes orgánicos persistentes (COPs) y presentan propiedades de biomagnificación 

y bioacumulación en la cadena trófica (Bernes & Naylor, 1998). En tortugas marinas, la presencia 

de COPs en concentraciones de mayor a menor es la siguiente: ΣPCBs, ΣDDTs, otros plaguicidas 

organoclorados (Σchlordanes, Σtoxaphenes, mirex, dieldrin) y ΣPBDEs (Lynch, 2013). 

La mayoría de los COPs se distribuyen en los tejidos con más alto contenido de lípidos; el tejido 

adiposo (30% -80% de lípidos), el hígado (5% -15% de lípidos) y huevos (5% -10% de lípidos) 

presentan una mayor concentración de COPs con respecto a otros tejidos corporales (Lynch, 

2013). Debido a que la sangre tiene bajo contenido de lípidos (<1%), los niveles de COPs en la 

sangre son muy inferiores a las concentraciones en grasa, hígado o huevos. Las especies de 

tortugas con niveles tróficos más altos tienden a acumular mayores concentraciones de COPs, los 

niveles más altos se han detectado en las tortugas marinas carey y lora, seguido de caguama, laúd 

y la tortuga verde (Lynch, 2013). La tortuga golfina es una especie marina omnívora y 

oportunista (Pritchard, 2007), por lo que sus concentraciones estarían situadas en niveles 

intermedios entre la tortuga lora y caguama (Gardner et al., 2003; Richardson et al., 2010). 

Algunos estudios que muestran correlaciones entre las concentraciones de COPs y parámetros de 
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salud o biomarcadores toxicológicos sugieren que la exposición ambiental crónica a los COPs 

podría estar causando efectos subletales sobre las poblaciones de tortugas marinas (van de Merve 

et al., 2010). 

 

1.1.5.2 Transferencia materna de contaminantes. Las concentraciones de COPs en los huevos 

provienen de la contaminación presente en las zonas de alimentación materna (Alava et al., 

2011), debido a que los compuestos son transferidos al huevo durante la producción de la yema 

que se produce meses antes que las hembras migren a las playas de anidación, localizadas 

frecuentemente lejos de sus zonas de alimentación. La evidencia de la transferencia materna 

proviene de las correlaciones encontradas entre las concentraciones de COPs en la sangre 

materna y de huevos de tortugas marinas verde y laúd (Guirlet et al., 2010; van de Merve et al. 

2010; Stewart et al., 2011). Algunos bioensayos en reptiles indican que cerca del 90% del 

contaminante es retenido por la cáscara del huevo y menos del 10% llega al embrión (Crews et 

al., 1991; Podreka et al., 1998; Portelli et al., 1999; Gale et al., 2002). Además, Basile (2010) 

demostró que cantidades insignificantes de COPs pueden ser transferidos a huevos de tortuga 

espalda de diamante (Malaclemys terrapin) por sedimentos altamente contaminados y que >98% 

se transfiere por vía materna. 

Las hembras pueden descargar una parte significativa de COPs a sus crías, esta transferencia de 

la madre se conoce tanto en ovíparos como vivíparos y al parecer es una estrategia de 

detoxificación (Lynch, 2013). Guirlet et al. (2010) demostraron que las concentraciones de COPs 

disminuyen con puestas posteriores dentro de una misma temporada de anidación y esta 

disminución a su vez se relacionó con una disminución en el contenido lipídico en los huevos. En 

tortugas laúd que pueden desovar cada dos o tres años, se ha reportado que las concentraciones de 

COPs son mayores en huevos de hembras que ponen cada tres años con respecto a los de las 

hembras que ponen cada dos años (Guirlet et al., 2010). 
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1.1.5.3 Contaminantes con potencial teratogénico. La presencia de contaminantes en los distintos 

ecosistemas puede provocar efectos agudos o crónicos en los organismos vivos. Los efectos 

agudos incluyen reacciones inmediatas como el vómito, náuseas, irritación de los pulmones, 

erupciones cutáneas, mareos, entre otras; mientras que los efectos crónicos pueden provocar 

cáncer, teratogénesis, daños en órganos, desórdenes en el sistema nervioso y daños potenciales en 

el sistema inmune (Maynard, 2000). Se han reportado distintos COPs con potencial teratogénico, 

tales como plaguicidas (principalmente DDT), bifenilos policlorados (PCBs), dioxinas, furanos e 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) (Ritter, 1995). También, algunos metales pesados 

pueden presentar potencial teratogénico, como el cadmio (Cd), plomo (Pb), cromo (Cr) o 

mercurio (Hg); éste último, es el metal pesado con potencial teratogénico mejor documentado 

(Eto, 1997). Algunos otros metales como el arsénico, boro o selenio también pueden presentar 

potencial teratogénico (Léonard & Lauwerys, 1980; Fort et al., 2000; Rudolph et al., 2008). 

 

1.1.5.3.1 Contaminantes orgánicos persistentes. Los contaminantes orgánicos persistentes (COPs) 

presentan propiedades de biomagnificación y bioacumulación en la cadena trófica (Bernes & 

Naylor, 1998). Entre estos contaminantes se encuentran los compuestos organoclorados de origen 

industrial como los bifenilos policlorados (PCBs), biocidas de aplicación agrícolas como el 

hexaclorociclohexano (HCH) y el dicloro difenil tricloroetano (DDT),  otras sustancias cuyo 

origen está en los procesos de combustión, natural y/o antropogénica, tales como dioxinas, 

furanos e hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), o el mercurio en su forma orgánica (metil 

mercurio; MeHg), ya sea de origen natural o antropogénico, entre otros (Ritter et al., 1995; 

Boening, 2000). 

Los COPs se encuentran en la mayoría de los ecosistemas que tienen interacción con las 

poblaciones humanas, donde se pueden presentar concentraciones detectables. Se han encontrado 

prácticamente en cualquier parte del planeta, incluso en los casquetes polares, o en islas remotas 

del Pacífico (Ritter et al., 1995). Su naturaleza es lipofílica y poseen una capacidad de 

biodegradación muy baja, lo que los hace muy persistentes en el medio ambiente (Ritter et al., 

1995).  

Los plaguicidas organoclorados son una clase de COPs que están constituidos de un esqueleto de 

carbono y algunos átomos de hidrógeno han sido sustituidos por cloro. Según la cantidad y 

posición de los cloros será la toxicidad del compuesto. Los plaguicidas organoclorados pueden 
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provocar efectos agudos en concentraciones variables, dependiendo del tipo de plaguicida, así 

como del tiempo de exposición. Estos compuestos han tomado relevancia por sus efectos a largo 

plazo; su toxicidad puede provocar carcinogénesis o desórdenes reproductivos e inmunológicos 

tanto en el humano como organismos silvestres; algunos de estos plaguicidas fueron prohibidos 

en la década de 1970 (Sanpera et al., 2003).  

La mayoría de los plaguicidas organoclorados presentan potencial neurotóxico y son 

considerados compuestos disruptores endocrinos (EDCs), ya que pueden mimetizar estrógenos al 

actuar como antiandrogénicos, estrogénicos  o antiestrogénicos (Turusov et al., 2002; Schulz, 

2004). La exposición a EDCs durante el desarrollo puede provocar alteraciones en la metilación 

del ADN y la modificación post-traduccional de histonas (Walker, 2016). Para ver más 

detalladamente alteraciones de mecanismos epigenéticos ocasionados por plaguicidas 

organoclorados revisar capítulo 2, sección 2.1.4. 

Algunos bioensayos de exposición a plaguicidas organoclorados en organismos modelo han 

probado que pueden causar malformaciones congénitas; en ratas pueden provocar  rotación axial 

anormal, acumulación de sangre en las superficie cefálica, edema cefálico y desarrollo anormal 

del arco branquial (McNutt & Harris, 1994); mientras que en aves (Anas platyrhynchos) se ha 

reportado anancefalia y exencefalia (Hoffman & Eastin, 1982). Los mecanismos por los que 

actúan este tipo de compuestos y provocan anormalidades en el desarrollo aún no están bien 

esclarecidos. 

 

1.1.5.3.2 Mercurio. El mercurio (Hg) es un elemento químico de origen natural y antropogénico, 

se distribuye ampliamente en el medio ambiente, y aunque está presente de forma natural en 

sistemas acuáticos en concentraciones bajas, se puede encontrar en altas concentraciones en la 

cadena alimenticia debido al fenómeno de bioacumulación (Ullrich et al., 2001). El mercurio se 

presenta en el ambiente en forma orgánica e inorgánica, y ésta última puede ser biotransformada 

por bacterias a la forma orgánica, metilmercurio (MeHg), que es la fracción del mercurio total 

que se transfiere más eficientemente a la cadena alimenticia a niveles tróficos más altos y a su 

vez es más tóxica (Boening, 2000).  

El metilmercurio (MeHg) es causante de la enfermedad de Minamata, identificada en humanos 

por ingerir productos marinos contaminados (Eto, 1997). En pacientes con la enfermedad de 

Minamata se han identificado malformaciones congénitas como polidactilia, anormalidades en el 
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paladar, microcórnea y protrusión del coxis (Harada, 1995). Algunos bioensayos de exposición al 

MeHg en peces, aves y mamíferos indican que este contaminante provoca principalmente 

malformaciones esqueléticas, aunque también podría provocar malformaciones ópticas, 

cardiovasculares, en las extremidades  y cráneo-faciales (Khera, 1973; Weis & Weis, 1977; 

Colomina et al., 1995; Heinz & Hoffman, 1998; Samson & Shenker, 2000); en aves, además 

puede ser causante de gastroschisis (Hoffman & Moore, 1979). En anfibios, la exposición a Hg 

total también puede causar principalmente malformaciones axiales (Bergeron et al., 2011), tales 

como curvatura de la columna vertebral (Unrine et al., 2004). En tortugas marinas se ha sugerido 

que el Hg contribuye a problemas de salud y prevalencia de enfermedades (Innis et al., 2008) y se 

ha comprobado la transferencia  materna de este contaminante a los huevos (Guirlet et al., 2008; 

Páez-Osuna et al., 2011). 

 

 

1.1.6 Mecanismos Epigenéticos y Desarrollo Embrionario 

 

 
Los mecanismos epigenéticos son el conjunto de procesos químicos que modifican la actividad 

del ADN sin alterar su secuencia (Holliday 2006; Berger et al., 2009). Estos mecanismos 

incluyen la metilación del ADN, las modificaciones post-traduccionales de histonas, la metilación 

del ARN, el silenciamiento génico mediado por ARNs no codificantes, los complejos de 

remodelado de cromatina basados en adenosin trifosfato (ATP) y los complejos proteicos 

Polycomb y Trithorax, entre otros (Cuadro 3) (Bell & Spector, 2011; Yue et al., 2015). Estos 

mecanismos trabajan en conjunto a diferentes niveles para controlar la regulación de genes y la 

morfología celular (Barber & Rastegar, 2010). 
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Cuadro 3. Mecanismos epigenéticos. 

Mecanismos epigenéticos Efectos Referencias 

Metilación del ADN 

 Inactivación del cromosoma X Riggs (2002) 

 Silenciador de la transcripción Saha et al. (2006) 

 Impronta génica Stouder & Paoloni-
Giacobino (2010) 

 

Regulación del ciclo celular, 
apoptosis, interacción célula-
célula 

Esteller (2007) 

Metilación del ARN   Regulación de la expresión 
génica postranscripcional Yue et al. (2015) 

Modificación post-
traduccional de histonas 

Acetilación 

Cambios en la densidad de la 
cromatina (activación de la 
transcripción, replicación y 
reparación del ADN) 

Glaser (2007) 

Metilación Regulador de la transcripción, 
reparación del ADN Shilatifard (2006) 

Fosforilación Activación de la transcripción, 
reparación del ADN Kouzarides (2007) 

Ubiquitinación Activación de la transcripción Kouzarides (2007) 

Sumoilación Silenciador de la transcripción Kouzarides (2007) 

ADP-ribosilación Efectos en la transcripción Kouzarides (2007) 

Deiminación Silenciador de la transcripción Kouzarides (2007) 

Isomerización de 
prolina Silenciador de la transcripción Kouzarides (2007) 

Remodelado de la 
cromatina por  factores 
dependientes de ATP 

  
Cambios en la estructura de la 
composición y posición de los 
nucleosomas 

Saha et al. (2006) 

ARNs no codificantes   Activación y silenciamiento de 
genes Pillai et al. (2007) 

Complejos proteicos 
Polycomb-Trithorax   Activación y silenciamiento de 

genes Ringrose & Paro (2007) 
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1.1.6.1 Metilación del ADN. La metilación del ADN es un mecanismo epigenético que consiste 

en la unión covalente de un grupo metilo (-CH3) en la posición 5 de una citosina (5-mC), se 

encuentra con frecuencia en un contexto CpG,  aunque también se puede encontrar en un 

contexto no-CpG, cuya función es poco clara (Lister et al., 2009). Las enzimas DNA 

metiltransferasas (DNMTs) catalizan la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-

metionina a la quinta posición de una citosina en el ADN (Chen & Li, 2006) e implican dos 

formas distintas de actividad enzimática: la metilación de mantenimiento (DNMT1) y la 

metilación de novo (DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L) (Bestor, 2000; Bourc’his et al., 2001). Al 

mismo tiempo, existen dos formas de desmetilación del ADN, la desmetilación pasiva y activa 

(Wu & Zhang, 2010; Kagiwada et al., 2012). 

La metilación del ADN tiene un papel fundamental en el control transcripcional (Weber et al., 

2007; Meissner et al., 2008; Deaton & Bird, 2011), en el mantenimiento de la estabilidad del 

genoma (por ejemplo represión de elementos transponibles) (Walsh et al., 1998), en la 

inactivación del cromosoma X (Sado et al., 2000), y en la coordinación de la expresión de la 

impronta génica (Reik et al., 1987; Davis et al., 1998). Este mecanismo es común en eucariotas, 

desde los hongos hasta los vertebrados, aunque su significado y función varía mucho; en 

vertebrados, la metilación de ADN sufre una reprogramación epigenética en la línea germinal y 

en la pre-implantación del embrión (en caso de mamíferos), las cuales son cruciales para que se 

pueda dar la reproducción sexual y el desarrollo embrionario, respectivamente (Messerschmidt et 

al., 2014). Particularmente, durante el desarrollo embrionario, cuando las células se están 

diferenciando, este mecanismo guía y restringe la diferenciación celular y evita la regresión a un 

estado indiferenciado (Messerschmidt et al., 2014). 
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1.1.6.2 Reprogramación epigenética de la metilación del ADN. Durante el desarrollo, las células 

pasan por un proceso de diferenciación que está acompañado de cambios epigenéticos para 

asegurar que la especificación del tipo de célula sea en sentido único (Messerschmidt et al., 

2014). Tales modificaciones epigenéticas son estables y heredables a través de la mitosis, lo que 

permite un proceso de diferenciación fiel y dirigido a la propagación de los perfiles de 

transcripción de linaje específicos durante muchas divisiones celulares (Santos et al., 2002). Sin 

embargo, estas barreras epigenéticas también representan un desafío importante para la 

reproducción sexual, ya que la preparación para la próxima generación requiere un reseteo del 

epigenoma a un estado básico totipotente (Hayashi & Surani, 2009). 

La preparación para la reproducción sexual es un proceso de tres pasos que consiste en 1) la 

cancelación de firmas somáticas en los precursores de células germinales (PGCs por sus siglas en 

inglés) a través de un proceso de reprogramación integral, 2) establecimiento de firmas 

epigenéticas de sexo-específico y de células-especificas germinales, y el establecimiento de 

perfiles de transcripción que permiten los procesos de maduración meiótica y fertilización, y 3) la 

eliminación post-fertilización de estas firmas epigenéticas para activar el programa de desarrollo 

embrionario y comienzo de un nuevo ciclo de vida (Messerschmidt et al., 2014). 

En ratones, organismos en los que la reprogramación epigenética está bien documentada, un 

pequeño grupo de PGCs se origina a partir del ectodermo embrionario proximal; durante esta 

fase, las PGCs muestran niveles altos (somáticos) de 5-mC  y bajos de 5-hmC (una forma de 5-

mC hidroxilada durante la desmetilación activa) (Fig. 3); posteriormente las células migran a lo 

largo del intestino posterior a las crestas genitales disminuyendo los niveles de 5-mC y 

aumentando los niveles de 5-hmC (Fig. 3). Finalmente, las PGCs post-migratorias entran en una 

fase de desmetilación activa (una forma de desmetilación del ADN, Wu & Zhang, 2010) 

resultando en una casi completa pérdida de 5-mC y un enriquecimiento transitorio de 5-hmC; 

después del día E11.5, los niveles de 5-mC y 5-hmC son sumamente bajos (Fig. 3); en esta fase, 

la desmetilación es casi absoluta, con la excepción de unos pocos retroelementos resistentes 

(Messerschmidt et al., 2014). 
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Figura 3. Dinámica bifásica de desmetilación en PGCs de ratón. Las PGCs se derivan del 
ectodermo embrionario del embrión (E6.5) y muestran niveles altos de 5-mC (línea verde) y 
niveles bajos de 5-hmC (línea roja). Durante la migración, las PGC proliferan, disminuyen los 
niveles de 5-mC y aumentan los niveles de 5-hmC. Al mismo tiempo, las hebras de ADN 
hemimetiladas se acumulan de forma transitoria y posteriormente se pierden (línea discontinua de 
color púrpura). Las PGCs posmigratorias presentan una pérdida casi completa de 5-mC y un 
enriquecimiento transitorio de 5-hmC. Tomado de Messerschmidt et al. (2014). 

 

 

El establecimiento de marcas de metilación sexo-específico después de la reprogramación 

epigenética en PGCs ocurre en diferentes momentos y en diferentes entornos celulares, lo que 

conduce a patrones de metilación específicos en espermatozoides y ovocitos (Sasaki & Matsui, 

2008; Saitou & Yamaji, 2012). Los patrones de metilación en las células germinales masculinas 

están completamente establecidos en el nacimiento y después se mantienen a lo largo de muchos 

ciclos de divisiones mitóticas antes de que las células entren en meiosis (Davis et al., 2000). En 

las hembras, la remetilación de gametos se inicia hasta el nacimiento durante la fase de 

crecimiento de los ovocitos cuando se encuentran en arresto durante la profase de meiosis I (Kota 

& Feil, 2010). 

La segunda oleada de la reprogramación epigenética global ocurre durante la embriogénesis 

temprana y es crucial para el establecimiento de pluripotencia (Santos et al., 2002; Santos & 
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Dean, 2004). El embrión recién formado se somete a desmetilación global del ADN y en el 

momento en que alcanza la fase de blastocisto temprano (32-64 células) la metilación del ADN 

está en su punto más bajo (Fig. 4). La reprogramación epigénetica durante la pre-implantación 

del embrión difiere de la de las PGCs en que el genoma del cigoto (que contiene contribuciones 

haploides de genoma de ovocitos y esperma, cada uno con sus propias propiedades específicas de 

cromatina) seguirá diferentes cinéticas de desmetilación del ADN después de la fecundación (Fig. 

4); además la metilación del ADN de las regiones de genes improntados se conserva, lo que 

permite la expresión de genes específicos según el origen parental en los tejidos posteriores y la 

inactivación del cromosoma X paterno improntado se revertirá hasta la etapa de epiblasto tardío 

(Santos et al., 2002; Santos & Dean, 2004). 

El genoma de los espermatozoides maduros muestra de un 80%-90% de metilación global, el 

nivel más alto de metilación global del ADN de cualquier célula en ratón (Popp et al., 2010); sin 

embargo, el genoma paterno se encuentra aparentemente desmetilado poco después de la 

formación del cigoto (Fig. 4; Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000). Esta pérdida puede ser 

debida a un mecanismo de desmetilación activa, ya que se completa antes del inicio de la 

replicación del ADN en la etapa pronuclear 3 (PN3). Por el contrario, el genoma materno muestra 

niveles de metilación global inferiores (40%) y sufre desmetilación pasiva (dependiente de la 

replicación) (Fig. 4), estableciendo así una asimetría epigenética significativa en el embrión 

temprano (Fig. 4; Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000; Santos et al., 2002). En la etapa de 

blastocisto tanto el genoma materno como paterno vuelven a experimentar una remetilación 

gradual hasta la implantación del embrión (Fig. 4; Messerschmidt et al., 2014). 

 

 



 41 

 

Figura 4. Dinámica de desmetilación del ADN durante la pre-implantación embrionaria de ratón. 
Las características distintivas de los genomas maternos y paternos imponen una asimetría 
epigenética en el cigoto. El genoma materno (pronúcleo rojo; línea roja) sufre una dinámica de 
desmetilación del ADN durante la pre-implantación embrionaria. Las características distintivas 
de los genomas maternos y paternos imponen una asimetría epigenética en el cigoto. El genoma 
materno sufre una desmetilación pasiva del ADN durante varias rondas de replicación del ADN. 
El genoma paterno (pronúcleo azul; líneas azules) experimenta una desmetilación activa antes de 
que se produzca la replicación del ADN en el cigoto. Al mismo tiempo que sucede la pérdida 
global de 5-mC paterno, los niveles de 5hmC (línea punteada azul) y los derivados de oxidación 
adicionales (5fC y 5caC; línea discontinua azul) se enriquecen. Tomado de Messerschmidt et al. 
(2014). 
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1.1.6.3 Mecanismos de desregulación en la reprogramación epigenética por compuestos 

disruptores endocrinos. La exposición a compuestos disruptores endocrinos (EDCs por sus siglas 

en inglés) durante la reprogramación epigenética podría provocar una desregulación de la misma 

y a su vez producir efectos en los tejidos en desarrollo (Walker, 2016). La metilación del ADN y 

la modificación post-traduccional de histonas son vulnerables a la disrupción por exposición a 

EDCs, estos mecanismos pueden ser alterados por diferentes vías, por ejemplo, la disponibilidad 

alterada de donantes de metilo (pueden modular los niveles de S-adenosil metionina –SAM-, y la 

actividad de DNA metiltransferasas –DNMTs- e histonas metiltransferasas –HMTs-), la pérdida 

de la impronta génica, la inhibición de dioxigenasas, la expresión alterada de RNAs no 

codificantes (ncRNAs) y la activación de las vías de señalización celular que pueden activar o 

inhibir HMTs (Walker, 2016). Las modificaciones epigenéticas no sólo se heredan durante la 

mitosis, sino que también podrían transmitirse transgeneracionalmente (Rakyan et al., 2002). 

Algunos EDCs podrían alterar la disposición del donante de metilo, mediante la alteración de la 

vía metionina. La S-adenosil metionina (SAM), que se produce a partir de folato, es el donante de 

metilo tanto para DNMT como para HMT y la alteración de los niveles de SAM pueden provocar 

cambios en la metilación del ADN (Walker, 2016). Por ejemplo, en ratones Avy, la exposición 

materna a bisfenol A (BPA) reduce la metilación del elemento de repetición terminal larga (LTR) 

presente en un retrotransposón del gen Agouti, promoviendo la expresión ectópica de este gen 

(Dolinoy, 2008). Esta expresión provoca descendencia con un fenotipo de pelaje amarillo y 

propensa a obesidad y cáncer. Sin embargo, la afectación a este mecanismo epigenético puede 

revertirse mediante la suplementación nutricional materna con ácido fólico (donante de metilo), 

que aumenta los niveles de SAM, incrementa la metilación de LTR y devuelve la expresión de 

Agouti a niveles normales (Dolinoy, 2008). 

La desmetilación activa por la familia dioxigenasas Ten Eleven Translocation (TET), que cataliza 

la reacción 5mC a 5hmC (Chen & Li, 2006; He et al., 2011), también podría verse afectada por 

EDCs. Jefferson et al. (2013) reportan que la exposición neonatal de ratas hembras a 

dietilestilbestrol (DES) causa alteraciones permanentes en la expresión génica del tracto 

reproductivo femenino, así como infertilidad y cáncer; estos fenotipos están relacionados con 

alteraciones en mecanismos epigenéticos. Después del tratamiento con DES, los autores 

observaron una reducción significativa en la expresión de TET1 en el útero de las hembras (con 
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respecto al control),  que se correlacionó con la disminución de los niveles globales de 5hmC en 

el útero adulto (Jefferson et al., 2013).  

 

1.1.6.4 Metilación del ADN en el control transcripcional. El papel de la Metilación del ADN 

como regulador transcripcional ha sido asociado con promotores de genes que presentan regiones 

ricas en sitios CpG, llamadas islas CpG (CGIs por sus siglas en inglés), particularmente en genes 

de desarrollo o de mantenimiento, los cuales permanecen hipometilados incluso si el locus es 

transcripcionalmente silencioso (Weber et al., 2007; Meissner et al., 2008; Deaton & Bird, 2011). 

Las CGIs son regiones de aproximadamente 200 pb de longitud, con un contenido de G+C del 

50% y una frecuencia de CpG (observada/esperada) de 0.6 (Gardiner-Garden & Frommer, 1987; 

Illingworth & Bird, 2009). Se considera que la mayoría de las CGIs no están metiladas cuando se 

encuentran cerca del sitio de inicio de la transcripción (TSS) y cuando se encuentran metiladas 

están asociadas con el silenciamiento a largo plazo (Jones, 2012). La metilación del ADN del 

promotor está involucrada en el silenciamiento génico, evitando la unión de factores de 

transcripción o atrayendo proteínas de unión al ADN metilado (Bird, 2002). 

 

1.1.6.5 Mecanismos epigenéticos en la diferenciación sexual en tortugas. Las tortugas presentan 

determinación sexual dependiente de la temperatura (TSD por sus siglas en inglés) (Janzen & 

Paukstis, 1991; Rhen & Schroeder, 2010); en la cual una gónada bipotencial se convertirá en 

ovario o testículo dependiendo de la temperatura de incubación de los huevos durante un período 

crítico de desarrollo embrionario, conocido como periodo termosensible (TSP por sus siglas en 

inglés). Se ha propuesto que ciertos genes transducen la temperatura en una señal biológica para 

la determinación del sexo y durante este proceso mecanismos epigenéticos, como la metilación 

del ADN y la modificación post-traduccional de histonas juegan un papel muy importante (Rhen 

& Schroeder, 2010; Navarro-Martín et al., 2011; Ge et al., 2017). 

Venegas et al. (2016) analizaron la metilación global y la desmetilación activa del ADN en 

gónadas de embriones de tortuga golfina antes y después del TSP, y concluyeron que los 

procesos de metilación y desmetilación están involucrados en el establecimiento de los patrones 

de metilación del ADN de los ovarios y de los testículos durante el TSP, e indican que los 

cambios en la metilación del ADN pueden ser necesarios para la estabilización de las redes de 

expresión génica que impulsan la diferenciación de una gónada bipotencial para formar un ovario 
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o un testículo. Posteriormente, Ge et al. (2017) demostraron que el gen Dmrt1 es necesario y 

suficiente para la diferenciación testicular en la tortuga pintada (T. scripta). Los autores reportan 

que  la metilación del ADN en el promotor Dmrt1 responde rápidamente a los cambios de 

temperatura, lo que podría explicar la expresión dimórfica dependiente de la temperatura de 

Dmrt1 (Ge et al., 2017). Posteriormente, corroboraron que la histona desmetilasa KDM6B 

promueve directamente la transcripción del gen masculino dominante Dmrt1 al eliminar la 

trimetilación de H3K27 cerca de su promotor a una temperatura de 26°C (temperatura promotora 

de machos), lo que provoca la activación del desarrollo masculino en T. scripta (Ge et al., 2018). 

 

 

1.1.7 Modificación de Mecanismos Epigenéticos por Factores Ambientales 

 
 

El desarrollo es susceptible a factores ambientales, que a su vez pueden afectar mecanismos 

epigenéticos e interferir en la reprogramación del epigenoma, lo que puede conducir a anomalías 

en el desarrollo o susceptibilidad a enfermedades en la vida adulta (Lo & Zhou, 2014). A partir 

de bioensayos en organismos modelo se ha identificado que los bifenilos policlorados (PCBs), 

algunos plaguicidas organoclorados y el MeHg presentan potencial embriotóxico y teratogénico 

(Khera, 1973; Cecil et al., 1974; Weis & Weis, 1977; Hoffman & Eastin, 1982; McNutt & Harris, 

1994; Colomina et al., 1995; Heinz & Hoffman, 1998; Samson & Shenker, 2000), y aunque el 

mecanismo (o mecanismos) por el que actúan aún no ha sido esclarecido, algunos de estos 

compuestos tienen la capacidad de alterar distintos mecanismos epigenéticos. Por ejemplo, 

Desaulniers et al. (2009) sugieren que la metilación del ADN podría verse afectada por la 

exposición tanto a bifenilos policlorados como a MeHg. La administración del plaguicida 

metoxicloro a ratas hembras preñadas tiene efectos en el control de la impronta génica, 

induciendo alteraciones en el patrón de metilación de cinco genes paternal y maternalmente 

improntados en el esperma de la progenie, que son transgeneracionales, pero desaparecen en F3 

(Stouder & Paoloni-Giacobino, 2010). 

La mayoría de las investigaciones sobre la exposición a distintos factores ambientales durante la 

gestación se han enfocado en la medicina humana y se han reportado las modificaciones 

epigenéticas que distintos factores ambientales pueden provocar (Fig. 5). Por ejemplo, el alcohol 

está reportado que altera la vía de la metionina (Pal-Bhadra et al., 2007), la modificación post-
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traduccional de histonas (Pandey et al., 2008) o  la expresión de miRNAs (Fineberg et al., 2009) 

(Fig. 5). Contaminantes ambientales, como el mercurio también podrían alterar la metilación del 

ADN o la modificación post-traduccional de histonas (Fig. 5) (Onishchenko et al., 2007; Bose et 

al., 2012). Existen muchos otros agentes ambientales y nutricionales que podrían provocar 

cambios en el epigenoma, sin embargo las consecuencias dependerán del estadio en desarrollo, 

dosis, tiempo de exposición, así como de factores genéticos (Wilson, 1973; Beckman & Brent, 

1984; Lo & Zhou, 2014). 

 

 

 

Figura 5. Modificaciones epigenéticas que han demostrado ser alteradas en mamíferos por 
la exposición a diferentes tipos de compuestos antes del nacimiento. Estos factores se 
dividen en cinco categorías dependiendo de su naturaleza y formas de acceso (dieta y 
nutrición, medicamentos, toxinas ambientales, experiencia adversa, abuso de drogas). 
Tomado de Lo & Zhou (2014). 
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1.2 Justificación 

 
 

El desarrollo embrionario en tortugas marinas depende ampliamente de las condiciones 

ambientales. En tortuga golfina del noroeste del Pacífico mexicano se ha reportado una 

prevalencia de malformaciones congénitas del 2%, un índice considerado alto en comparación 

con especies de tortugas marinas de otras cuencas oceánicas (Bárcenas-Ibarra et al., 2015). La 

presencia de contaminantes como plaguicidas organoclorados y Hg es ubicua, ambos son 

reportados como agentes teratógenicos y en tortugas puede haber transferencia materna a los 

huevos. Además, estos contaminantes también pueden alterar algunos mecanismos epigenéticos 

(como la metilación del ADN) que juegan un papel central en el desarrollo. Por lo anteriormente 

expuesto, el presente estudio investigó la compleja relación entre teratogénesis, contaminantes 

(plaguicidas organoclorados y Hg) y metilación del ADN en embriones de tortuga golfina.  

 

 

1.3 Hipótesis  

 
 

• La presencia de malformaciones congénitas en embriones de tortuga golfina está asociada 

a la presencia y concentración de contaminantes como son los plaguicidas organoclorados 

y Hg. 

• La presencia de malformaciones congénitas en embriones de tortuga golfina está 

relacionada a las alteraciones en la metilación de promotores de genes clave en el 

desarrollo embrionario temprano y en la metilación global del ADN. 
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1.4 Objetivos  

 

 

1.4.1 Objetivo General 

 

 

Establecer una posible asociación entre la concentración de contaminantes (plaguicidas 

organoclorados y Hg total) y los niveles de metilación del ADN (tanto global como locus-

específico) en embriones de tortuga golfina con malformaciones congénitas. 

 

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

 

 

1. Cuantificar las concentraciones de plaguicidas organoclorados y Hg en embriones 

malformados y embriones no malformados. 

2. Aislar y caracterizar promotores de algunos genes de desarrollo embrionario temprano en la 

tortuga golfina.  

3. Determinar el estatus de metilación locus-específico de genes de desarrollo temprano en 

embriones malformados y comparar con embriones no malformados. 

 4. Determinar el estatus de metilación global en embriones malformados y comparar con 

embriones no malformados. 
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2. CONTAMINANTES EN EMBRIONES DE TORTUGA GOLFINA 

 

 

Se cuantificó la concentración de plaguicidas organoclorados y Hg en embriones malformados y 

no malformados. El presente capítulo se separa en dos secciones: plaguicidas organoclorados y 

Hg, ya que para el análisis de plaguicidas organoclorados se hicieron pooles de los embriones y 

para el de Hg el análisis se realizó de manera individual. 

 

 

2.1 Plaguicidas Organoclorados en Embriones de Tortuga Golfina  

 

 

2.1.1 Introdución 

 

 

Los plaguicidas organoclorados son ubicuos y se consideran contaminantes orgánicos 

persistentes cuyo proceso de degradación es muy lento y presentan potencial de transporte 

ambiental (Ritter et al., 1995). Estos compuestos han tomado relevancia por sus efectos a largo 

plazo; su toxicidad puede provocar desórdenes reproductivos e inmunológicos tanto en el 

humano como en organismos silvestres; algunos de estos plaguicidas fueron prohibidos en la 

década de 1970 (Sanpera et al., 2003). Bioensayos en organismos modelo han demostrado que 

algunos plaguicidas organoclorados pueden provocar malformaciones congénitas (Hoffman & 

Eastin, 1982; McNutt & Harris, 1994).  

Los plaguicidas organoclorados pueden ser transferidos a los huevos (Alava et al., 2011)  y son 

los compuestos orgánicos persistentes que más se han identificado en estudios de tortugas 

marinas, únicamente superados por los PCBs (Lynch, 2013). Algunos estudios sugieren que los 

plaguicidas organoclorados pueden contribuir a problemas de salud, prevalencia de 

enfermedades, teratogénesis, mortalidad o bajo éxito de eclosión en tortugas marinas (Aguirre et 

al., 1994; Lynch, et al., 2004; van de Merve et al., 2010).  

En la presente sección se reportan y comparan la presencia y concentración de plaguicidas 

organoclorados en embriones normales y aquellos que presentaron malformaciones congénitas en 
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la playa de anidación El Verde Camacho, Sinaloa durante la temporada de anidación 2012. Estos 

resultados conforman un capítulo en el libro “El uso del conocimiento de las tortugas marinas 

como herramienta para la restauración ecológica” editado por la Universidad Autónoma del 

Carmen (en prensa). 

 

 

2.1.2 Metodología 

 

 

En un estudio previo realizado en la playa de anidación El Verde Camacho en México 

(23°44′22″N, 106°58′27″W), se generó durante la temporada de anidación del 2012 un catálogo 

de malformaciones congénitas (Bárcenas-Ibarra et al., 2015). Se identificaron ocho nidos con 

incidencias bajas (~1-6%) de embriones malformados y tres nidos sin embriones malformados, 

cuya recaptura fue posible de 13 a 17 días después de la primera anidación (Fig. 6). Así mismo se 

identificó un solo nido con una alta incidencia (~25%) de embriones malformados, pero del cual 

no se obtuvo recaptura. Los embriones malformados y dos crías muertas sin malformaciones 

aparentes provenientes de nidos sin embriones malformados se colectaron en papel aluminio 

(previamente limpiado con acetona y hexano) y se preservaron a -20°C para el análisis posterior 

de plaguicidas organoclorados.  

El análisis de plaguicidas se llevó a cabo en el Laboratorio de Residuos Tóxicos del CIAD. Los 

embriones se separaron en grupos según la incidencia de embriones malformados por nidos de la 

siguiente manera (Fig. 6):  

1. Embriones malformados de un nido que presentó alta incidencia (~25%) de embriones 

malformados (n=15 embriones). 

2. Embriones malformados provenientes de 16 nidos (y 8 hembras distintas) que presentaron 

baja incidencia (~1-6%) de embriones malformados, separados en cuatro grupos (n = 11, 

9, 10 y 13 embriones por grupo respectivamente).   

3. Crías sin malformaciones externas de seis nidos (y tres hembras distintas) que no 

presentaron malformaciones aparentes, estas crías llegaron a término y eclosionaron, pero 

no emergieron por lo que murieron dentro del nido, se separaron en dos grupos (n = 6 

crías por grupo). 
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Figura 6. Diagrama de diseño experimental para el análisis de plaguicidas organoclorados en 
embriones y crías de tortuga golfina. Las muestras se separaron en siete pooles según la 
procedencia de nidos: con alta o baja incidencia de embriones malformados o de nidos sin 
embriones malformados. Cada una de las letras mayúsculas indica una hembra distinta; n: 
número de embriones por pool. 

 

 

La extracción de plaguicidas de tejidos de embriones y crías se realizó mediante extracción 

líquido-sólido de acuerdo al método 3545A (USEPA, 1998). Los tejidos se pesaron, se 

liofilizaron y se volvieron a pesar para obtener el porcentaje de humedad. Posteriormente, se 

molieron y se mezclaron en un mezclador de rodillos a velocidad constante. Se pesó 1.0 ± 0.02 g 

de la muestra, se agregaron 5 ml de hexano, se agitó y centrifugó. Los extractos se concentraron 

hasta un volumen final de 0.5 ml en baño de vapor a 40°C. La detección y cuantificación de 

plaguicidas de los tejidos de embriones se realizó por cromatografía de gases con detector de 

microcaptura de electrones (Agilent Technologies, modelo 6890N) de acuerdo al método 8081B 

(USEPA, 2007). Se preparó la columna cromatográfica, DB35-MS, y se inyectó 1.0 μl de 

extracto. Para la cuantificación de plaguicidas organoclorados se utilizó una solución estándar de 
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48858-U (SUPELCO Analytical ®). Para la extracción y cuantificación de lípidos se usó la 

metodología propuesta por Gallina et al. (2003). Las concentraciones de plaguicidas 

organoclorados identificadas en los tejidos embrionarios se presentan en peso húmedo, peso seco, 

y peso basado en lípidos para poder realizar comparaciones futuras. No se realizaron análisis 

estadísticos ya que las muestras fueron analizadas en pooles que no permitieron hacer dichos 

análisis y solamente se reporta la presencia de los plaguicidas identificados. 

 

 

2.1.3 Resultados 

 

 

Se identificó la presencia de tres compuestos clorados: heptacloro, endosulfán y DDE (Cuadro 4). 

El heptacloro y el DDE fueron identificados en todos los grupos, mientras que el endosulfán sólo 

se identificó en embriones malformados provenientes del nido con alta incidencia de 

malformaciones. El porcentaje de recuperación de los analitos detectados fue ≥85% (heptacloro: 

97%, endosulfán: 85% y DDE: 87%). 

 

 

Cuadro 4. Concentraciones promedio ± desviación estándar de plaguicidas organoclorados en 
tejido de embriones malformados y crías sin malformaciones de tortuga golfina. Límite de 
detección en peso seco para heptacloro y endosulfán: 3.2 ng g-1; para DDE: 0.5 ng g-1. 

 

Compuestos 
organoclorados 

Nido con alta 
incidencia de  

embriones 
malformados 

Nidos con baja 
incidencia de  

embriones 
malformados 

Nidos sin 
embriones 

malformados 

Peso húmedo 
(ng g-1) 

Heptacloro 5.35 3.17 ± 0.04 5.03 ± 2.84 
Endosulfán 2.40 - - 

DDE 1.75 1.96 ± 0.18 1.79 ± 0.02 

Peso seco 
(ng g-1) 

Heptacloro 11.60 6.93 ± 0.49 14.25 ± 8.13 
Endosulfán 5.20 - - 

DDE 3.80 4.49 ± 0.15 5.08 ± 0.04 
Peso basado 
en lípidos 
(ng g-1) 

Heptacloro 33.07 26.19 ± 3.20 55.51 ± 18.43 
Endosulfán 14.82 - - 

DDE 10.83 17.19 ± 1.82 21.4± 5.78 
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2.1.4 Discusión 

 

 

Mientras que en embriones no malformados se identificaron niveles de heptacloro y DDE, en 

embriones malformados de tortuga golfina también se se identificó endosulfán. Los tres 

compuestos han sido reportados como teratogénicos (Le Marchand et al., 1986; Slama & Cordier, 

2010). El endosulfán sólo se encontró en los embriones malformados provenientes del nido con 

alta incidencia de malformaciones. 

Se han realizado pocos estudios de contaminantes organoclorados en huevos de tortugas marinas 

(Cuadro 5; Aguirre et al., 1994; Mckenzie et al., 1999; van de Merwe et al., 2010), sin embargo, 

se ha reportado la transferencia materna de este tipo de  contaminantes (van de Merwe et al., 

2010; Stewart et al., 2011). Las concentraciones identificadas de heptacloro y DDE, que fueron 

los contaminantes presentes en embriones malformados y no malformados, son similares a los 

reportes en otras especies; mientras que los reportes de endosulfán son escasos para tortugas 

marinas.  

Comparaciones generales apoyan la conclusión de que tortugas marinas con mayor nivel trófico 

presentan concentraciones de organoclorados más elevados: niveles más altos en las tortugas 

marinas carey y lora, seguido de caguama, laúd y la tortuga verde finalmente (Lynch, 2013). La 

tortuga golfina es una especie marina omnívora y oportunista (Plotkin, 2010) y sus 

concentraciones estarían situadas en niveles intermedios entre la tortuga lora y caguama (Gardner 

et al., 2003; Richardson et al., 2010). En comparación con otros animales marinos costeros, las 

concentraciones de organoclorados en tortugas marinas son órdenes de magnitud inferiores a los 

de los tiburones, cocodrilos, aves marinas y mamíferos marinos de lugares similares (Lynch, 

2013). 

El heptacloro es un plaguicida organoclorado que pertenece a la familia de los ciclodienos. Fue 

utilizado ampliamente como insecticida y forma parte de la primera lista de eliminación de COPs 

en el Convenio de Estocolmo (UNEP, 2008). Aunque su uso ha sido restringido en muchos 

países desde la década de 1980 todavía se detecta en los ecosistemas. El heptacloro liberado en el 

medio ambiente en presencia de agua se transforma en heptacloro-epóxido, que es uno de sus 

metabolitos y el más persistente de ellos; ambos presentan propiedades de bioacumulación. 
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El heptacloro y heptacloro-epóxido son contaminantes ubicuos, presentes en aire, agua, suelo; así 

como en plantas, peces, aves, mamíferos y reptiles (WHO, 2006). Tienen potencial de transporte 

ambiental a largo plazo (Gregor & Gummer, 1989). Debido a su afinidad lipofílica tienden a 

acumularse en los tejidos adiposos y pueden pasar a través de la cadena alimenticia. Estudios en 

organismos modelo y en el humano indican que durante la gestación puede haber una 

transferencia materna de estos contaminantes.  

La toxicidad aguda del heptacloro-epóxido es mayor que la del heptacloro, en animales se asocia 

con trastornos del sistema nervioso central (WHO, 2006). El heptacloro puede provocar 

alteraciones en el neurotransmisor GABA. También se ha reportado como inmunosupresor 

químico, ya que en ovejas interrumpe la interacción de tres tipos de células inmunitarias 

principales: macrófagos, célula T auxiliares y células B  (Luster et al., 1992). 

El heptacloro muestra características promotoras de tumores y regula negativamente el gen 

supresor tumoral p53 y la proteína del retinoblastoma RB (Rought et al., 1998; Rought et al., 

1999). También se reporta que la activación de las proteínas de cascada MAPK puede ser una de 

las vías utilizadas por el heptacloro para ejercer su acción mitogénica, promoviendo el cáncer 

(Chuang & Chuang, 1998). Además puede alterar la progresión del ciclo celular, ya que puede 

desregular la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Chuang et al., 1999). 

Ito et al. (1988) reportan que el heptacloro podría estar relacionado con  malformaciones en los 

monos japoneses (Macaca fuscata) que se han presentado desde 1955, ya que las concentraciones 

de heptacloro epóxido en monos malformados fueron significativamente mayores (riñón, p<0.05) 

que las de monos normales y, además, los niveles de heptacloro-epóxido en riñón de hembras 

adultas que habían tenido crías malformadas también fueron significativamente más altos 

(p<0.05) que los de hembras que tuvieron crías normales.  

El DDT (diclorodifeniltricloroetano) es un plaguicida usado extensamente en el pasado (1940-

1960) como insecticida en cosechas agrícolas y para combatir insectos portadores de 

enfermedades tales como la malaria y el tifus (WHO, 1989). Una vez introducido en el medio 

ambiente, el DDT se difunde por el suelo, el agua y el aire y procesos de biodegradación por 

decloración reductiva forman los metabolitos DDE y DDD. En los sistemas animales el DDT es 

lentamente degradado a sus metabolitos (DDD y DDE) y puede ser fácilmente almacenado en 

tejidos grasos (WHO, 1989). 
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El DDT y sus metabolitos tienen una presencia global en el planeta, ya que pueden migrar largas 

distancias en la atmósfera desde suelos y superficies de agua, de regiones más cálidas a regiones 

más frías donde se depositan. Al igual que el heptacloro, el DDT y sus metabolitos son 

lipofílicos, lo que provoca que se  boiacumulen en los organismos y se biomagnifiquen a través 

de las redes tróficas. Además, puede haber una transferencia materna de estos compuestos 

durante la gestación (Longnecker et al., 2001). 

En la actualidad se conocen las características tóxicas del DDT y sus metabolitos, pero fue en 

1962, cuando la bióloga Rachel Carson, a través del libro Primavera Silenciosa, publica la 

primera denuncia del impacto ambiental de compuestos organoclorados como el DDT (Carson, 

2002). Posteriormente, en 1972, Estados Unidos prohibió la producción y uso de este plaguicida 

y otros países fueron adoptando esta medida. El DDT forma parte de la primera lista de 

eliminación de COPs en el Convenio de Estocolmo y actualmente se usa solamente en unos 

pocos países para controlar la malaria (UNEP, 2008). 

El DDT puede provocar efectos agudos y crónicos, se absorbe fácilmente a través del tracto 

gastrointestinal, con una mayor absorción en presencia de grasas (WHO, 1989). Los efectos 

agudos en el humano pueden incluir náuseas, diarrea, actividad enzimática hepática aumentada o 

irritación (en ojos, nariz o garganta), hasta convulsiones (Longnecker et al., 1997). Ensayos 

experimentales en organismos modelo indican que el DDT y sus metabolitos pueden causar 

efectos crónicos en el sistema nervioso, el hígado, los riñones y el sistema inmunológico (WHO, 

1989). En aves, la exposición crónica al DDT tienen efectos sobre la reproducción, 

principalmente en el adelgazamiento de la cáscara del huevo y muerte embrionaria provocada por 

su metabolito principal DDE (WHO, 1989). 

El DDT está involucrado en la progresión de distintos tipos de cáncer, principalmente el de 

hígado. Estudios recientes indican que la exposición a dosis bajas de DDT promueven el 

crecimiento del carcinoma hepatocelular vía Wnt/β-catenina, que se activa por estrés oxidativo, 

ya que inhibe las actividades de γ-glutamilcisteína sintetasa (γ-GCS) y superóxido dismutasa 

(SOD) (Jin et al., 2014). Los autores reportan una desregulación en los niveles de β-catenina y 

sus genes objetivo (c-Myc y CyclinD1) provocada por el DDT  (Jin et al., 2014). 

Estudios recientes han asociado al DDT con efectos en mecanismos epigenéticos, tales como la 

metilación del ADN y con el cáncer. Lee et al. (2017) identificaron una asociación entre el DDT 

y la hipometilación global del ADN en el ensayo Alu en adultos hombres. Por otra parte, Song et 
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al. (2014) reportan que tras la exposición in utero en ratas al DDE, la generación de F1 machos 

mostró alteración de la fertilidad masculina; identificaron hipometilación del gen con impronta 

Igf2, así como alteraciones en su expresión génica. Estos defectos fueron transferidos a la 

generación F3 a través de la línea germinal masculina (Song et al., 2014). 

El endosulfán es un plaguicida organoclorado (insecticida y acaricida) catalogado como uno de 

los plaguicidas más peligrosos y está prohibido en 75 países, aunque todavía se utiliza en muchos 

países para cultivos como algodón, soya, café y vegetales (González-Bejarano, 2018). Su 

composición es una mezcla de dos isómeros, el endosulfán-α (64-67%) y el endosulfán-β (29-

32%). Hay evidencias de que el endosulfán tiene potencial de transporte ambiental a largo plazo, 

ya que se ha identificado en lugares muy lejanos de donde se ha liberado, tanto en biota y hielo 

del ártico y el antártico, en el aire y lluvia en prácticamente todo el planeta (Vorkamp et al., 

2004; Pozo et al., 2006; Kumari et al., 2007). El endosulfán es semi-volátil, se evapora de la 

superficie del suelo y de las plantas después de la aplicación; se considera que aproximadamente 

el 70% ingresa a la atmósfera por volatilización (Sutherland et al., 2004).  

En el 2011, el endosulfán se incluyó en el Anexo A del Convenio de Estocolmo para su 

eliminación, ya que están demostradas sus características como COP. Tal acuerdo fue ratificado 

por México (UNEP, 2011), y desde enero de 2013 COFEPRIS dejó de autorizar la importación 

de este compuesto; diciembre de 2014 fue la fecha límite para su comercialización y a partir de 

enero de 2015 se revocaron los registros sanitarios de los productos que contengan endosulfán. 

Esto indica que hasta hace pocos años el endosulfán aún era utilizado en México. De acuerdo a 

varios autores y al diagnóstico de la acción del endosulfán en México, este compuesto produce 

efectos neurotóxicos, hematotóxicos y nefrotóxicos agudos en mamíferos, además de efectos 

embriotóxicos y teratogénicos en mamíferos, peces e invertebrados (Schulz, 2004; Singh et al., 

2007; INE, 2011). 

El endosulfán puede tener distintos efectos adversos tanto agudos como crónicos. Los efectos 

primarios agudos se presentan sobre el sistema nervioso, causando hiperexcitación y 

convulsiones, y puede provocar la muerte por envenenamiento (Wesseling et al., 2005). Algunos 

de los efectos crónicos reportados en humanos incluyen defectos de nacimiento, trastornos 

reproductivos congénitos, daño cerebral a largo plazo, convulsiones recurrentes, epilepsia, 

autismo, madurez sexual retrasada, endometriosis, trastornos menstruales, menarquia precoz, 

aumento mamario masculino, diversos cánceres, discapacidad intelectual congénita, parálisis, 
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alteraciones psiquiátricas y deterioro y pérdida de la visión (NIOH, 2002; Saiyed et al., 2003; 

Roberts et al., 2007). En organismos silvestres y animales domésticos se ha identificado 

letalidad, aborto espontáneo, malformaciones congénitas, infertilidad, y con potencial de 

disruptor endocrino (NIOH, 2002; Schulz, 2004). 

El endosulfán tiene una afinidad con los receptores GABA (ácido gamma-aminobutírico) en el 

cerebro y actúa como un antagonista no competitivo de GABA. La unión de GABA a sus 

receptores induce la absorción de iones cloruro por las neuronas y el bloqueo de esta absorción 

por el endosulfán da lugar a un estado de excitación incontrolada (Ratra & Casida, 2001). El 

endosulfán causa estrés oxidativo (Omurtag et al., 2008), el cual está implicado en sus efectos 

neurotóxicos (Jia & Misra, 2007), daños en la glándula suprarrenal (Dorval et al., 2003) y cáncer 

(Antherieu et al., 2007). Se ha reportado que en peces es altamente inmunotóxico, causando la 

supresión de la función fagocítica de las células inmunes del riñón (Harford et al., 2005). La 

exposición al endosulfán in utero y a través de la lactancia posnatal provoca efectos 

inmunosupresores en ratas adultas, siendo las ratas hembras más susceptibles que los machos 

(Lafuente et al., 2006). 

El endosulfán es un disruptor endocrino en especies de mamíferos, peces, aves y anfibios, que 

afecta tanto a las hormonas reproductivas masculinas como femeninas; presenta capacidad 

antiandrogénica y puede mimetizar estrógenos (Andersen et al., 2002). En ratas se han reportado 

efectos embriotóxicos y teratogénicos, tales como acumulación de líquido cefalorraquídeo en el 

cerebro, cerebro subdesarrollado, osificación incompleta de los huesos del cráneo y 

malformaciones en el hígado, riñones, costillas y la pelvis renal (Singh et al., 2007). 

Milesi et al. (2017) reportan en ratas que el endosulfán induce hipometilación en algunas 

regiones reguladoras del gen del receptor de estrógeno ERα, lo que provoca una expresión uterina 

de ERα aberrante y a su vez inhibe la pre-implantación del embrión durante la gestación. Una de 

las causas por las que el endosulfán puede provocar efectos teratogénicos es porque puede 

interrumpir la vía de señalización de los retinoides en las células y los retinoides desempeñan un 

papel esencial en la proliferación, el desarrollo y la diferenciación de las células. Lemaire et al 

(2005) proponen que el endosulfán es agonista del receptor de ácido retinoico (RAR)β y (RAR)γ 

e induce la expresión de P450RAI1, el cual metaboliza el ácido retinoico y tal disrupción puede 

conducir a malformaciones en el ojo, cerebro, corazón y extremidades (Lemaire et al., 2005). 
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Cuadro 5. Concentraciones de algunos plaguicidas organoclorados en reptiles. Media (SD) y/o 
mediana (rango) en ng/g en peso húmedo, LOD: por debajo del límite de detección. 

Especie Sitio de muestreo Año Tejido ΣDDTs DDE Heptacloro Endosulfán Referencia 

C. caretta Northwest Florida, 
Gulf of Mexico 1992 huevo <LOD–178    

Alam & Brim 
(2000) 

C. caretta Cape Lookout, 
North Carolina 2002 yema 53.2 (57.1)  

4.37 
 (5.34)  

Alava et al. 
(2011) 

C. caretta South Carolina-
Georgia NR huevo (58–305)    

Hillestad et al. 
(1974) 

C. caretta Merritt Island, 
eastern Florida 1979 huevo  

99  
(56–150)   

Clark & 
Krynitsky (1980) 

C. caretta Merritt Island, 
eastern Florida 1976 huevo  18–200 (<LOD–6)  

Clark & 
Krynitsky (1980) 

C. caretta Cyprus 1995 crías 36.5  
(5.3–113)    

Mckenzie et al. 
(1999) 

C. caretta Eastern Florida 2002 yema 2.95  
(0.0493–108)  

0.705  
(<0.048–8.84)  

Alava et al. 
(2011) 

C. caretta Sarasota, Florida, 
Gulf of Mexico 2002 yema 1.05  

(0.168–7.95)  
0.256 

 (<0.048–1.81)  
Alava et al. 
(2011) 

D. coriacea Juno Beach, Florida 2003 Yema + 
albúmina 

1.53  
(0.683–3.49) 

22.7  
(4.8-185) 

0.183 
 (0.096–0.362)  

Stewart et al. 
(2011)  

D. coriacea French Guiana 2006 Yema + 
albúmina (0.08–5.82)    

Guirlet et al. 
(2010)  

C.  mydas Cyprus 1995 huevo 4.3    
Mckenzie et al. 
(1999) 

C.  mydas 
Heron Island, 
Queensland, 
Australia 

1995   
1.6 

 (1.5–2.0)   
Podreka et al. 
(1998)  

C.  mydas Heron Island, 
Australia 1998 Yema + 

albúmina   0.01974  
van de Merwe et 
al. (2009) 

L. olivacea Ceuta, Sinaloa 2010 Yema + 
albúmina  30  170 (820) García-Solorio et 

al. (2014) 
C. 
serpentina Canada  huevo   <LOD-3.5  

de Solla et al. 
(1998) 

L. olivacea El Verde Camacho, 
Sinaloa 2012 Embriones 

y crías   1.5-2.6 2.2-7.0 2.4 Este trabajo 
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2.2 Mercurio total (Hg) en Embriones de Tortuga Golfina  

 

 

2.2.1 Introducción 

 

 

El mercurio (Hg) es un elemento químico de origen natural y antropogénico, se distribuye 

ampliamente en el medio ambiente y, aunque está presente de forma natural en sistemas acuáticos 

en concentraciones bajas, se puede encontrar en altas concentraciones en la cadena alimenticia 

por bioacumulación (Ullrich et al., 2001). El mercurio se presenta en el ambiente en forma 

orgánica e inorgánica,  ésta última puede ser biotransformada por bacterias a la forma orgánica, 

metilmercurio (MeHg), que es la fracción del mercurio total que se transfiere más eficientemente 

a la cadena alimenticia a niveles tróficos más altos y a su vez es más tóxica (Boening, 2000).  

El metilmercurio (MeHg) es causante de la enfermedad de Minamata, identificada en humanos 

por ingerir productos marinos contaminados con MeHg (Eto, 1997). En pacientes con la 

enfermedad congénita de Minamata se ha identificado la presencia de malformaciones congénitas 

(Harada, 1995). Además, bioensayos de exposición al MeHg en peces, anfibios, aves y 

mamíferos indican que este contaminante es una agente teratogénico ( Khera, 1973; Weis & 

Weis, 1977; Hoffman & Moore, 1979; Colomina et al., 1995; Heinz & Hoffman, 1998; Samson 

& Shenker, 2000; Unrine et al., 2004; Bergeron et al., 2011). En tortugas marinas se ha sugerido 

que el Hg contribuye a problemas de salud y prevalencia de enfermedades (Innis et al., 2008) y se 

ha comprobado la transferencia  materna de este contaminante a los huevos (Guirlet et al., 2008; 

Páez-Osuna et al., 2011).  

En el presente capítulo se reporta y compara la presencia y concentración de Hg en embriones no 

malformados y aquellos que presentaron malformaciones congénitas en la playa de anidación El 

Verde Camacho, Sinaloa durante la temporada de anidación 2012. 
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2.2.2 Metodología 

 

 

El análisis de Hg se llevó a cabo en el Laboratorio de Ciencias ambientales del CIAD y se 

eligieron embriones de los mismos nidos a los que se les analizó plaguicidas organoclorados, 

pero el análisis se hizo de manera individual: embriones malformados de un nido que presentó 

alta incidencia (~25%) de malformaciones (n=11 embriones), embriones malformados 

provenientes de 16 nidos que presentaron incidencias bajas (~1-6%) de malformaciones (n= 38) y 

crías muertas sin malformaciones externas de seis nidos donde no hubo embriones malformados 

(n=12). 

Se digirió 1 g de tejido homogeneizado (masa húmeda) con 5 ml de HNO3 al 50% y 

posteriormente con 3 ml de H2O2 en un sistema de digestión por microondas (CEM MARSX) 

según el método EPA 3052 (EPA, 1996). Una vez que las muestras fueron digeridas, se 

analizaron con un espectrofotómetro de absorción atómica (Perkin Elmer 1100-B); la 

cuantificación del Hg total se llevó a cabo utilizando el accesorio generador de hidruro (MHS-

20); el límite de detección fue de 0.0002 μg/g. El porcentaje de recuperación promedio fue de 

91.3% (n = 5). 

Las concentraciones de Hg entre embriones malformados y normales se compararon mediante 

ANOVA de una vía Mann-Whitney. Se reporta el coeficiente de variación (CV) de las 

concentraciones presentes de Hg para una mejor interpretación del grado de variabilidad. 

Adicionalmente, se generaron diagramas de cajas para visualizar la dispersión y simetría de los 

datos por medio de cuartiles (Qs): identificación de los valores mínimos y máximos de los datos, 

la distribución de 25, 50 y 75% de los datos (Q1, Q2 y Q3, respectivamente), e identificación de 

datos extremos. 

 

 

2.2.3 Resultados 

 

 

Se observó un incremento en los niveles promedio de Hg de embriones malformados 

(provenientes de nidos con alta y baja incidencia de malformaciones) dos veces mayor con 
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respecto a embriones no malformados (0.0250 ± 0.0223 -CV: 89.2%- y 0.0132 ± 0.00909 -CV: 

68.8%- μg/g de Hg en embriones malformados y no malformados, respectivamente; P=0.041) 

(Fig. 7). Sin embargo, las concentraciones de Hg en embriones malformados provenientes del 

nido con alta incidencia de malformaciones no difirieron significativamente de los embriones 

malformados provenientes de nidos con baja incidencia de malformaciones (0.0244 ± 0.0267 -

CV: 109.4%- y 0.0252 ± 0.0213 -CV: 84.5%- μg/g de Hg, respectivamente P=0.363) (Fig. 7). 

 

 

2.2.4 Discusión 

 

 
Los niveles de Hg fueron en general mayores en los embriones malformados (sin importar la 

procedencia del nido) con respecto a los no malformados. Sin embargo, dada la variabilidad 

individual en las concentraciones de mercurio en embriones malformados, no se detectaron 

diferencias significativas entre embriones malformados provenientes de nidos con baja y alta 

incidencia de malformaciones. Se ha reportado que las concentraciones de contaminantes son 

similares entre embriones del mismo nido, pero existe variabilidad entre nidos (Lynch, 2013). Sin 

embargo, en el caso de los embriones malformados provenientes del nido con alta incidencia de 

malformaciones sí presentaron una alta variabilidad (CV: 109.4%), a pesar de ser del mismo 

nido. En este contexto, se destaca que cada organismo presentó fenotipos particulares y algunos 

con múltiples malformaciones. 

En la tortuga golfina se ha corroborado la transferencia  materna de Hg a los huevos, 

presentándose mayores concentraciones en la yema con respecto a la clara y a la cáscara (Páez-

Osuna et al., 2011), así como en tortuga verde y caguama, cuyos valores reportados 

aparentemente no representan un riesgo relacionado con el desarrollo (Sakai et al., 1995; Lam et 

al., 2006). Sin embargo, los reportes de concentraciones de Hg en tejidos de embriones son 

escasos (Cuadro 6). Las concentraciones de Hg identificadas en el presente estudio son mayores 

en un orden de magnitud con respecto a la tortuga verde (Cuadro 6), cuyo análisis fue realizado 

en la yema; esto, tomando en cuenta de que el Hg es un contaminante lipofílico y que además las 

concentraciones de Hg entre especies pueden variar según sus hábitos alimenticios y las zonas de 

alimentación (Lynch, 2013). Esto concuerda con los reportes para reptiles con un mayor nivel 

trófico, como los cocodrilos o lagartos, cuyos niveles de Hg son mayores en varias órdenes de 
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magnitud con respecto a otras especies de tortugas y cuya matriz analizada también fue la yema 

(Cuadro 6). 

El Hg es uno de los contaminantes teratogénicos que mejor está documentado (Eto, 1997). Por 

ejemplo, se ha reportado que concentraciones presentes de 0.286 ±0.038 de Hg (en peso seco) en 

huevos del sapo americano (Anaxyrus americanus) pueden provocar distintas malformaciones 

axiales y craneofaciales (Bergeron et al., 2011). En aves, a partir de biensayos en huevos de 25 

especies, a las cuales se les inyectó cloruro de metilmercurio a distintas dosis (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 

0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 μg/g de Hg en peso húmedo), se ha reportado que el metilmercurio provoca un 

incremento de malformaciones que está relacionado con el aumento en la dosis suministrada 

(Heinz et al., 2011); algunas de las malformaciones que fueron atribuidas al metilmercurio se 

presentaron en la región craneofacial, el cuello, la columna vertebral y las alas (Heinz et al., 

2011). En tortugas marinas es necesario corroborar mediante bioensayos similares el potencial 

teratogénico del Hg en sus distintas formas presentes. 

Por otra parte, el Hg no es el único compuesto teratogénico presente en el ambiente y puede 

presentar sinergia con otros compuestos y con otros factores ambientales (Fernández & Beiras, 

2001; Heinz et al., 2011). Se ha reportado que el selenio reduce la disponibilidad biológica del 

mercurio (revisado en Raymond & Ralston, 2004); sin embargo, bajo distintas condiciones, el Hg 

y el selenio pueden ser antagonistas o actuar en sinergia (Heinz & Hoffman, 1998). En el pato 

real (Anas platyrhynchos) se ha reportado que los efectos teratogénicos del Hg aumentan por su 

sinergia con el selenio (Heinz & Hoffman, 1998). En el erizo de mar (Paracentrotus lividus) se 

ha reportado embriotoxicidad por sinergia del mercurio combinado con el plomo (Fernández & 

Beiras, 2001). A su vez, los metales, como el mercurio, pueden interactuar con otros factores 

ambientales (e.g. pH, salinidad o materia orgánica disuelta) afectando su especiación (Fernández 

& Beiras, 2001). 
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Figura 7. Gráfica de cajas de las comparaciones de la concentración de Hg total entre embriones 
de tortuga golfina. Embriones de nidos sin embriones malformados (NM), embriones 
malformados procedentes de nidos con baja incidencia de malformaciones (M-BI) y embriones 
malformados procedentes del nido con alta incidencia de malformaciones (M-AI). La línea 
discontinua representa la media; n=número de muestras. Letras diferentes indican diferencias 
significativas entre grupos (p <0.05) 

 

 

Cuadro 6. Concentraciones promedio de Hg (media ± SD en peso húmedo) en diferentes tejidos 
de tortugas marina. * Indica concentraciones de Hg reportadas en peso seco. 

 
Especie Hg (μg/g) Sitio Referencia 

Yema + 
clara 

A. mississippiensis 0.054±0.060 Florida, E. U. Ogden et al. (1974) 
C. acutus 0.090±0.010 Florida, E. U. Ogden et al. (1974) 
C. moreletii 0.070±0.010 Belice Rainwater et al. (2002) 
A. Sinensis 0.111±0.010 Changxing County, China Xu et al. (2006) 
T. Scripta 0.040±0.015 Carolina del Sur, E. U. Burger & Gibbons (1998) 

Yema 
C. caretta 0.012±0.0034 Haha-Jima, Japón  Sakai et al. (1995) 
C. mydas 0.0015±0.00013 Hong Kong, China Lam et al. (2006) 
L. olivacea 0.028±0.010* Oaxaca, México Páez-Osuna et al. (2011) 

Clara 
C. caretta 0.00050±0.00020 Haha-Jima, Japón  Sakai et al. (1995) 
C. mydas 0.000090±0.0000030 Hong Kong, China Lam et al. (2006) 
L. olivacea 0.0010± 0.00090* Oaxaca, México Páez-Osuna et al. (2011) 

Cáscara 
C. caretta 0.0040±0.0013 Haha-Jima,  Japón  Sakai et al. (1995) 
C. mydas 0.00061±0.00016 Hong Kong, China Lam et al. (2006) 
L. olivacea 0.0087±0.00030* Oaxaca, México Páez-Osuna et al. (2011) 

Crías 
L. olivacea       
   Malformados 0.025±0.022 Sinaloa, México Este estudio 
   Normales 0.013±0.0090 Sinaloa, México Este estudio 
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2.3 Conclusiones Generales Sobre la Presencia y Concentración de Plaguicidas 
Organoclorados y Hg en Embriones de Tortuga Golfina 

 

 

Se identificó la presencia de plaguicidas organoclorados y Hg en embriones de tortuga golfina, lo 

que corrobora la transferencia materna de este tipo de contaminantes de las hembras a los huevos 

durante la producción de la yema y su ubicuidad en los ecosistemas marinos. En el caso de los 

plaguicidas organoclorados debido al diseño experimental no se pudieron realizar análisis 

estadísticos, por lo que únicamente se reporta la presencia y concentración de los plaguicidas 

identificados; no obstante, el endosulfán fue el único plaguicida organoclorado identificado en 

embriones malformados y proveniente de un nido con una alta incidencia de embriones 

malformados. Este plaguicida es altamente teratogénico y pone en relieve los efectos que este 

tipo de contaminante puede tener no sólo en las tortugas marinas sino en general en los 

ecosistemas marinos; así como otros contaminantes, que también se encuentran presentes en el 

mar, con efectos aun no evaluados. 

En el caso del Hg, el análisis se realizó de manera individual y se identificó una variabilidad muy 

alta de este compuesto, identificándose heterogeneidad en los datos. También, cada organismo 

presentó fenotipos muy particulares y con múltiples malformaciones. Los resultados muestran 

que los embriones que presentaron malformaciones congénitas presentaron también una mayor 

concentración de Hg, lo que podría sugerir que este contaminante podría estar participando, por 

lo menos en parte, en los fenotipos aberrantes observados; sin embargo son necesarios 

bioensayos de exposición en tortugas marinas para corroborar esta hipótesis. 
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3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LA REGIÓN PROMOTORA DE 

GENES DE DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO EN TORTUGA 

GOLFINA 

 

 

3.1 Introducción 

 

 

La tortuga golfina parece ser más propensa al desarrollo de malformaciones congénitas con 

respecto a otras especies como la tortuga carey (E. imbricata) o la verde (C. mydas) (Bárcenas-

Ibarra et al., 2015). A partir del muestreo realizado por Bárcenas-Ibarra et al. (2015) en la playa 

de anidación El Verde Camacho, Sinaloa, durante la temporada de anidación 2012, se identificó 

una incidencia de malformaciones congénitas del 2% para tortuga golfina; de estos organismos, 

el 74% presentó malformaciones múltiples y el 49% presentó malformaciones en la región 

cráneo-facial. Se identificó una prevalencia de malformaciones congénitas en la mandíbula del 

61%, en ojos del 12.6% y el síndrome malformativo schistosomus reflexus (SR; ver Bárcenas-

Ibarra et al., 2016) se presentó en el 31% de los organismos malformados. 

Para tratar de entender la etiología de dichas malformaciones, se realizó una búsqueda 

bibliográfica de genes reguladores que pudieran estar involucrados con el desarrollo de 

malformaciones congénitas, particularmente craneofaciales y el síndrome SR por la incidencia 

que presentaron. Se identificaron genes que actúan durante el desarrollo embrionario temprano y 

confieren pluripotencia a las células madre embrionarias (Nanog, Sox2); genes que son necesarios 

para el desarrollo del ojo (Pax6, Sox2); genes que están asociados a malformaciones en el paladar 

y la mandíbula (Prrx1, Tbx22); genes que son necesarios para el desarrollo de vértebras (Bmp5, 

Hoxb9); genes del complejo Polycomb-Trithorax, los cuales modulan la expresión de genes Hox 

(Cbx3, Mllt1), y un gen que codifica para una ADN metiltransferasa de novo y está asociado a la 

presencia de anomalías faciales (Dnmt3b) (Cuadro 7). En total se eligieron diez genes de 

desarrollo embrionario temprano para aislar su región promotora (Cuadro 7). 
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3.2 Metodología 

 

 

3.2.1 Aislamiento de la Región Promotora Putativa de Genes de Desarrollo 

Embrionario en Tortugas Marinas 

 

 

Se identificó la región codificante de los genes seleccionados (Cuadro 7) y que están reportados 

para la tortuga china de caparazón blando (Pelodiscus sinensis) en la base de datos de Ensembl 

genome browser 93 (Zerbino et al., 2018). Se buscó el primer exón en el genoma en draft de la 

tortuga verde (C. mydas) en la base de datos de National Center for Biotechnology Information 

(NCBI; Benson et al., 2005), se compararon las secuencias de ambas especies y se diseñaron 

primers 5’ a partir del inicio de la región codificante reportada. A partir de DNA genómico de 

tortuga golfina (L. olivacea) se obtuvieron fragmentos de 400-800 pb, a los cuales se les realizó 

un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1997) con el genoma de C. 

mydas, encontrando >90% de identidad (Cuadro 7). 

 

 

3.2.2 Identificación de Sitios de Unión a Factores de Transcripción y Regiones 

Reguladoras  

 

 

Una vez aislado el promotor putativo de los genes seleccionados, se procedió a caracterizarlos. El 

sitio de inicio de la transcripción (TSS, por sus siglas en inglés) se identificó mediante el 

software TSSG (Solovyev et al., 2010) y el software NNPP (Reese, 2001) y se consideró como la 

posición +1 para la caracterización del promotor. Los sitios de unión a factores de transcripción, 

así como regiones reguladoras (TATA box, CCAAT box y GC box) se identificaron mediante el 

software GPMiner (Lee et al., 2012). La presencia de islas CpG se identificaron mediante el 

software Methprimer (Li & Dahiya, 2002). 
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Cuadro 7. Genes que actúan durante el desarrollo embrionario temprano y pudieran estar 
involucrados con la presencia de malformaciones cráneo-faciales y con el síndrome SR. 

 
  

Genes que actúan durante el desarrollo embrionario temprano 

Gen Función 

Tamaño 
del 

fragmento 
(pb) 

Tamaño del 
promotor 

identificado 
(pb) 

Diseño de 
primers 

forward 5'-3' 

Diseño de 
primers reverse 

5'-3' 

No. 
Acceso 
NCBI 

para C. 
Mydas 

No. Acceso 
ensembl.org 

para P. 
Sinensis 

Referencia 

Nanog 

Confiere 
pluripotencia a las 
células madre 
embrionarias. 

843 577 
GCCTCCCCA
TGCTTCCAA

A 

TTGCCAGGT
GGGCACTC

AT 

KB5181
84.1 

ENSPSIT00
000013795.1 

Mitsui et 
al. (2003)  

Sox2 Asociado a 
anoftalmia. 376 126 

TCCATCAGC
CAAGAGGA

AGAGG 

GTGCATTTT
GGGGTTCTC

TTGG 

XM_00
7059069

.1 

ENSPSIT00
000000545.1 

Wang et 
al. (2012) 

Bmp5 
Participa en la 
osificación del 
caparazón,  

704 - 
TGCCGGGTT
CAAATTACA

ATGAG 

GCAATTCCA
AAGTAAGC

CCAGGA 

NW_00
6615559

.1 

 
ENSPSIT00
000014468.1 

Kaplinsky 
et al. 
(2013) 

Cbx3 Modula la estructura 
de la cromatina. 793 785 

TTGGCTACA
ATACCACCG

CTCTG 

TGGAGGCC
ATTTTTATT

GCAGAC 

NW_00
6590010

.1  

ENSPSIT00
000002745.1 

Kwon & 
Workman 
(2008) 

Prrx1 

Tienen un papel 
importante durante el 
modelado del primer 
arco faríngeo.  

799 364 
TCTGGCAAA
CAGAGACT
AGGGACAC 

GAACTCTGG
CTTCAGTGA

GGTTGAC 

NW_00
6633405

.1 

ENSPSIT00
000013635.1 

Çelik et al. 
(2012) 

Pax6 
Gen selector de ojos 
y de diferenciación 
neuronal. 

770 497 
GCCAAGCG
AATTGTATT

TGTGAGG 

CTGGTTGAA
TCTGGCAGT

GGTCTAC 

NW_00
6666723

.1 

ENSPSIT00
000014440.1 

Kozmik 
(2005) 

Mllt1 

Actúa a nivel de la 
cromatina para 
sostener la expresión 
de genes Hox. 

560 329 
GCTAGGTCC
CTATAGTGC

TGGGTGT 

CTCCACAAA
GTGCTGGAT

GTCG 

NW_00
6636959

.1 

ENSPSIT00
000004635.1 

Milne et 
al. (2002) 

Tbx22 Asociado a paladar 
hendido. 879 855 

ACTGCAAG
GCTCTGAAC

TCTGGA 

CAGACCCTT
CACTTTCAC

CCTGA 

NW_00
6616191

.1 

ENSPSIT00
000005726.1 

Pauws et 
al. (2009) 

Hoxb9 
Se expresa en la caja 
torácica, desarrollo 
del tubo neural. 

760 362 
GGGTTACAC
TGGTGAAGT

ACCGAGA 

ACTGGAGG
TTTTGGCTG
GAAACTAC 

NW_00
6636514

.1 

ENSPSIT00
000007772.1 

Nagel et 
al. (2007) 

Dnmt3b 

Asociado al síndrome 
inmunodeficiencia, 
inestabilidad de la 
región centromérica y 
anomalías faciales. 

533 518 
CACACCTCA
TCTAAACGC

ACACAC 

TGACTCTGT
AGGAGACG
ATGATTGC 

NW_00
6637958

.1 

ENSPSIT00
000007510.1 

Hu et al. 
(2014) 
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3.3 Resultados  

 

 

3.3.1 Nanog 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Nanog, un fragmento de 

577 pb (Fig. 8). Se identificaron tres sitios CpG con potencial de metilación en la región 

promotora y uno en la región 5’ UTR. También se identificó la TATA box, CCAAT box; así 

como algunos sitios de unión a factores de transcripción (TFBS por sus siglas en inglés) (Fig. 8). 

La función de los factores de transcripción se resume en el cuadro 8. 

El gen Nanog es un miembro de la familia de factores de transcripción con homeobox, los cuales 

poseen una región conservada de unión al ADN que es traducida a una porción proteica (llamada 

homeodominio) que al unirse al ADN de genes diana regulan la expresión génica durante el 

desarrollo embrionario. En mamíferos, Nanog  juega un papel clave en la auto renovación y el 

mantenimiento de la pluripotencia en células madre embrionarias no diferenciadas (Chambers et 

al., 2003; Mitsui et al., 2003). La eliminación de Nanog en el desarrollo embrionario temprano es 

letal (Chambers et al., 2003). El gen Nanog se expresa en la masa celular interna del blastocisto, 

así como en el epiblasto en la etapa posterior a la implantación y es detectable en células 

germinales de ratón (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). Se ha propuesto que el complejo 

Oct4/Nanog/Sox2 forman circuitos transcripcionales para activar su propia expresión de manera 

retroalimentada y a su vez promueve la expresión de los genes necesarios para la renovación de 

células madre, pero reprime genes de desarrollo que sólo se activarán tras la diferenciación 

celular (Loh et al., 2006; Fouse et al., 2008).  

Nanog está altamente expresado en células germinales primordiales de ratón, momento en el que 

se presenta la reprogramación epigenética (Yamaguchi et al., 2005) y se ha demostrado también 

en ratón que durante la diferenciación de células embrionarias la metilación del promotor de 

Nanog se lleva a cabo sinérgicamente por las dos DNA metiltransferasas de novo (Dnmt3a y 

Dnmt3b) (Li et al., 2007). Se ha propuesto que en células madre embrionarias, Nanog está 

hipermetilado en la región flanqueante 5' y a su vez está regulado por la modificación de histonas 

(acetilación y metilación) en este locus (Hattori et al., 2007). En el humano, Nanog está regulado 
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por la metilación del ADN de un elemento promotor en la región 5' del primer exón (llamada 

región reguladora Nanog), que también depende de la transactivación por Oct3/4 y Sox2 y se ha 

sugerido que la región proximal al sitio de inicio de la transcripción en el promotor Nanog está 

sujeta a la regulación epigenética en muchas especies (Nettersheim et al., 2011).  

 

 

 

Figura 8. Caracterización de la región promotora putativa del gen Nanog en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de unión a 
factores de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus 
siglas en inglés; flecha negra), la TATA box (rectángulo verde) y la CCAAT box (rectángulo 
naranja). Factor esteroidogénico 1 (SF1), forkhead box I1 (HFH3), factor de unión a GATA 2 
(GATA2), factor de unión a GATA 3 (GATA3), proteína dedos de zinc AREB6 (AREB6), factor 
de unión a GATA 1 (GATA1), proteína de unión a TATA (TBP), proteína SRY (SRY), factor 3 
nuclear de hepatocitos (HNF3), proteína de unión potenciadora CEBP (CEBP). Las regiones 
reguladoras y los sitios de unión a factores de transcripción fueron identificadas mediante el 
software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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3.3.2 Sox2 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Sox2, un fragmento de 126 

pb (Fig. 9). Se identificaron 16 sitios CpG con potencial de metilación, dos en la región 

promotora y 14 en la región 5’ UTR. También se identificaron secuencias GC box (Fig. 9). 

 

 

 

Figura 9. Caracterización de la región promotora putativa del gen Sox2 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), posibles GC box (rectángulo rojo), 
el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus siglas en inglés; flecha negra). Las regiones 
reguladoras fueron identificadas mediante el software GPMiner (Lee et al., 2012). 

 

 

El gen Sox2 es miembro de la familia de factores de transcripción Sox, los cuales juegan un papel 

importante en el desarrollo. Estas proteínas comparten un dominio de unión al ADN altamente 

conservado, llamado grupo de alta movilidad (HMG, por sus siglas en inglés). El gen Sox2 

presenta un solo exón, que se encuentra dentro de un intrón de un gen conservado llamado 

Sox2OT, el cual produce un ARN largo no codificante y puede modular la expresión génica a 

través de la regulación de la estructura de la cromatina, la transcripción, el procesamiento del 

ARNm y la traducción (Fantes et al., 2003).  
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Sox2 es indispensable para la formación de células embrionarias pluripotentes en estadios 

tempranos (revisado en Zhang & Cui, 2014). La expresión de Sox2 ha sido detectada en células 

durante el estadio de mórula, específicamente en la masa celular interna del blastocisto y 

epiblasto, y su deleción provoca mortalidad embrionaria en ratón (Avilion et al., 2003). En 

células madre embrionarias de ratón y humano, Sox2/Oct4/Nanog forman circuitos 

transcripcionales para mantener la pluripotencia y autorenovación celular (Loh et al., 2006; 

Fouse et al., 2008), pero además, este circuito (Sox2/Oct4/Nanog) también regula la 

diferenciación de células madre a linajes específicos (Wang et al., 2012). Específicamente, Sox2 

es un regulador importante en la iniciación y diferenciación neuronal, ya que dirige la 

especificación celular hacia el neuroectodermo (Thomson et al., 2011). 

Además de cumplir funciones de pluripotencia, renovación celular y de diferenciación nueronal, 

Sox2 cumple un papel importante en la formación del ojo (Kamachi et al., 2001). Se ha 

demostrado la actividad concentración-dependiente de Sox2 en la regulación de la vía de 

señalización Notch1 en las células progenitoras de la retina (Taranova et al., 2006). En humanos, 

se ha reportado que es necesaria una regulación precisa de la proporción de Sox2 y Pax6 para la 

generación de las células progenitoras de la copa óptica; una haploinsuficiencia de Sox2 o Pax6 

está asociada con microftalmia, anoftalmia o aniridia (Matsushima et al., 2011). Fantes et al. 

(2003) reportaron mutaciones heterocigoticas de Sox2 en 12 pacientes y todos presentaron 

afectaciones oculares bilaterales.  

Se ha reportado que el gen Sox2 está regulado epigenéticamente (Ferreira et al., 2015; Bouzas et 

al., 2016). De interés particular, Zenteno et al. (2006) reportaron que hermanos gemelos 

monocigóticos presentaron una mutación heterocigótica del gen Sox2 subyacente al síndrome de 

anoftalmia/microftalmia-atresia esofágica, pero presentaron fenotipos marcadamente distintos, 

uno de ellos con un defecto ocular unilateral. Los autores sugieren que la metilación diferencial 

locus-específica (i.e. Sox2) en gemelos monocigóticos podría explicar la diferencia de los 

fenotipos identificados (Zenteno et al., 2006). También, se ha propuesto que la histona 

desmetilasa JMJD2A interactúa directamente con las regiones reguladoras durante la activación 

temprana de Sox2 mediante la desmetilación de la marca represiva H3K9me3 en células 

progenitoras neurales (Bouzas et al., 2016). Por otra parte, se ha identificado hipermetilación en 

la región promotora de Sox2 en tumores primarios del sistema nervioso central (Ferreira et al., 

2015). 
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3.3.3 Bmp5 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región flanqueante 5’ de gen Bmp5, se identificaron posibles 

sitios de unión a factores de transcripción, y únicamente dos sitios CpG con potencial de 

metilación presentes en la región 5’ UTR (Fig. 10). 

La proteína morfogenética ósea Bmp5 es un potente factor de crecimiento que pertenece a la 

superfamilia de factor de crecimiento transformante beta (TGF-β ), y está implicada en el 

desarrollo embrionario y la diferenciación tisular (Hahn et al., 1992). En ratón, Bmp5 y Bmp7 se 

co-expresan desde el inicio de la gastrulación y parte de la neurulación y se expresan en el 

corazón, el alantoide, el neurectodermo rostral y mesénquima subyacente, la placa lateral del 

mesodermo y los arcos branquiales (Solloway & Robertson, 1999). Además, ratones doble 

mutantes de Bmp5;Bmp7 generan letalidad embrionaria temprana (Solloway & Robertson, 1999). 

En humano se ha reportado que el promotor de BMP5 presenta dos sitios de inicio de la 

transcripción (Sakaue et al., 1996) y este gen participa en el desarrollo de extremidades, 

morfogénesis de hueso y cartílago, y tejido blando conectivo (Hahn et al., 1992). En aves y 

mamíferos, la expresión de Bmp5 está asociada con el desarrollo de las vértebras y es importante 

para determinar la curvatura de las costillas (Darnell et al., 2007). En la tortuga de orejas rojas 

(Trachemys scripta), Bmp5 se expresa en la cresta ectodérmica apical de las yemas embrionarias 

de las extremidades y en el margen mesodermo que las rodea (Kaplinsky et al., 2013). 

En ratón, se ha reportado que el gen Bmp5 está controlado por un gran número de elementos 

reguladores distantes en cis, muchos de ellos ubicados en la región flanqueante 3' (DiLeone et al., 

1998); además, se ha reportado que diferentes potenciadores en el gen Bmp5 pueden controlar la 

expresión en huesos individuales (Guenther et al., 2008). Bmp5 parece estar regulado 

epigenéticamente, ya que se ha reportado metilación diferencial en una isla CpG en la región 3' 

del gen Bmp5 causada por la dieta (Leclerc et al., 2013). Por otra parte, también se ha propuesto 

que Bmp5 está regulado por el complejo Poliycomb represivo 2 (PRC2), el cual media la 

trimetilación de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me3) (Natsume et al., 2013). 
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Figura 10. Caracterización de la región flanqueante 5’ del gen Bmp5 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), posibles sitios de unión a factores 
de transcripción y el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus siglas en inglés; flecha 
negra). Receptor de glucocorticoides (GR); activador transcriptional MYB (MYB). Los sitios de 
unión a factores de transcripción fueron identificados mediante el software GPMiner (Lee et al., 
2012). 

 
 

3.3.4 Cbx3 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Cbx3, un fragmento de 785 

pb (Fig. 11). Se identificaron cuatro sitios CpG con potencial de metilación en la región 
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promotora. También se identificó la TATA box, así como algunos TFBS (Fig. 11). La función de 

los factores de transcripción se resume en el cuadro 8. 

El gen Cbx3 pertenece a la familia de proteínas de heterocromatina 1 (HP1), estas proteínas 

juegan un papel importante en el empaquetamiento de la heterocromatina en los centrómeros y en 

los telómeros de los cromosomas en eucariotas (Kwon & Workman, 2008). Las proteínas HP1 

pueden participar en la represión de la transcripción tanto en la heterocromatina como en la 

eucromatina (Kwon & Workman, 2008). La eucromatina permanece descondensada durante la 

interfase, mientras que la heterocromatina permanece condensada a lo largo del ciclo celular; 

ambas estructuras se pueden distinguir por modificaciones post-traduccionales únicas en las 

histonas (i.e. acetilación y metilación de histonas) (Richards & Elgin, 2002).  

La heterocromatina y la eucromatina  presentan diferentes componentes cromosómicos no 

histónicos, como las proteínas HP1, las cuales se caracterizan por tener dos dominios 

prominentes conservados: el cromo-dominio (CHD) y el cromo dominio sombra (CSD); CHD es 

responsable de la unión de HP1 a la lisina 9 di- y trimetilada de la histona H3, que son marcas 

epigenéticas para el silenciamiento génico; mientras que el CSD se une a proteínas cromosómicas 

no histónicas (por ejemplo al co-repressor universal transcripcional KAP-1) (Lechner et al., 

2000). 

Cbx3 es un gen de mantenimiento que posee elementos ubicuos de apertura de la cromatina 

(UCOE, por sus siglas en inglés) y que a su vez también se encuentra regulado epigenéticamente 

(Williams et al., 2005). Se ha propuesto que la metilación del ADN en combinación con distintos 

patrones de modificación de histonas (como acetilación y metilación) permiten la función de 

UCOE en Cbx3 (Lindahl Allen & Antoniou, 2007).  En humanos se ha identificado que la región 

UCOE de Cbx3 es de aproximadamente ~3 kb, abarca la región promotora y se encuentra libre de 

metilación más allá de la isla CpG que se encuentra en esta región (Lindahl Allen & Antoniou, 

2007). 
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Figura 11. Caracterización de la región promotora putativa del gen Cbx3 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de unión a 
factores de transcripción (subrayados en negro), la TATA box (rectángulo verde) y el sitio de 
inicio de la transcripción (TSS por sus siglas en inglés; flecha negra). Proteína SRY (SRY), 
proteína de unión a TATA (TBP), proteína de la señal de transducción y activación de la 
transcripción 6 (STAT6), Paired box gene 2 (Pax2), receptor de progesterona (PR), polyoma 
enhancer activator 3 (PEA3), proteína TCF11, proteína de la señal de transducción y activación 
de la transcripción 5 (STAT5). Las regiones reguladoras fueron identificadas mediante el 
software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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3.3.5 Prrx1 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Prrx1, un fragmento de 

364 pb (Fig. 12). No se identificaron sitios CpG con potencial de metilación en la región 

promotora. Se identificó la TATA box, CCAAT box; así como algunos TFBS (Fig. 12). La 

función de los factores de transcripción se resume en el cuadro 8. 

Prrx1 es un gen homeobox, que funciona como coactivador de la transcripción y se expresa en 

el  mesodermo durante el desarrollo embrionario con patrones temporales y espaciales 

específicos (Kern et al., 1994). El gen Prrx1 se expresa en células de la cresta neural craneal 

embrionaria humanas no diferenciadas y juega un papel importante en el diseño del primer arco 

faríngeo y el desarrollo mandibulo-facial (Çelik et al., 2012). Martin et al. (1995) demostraron 

que en ratones una pérdida en la función de este gen provoca letalidad, malformación de 

estructuras esqueléticas craneofaciales, de extremidades y vertebrales. En humanos con el 

complejo agnatia-otocefalia se ha identificado una mutación heterocigótica de pérdida de función 

en este gen (Sergi & Kamnasaran, 2011).  

Se ha demostrado el control epigenético para el patrón esquelético normal y la formación ósea 

por la histona metiltransferasa Ezh2, que es la subunidad activa del complejo represivo Polycomb 

2 (PRC2) y cataliza la metilación de H3K27 (Dudakovic et al., 2015). La pérdida genética 

condicional de Ezh2 en células mesenquimales no comprometidas que expresan Prrx1 produce 

múltiples defectos en el patrón esquelético y la formación ósea (Dudakovic et al., 2015). 

También, se ha sugerido que Prrx1 es regulado epigenéticamente por metilación del ADN (Lee et 

al., 2015). 
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Figura 12. Caracterización de la región promotora putativa del gen Prrx1 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de unión a 
factores de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus 
siglas en inglés; flecha negra), la TATA box(rectángulo verde) y la CCAAT box (rectángulo 
naranja). Proteína de unión a TATA (TBP), adaptador proteico complejo 3 (AP3), proteína 
intercambiadora Na+/Ca2+ (NCX), factor de transcripción NKX62 (NKX62), proteína dedos de 
zinc AREB6 (AREB6), proteína 1 de diferenciación miogénica (MYOD), factor de transcripción 
3 (E2A), proteína de unión potenciadora  4 (AP4), proteína E2F (E2F). Las regiones reguladoras 
y los sitios de unión a factores de transcripción fueron identificadas mediante el software 
GPMiner (Lee et al., 2012). 
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3.3.6 Pax6 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Pax6, un fragmento de 497 

pb (Fig. 13). Se identificaron 24 sitios CpG con potencial de metilación en la región promotora y 

25 en la región 5’ UTR. Se identificó la TATA box, potenciales GC box; así como algunos TFBS 

(Fig. 13). La función de los factores de transcripción se resume en el cuadro 8. 

Pax6 es un gen homeobox regulador de la transcripción, que al traducirse a proteína presenta dos 

dominios de unión a ADN altamente conservados, un dominio pareado y un homeodominio (Ton 

et al., 1991). El gen Pax6 (junto con Rax, Six3 y Lhx2) forma parte de un conjunto de factores de 

transcripción del campo del ojo que están altamente conservados entre vertebrados (Zuber et al., 

2003) se considera un gen selector de ojos (Kozmik, 2005), ya que es suficiente para iniciar la 

cascada reguladora para el desarrollo del cristalino y los ojos (Chow et al., 1999; Ashery-Padan 

et al., 2000; Kozmik, 2005).  

El gen Pax6 se expresa durante el desarrollo embrionario temprano no sólo en todas las 

estructuras del ojo en desarrollo, sino también en regiones específicas del cerebro, del tubo neural 

ventral, del bulbo olfatorio y del páncreas (Walther & Gruss, 1991). Pax6 también actúa como un 

intermediario esencial en la señalización gradual de Shh en el tubo neural caudal, controlando la 

identidad de las células progenitoras ventrales y el destino de las neuronas motoras e 

interneuronas ventrales (Ericson et al., 1997). 

Se ha propuesto que Pax6 está sujeto a regulación epigenética mediante el complejo represivo 

Polycomb por la histona metiltransferasa Ezh2, mediante la marca H3K27me3 (Taberlay et al., 

2011). También, se ha reportado que Pax6 está regulado por la metilación del ADN donde hay 

presencia de islas CpG, específicamente en el exón 5 (Jones, 1999). 
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Figura 13. Caracterización de la región promotora putativa del gen Pax6 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de unión a 
factores de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus 
siglas en inglés; flecha negra), la TATA box (rectángulo verde) y potenciales GC box 
(rectángulos rojos). Proteínas AP2 (AP2), factor de transcripción PU1 (PU1), receptor de 
hidrocarburo de arilo (AHR), complejo receptor de hidrocarburo de arilo (AHRARNT), factor de 
inducción de hipoxia (HIF), factor nuclear de proteínas de células T activadas (NFAT), factores 
de transcripción GATA (GATA), proteína homeótica MEIS1 (MEISI1), proteína SRY  (SRY), 
receptor de glucocorticoides (GR), receptor relacionado  a estrógenos 1 (ERR1), proteína de la 
señal de transducción y activación de transcripción 6 (STAT6), receptor de hormonas esteroides 
RORA1 (RORA1), receptor de estrógenos (ERQ6). El recuadro azul indica un fragmento de 301 
pb que incluye una secuencia ascendente (nt -472 a -308), la isla CpG-1 ( nt -307 a -202) y una 
secuencia descendente que se superpone 24 nt  (nt -201 a -172) con un fragmento de 415 pb 
indicado con recuadro café, el cual incluye la isla CpG-2 (nt -195 a +194), y una secuencia 
descendente en la región 5’ UTR (nt +195 a +220). Ambos recuadros (azul y café) indican 
fragmentos analizados por secuenciación con bisulfito (ver siguiente capítulo). Las regiones 
reguladoras y los sitios de unión a factores de transcripción fueron identificadas mediante el 
software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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3.3.7 Mllt1 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Mllt1, un fragmento de 329 

pb (Fig. 14). Se identificaron cuatro sitios CpG con potencial de metilación, uno en la región 

promotora y 3 en la región 5’ UTR (Fig. 14). Se identificó la TATA box, y dos TFBS (Fig. 14). 

La función de los factores de transcripción se resume en el cuadro 8. 

 

 

 
Figura 14. Caracterización de la región promotora putativa del gen Mllt1 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), posibles sitios de unión a factores 
de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus siglas 
en inglés; flecha negra), y la TATA box (rectángulo verde). Factor de transcripción ELK1 
(ELK1), factor nuclear de proteínas de células T activadas (NFAT). Los sitios de unión a factores 
de transcripción fueron identificados mediante el software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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Mllt1 es un gen translocado, homólogo al gen Mll que pertenece a la familia del grupo Trithorax 

(TrxG), cuyas proteinas funcionan como activadoras de la transcripción en genes Hox (Milne et 

al., 2002). Particularmente, Mll cataliza la trimetilación de H3K4 en genes Hox a través de su 

dominio conservado SET, y esta metilación es una característica de los genes activos (Barber & 

Rastegar, 2010; Schuettengruber et al., 2011). Se ha reportado que este gen cumple un papel 

esencial en el desarrollo embrionario temprano; en ratones una interrupción dirigida en este gen 

conduce a letalidad embrionaria (Doty et al., 2002). También, se ha sugerido que la función de 

esta proteína no es necesariamente iniciar la expresión de genes Hox, sino mantener la expresión 

génica en los segmentos corporales apropiados posteriormente en el desarrollo (Schuettengruber 

et al., 2011). La actividad de regulación transcripcional de Mllt1 podría implicar la alteración de 

la estructura de la cromatina de los genes diana (Doty et al., 2002). 

Se han identificado algunos mecanismos epigenéticos que están directamente asociados a la 

regulación de Mllt1, incluida la metilación del ADN, la acetilación y la metilación de histonas 

(Zhang et al., 2012). Doty et al. (2002) reportaron una región reguladora 5' putativa altamente 

conservada de este gen en ratón y humano, la cual es rica en GC y contiene varios sitios 

potenciales de unión a Sp1. Se ha reportado su silenciamiento génico como resultado de la 

hipermetilación en la región promotora (Stumpel et al., 2009). También, se ha propuesto que la 

histona metiltransferasa DOT1L (disruptor of telomeric silencing 1 like) que cataliza la 

dimetilación de la histona H3K79 (H3K79me2) en Mll puede desempeñar un papel activo en el 

mantenimiento de la expresión génica de este gen. La eliminación del dominio SET conservado 

de este gen por recombinación homóloga en células madre en ratones provoca la reducción en la 

monometilación de H3K4 y defectos de metilación del ADN en los mismos loci Hox, lo que 

induce la represión génica (Terranova et al., 2006).  

 

 

3.3.8 Tbx22 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Tbx22, un fragmento de 

855 pb (Fig. 15). Se identificaron 30 sitios CpG con potencial de metilación, 28 en la región 

promotora y dos en la región 5’ UTR (Fig. 15). Se identificó la TATA box, la CCAAT box, una 
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posible GC box y varios TFBS (Fig. 15). La función de los factores de transcripción se resume en 

el cuadro 8. 

 

 

 
Figura 15. Caracterización de la región promotora putativa del gen Tbx22 en tortuga golfina. Se 
indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de unión a 
factores de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus 
siglas en inglés; flecha negra), la TATA box (rectángulo verde), la CCAAT box (rectángulo 
naranja) y GC box (rectángulo rojo). Proteínas de la señal de transducción y activación de la 
transcripción (STAT1-6), proteína de unión a TATA (TBP), factor de transcripción ETS, 
polyoma enhancer activator 3 (PEA3), complejo de los factores de transcripción E2F1 y DP1 
(E2F1DP1), proteína dedos de zinc AREB6 (AREB6), paired box gene 2 (Pax2), receptor nuclear 
3 (T3R), factor nuclear de proteínas de células T activadas (NFAT), proteínas del grupo de alta 
movilidad (HMGIY). Las regiones reguladoras y los sitios de unión a factores de transcripción 
fueron identificadas mediante el software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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Tbx22 es miembro de una familia de genes conservados filogenéticamente que comparten un 

dominio de unión al ADN común, llamado T-box, los cuales codifican factores de transcripción 

implicados en la regulación de procesos del desarrollo en vertebrados, específicamente en el 

mesodermo (Papaioannou, 2014). El gen Tbx22 es clave en el desarrollo cráneo-facial ya que 

juega un papel importante en la formación ósea del paladar duro posterior;  mutaciones en el 

dominio T-box provocan la pérdida de su función, y dan como resultado fenotipos como paladar 

hendido y anquiloglosia (Pauws et al., 2009). 

En humano, se ha propuesto que Tbx22 es capaz de autorregular su expresión a través de un 

promotor distal y que presenta al menos dos sitios putativos de sitio de inicio de la transcripción 

(Andreou et al., 2007). Cortese et al., (2008) analizaron el perfil de metilación del ADN en la 

región 5’ UTR en distintos tejidos de humano, y aunque no observaron metilación tejido-

específica, sí observaron metilación sexo-específica; hipermetilación en muestras femeninas e 

hipometilación en muestras masculinas. También se ha reportado que la modificación post-

traduccional por sumoilación en la región 5’ del dominio T-box provoca actividad represiva de 

Tbx22 (Andreou et al., 2007). 

 

 

3.3.9 Hoxb9 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Hoxb9, un fragmento de 

362 pb (Fig. 16). Se identificaron 29 sitios CpG con potencial de metilación, 15 en la región 

promotora, 12 en la región 5’ UTR y dos en la región codificante (Fig. 16). Se identificó la 

TATA box, putativas GC box y varios TFBS (Fig. 16). La función de los factores de 

transcripción se resume en el cuadro 8. 

El gen Hoxb9 es un factor de transcripción que presenta dominio homeobox y está involucrado en 

la regulación del desarrollo embrionario, principalmente durante el desarrollo del tubo neural 

(Nagel et al., 2007). En ratones, se ha demostrado que la eliminación homocigótica de Hoxb9 

causa anomalías en la columna vertebral cérvico-torácica y defectos en la morfogénesis del 

esternón (Medina-Martínez et al., 2000). En humano, se ha identificado que deleciones en la 

región cromosómica que abarca los genes Hoxb1 a Hoxb9 está asociado con defectos del 
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desarrollo, incluyendo anomalías traqueo-esofágicas (Pajusalu et al., 2015). También en humano, 

se ha reportado la translocación de novo con un punto de ruptura cerca del extremo 5’ del grupo 

de genes Hoxb en un paciente con retraso del desarrollo y malformaciones esqueléticas (Yue et 

al., 2007). 

 

 

 
Figura 16. Caracterización de la región promotora putativa del gen Hoxb9 en tortuga 
golfina. Se indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), los posibles sitios de 
unión a factores de transcripción (subrayados en negro), el sitio de inicio de la transcripción (TSS 
por sus siglas en inglés; flecha negra), la TATA box (rectángulo verde), y potenciales GC box 
(rectángulo rojo). Proteína E2F (E2F), pre-B-cell leukemia transcription factor 1 (PBX1), 
proteína FAC1(FAC1), activador transcriptional MYB (MYB), proteína del factor nuclear 1 
(NF1), receptor nuclear 3 (T3R), proteínas de la señal de transducción y activación de la 
transcripción (STAT1-6), proteina YY1 (YY1), proteína activadora 1 (AP1), factor de 
transcricpión 11 (TCF11), proteína homeótica MEIS1 (MEIS1). El recuadro azul indica un 
fragmento de 334 pb que incluye dos islas CpG (isla CpG-1 en la región promotora: nt -20 a -12 
e isla CpG-2 en la región 5' UTR: nt +57 a +183) analizado por secuenciación con bisulfito (ver 
siguiente capítulo). Las regiones reguladoras y los sitios de unión a factores de transcripción 
fueron identificadas mediante el software GPMiner (Lee et al., 2012). 
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Se ha propuesto que la metilación del ADN podría corresponder a un mecanismo de regulación 

de la expresión génica particular de la red de genes Hox, ya que en el caso del cluster Hoxb se ha 

observado una relación entre la metilación del ADN y la expresión génica, y la desmetilación del 

ADN y la ausencia de expresión génica; y se postula que  los patrones de metilación de estos 

genes reflejan señales establecidas durante el desarrollo, y que posiblemente pueden ser 

modificadas en tejidos adultos con progresión tumoral (Flagiello et al., 1996). Esto coincide con 

lo reportado más recientemente por Wu & Zhang (2010), quienes proponen que la metilación del 

DNA en las regiones no promotoras de células madre neurales postnatales promueven la 

transcripción de genes neurogénicos (e.g. Hoxb9) al antagonizar genes del grupo Polycomb, los 

cuales reprimen la expresión génica. También se ha sugerido, que la regulación transcripcional de 

Hoxb9 está mediada por las metilasas de histonas Mll1 y Mll3 y por estrógenos (Ansari et al., 

2011). 

 

 

3.3.10 Dnmt3b 

 

 

En tortuga golfina se caracterizó la región promotora putativa del gen Dnmt3b, un fragmento de 

518 pb (Fig. 17). Se identificaron ocho sitios CpG con potencial de metilación en la región 

promotora, la TATA box y la CCAAT box (Fig. 17). No se identificaron TFBS (Fig.17).  

El gen Dnmt3b codifica una enzima DNA metiltransferasa de novo, que establece patrones de 

metilación del ADN durante el desarrollo (Okano et al., 1998). Dnmt3b se expresa 

predominantemente en células embrionarias tempranas y células progenitoras neurales, 

especialmente en células precursoras neurales en proliferación dentro de la corteza cerebral, 

células retinianas, epitelio olfativo embrionario y la médula espinal (Feng et al., 2005; Watanabe 

et al., 2006). En humano, se ha identificado que mutaciones en Dnmt3b causan el síndrome de 

inmunodeficiencia autosómica recesiva rara, inestabilidad centromérica y el síndrome de 

anomalías faciales (ICF) (Hansen et al., 1999; Xu et al., 1999). También, en embriones de ratón y 

pez cebra se ha demostrado que la ausencia de Dnmt3b provoca defectos en la estructuras cráneo-

faciales (Jin et al., 2008; Rai et al., 2010).  
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Recientemente, se ha demostrado que mutaciones en Dnmt3b dan lugar a anomalías faciales y 

defectos neurológicos en humanos, ya que este gen actúa metilando directamente la región 

promotora del gen Sox10 de la cresta neural en los progenitores del tubo neural e inhibiendo su 

transcripción, lo que provoca  sobreproducción de células de la cresta neural y malformaciones 

cráneo-faciales (Hu et al., 2014). Además, se ha reportado que la desactivación de Dnmt3b 

durante la neurulación provoca pérdida de H3K27me3 y de la proteína Ezh2 del complejo 

represor Polycomb en promotores de los genes de especificación de la cresta neural (Martins-

Taylor et al., 2012). También, se ha propuesto que Dnmt3b es regulado por metilación del ADN 

en islas CpG de la región promotora, ya que se ha identificado metilación diferencial de estas 

regiones en células neuronales normales con respecto a células tumorales (Rajendran et al., 

2011). 

 

 

 
Figura 17. Caracterización de la región promotora putativa del gen Dnmt3b en tortuga 
golfina. Se indican los sitios CpG con potencial de metilación (amarillo), el sitio de inicio de la 
transcripción (TSS por sus siglas en inglés; flecha negra), la TATA box (rectángulo verde), y 
CCAAT box (rectángulo naranja). Las regiones reguladoras fueron identificadas mediante el 
software GPMiner (Lee et al., 2012).  
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Cuadro 8. Función de los factores de transcripción (TF) que pudieran unirse a secuencias 
reguladoras (sitios de unión de factores de transcripción (TFBS) identificados en la región 
promotora de los genes caracterizados. 

Factor de 
transcripción  Función Referencia 

AHR El receptor de hidrocarburo de arilo (AHR) es un  factor de transcripción activado por ligando 
que detecta toxinas ambientales y ligandos endógenos. Mandal (2005) 

AHR-ARNT El complejo receptor de hidrocarburo de arilo (AHR-ARNT) está asociado a la respuesta de 
un organismo a contaminantes ambientales o xenobióticos. 

Beischlag et al. 
(2008) 

AHR-HIF 
AHR junto con el factor de inducción de hipoxia (HIF) tienen un papel clave en la respuesta 
celular a la hipoxia, incluida la regulación de genes implicados en el metabolismo energético, 
la angiogénesis y la apoptosis. 

Semenza 
(2000) 

AP1 
La proteína activadora 1 (AP1) regula la expresión génica en respuesta a estímulos 
fisiológicos y patológicos, tales como citoquinas, factores de crecimiento, señales de estrés, 
infecciones bacterianas y virales. 

Hess et al. 
(2004) 

AP2α, -γ La familia de factores de transcripción AP2 se expresa en las células emergentes de la cresta 
neural de vertebrados; deficiencias de AP2α pueden provocar anomalías faciales. 

Eckert et al. 
(2005) 

AP3 El complejo AP3 facilita la gemación de vesículas en una vía de transporte especializada en 
células neuronales. 

Odorizzi et al. 
(1998) 

AP4 La proteína de unión potenciadora  4 (AP4) se une a la secuencia E-box en los promotores de 
sus genes diana, y puede actuar como un represor o activador para diferentes genes. 

Egawa & 
Littman (2011) 

AREB6 
AREB6  es un factor de transcripción homeótico con dedos de zinc que regula la expresión 
génica positiva o negativamente a traves de la unión a la secuencia E-box en los promotores 
de sus genes diana. 

Ikeda & 
Kawakami 
(1995) 

CEBP 
CCAAT/enhancer binding proteins (CEBP) pertenecen a la familia de proteínas cremallera de 
leucina y tienen funciones clave en la regulación de la proliferación celular; su intervención a 
nivel de los factores de transcripción está relacionada con el control de la respuesta inmune. 

Nerlov (2007) 

E2A El factor de transcripción 3 (E2A) activa la transcripción de sus genes diana uniéndose a 
secuencias reguladoras E-box, se ha identificado que regulan la diferenciación de linfocitos B. 

O’Riordan & 
Grosschedl 
(1999) 

E2F1DP1 El factor de transcripción DP1 en cooperación con E2F1 controla la expresión de varios genes 
específicos del ciclo celular en la fase S. 

Martin et al. 
(1995) 

ELK1 ELK1 es un Factor de transcripción con dominio ETS, esta proteína es una diana nuclear para 
la cascada de señalización RAS-RAF-MAPK 

Yang et al. 
(1998) 

ERQ6 ERQ6 es un receptor de estrógenos activado por ligandos, importante en la fisiología de la 
lente. 

Davis et al. 
(2002) 

ERR1 ERR1 es un receptor relacionado  a estrógenos y forma parte un subgrupo de la familia de 
receptores de esteroides/tiroides/retinoides. 

Sladek et al. 
(1997) 

ETS 
ETS es una familia de factores de transcripción, que presentan un dominio conservado de 
unión al ADN (ETS-DBD), funcionan como integradores nucleares críticos de cascadas de 
señalización Ras-MAPK 

Wasylyk et al. 
(1998) 

FAC1 
FAC1 es un factor transcripcional esencial en el linaje extraembrionario para el correcto 
desarrollo del cono ectoplacentario y las interacciones fetomaternales, y se expresa en 
neuronas del cerebro en desarrollo y del tubo neural. 

Goller et al. 
(2008) 

GATA family 

La familia de factores de transcripción GATA consta de seis proteínas (GATA1-6). GATA1, 
2 y 3 son reguladores importantes de las células madre hematopoyéticas y sus derivados, 
mientras que los genes GATA4, 5 y 6 se expresan en diversos tejidos derivados del 
mesodermo y endodermo. 

Pikkarainen et 
al. (2004) 

GR El receptor de glucocorticoides (GR) se expresa en casi todas las células del cuerpo y regula 
genes que controlan el desarrollo, el metabolismo y la respuesta inmune. 

Kumar & 
Thompson 
(2005) 

HNF3/HFH3 
El factor 3 nuclear de hepatocitos (HNF-3), proteínas homólogas HFH, son una familia de 
transcripción que han sido implicados en la determinación del destino celular durante la 
organogénesis y en la expresión génica tipo celular específica. 

Overdier et al. 
(1997) 

HMGIY 

High-mobility group proteins (HMG-Y) son un grupo de proteínas no histónicas que inducen 
cambios estructurales en sustratos de cromatina y la formación de complejos 
estereoespecíficos llamados "enhanceosomas" en las regiones promotoras/potenciadoras de 
sus genes diana. 

Reeves & 
Beckerbauer 
(2001) 
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Cuadro 8 (continuación) 
Factor de 

transcripción  Función Referencia 

MEIS1 La proteína homeótica MEIS1 regula la expresión de genes implicados en el patrón, 
proliferación y diferenciación de la retina neural. 

Marcos et al. 
(2015) 

MYB El activador  transcriptional MYB juega un papel esencial en la regulación de la 
hematopoyesis. 

Chen et al., 
2007 

MYOD  
La proteína 1 de diferenciación miogénica (MYOD) pertenece a una familia de proteínas 
conocidas como factores reguladores miogénicos; durante el desarrollo tiene la función 
destinar células del mesodermo para diferenciarse en una línea de células esqueléticas 

Berkes & 
Tapscott (2005) 

NCX El intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) es una proteína de membrana antiportadora que 
remueve el calcio de las células. 

Dipolo & 
Beaugé (2006) 

NFAT 
La familia de proteínas Nuclear Factor of Activated T cell (NFAT) regula el sistema inmune, 
la respuesta inflamatoria, la angiogénesis, la formación de válvulas cardíacas, el desarrollo 
del miocardio, el desarrollo del músculo esquelético y la homeostasis ósea. 

Pan et al. 
(2013) 

NFY El factor de transcripción nuclear Y (NFY) promueve una conformación de cromatina 
permisiva para la unión de factores de transcripción maestros en células tipo-específico. 

Oldfield et al. 
(2014) 

NF1 
Las proteínas del factor nuclear 1 (NF1) se clasifican dentro de los factores de transcripción 
constitutivos, y están  involucrados en la remodelación de nucleosomas y el mantenimiento 
de una estructura de cromatina abierta específica en regiones reguladoras de sus genes diana. 

Chikhirzhina et 
al. (2008)  

NKX62 NKX6-2 es un factor de transcripción involucrado en la génesis y desarrollo de 
oligodendrocitos. 

Chelban et al. 
(2017) 

PAX2 Paired box gene 2 (Pax2) es un factor de transcripción importante durante el desarrollo 
embrionario de la formación del ojo, oído, sistema nervioso central, riñón y tracto genital. 

Eccles et al. 
(2002) 

PBX1 PBX1  (pre-B-cell leukemia transcription factor 1) es una proteína de homeodominio de 
clase TALE involucrada en la regulación de la osteogénesis. 

Gordon et al. 
(2011) 

PEA3 
Polyoma enhancer activator 3 (PEA3) pertenece a la familia de factores de transcripción ETS 
(E26 transformation-specific) y tiene un papel importante en la regulación de la 
morfogénesis de ramificación de los túbulos epiteliales durante la embriogénesis. 

Chotteau-
Lelievre et al. 
(2003) 

PR 
El receptor de progesterona (PR) es un miembro de la superfamilia de receptores 
nucleares/intracelulares de factores de transcripción dependientes de ligandos que media los 
efectos fisiológicos de la progesterona. 

Lydon et al. 
(1995) 

PU1 PU1 es un factor de transcripción que se expresa en células del linaje hematopoyético 
incluyendo macrófagos, granulocitos y linfocitos B. 

Scott et al. 
(1994) 

RORA1 RORA pertenece a la superfamilia de receptores de hormonas esteroides, y está involucrado 
en respuesta al estrés celular. 

Zhu et al. 
(2006) 

SF1 
El factor esteroidogénico 1 (SF-1) es un factor de transcripción involucrado en la 
determinación del sexo mediante el control de la actividad de genes relacionados con las 
glándulas reproductivas y suprarrenales.  

Morohashi & 
Omura (1996)  

SMAD family 
SMADs comprenden una familia de proteínas que funcionan como transductores de señal 
para los receptores de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), 
y son sumamente importantes para regular el crecimiento y el desarrollo celular.  

Massague et al. 
(2005)  

SRY 
La proteína SRY  es responsable del inicio de la determinación del sexo masculino en 
mamíferos, promueve el desarrollo de gónadas masculinas e inhibe el desarrollo de 
estructuras reproductivas femeninas.  

Berta et al. 
(1990) 

STAT family 
STAT comprenden una familia de proteínas que actúan como transductores de señal y 
activadores de la transcripción que regulan la proliferación, la apoptosis y la diferenciación 
celular. 

Lim & Cao 
(2006) 

TBP La proteína de unión a TATA (TBP) es un factor de transcripción general que se une 
específicamente a una secuencia de ADN llamada TATA box. 

Veenstra et al. 
(2000)  

TCF11 TCF11 participa en la protección celular contra el estrés oxidativo a través de la inducción de 
genes antioxidantes. 

Koch et al. 
(2011) 

T3R T3R son receptores nucleares que regulan la función de la hormona tiroidea Fraichard et al. 
(1997) 

YY1 
YY1 es una proteína participa en la represión y la activación de diversos promotores a partir 
de la modificación de histonas, ya sea dirigiendo histonas desacetilasas o histonas 
acetiltransferasas hacia el promotor objetivo. 

Yao et al. 
(2001) 
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3.3.11 Identificación de islas CpG (CGIs) 
 

 

Las islas CpG (CGIs) son regiones cortas ricas en sitios CpG de aproximadamente 200 pb de  

longitud,  con un contenido de G + C del 50% y una frecuencia de CpG (observada / esperada) de 

0.6 (Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Illingworth & Bird, 2009). Se considera que la mayoría 

de las islas CpG no están metiladas cuando se encuentran cerca del TSS y cuando se encuentran 

metiladas están asociadas con el silenciamiento a largo plazo (Jones, 2012). Se identificaron 

CGIs en tres de los diez promotores de genes caracterizados: Pax6, Sox2 y Hoxb9. Para el gen 

Pax6 se identificaron dos CGIs: 1) 106 pb en la región promotora (nt -307 a -202) y 2) 389 pb en 

la región promotora y parte de la región 5’ UTR (nt -195 a +194) (Fig. 18A). Para el gen Hoxb9, 

también se identificaron dos islas CGIs: 1) 109 pb en la región promotora (nt -120 a -12) y 2) 127 

pb en la región 5’ UTR (nt +57 a +183) (Fig. 18B). Para el gen Sox2 se identificó una isla CpG 

de 113 pb en la región 5’ UTR (nt +81 a +193) (Fig. 18C). 

 

 

 
Figura 18. Identificación de islas CpG (azul claro) en la región promotora putativa y 5’UTR 
de los genes caracterizados para tortuga golfina. Gen Pax6 (A), gen Hoxb9 (B) y  gen Sox2 
(C). Se indica el sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus siglas en inglés) en flecha negra. 
Las islas CpG se identificaron mediante el software Methprimer (Li & Dahiya, 2002). 
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3.4 Discusión 

 

 

Se obtuvo la región flanqueante 5' de diez genes de desarrollo embrionario temprano para la 

tortuga golfina a partir de secuencias conocidas de C. mydas y P. sinensis. Los segmentos 

obtenidos de la región flanqueante 5’ en cada uno de los genes fueron muy variables en 

longitudes (126-855 pb; ver Cuadro 7) y en el caso del gen Bmp5 sólo se pudo aislar parte de la 

región 5’ UTR sin llegar a la región promotora putativa. Para todos los genes se diseñaron 

primers dentro del primer exón de la región codificante reportada para especies cercanas. La 

presencia de TATA box, que es una secuencia consenso de la maquinaria básica de transcripción, 

no fue identificada en todos los genes, ni tampoco la secuencia consenso del CCAAT box. De los 

diez genes caracterizados, el 80% presentó TATA box, el 50% GC box, 40% CCAAT box y el 

30% CGIs. En este contexto, Suzuki et al. (2001) reportaron en un estudio sobre regiones 

promotoras potenciales para 1031 genes en humanos de los cuales 32% presentaron TATA box, 

97% presentaron GC box, 64% presentaron CCAAT box y en 48% se identificaron CGIs. Estos 

datos permiten demostrar que, al igual que en este estudio, las secuencias reguladoras no siempre 

son identificadas en promotores putativos independientemente del número de genes analizados.  

Se identificó la presencia de CGIs en tres genes (Pax6, Sox2 y Hoxb9) y aunque existe discusión 

respecto a la definición de islas CpG (Jones, 2012) es un hecho que estas regiones contienen una 

frecuencia alta de sitios CpG en el genoma (Illingworth & Bird, 2009). Los criterios para 

designar una secuencia como isla CpG son de naturaleza exclusivamente bioinformática, 

basándose en las diferencias en la composición de las bases y las frecuencias de CpG 

(observadas/esperadas) entre el ADN genómico en masa y las islas CpG (Takai & Jones, 2003). 

En el presente estudio se usó el software Methprimer para la identificación de islas CpG (Li & 

Dahiya, 2002). Es importante destacar que la presencia de CGIs en la región 5’UTR se identificó 

en los tres genes (Fig. 18). La presencia de islas CpG en la región 5' UTR podría estar 

relacionada a sitios de splicing alternativo (Nagata et al., 1994; Mironov et al., 1999; Turner et 

al., 2010). En humanos, Illingworth & Bird (2009) reportaron que la mitad de las islas CpG se 

producen cerca de la región promotora, mientras que el resto ocurre dentro o entre los genes.  

La presencia de sitios CpG en las regiones promotoras caracterizadas también fue muy variable: 

presencia de alto contenido de sitios CpG (CGIs) en tres de los genes (Pax6, Sox2 y Hoxb9), 
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presencia de CpG aislados en cinco de los genes (Nanog, Cbx3, Mllt1, Tbx22 y Dnmt3b), y 

ausencia de sitios CpG en el gen Prrx1 (para el gen Bmp5 sólo se obtuvo parte de la región 

5’UTR). De forma general los promotores de genes se han clasificado por su densidad de sitios 

CpG en alto contenido de sitios CpG (rara vez metilados), contenido intermedio de sitios CpG 

(inactivos cuando están metilados) y bajo contenido de sitios CpG (generalmente hipermetilados) 

(Meissner et al., 2008; Weber et al., 2007). Esto concuerda con otros estudios de metilación 

global que indican que los CpG singles son generalmente hipermetilados (60 al 90%) según el 

tipo de célula y las CGIs permanecen predominantemente hipometiladas (Deaton & Bird, 2011).  

A pesar de que algunos genes presenten una densidad baja o intermedia de sitios CpG, éstos 

podrían tener un papel importante en el control transcripcional. Por ejemplo, se ha sugerido que 

la región proximal al sitio de inicio de la transcripción en el promotor Nanog está sujeta a 

regulación epigenética en varias especies (Nettersheim et al., 2011) y aunque para este gen sólo 

se identificaron tres sitios CpG en 577 pb, estos sitios podrían tener un papel importante en la 

regulación transcripcional o podría presentarse una mayor densidad CpG en regiones promotoras 

más distales. En el caso del gen Prrx1 en el cual no se identificaron sitios CpG en la región 

promotora aislada, sitios potenciales de metilación podrían presentarse en regiones promotoras 

distales o intragénicas. 
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4. ANÁLISIS DE METILACIÓN DEL ADN locus-ESPECÍFICO 

 

 

A partir de los promotores de genes aislados y caracterizados se eligieron dos que 

mostraron un alto contenido de sitios CpG (CGIs): el gen Pax6 y el gen Hoxb9. Para el gen Pax6 

se analizó el estado de metilación en embriones de tortuga golfina con anoftalmia y ciclopía, y 

para el gen Hoxb9 se analizaron embriones con el síndrome schistosomus reflexus (dada la 

inversión espinal que presentan estos embriones). Parte de los resultados de este capítulo ya 

fueron publicados en el artículo “Methylation status of the putative Pax6 promoter in olive ridley 

sea turtle embryos with eye defects: An initial approach” (Martín-del-Campo et al., 2018). 

 

 

4.1 Estatus de Metilación en la Región Promotora Putativa del Gen Pax6 en Embriones con 

Malformaciones Oculares 

 

 

4.1.1 Introducción 

 

 

El desarrollo del ojo en vertebrados se compone de una serie de estructuras que tiene sus orígenes 

en la interacción de tres tipos de tejidos (el ectodermo neural, el ectodermo superficial y el 

mesénquima periocular) (Adelmann, 1929; Wilson & Houart, 2004; Heavner & Pevny, 2012). En 

reptiles, al igual que en otros vertebrados, ambos ojos surgen de un sólo campo ocular que se 

divide en hemisferios bilaterales y se forman como una extensión del prosencéfalo (Wyneken, 

2012). Durante este proceso morfogenético, el gen sonic hedgehog (Shh) juega un papel 

primordial para que ocurra tal división; se expresa en el cerebro anterior ventral y en el 

mesodermo precordal y una interrupción de Shh da como resultado una falla en el campo de la 

división ocular, provocando ciclopía y una vesícula óptica única (Chiang et al., 1996; Wilson & 

Houart, 2004).  

El gen Pax6 (junto con Rax, Six3 y Lhx2) forma parte de un conjunto de factores de transcripción 

que actúan en el campo del ojo y que están altamente conservados entre vertebrados (Zuber et al., 
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2003); se considera un gen selector de ojos (Kozmik, 2005), ya que es suficiente para iniciar la 

cascada reguladora para el desarrollo del cristalino y los ojos (Chow et al., 1999; Ashery-Padan 

et al., 2000; Kozmik, 2005) Pax6 también actúa como un intermediario esencial en la 

señalización gradual de Shh en el tubo neural caudal, controlando la identidad de las células 

progenitoras ventrales y el destino de las neuronas motoras e interneuronas ventrales (Ericson et 

al., 1997). Se ha propuesto que la supresión de Pax6 por Shh en la placa precordal provoca que el 

campo del ojo se divida en dos y mutaciones en Shh dan lugar al fenotipo de ciclopía (Roessler & 

Muenke, 2010). Además, la pérdida homocigótica de la función de Pax6 en humanos y ratones 

causa anoftalmia (Glaser et al., 1994). 

El gen Pax6 se expresa durante el desarrollo embrionario temprano, no sólo en todas las 

estructuras del ojo en desarrollo, sino también en regiones específicas del cerebro, del tubo neural 

ventral, del bulbo olfatorio y del páncreas (Walther & Gruss, 1991). Más recientemente, se ha 

demostrado que Pax6 se expresa en el cerebro posterior, desempeñando un papel nuevo en la 

organización segmentaria en las primeras etapas de desarrollo (Kayam et al., 2013), por lo que la 

función de Pax6 no se limita al desarrollo del ojo. 

En tortuga golfina se ha reportado una incidencia de malformaciones congénitas del 2%, de las 

cuales las malformaciones oculares representan del 12 al 15% (la anoftalmía representa el 8%, la 

microftalmía al 1% y la ciclopía al 0.3%) (Bárcenas-Ibarra et al., 2015; Bárcenas-Ibarra & 

Maldonado-Gasca, 2009). La identificación de malformaciones oculares congénitas es común en 

humanos y animales domésticos, ya que regularmente no representan una limitante para la 

supervivencia (Priester, 1972; Campbell et al., 2002). Por el contrario, en animales silvestres 

fenotipos oculares aberrantes si suelen ser una limitante para la vida (Sabater & Pérez, 2013). 

Particularmente, una de las malformaciones oculares más comunes es la anoftalmía, que se 

caracteriza por la ausencia de tejido ocular en la órbita como resultado de una falla en el 

desarrollo del tubo neural anterior para formar las vesículas ópticas (Verma & Fitzpatrick, 2007). 

Otro fenotipo, aunque difícilmente se puede ver en la naturaleza por su incompatibilidad con la 

vida, pero es considerado la anomalía estructural más común del prosencéfalo en desarrollo en 

humanos es la holoprosencefalia (Muenke & Beachy, 2000). La holoprosencefalia implica la falla 

completa de la división del prosencéfalo en los hemisferios derecho e izquierdo y se asocia 

característicamente con anomalías faciales incluyendo ciclopía y una estructura nasal primitiva 

(Roessler et al., 1996) 
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En tortugas marinas, el desarrollo embrionario depende ampliamente de las condiciones 

ambientales, y es probable que los mecanismos epigenéticos estén involucrados en la regulación 

del desarrollo. La metilación del ADN en la región promotora es un mecanismo epigenético 

involucrado en el silenciamiento génico, ya sea evitando la unión de factores de transcripción o 

atrayendo proteínas de unión al ADN metilado (Jones, 2012). En vertebrados este mecanismo 

ocurre en el carbono 5 de las citosinas (5mC) en el contexto de la secuencia CpG, y se considera 

que más de la mitad de los genes contienen CGIs, las cuales se encuentran cerca del TSS y 

cuando se encuentran metiladas están asociadas con el silenciamiento a largo plazo (Jones, 2012). 

La metilación en vertebrados también puede ocurrir en el contexto no-CpG (mCHG y mCHH, 

donde H=A, C o T), aunque las implicaciones biológicas no están claras (Lister et al., 2009). 

Como una primera aproximación para estudiar la metilación del ADN locus-específico en 

embriones de tortugas marinas con malformaciones congénitas, se seleccionó el gen Pax6 en tres 

embriones con defectos oculares (uno con anoftalmía izquierda, uno con anoftalmía izquierda y 

microftalmía derecha y otro con ciclopía) (Fig. 19) de un grupo de embriones que presentaron 

múltiples malformaciones identificadas y descritas en un estudio previo (Bárcenas-Ibarra et al., 

2015). Se aisló la región flanqueante 5' (denominada región promotora putativa) del gen Pax6 

(ver capítulo 3), y se comparó el estado de metilación de las islas CpG identificadas en esta 

región en embriones malformados con respecto a embriones normales mediante secuenciación 

con bisulfito. 

 

 

4.1.2 Metodología 

 

 
4.1.2.1 Colecta de muestras. Previamente, se realizó un estudio en la playa de anidación El Verde 

Camacho en México (23° 44’ 22" N, 106° 58’ 27" W), a partir del cual se generó un 

catálogo de malformaciones congénitas en tortugas marinas (Bárcenas-Ibarra et al., 2015). 

Se tomaron muestras de tejido de la parte posterior del cuello y se conservaron en etanol 

absoluto a -20°C para realizar análisis genéticos. Debido a que no se tenía contemplado 

analizar el estado de metilación y/o la expresión génica en relación a las malformaciones 

encontradas, no se tomaron muestras del área ocular para aislar ADN o ARN. A pesar de 
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estas limitaciones, se decidió estudiar el estado de metilación del promotor del gen Pax6 

en embriones con malformaciones oculares, ya que Pax6 está directamente involucrado en 

el desarrollo del ojo. Se seleccionaron tres embriones: 1) embrión etiquetado como 

EV2029-2M, que fue la única muestra que presentó ciclopía (Fig. 19A), 2) embrión 

etiquetado como EV1846-1M, que presentó anoftalmía izquierda (Fig. 19B) y 3) embrión 

etiquetado como EV2031-I-E2M que presentó anoftalmía izquierda y microftalmía 

derecha (Fig. 19C). Los tres embriones presentaron otras malformaciones (Fig. 19) y, por 

lo tanto, fenotipos muy diferentes. Además, se seleccionaron tres embriones normales. El 

ADN genómico se extrajo mediante el método de extracción por precipitación salina 

(Miller et al., 1988) y se conservó a -20°C hasta su análisis. 
 

 

 
Figura 19. Embriones con malformaciones oculares. (A) Embrión etiquetado como EV2029-
2M que presentó ciclopía, leucismo, rinocefalia, microcefalia, agnatia superior y prognatia 
inferior. (B) Embrión etiquetado como EV1846-I-1M, que presentó anoftalmía izquierda, 
schistosomus reflexus, leucismo parcial, anura, gnatosquisis, focomelia anterior izquierda, 
sindactilia anterior izquierda y cuello corto. (C) Embrión etiquetado como EV2031-I-E2M que 
presentó anoftalmía izquierda, microftalmía derecha, laterognatia, falta de pigmentación en la 
aleta derecha y disostosis craneal. Fotografías de Annelisse Bárcenas-Ibarra. 
 

4.1.2.2 Secuenciación mediada por bisulfito. El ADN de los embriones malformados y normales 

se trató con bisulfito de sodio mediante el kit de metilación EZ DNA Methylation Gold Kit™ 

(Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir del aislamiento y 

caracterización de la región promotora putativa del gen Pax6 (ver capítulo 3) se diseñaron 

primers para cada isla CpG mediante el software Methprimer para amplificar un fragmento de 

aproximadamente 300 pb del ADN convertido (Cuadro 9). Los productos de PCR se purificaron 

de gel de agarosa al 2% con Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). Los 

productos de la PCR purificados se ligaron a un vector de clonación pGEM-T (Promega). La 
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transformación se realizó mediante choque térmico utilizando células competentes JM109 de 

Escherichia coli (Promega) y la extracción del plásmido se realizó mediante lisis alcalina. Se 

secuenciaron de cinco a diez clonas por embrión por isla CpG mediante el primer universal T7 y 

el servicio de "difficult sequencing" proporcionado por Macrogen Inc (Corea). La frecuencia de 

los sitios CpG metilados se llevó a cabo utilizando el software QUMA (Quantification Tool for 

Methylation Analysis) (http://quma.cdb.riken.jp). 

 

 

Cuadro 9. Primers utilizados para amplificar islas CpG de la región promotora de los genes Pax6 
y Hoxb9 de ADN de tortuga golfina tratado con bisulfito de sodio. 

Gen Región 
objetivo Primer Tm (°C) Tamaño 

(bp) Secuencia 5’-3´  

Pax6 
Isla CpG-1  

Pax6-1-F1 59.6 
301 

TTG AGA TTT TTG TTT TTG TTA TGA TTT T 
Pax6-1-R1 59.9 AAA CCC AAC ATT TAA ATC CAC ACT 

Isla CpG-2  
Pax6-2-F2 59.9 

414 
AGT GTG GAT TTA AAT GTT GGG TTT 

Pax6-2-R2 56.3 AAA CAA TAA CAT CCT CAA CTA CCT AC 

Hoxb9 Isla CpG-1 y -2 
Hoxb9-F1 55.5 

334 
TAATTGAATGGTAAAGATTTGTTTT 

Hoxb9-R1 52.3 AAC AAA ATA ATT AAT CAA ACT TTT T 

 

 

  

http://quma.cdb.riken.jp/
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4.1.3 Resultados 

 

 

4.1.3.1 Metilación del ADN en la región promotora putativa del gen Pax6.  Se compararon las 

secuencias del ADN tratado con bisulfito de embriones con malformaciones oculares y normales. 

La eficiencia de conversión fue del 96-100% (Fig. 20). Debido a que el ADN se aisló de la parte 

posterior del cuello en todos los embriones (que incluye derivados de ectodermo y mesodermo) 

se presentó mosaicismo en la metilación del ADN en la mayoría de los casos (Cuadro 10). Para el 

fragmento que contenía la isla CpG-1 se analizó una secuencia de 270 pb, en el cual se 

presentaron nueve sitios CpG (Fig. 20). En el cíclope se identificó un sitio metilado en la 

posición -409, al cual se le pueden unir tres posibles factores de transcripción: 1) AHRARNT_01, 

2) AHR_Q5 y 3) AHRHIF_Q6 (Fig. 13 del capítulo 3). Este único sitio metilado e identificado 

en el cíclope fue evidente en el análisis de las secuencias del 50% de los productos clonados 

después del tratamiento con bisulfito (Cuadro 10). En el organismo con anoftalmía izquierda se 

identificaron dos sitios CpG metilados, uno en la posición -262, al cual se le podrían unir cuatro 

posibles factores de transcripción: 1) ERR1_Q2, 2) STAT6_02, 3) RORA1_01, 4) ERQ6_02; y 

otro en la posición -248 que se encuentra dentro de una posible GC box (Fig. 13; Fig 20A). 

Ambos sitios CpG metilados estuvieron presentes en el 20% de las clonas secuenciadas (Cuadro 

10). El otro embrión, que presentó anoftalmía izquierda y microftalmía derecha, curiosamente no 

mostró ningún sitio metilado en el fragmento de la isla CpG-1 (Fig. 20A). Con respecto a los 

embriones normales, no se detectaron sitios CpG metilados en el fragmento de la isla CpG-1 

(Fig. 20A). 
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Figura 20. Estado de metilación en la región promotora putativa del gen Pax6 en embriones de 
tortuga golfina con malformaciones oculares y normales. A) Fragmento que incluye la isla CpG-
1; B) Fragmento que incluye la isla CpG-2. Anoftalmia-1 se refiere al embrión que presentó 
anoftalmía izquierda; anoftalmia-2 se refiere al embrión que presentó anoftalmía izquierda y 
microftalmía derecha. 
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Cuadro 10. Frecuencia de clones con citosinas metiladas en contextos CpG y CHG dentro de la 
región promotora putativa del gen Pax6 en embriones con malformaciones oculares y normales. 
Anoftalmia-1 se refiere al embrión que presentó anoftalmía izquierda; anoftalmia-2 se refiere al 
embrión que presentó anoftalmía izquierda y microftalmía derecha. 
 

 Fragmento que  
incluye isla CpG-1  

Fragmento que  
incluye isla CpG-2  

Contexto CpG CHG CpG CHG 
Sitio 

metilado 
-262 -248 -409 -230 -335 +37 +100 +123 -124 -112 +99 

 
Ciclopía 

- - 50% 
(4/8) 

- - - - - 100% 
(5/5) 

- - 

 
Anoftalmía-1 

20% 
(1/5) 

20% 
(1/5) 

- - - - - - - - - 

 
Anoftalmía-2 

- - - 17% 
(1/6) 

- 14% 
(1/7) 

28% 
(2/7) 

-  -  - -  

 
Normal-1 

- - - - 50% 
(4/8) 

- - - - - - 

 
Normal-2 

- - - - - - - 50% 
(5/10) 

- - - 

 
Normal-3 

- - - - - - - - - 20% 
(1/5) 

20% 
(1/5) 

 

 

Para el fragmento de la isla CpG-2, también se comparó el ADN tratado de los organismos con 

malformaciones oculares y normales, una longitud de secuencia de 371 pb y 39 sitios CpG (Fig. 

20B). Se identificaron dos sitios CpG metilados en el embrión con anoftalmía izquierda y 

microftalmía derecha (Fig. 20B), uno en la posición +37 en el 14% de los clones secuenciados, 

que afectan a una  GC box dentro de la región 5' UTR, y el otro en la posición +100 en el 28% de 

los clones (Cuadro 10), que no parece ser un sitio de unión para algún factor de transcripción, 

pero está cerca de una secuencia putativa potenciadora de splicing de intrones (ISE por sus siglas 

en inglés) dentro de la región 5' UTR. Además, se identificó un sitio CpG metilado en el 50% de 

los clones secuenciados de uno de los embriones normales en la posición +123 (Cuadro 10), este 

sitio no pareció afectar la unión de algún factor de transcripción y no parece estar cerca de 

cualquier otra secuencia reguladora dentro de la región 5' UTR. 

También se identificaron citosinas metiladas en el contexto no CpG (CHG), tanto en embriones 

con malformaciones oculares como normales (Cuadro 10). Se ha reportado la metilación de novo 

de citosinas en el contexto no CpG mediada por Dnmt3a en células madre embrionarias 
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(Ramsahoye et al., 2000), y esto podría estar relacionado con la tasa de división celular en células 

pluripotentes (Shirane et al., 2013). El papel de la metilación en el contexto no CpG en 

vertebrados no mamíferos con malformaciones congénitas aún no está bien esclarecido (Jones, 

2012). 

 

4.1.3.2 Factores de transcripción y características reguladoras que podrían verse afectados por la 

metilación de sitios CpG. Entre los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) y las 

regiones reguladoras identificadas en el promotor Pax6, siete de ellos presentaron metilación 

diferencial en embriones normales y malformados, posiblemente afectando la unión de los TF 

involucrados y funciones relacionadas como se describe a continuación: 

1. Ciclopía, posición -409: AhR, AhRARNT y AhRHIF. En el embrión con ciclopía se detectó 

una citosina metilada en la posición -409 de la región promotora putativa del gen Pax6, a la cual 

se le pueden unir tres posibles factores de transcripción: el receptor de hidrocarburos arilo (AhR), 

el translocador nuclear del receptor de hidrocarburo de arilo (ARNT), que, junto con AhR, forman 

el complejo receptor de hidrocarburo de arilo (AhR-ARNT), y el complejo de factor de inducción 

de hipoxia (AhR-HIF). El receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) es un factor de transcripción 

activado por ligando altamente conservado que detecta toxinas ambientales y ligandos 

endógenos; induce enzimas desintoxicantes y modula la diferenciación y respuesta de las células 

inmunes (Mandal, 2005). El complejo AhR-ARNT se ha asociado con la respuesta a 

contaminantes ambientales (Beischlag et al., 2008). El heterodímero AhR-ARNT se puede 

asociar directamente con los receptores de estrógeno ER-α  y ER-β, provocando acciones 

adversas relacionadas con estrógenos ambientales (Ohtake et al., 2003). HIF juega un papel clave 

en la respuesta celular a la hipoxia, incluida la regulación de genes implicados en el metabolismo 

energético, la angiogénesis y la apoptosis (Semenza, 2000). Si estos TFBS son funcionales, la 

regulación de Pax6 estaría modulada ambientalmente; la metilación del ADN reduciría o 

inhibiría la unión de los factores de transcripción implicados, alterando la expresión génica (ver 

discusión). 

2. Anoftalmía izquierda, posición -262: ERR1_Q2, STAT6_02, RORA1_01, ERQ6_02. 

El embrión con anoftalmía izquierda presentó dos citosinas metiladas, una en la posición -262, 

que posiblemente puede afectar la unión de ERR1, STAT6, RORA y ER. La segunda 

metilcitosina se ubicó en la posición -248, dentro de un posible sitio de unión a GC box. 
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ERR1 forma parte un subgrupo de la familia de receptores esteroides/tiroides/retinoides. Es 

homólogo al receptor de estrógenos y se une a ADN objetivos similares; sin embargo, no puede 

activar la transcripción génica en respuesta a estrógenos (Sladek et al., 1997). STAT6 es una 

proteína que forma parte de la familia STAT de factores de transcripción. En respuesta a 

citocinas y factores de crecimiento, los miembros de la familia STAT son fosforilados por las 

cinasas asociadas al receptor, y luego forman homodímeros o heterodímeros que se desplazan al 

núcleo celular donde actúan como activadores de la transcripción. Esta proteína juega un papel 

central en ejercer respuestas biológicas mediadas por IL4 (Quelle et al., 1995). RORA pertenece 

a la superfamilia de receptores de hormonas esteroides. Este gen produce cuatro isoformas 

(RORA1-RORA4), que sólo difieren en sus regiones N-terminal y demuestran distintas 

propiedades de unión al ADN y de transactivación (Matysiak-Scholze & Nehls, 1997). ER es un 

factor de transcripción compuesto por varios dominios importantes para la unión de hormonas, la 

unión al ADN y la activación de la transcripción (Issa et al., 1994). La funcionalidad de estos 

TFBS sugeriría que Pax6 responde a la regulación hormonal; por lo tanto, la metilación del ADN 

interferiría con la unión de estos factores de transcripción, alterando la expresión de Pax6 (ver 

discusión). 

3. Anoftalmía izquierda, posición -248: GC box. GC box actúa de manera similar a una secuencia 

potenciadora, uniendo proteínas llamadas Sp1 que estabilizan aún más el complejo de 

preiniciación en el promotor de un gen y, por lo tanto promueven la velocidad de transcripción 

(Blake et al., 1990). Las GC box son un tipo de elemento promotor proximal y generalmente 

están ubicadas alrededor de 110 pb en la región 5' del TSS. En este caso, la metilación del ADN 

podría reducir la tasa de transcripción de Pax6. 

4. Anoftalmía izquierda, microftalmía, posición +37: GC box dentro de la región 5’UTR. 

En el embrión con anoftalmía izquierda y microftalmía, la metilcitosina se localizó en una GC 

box dentro de la región 5' UTR, lo que probablemente podría afectar la tasa de transcripción o 

actuar a nivel post-transcripcional. La otra metilcitosina se ubicó en la posición +100, cerca de 

una secuencia putativa potenciadora de splicing de intrones (ISE por sus siglas en inglés) dentro 

de la región 5' UTR en el nt +103, que podría o no ser relevante para la transcripción de Pax6. Es 

importante destacar que las citosinas metiladas también pueden afectar la expresión génica y la 

función biológica a través de proteínas específicas de unión al ADN metilado, como las que 

contienen un dominio de unión a metil CpG (MBD, por sus siglas en inglés), dominio SET, 
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dominio asociado con el dedo (SRA, por sus siglas en inglés) o dominio de dedos de zinc (Buck-

Koehntop & Defossez, 2013). 

 

 

4.1.4 Discusión 

 

 

Hasta la fecha, la secuenciación por bisulfito es la herramienta más utilizada para el análisis de 

metilación alelo-específico en los sitios CpG (Simpson et al., 2017). El tratamiento con bisulfito 

es un proceso severo, que da como resultado la fragmentación del ADN (Miura et al., 2012), lo 

que conduce a la amplificación de fragmentos cortos. A partir de los resultados presentes, el 

análisis de metilación del ADN locus-específico con bisulfito parece ser factible en fragmentos 

cortos de ~300 pb, incluso un poco mayores, lo que coincide con lo expuesto por Warnecke et al. 

(2002). 

La eficiencia de conversión de ADN con bisulfito fue alta (96 a 100%), pero el mosaicismo fue 

evidente. Los resultados sugieren que los embriones normales fueron más estables con respecto a 

la metilación del ADN en comparación con los embriones malformados. Weber et al. (2007) 

proponen que en el humano, la mayoría de las islas CpG permanecen hipometiladas en células 

diferenciadas terminalmente y que sólo un pequeño porcentaje se metila durante el desarrollo 

normal. Posteriormente, Illingworth & Bird (2009) observaron metilación de islas CpG en la 

región 5' del promotor del gen Pax6 en células musculares y cerebrales diferenciadas 

terminalmente en humano. Estas observaciones sugieren que islas CpG en células diferenciadas 

terminalmente durante el desarrollo normal están en general hipometiladas, pero si es posible que 

exista metilación, lo que es consistente con los resultados en embriones normales.  

Está bien establecido que la metilación en el contexto CpG en los promotores da como resultado 

una represión transcripcional estable (Bird, 2002), a diferencia de la metilación en el contexto no 

CpG, que no está bien esclarecida su función (Lister et al., 2009). En el presente estudio se 

identificó metilación en el contexto no CpG cerca de TSS del gen Pax6. Se considera que en 

tortugas marinas este tipo de metilación es poco frecuente, pero también puede ocurrir, lo que 

coincide con lo expuesto por Lister et al. (2009). Ellos reportan sobre el metiloma del DNA 

humano, que la densidad de metilación en el contexto no CpG es significativamente baja cerca 
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del TSS y que casi un cuarto de toda la metilación identificada en células madre embrionarias se 

encontró en este contexto. 

La predicción para TFBS dentro de la región flanqueante 5' del gen Pax6 reveló mecanismos 

potenciales reguladores en cis para la expresión de Pax6. Si la metilación del ADN en los 

fragmentos analizados es un mecanismo epigenético involucrado en los fenotipos estudiados 

(ciclopía y anoftalmía), es probable que las citosinas metiladas presentes en los TFBS jueguen un 

papel importante en la expresión génica del gen Pax6. En el caso del cíclope, aunque el gen Shh 

es el responsable de la división del campo ocular en hemisferios bilaterales (Chiang et al., 1996), 

el gen Pax6 es esencial para el desarrollo del ojo. El único sitio CpG metilado presente en la 

region 5' de la isla CpG-1 (nt -409) se identificó como un posible TFBS al que se le puede unir el 

receptor de hidrocarburo de arilo (AhR), el complejo translocador nuclear del receptor de 

hidrocarburo de arilo (AhR-ARNT) y el factor de inducción de hipoxia del receptor de 

hidrocarburo de arilo (AhR-HIF). La presencia de estos TFBS sugiere que los factores 

ambientales modulan la transcripción de Pax6, y que la metilación del ADN reduciría la unión de 

éstos factores de transcripción alterando la expresión normal de Pax6.  

La mayor parte del esfuerzo experimental invertido en comprender la función del AhR se ha 

centrado en su activación por una amplia variedad de compuestos exógenos. La proteína 

codificada por AhR se puede unir al inductor TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) (Ema 

et al., 1994), el cual es un hidrocarburo aromático halogenado, considerado como contaminante 

ambiental que se produce por reacciones secundarias menores en los procesos de fabricación de 

productos químicos y por la combustión de materiales de desecho. Estos productos químicos 

pueden causar toxicidad potente y pleiotrópica, así como teratogénesis. Según Ema et al. (1994), 

a nivel molecular, distintos efectos biológicos inducidos por productos químicos están mediados 

por un AhR intracelular; por ejemplo, en pez cebra, se ha reportado que la exposición al 

fenantreno (un hidrocarburo aromático) causa defectos en el desarrollo mediados por AhR y 

disfunción de los ojos a través de la reducción de Pax6 (Huang et al., 2013). Además, se ha 

reportado que ratones knockout (AhR-KO) presentan una arteria hialoide persistente en los ojos 

(Lahvis et al., 2000). AhR también puede estar involucrado en la homeostasis de los retinoides, 

específicamente en el catabolismo del ácido retinoico (Andreola et al., 1997), que se requiere 

para la morfogénesis ocular (Campo-Paysaa et al., 2008).  
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ARNT, junto con AhR, forman el complejo receptor de hidrocarburo arilo (AhR-ARNT), que 

durante mucho tiempo se ha asociado con la respuesta a contaminantes ambientales (Beischlag et 

al., 2008). La ausencia de ARNT (ARNT-KO en embriones de ratón) puede causar defectos 

angiogénicos en el saco vitelino y en los arcos branquiales; así como desarrollo atrofiado y 

muerte embrionaria (Maltepe et al., 1997). En ratones, la ausencia de HIF-1α puede causar 

muerte celular mesenquimatosa cefálica, malformaciones cardíacas y vasculares, y letalidad 

embrionaria (Kotch et al., 1999). Dado que HIF puede unirse a ARNT y también a AhR (Gradin 

et al., 1996), se ha propuesto que puede haber una conversación cruzada entre las vías de 

transcripción mediadas por AhR y HIF (Nie et al.,  2001). Aunque la asociación entre Pax6 y 

ciclopía no está clara, el fenotipo de ciclopía en el embrión estudiado podría estar asociado a la 

expresión incorrecta de Pax6 en respuesta a compuestos ambientales y condiciones hipóxicas 

durante el desarrollo del ojo. Esto es importante, ya que sugiere que la transcripción de Pax6 

podría estar modulada por vías de detección ambiental, por lo tanto, la metilación del ADN 

conduciría a una desregulación de Pax6 y provocar malformaciones en los ojos. 

En el caso del organismo con anoftalmia izquierda se identificaron dos citosinas metiladas, 

ambas en la isla CpG-1; el transductor de señal y activador de la transcripción 6 (STAT6), que 

desempeña un papel central en ejercer respuestas biológicas mediadas por IL4 e IL13 (Quelle et 

al., 1995), lo que indica que potencialmente Pax6 estaría implicado en la regulación del sistema 

inmunológico. Sin embargo, diferentes miembros de la familia STAT pueden modular la 

transcripción de genes durante el desarrollo y el mantenimiento ocular en mamíferos. Zhang et al. 

(2003) analizaron la expresión y activación de las proteínas STAT en la retina del ratón en 

desarrollo y observaron que todas las proteínas STAT se expresaban en la retina neuronal en 

diferentes poblaciones celulares en diferentes etapas embrionarias. Particularmente, observaron la 

presencia de STAT6 en el epitelio pigmentario de la retina. 

El Receptor huérfano relacionado a Rar A1 (RORA1) parece ser crucial para muchos procesos 

fisiológicos celulares que ocurren en tejidos como el cerebelo, tejido adiposo, músculo y hueso; 

sin embargo, aún no se ha dilucidado el papel preciso que desempeña RORA in vivo (Zhu et al., 

2006). Se ha reportado que la isoforma RORA1 se expresa en el cerebelo murino y humano 

(Matysiak-Scholze & Nehls, 1997), así como en el tálamo, hipotálamo y retina (Steinmayr et al., 

1998). Se han identificado elementos de respuesta a ROR (ROREs) en la región promotora de 

genes relacionados con el ciclo celular, tales como en inhibidores de cinasa dependiente de 
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ciclina (CDK) p21WAF1 / CIP1 (Schräder, et al., 1996) y de ciclina A, así como en el promotor de N-

myc (Nau et al., 1986). Por lo tanto, RORA podría participar en la regulación de la proliferación 

celular dependiente de Pax6 durante el desarrollo del sistema nervioso y la retina. 

Otros factores de transcripción que podrían estar potencialmente afectados a la unión del 

promotor Pax6 de embriones con anoftalmía izquierda son el receptor relacionado con el 

estrógeno 1 (ERR1) y el Receptor del estrógeno (ER). ERR1 se expresa durante el desarrollo 

embrionario medio o tardío de una forma tejido-específico (Sladek et al., 1997), mientras que ER 

se ha detectado en el epitelio de varios tejidos oculares como la retina y el cristalino en el ojo 

humano. Ogueta et al. (1999) sugieren que ER podría regular la expresión transcripcional de 

diferentes genes diana en los ojos. Esto sugiere que la expresión de Pax6 responde a la regulación 

hormonal (esto incluye hormonas endógenas y estrógenos ambientales). La metilación del ADN 

durante el desarrollo del ojo podría reducir la unión del receptor hormonal a las secuencias de 

respuesta, lo que probablemente lleve a una expresión incorrecta de Pax6. 

La otra citosina metilada en el embrión con anoftalmía izquierda se identificó en la posición -248 

y, aunque no corresponde a un TFBS, podría ser parte de una GC box, que actúa de forma similar 

a una secuencia potenciadora, a la que se le unen proteínas de unión llamadas Sp1 que estabilizan 

aún más el complejo de preiniciación en el promotor y, por lo tanto, aumentan la velocidad de 

transcripción (Blake et al., 1990) 

Finalmente, el embrión con anoftalmía izquierda y microftalmía derecha presentó dos 

metilcitosinas en la isla CpG-2 ubicadas dentro de la región 5’ UTR, que afectan sólo a una GC 

box. Sin embargo, la metilación del ADN funciona de diferentes maneras; además de afectar la 

unión a TF, también hay proteínas de unión a ADN metilado que se unen a las metilcitosinas y 

regulan funciones biológicas (Buck-Koehntop & Defossez, 2013). Además, la metilación del 

ADN no es el único mecanismo involucrado en la regulación génica, hay otros mecanismos 

epigenéticos que pueden estar alterando el desarrollo normal del ojo a través de Pax6 u otros 

genes reguladores. 
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4.2 Estatus de Metilación en la Región Promotora Putativa del Gen Hoxb9 en Embriones con 

el Síndrome Schistosomus Reflexus 

 

 

4.2.1 Introducción 

 

 

El síndrome malformativo Schistosomus Reflexus (SR) es una malformación congénita rara y 

letal, cuyas características principales son la  exposición de las vísceras abdominales y torácicas 

(schistosomus), debido a una fisura de la pared abdominal ventral, y la inversión espinal 

(reflexus) con distintos niveles de severidad (Laughton et al., 2005) Algunas otras características 

menores incluyen anquilosis en las extremidades, posicionamiento de las extremidades 

adyacentes al cráneo, hipoplasia de pulmón y del diafragma (Laughton et al., 2005). SR ha sido 

reportado por primera vez en la tortuga golfina del noroeste de México (Bárcenas-Ibarra et al., 

2016); se identificó en el 31% de los embriones que presentaron malformaciones congénitas y 

entre los fenotipos identificados destacan la falta de cierre en la pared abdominal, ectopia de 

órganos internos, alteraciones en columna vertebral y costillas, malformaciones en las aletas y en 

la cola y algunas malformaciones cráneo-faciales (ver Bárcenas-Ibarra et al., 2016). 

Aunque no se han reportado genes directamente causantes de SR, estudios en ratones mutantes 

sugieren dos familias de genes, las moléculas de señalización de Tgfb y la familia de factores de 

transcripción AP-2, que están asociadas a defectos del cierre de la pared del cuerpo ventral, 

defectos en la columna vertebral, entre múltiples anomalías (Sanford et al., 1997; Nottoli et al., 

1998; Mateo & Camón, 2008). Por otra parte, los genes Hox son reguladores maestros del 

desarrollo embrionario, codifican factores de transcripción importantes en la especificación de 

planes corporales a lo largo del eje antero-posterior en animales (Lewis, 1978). En ratones, se ha 

demostrado que la eliminación homocigótica de Hoxb1-Hoxb9 causa anomalías en la columna 

vertebral cérvico-torácica y defectos en la morfogénesis del esternón (Medina-Martínez et al., 

2000). En humanos, deleciones en la región cromosómica que abarcan los genes Hoxb1-Hoxb9 

están asociadas con defectos del desarrollo, incluyendo anomalías traqueo-esofágicas (Pajusalu et 

al., 2015). También, en humano se ha reportado la translocación de novo con un punto de ruptura 



 106 

cerca del extremo 5’ del grupo de genes Hoxb en un paciente con retraso del desarrollo y 

malformaciones esqueléticas (Yue et al., 2007). 

En genes Hox, se ha propuesto que islas CpG en promotores potenciales dentro de los loci de 

genes Hox pueden contribuir a la regulación génica en Cis (Weber et al., 2007). Por otra parte, las 

islas CpG inter o intragénicas son más susceptibles a la metilación y presentan metilación tejido-

específico en estos mismos loci (Weber et al., 2007).  

Como una primera aproximación para estudiar la metilación del ADN locus-específico de la 

región promotora en embriones de tortugas marinas con SR, se seleccionó el gen Hoxb9 en cuatro 

embriones con este síndrome de un grupo de embriones que presentaron múltiples 

malformaciones identificadas y descritas en un estudio previo (Bárcenas-Ibarra et al., 2015).  

 

 

4.2.2 Metodología 

 

 

Se seleccionaron cuatro embriones del mismo estudio previo (Bárcenas-Ibarra et al., 2015) 

indicado en el apartado 4.1.2.1 que presentaron SR y otras malformaciones: 1) SR-18-11-IE39M 

(disostosis caudal y dismelia anterior izquierda), 2) SR-2029-E4M (leucismo ventral, gnatoquisis 

y deformación de la mandíbula inferior), 3) SR-2029-E1M (leucismo, gnatoquisis, anura y cuello 

corto), 4) SR-1257-1E9M (anura y anasarca) y tres embriones normales. A partir del aislamiento 

y caracterización de la región promotora putativa del gen Hoxb9 (ver capítulo 3) se diseñaron 

primers, que incluían las dos CGIs identificadas, mediante el software Methprimer para 

amplificar un fragmento de aproximadamente 334 pb del ADN convertido (Cuadro 9). El 

tratamiento de ADN con bisulfito de sodio, amplificación, clonación y análisis de sitios CpG 

metilados se hizo de la misma forma que para al análisis del gen Pax6 (ver apartado 4.1.2.2). 
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4.2.3 Resultados 

 

 

En este caso, se analizó una secuencia de 319 pb que contenía diecinueve sitios CpG (Fig. 21) 

para comparar los patrones de metilación en embriones malformados y normales. La eficiencia de 

conversión fue del 97-100% (Fig. 21). Se observó mosaicismo de la metilación en la mayoría de 

los casos (Cuadro 11). Debido a que la mayoría de los TFBS se identificaron 5’ respecto a ambas 

CGI, no se identificaron sitios CpG metilados en secuencias de TFBS. Cada uno de los 

organismos analizados (con SR y normal) mostró un perfil de metilación particular (Fig. 21). Sin 

embargo, debe observarse que hubo un patrón que se repitió en la mayoría de los embriones, los 

sitios +128 y +136 (Fig. 21 y Fig. 16 del capítulo 3), ubicados en la región 5 'UTR, mostraron 

metilación en la mayoría de los organismos, independientemente de si presentaron SR o no. Las 

citosinas metiladas también se identificaron en el contexto no CpG (CHG/CHH) tanto en 

embriones normales como en SR (Cuadro 11). 

 

 

 



 
Figura 21. Estatus de metilación en la región promotora putativa del gen Hoxb9 en embriones con SR y normales. Los círculos negros 
indican las citosinas metiladas en el contexto CpG 
 

 

Cuadro 11. Frecuencia de clones con citosinas metiladas en contextos CpG y no-CpG (CHG/CHH) dentro de la región promotora 
putativa del gen Hoxb9 en embriones con SR y normales. 

 Contexto CpG CHG/CHH No. de 
clones 

  Sitio metilado -113 -106 -78 -80 -53 -19 +7 +28 +128 +136 -54 -9 +16 +60 +65 +134 +148  

Embriones 
malformados 

SR-1811-IE39M - - - - - - - - 16% 
(1/6) 

- - - - 16% 
(1/6) 

- - 16% 
(1/6) 

6 

 
SR-2029-1E4M - - - - - - - - 33% 

(2/6) 
33% 
(2/6) 

- - 33% 
(2/6) 

- 33% 
(2/6) 

- - 6 

 
SR-2029-E1M - - - - - 16% 

(1/6) 
- 16% 

(1/6) 
16% 
(1/6) 

- - - - - - - - 6 

 SR-1257-1E9M - 33% 
(2/6) 

- - 16% 
(1/6) 

- - 16% 
(1/6) 

16% 
(1/6) 

16% 
(1/6) 

- - - - 16% 
(1/6) 

- - 6 

 Embriones 
normales 

Normal 1-1846-
ICM4C 

- - - - - - 40% 
(2/5) 

- 16% 
(1/6) 

16% 
(1/6) 

16% 
(1/6) 

16% 
(1/6) 

- - 33% 
(2/6) 

- - 6 

 Normal 2-1818-
II4C 

- - - - - - - - 66% 
(4/6) 

66% 
(4/6) 

- - - - 83% 
(5/6) 

- - 6 

 Normal 3-1257-
IE7C 

28% 
(2/7) 

- 42% 
(3/7) 

14% 
(1/7) 

- - - - - - - - - - - 28% 
(2/7) 

- 7 

 



4.2.4 Discusión 

 

 

Para el análisis de metilación del ADN locus-específico en la región promotora putativa del gen 

Hoxb9 la eficiencia de conversión del ADN con bisulfito fue alta (97 a 100%), pero el 

mosaicismo fue evidente. En ambas CGIs evaluadas la metilación fue heterogénea tanto en 

embriones normales como en SR. Se ha propuesto que los genes del desarrollo permanecen 

regularmente hipometilados incluso si el locus es transcripcionalmente silencioso, pero puede 

existir cierta metilación (Weber et al., 2007) y esto es consistente con los resultados en embriones 

normales.  

Aunque se observa un perfil de metilación heterogéneo en la región promotora putativa del gen 

Hoxb9 en embriones malformados y normales, sí se identificó un patrón de metilación en dos 

sitios CpG que se repiten en embriones tanto normales como malformados: citosinas +128 y 

+136 (Fig. 21 y Fig. 16 del capítulo 3). Estos loci se encuentran en la región 5' UTR de Hoxb9 y 

este patrón identificado podría deberse a una regulación particular de los genes Hox durante el 

desarrollo (Flagiello et al., 1996) y estar relacionado con sitios de splicing alternativo (Mironov 

et al., 1999). En genes Hox, se ha identificado que las CGIs que muestran metilación tejido-

específico son esenciales para el desarrollo (Weber et al., 2007); se ha propuesto que la 

metilación del ADN podría corresponder a un mecanismo de regulación de la expresión génica 

particular de la red de genes Hox, ya que en el caso del grupo Hoxb se ha observado una relación 

entre la metilación del ADN y la expresión génica y se ha postulado que los patrones de 

metilación de estos genes reflejan señales establecidas durante el desarrollo y que posiblemente 

puedan modificarse en tejidos adultos con progresión tumoral (Flagiello et al., 1996). De hecho, 

está bien establecido que las proteínas del grupo polycomb modulan la expresión de los genes 

Hox por medio de marcas de histonas, e.g. la metilación de la histona 3 en la lisina 27-H3K27me-

(Cao et al., 2002), por lo que la metilación del ADN podría promover la transcripción al 

antagonizar los genes del grupo Polycomb (Wu et al., 2010) que reprimen la expresión génica.  

Es importante mencionar que no existe ninguna evidencia que relacione Hoxb9 con SR, sin 

embargo Hoxb9 regula el desarrollo de la columna vertebral en la región torácico-lumbar la cual 

se encuentra malformada en organismos con SR. Si bien los resultados de este trabajo no aportan 

evidencia de que Hoxb9 participe en el desarrollo de SR, también es importante considerar que 
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los genes Hox actúan de manera combinatoria, es decir, varios genes Hox participan en la 

formación de cada vértebra y estructura axial, además de presentar el fenómeno de compensación 

funcional a través de genes Hox parálogos (Greer et al., 2000; revisado en Holland, 2013); por lo 

tanto, los efectos regulatorios de los genes Hox deben estudiarse en conjunto (de acuerdo al 

código Hox y fórmula axial de cada especie) y no como genes aislados.  

En resumen, en este estudio se encontró que cambios sutiles en la metilación del ADN en 

promotores de genes de desarrollo como Pax6 coinciden con fenotipos aberrantes en tortugas 

silvestres, lo que sugiere que estas marcas epigenéticas podrían estar vinculadas a los fenotipos 

observados. No se pretende simplificar un proceso complejo en el que las redes reguladoras de 

genes están bajo el control de mecanismos genéticos y epigenéticos; para este tipo de estudios se 

requiere de una muestra más grande y los ácidos nucleicos (tanto el ADN como el ARN) deben 

obtenerse del área afectada para generar evidencia más sólida sobre la relación entre las 

malformaciones, la expresión de genes y la metilación locus-específica. Se necesitan análisis 

adicionales (como ChiP-Seq o metilación global) y ensayos funcionales. Sin embargo, los 

estudios de este tipo con especies silvestres y amenazadas, aunque complicados, pueden 

proporcionar información importante sobre las causas y mecanismos asociados con el desarrollo 

anormal. 
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5. METILACIÓN GLOBAL DEL ADN Y SU RELACIÓN CON Hg EN EMBRIONES 

CON SCHISTOSOMUS REFLEXUS Y OTRAS MALFORMACIONES 

 

 

5.1 Introducción 

 

 

Schistosomus reflexus (SR) fue reportado por primera vez en la tortuga golfina del noroeste de 

México y ha sido identificado en el 31% de los embriones que presentaron malformaciones 

congénitas (Fig. 22; Bárcenas-Ibarra et al., 2016). Este síndrome no ha sido identificado en 

alguna otra especie de tortuga marina (Bárcenas-Ibarra et al., 2016), pero sí en otros reptiles: en 

la víbora de Wagner (Vipera wagneri), en el dragón barbudo (Pogona vitticeps) y en la serpiente 

jararacá (Bothrops jararaca) (Mulder, 1995; Ianni et al., 2004; Sant’Anna et al., 2013). SR ha 

sido reportado frecuentemente en rumiantes, principalmente en ganado bovino (Knight, 1996; 

Rajani & Raghavan, 2010), aunque también ha sido reportado en ovejas y cabras (Dennis & 

Meyer, 1965; Gutierrez et al., 1999; Suthar et al., 2011), mamíferos domésticos y no domésticos 

(Gabra, 1993; Mateo & Camón, 2008; Molina et al., 2012; Lankton et al., 2014). 

El síndrome SR es una anomalía que tiene sus orígenes antes o durante la diferenciación del 

mesodermo primitivo intraembrionario (Cantrell et al., 1958) y aunque su etiología no es clara, 

existe la hipótesis que factores genéticos están relacionados con la prevalencia de este síndrome 

(Gutierrez et al., 1999; Laughton et al., 2005; Jana & Jana, 2013); de ser así, la consanguinidad 

puede ser un factor de predisposición (Gutierrez et al., 1999; Čítek et al., 2009). Investigaciones 

citogenéticas han asociado aberraciones cromosómicas (tales como roturas cromosómicas, 

apareamiento no homólogo de cromosomas, pulverizaciones y fragmentos dicéntricos) con la 

presencia de SR (Ozalp et al., 2011). También se ha propuesto que la superfetación podría estar 

relacionada con la presencia de este síndrome (Kawata & Tiba, 1961). Por otra parte, se ha 

propuesto que anomalías similares a SR podrían involucrar factores ambientales y muy 

probablemente tener un origen multifactorial (combinación de factores genéticos y ambientales) 

(Noakes et al., 2001). De hecho, las causas genéticas y/o ambientales pueden producir patrones 

de malformación relativamente similares en humanos (Mateo & Camón, 2008).  
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Un ejemplo relevante entre los factores ambientales es la exposición a mercurio (Hg), elemento 

químico de origen natural y antropogénico que se distribuye ampliamente en el medio ambiente. 

Hg se presenta en el ambiente en forma orgánica e inorgánica, y ésta última puede ser 

biotransformada por bacterias a la forma orgánica, metilmercurio (MeHg), que es la fracción del 

mercurio total que se transfiere más eficientemente a la cadena alimenticia a niveles tróficos más 

altos y a su vez es más tóxica (Boening, 2000). Aunque Hg está presente de forma natural en 

sistemas acuáticos en concentraciones bajas, se puede encontrar en altas concentraciones en la 

cadena alimenticia por bioacumulación (Ullrich et al., 2001).  

Las concentraciones de Hg en las diferentes especies de tortugas marinas dependen de los hábitos 

de alimentación y las áreas de alimentación; la tortuga verde es predominantemente herbívora, la 

tortuga caguama es omnívora, mientras que la tortuga golfina es omnívora y oportunista 

(Márquez, 1990; Morreale et al., 2007). En ésta última se ha reportado la transferencia  materna 

del Hg a los huevos (Páez-Osuna et al., 2011). La presencia de Hg en hígado de la tortuga verde 

se ha asociado con diferentes problemas de salud (van de Merwe et al., 2010). Además, en 

organismos modelo como los anfibios, la transferencia materna de Hg provoca una disminución 

en el éxito reproductivo, así como malformaciones congénitas, incluyendo malformaciones 

esqueléticas (Unrine et al., 2004; Bergeron et al., 2011). En las tortugas marinas C. mydas y C. 

caretta también se han reportado concentraciones de Hg en la yema, la albúmina de huevo y la 

cáscara, sin efectos aparentes en el éxito reproductivo (Sakai et al., 1995; Lam et al., 2006). 

Se ha reportado que la exposición a MeHg durante el desarrollo puede alterar mecanismos 

epigenéticos (como la metilación del ADN y las modificaciones de histonas) en ratones y ratas 

(Onishchenko et al., 2007; Bose et al., 2012). La metilación del ADN tiene un papel fundamental 

en el control transcripcional (Weber et al., 2007; Meissner et al., 2008; Deaton & Bird, 2011), en 

el mantenimiento de la estabilidad del genoma, (por ejemplo represión de elementos 

transponibles) (Walsh et al., 1998), en la inactivación del cromosoma X (Sado et al., 2000) y en 

la coordinación de la expresión de la impronta génica (Reik et al., 1987; Davis et al., 1998). 

Distintas anomalías en el desarrollo han sido asociado con alteraciones en la metilación del ADN 

(Yin et al., 2012). Por ejemplo, está bien establecido que mutaciones en la metiltransferasa de 

novo DNMT3B provoca hipometilación del ADN, y qua a su vez son causantes del síndrome ICF 

(Inmunodeficiencia, inestabilidad de la región centromérica, anomalías faciales) que se 

caracteriza por hipometilación de repeticiones satelitales pericentroméricas (Hansen et al., 1999; 
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Xu et al., 1999). Igualmente, embriones de ratón mutantes DNMT3B -/- muestran múltiples 

defectos de desarrollo, incluidos problemas de crecimiento, defectos del tubo neural rostral e 

hipometilación de repeticiones satelitales menores (Okano et al., 1999). 

Debido a los efectos de la exposición a Hg en las anomalías del desarrollo y la metilación del 

ADN, se preguntó si un síndrome tan complejo con una alta incidencia (31%) entre los embriones 

malformados de tortuga golfina presentan alteraciones en los niveles tanto de Hg como de 

metilación global del ADN en comparación con embriones que muestran otras malformaciones 

congénitas (no SR) o sus contrapartes normales. Este capítulo ha sido sometido a la revista 

Veterinary Pathology y ya se cuenta con los comentarios de los revisores de la primera revisión. 

 

 

 
Figura 22. Embrión de tortuga golfina que presentó el síndrome schistosomus reflexus. El 
embrión presentó exposición de las vísceras, inversión espinal (flecha blanca) y múltiples 
malformaciones cráneo-faciales (tomada de Bárcenas-Ibarra et al., 2016). 
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5.2 Metodología 
 

 

5.2.1 Elección de Muestras 
 

 

A partir de las muestras a las que se les midió concentraciones de Hg (Capítulo 2, sección 2.2) se 

eligieron 12 muestras de embriones malformados (5 que presentaron SR y 7 que presentaron 

otras malformaciones, pero no SR) y 12 muestras de crías sin malformaciones (Cuadro 12). El 

criterio para seleccionar los embriones que serían utilizados para este análisis se basó en la 

calidad del ADN (concentración adecuada, pureza ~1.8 con base en la relación de absorbancia 

260/280)  y la correcta amplificación del gen constitutivo beta-Actina.  

 

 

5.2.2 Análisis de Metilación Global del ADN 
 

 

Se cuantificó el ADN mediante SYBR Green I Dye (DNA Genotek Inc) y un 

espectrofluorometro (The Infinite® M1000-Tecan) para poder usar 160 ng de ADN genómico 

para cada muestra. Para cuantificar la proporción de ADN metilado se usó el MethylFlashTM 

Methylated DNA Quantification Kit Colorimetric (Epigentek); mediante este kit, la fracción 

metilada del ADN se detecta utilizando anticuerpos de captura y detección y luego se cuantifica 

colorimétricamente por lectura de absorbancia (450 nm) en un espectrofotómetro. La cantidad de 

ADN metilado es proporcional a la intensidad de densidad óptica (DO) medida; para esto fue 

necesario generar una curva estándar de ADN metilado y determinar su pendiente (OD/ng)  

mediante una regresión lineal. Se realizaron réplicas de todas las muestras y los controles 

positivos (curva estándar) y negativos. 
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5.2.3 Análisis Estadístico 

 

 

Las concentraciones de Hg y los porcentajes de metilación global del ADN entre embriones 

malformados y normales, y entre embriones con SR y embriones con otras malformaciones se 

compararon mediante una prueba t de Student cuando se cumplieron los criterios de normalidad y 

homocedasticidad; y cuando no se cumplieron estos criterios se realizó un ANOVA de una vía U 

de Mann-Whitney en rangos. Este mismo criterio se usó para comparar las desviaciones medias 

entre los distintos grupos analizados e identificar en cuales había una mayor variación de los 

datos. Además, se realizó un análisis de correlación de Pearson para encontrar asociaciones entre 

estos mismos parámetros. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software SigmaPlot 

v11. 

 

 

5.3 Resultados 

 

 

5.3.1 Concentraciones de Hg 
 

 

Las concentraciones de Hg en los embriones de tortuga golfina seleccionados se muestran en el 

cuadro 12. Se observó que los niveles promedio de Hg se duplicaron en los embriones 

malformados (0.0289 ± 0.0168 μg/g de Hg -CV: 58%-) en comparación a los normales (0.0156 ± 

0.00585 μg/g de Hg -CV: 37.5%-; P=0.026) (Fig. 22A). Sin embargo, las concentraciones de Hg 

en embriones con SR (0.0304 ± 0.0219 μg/g de Hg -CV: 72%-) no difirieron significativamente 

(P>0.05) de aquellos con otras malformaciones (0.0278 ± 0.0140 μg/g de Hg -CV: 50%-) o 

normales (P>0.05) (Fig. 23B y C, respectivamente). El análisis de la desviación media entre 

grupos indicó que todos los embriones malformados y en particular los embriones con SR 

presentaron una mayor variabilidad en las concentraciones de Hg con respecto a los embriones 

normales (Fig. 24A y C, respectivamente; P<0.05). 
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5.3.2 Metilación Global del ADN 

 

 

Se muestra el porcentaje de metilación global del ADN (5-mC) en embriones de tortuga golfina 

en el cuadro 12. No se encontraron diferencias significativas en porcentaje de 5-mC entre 

embriones normales (0.106 ± 0.0606 -CV: 57%-) y malformados (0.111 ± 0.0891 -CV: 80%-) 

(Fig. 23D). Sin embargo, el contenido promedio de 5-mC se incrementó dos veces en los 

embriones con SR (0.187 ± 0.0859 -CV: 45%-) en relación con aquellos con otras 

malformaciones (0.0574 ± 0.0381 -CV: 66%) o ninguna (P=0.005 y P=0.042, respectivamente) 

(Fig. 23E y F, respectivamente). No se identificaron deferencias en la desviación media de los 

niveles de 5-mC en los embriones malformados con respecto a los embriones normales (Fig. 

24D, E y F) 

Posteriormente, se probaron las correlaciones entre las concentraciones de Hg y los porcentajes 

de metilación de ADN en los grupos experimentales (Fig. 25, A-E). Sólo los embriones con SR 

mostraron una correlación positiva y significativa entre las concentraciones de Hg y la metilación 

del ADN (r=0.923, P=0.025) (Fig. 25D). 
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Cuadro 12. Embriones a los que se les midió concentración total de Hg y porcentaje de 5-mC. SR 
indica embriones con schistosomus reflexus (también se indican otras malformaciones 
observadas en estos embriones); OM indica embriones con otras malformaciones. 

 Etiqueta Malformaciones Hg (ug/g peso 
húmedo) 

5-mC 
(%) 

Embriones 
malformados 

SR-1811-IE39M SR, disostosis caudal, dismelia anterior izquierda (sindactilia: II-III) 0.0143 0.1566 

SR-2029-E4M SR, leucismo ventral, gnatoquisis, deformación de la mandíbula 
inferior 0.0109 0.0656 

SR-1257-IE9M SR, anura, anasarca 0.0617 0.2903 

SR-1811-IE38M SR, cuello corto 0.0205 0.1809 

SR-1846-IE5M SR 0.0447 0.2428 

OM-1477-IE2M Deformación de escudos lateral-vertebrales, anura, agenesia de los 
huesos dorsales 0.0548 0.0306 

OM-1477-IE3M Gnatoquisis, anura, escudos inframarginales subnumerarios 0.0258 0.1216 

OM-1477-IE4M Gnatoquisis 0.0237 0.0258 

OM-1477-IE5M Gnatoquisis 0.0188 0.0181 

OM-1846-IE2M Prognatismo inferior 0.0102 0.0869 

OM-2029-E12M Hidrocefalia 0.0336 0.0744 

OM-1954-IE13M Disostosis craneal 0.0277 0.0442 

Embriones 
normales 

1846-ICM4C  0.0118 0.1286 

1818-II4C 
 

0.025 0.0136 

1257-IE7C 
 

0.0197 0.0917 

1081-IE2C 
 

0.0129 0.2222 

1081-ICM4C 
 

0.0108 0.084 

1943-IE4C 
 

0.0231 0.0799 

1811-IE34C 
 

0.0149 0.1838 

1811-IE36C 
 

0.0171 0.1035 

1257-IE8C 
 

0.0202 0.0803 

1818-IE12C 
 

0.0054 0.0984 

1846-ICM3C 
 

0.0094 0.0254 

1477-IE1C   0.0175 0.1632 
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Figura 23. Diagramas de cajas que muestran las concentraciones de Hg y el porcentaje de 5-mC 
en embriones de tortuga golfina malformados y no malformados. Concentraciones de Hg en 
embriones malformados y no malformados (A), embriones malformados SR y no-SR (B) y 
embriones SR y no malformados (C). Porcentaje de 5-mC en embriones malformados y no 
malformados (D), embriones malformados SR y no-SR (E) y embriones SR y normales (F). La 
línea discontinua representa la media; n=tamaño de la muestra. 
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Figura 24. Diagramas de cajas que muestran las desviaciones medias de Hg y del porcentaje de 5-
mC en embriones de tortuga golfina malformados y no malformados. Concentraciones de Hg en 
embriones malformados y no malformados (A), embriones malformados SR y no-SR (B) y 
embriones SR y no malformados (C). Porcentaje de 5-mC en embriones malformados y no 
malformados (D), embriones malformados SR y no-SR (E) y embriones SR y no malformados 
(F). La línea discontinua representa la media; n=tamaño de la muestra. 
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Figura 25. Correlación de Pearson entre las concentraciones de Hg y el porcentaje de 5-mC en 
embriones de tortuga golfina malformados y no malformados. Todos los embriones (A), 
embriones normales (B), todos los embriones malformados (C), embriones SR (D), embriones 
malformados no-SR (E). r=coeficiente de correlación de Pearson. 
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5.4 Discusión 

 

 

Los resultados obtenidos de este estudio muestran que los niveles de Hg total fueron mayores en 

lo embriones malformados (SR y otras malformaciones) con respecto a los normales. Se han 

reportado efectos teratogénicos de Hg en humanos, como la enfermedad de Minamata 

relacionada con la ingestión de productos marinos contaminados con MeHg. Esta enfermedad se 

caracteriza por provocar daños neurológicos, tales como alteraciones sensoriales, ataxia, disartria, 

constricción del campo visual, alteraciones auditivas, entre otras (Eto, 1997), además de  

malformaciones congénitas como polidactilia, paladar alto, conducto acústico externo defectuoso, 

microcórnea y protrusión del coxis (Harada, 1995). Además, los resultados de exposición a 

MeHg en peces, anfibios aves y mamíferos indican que este contaminante provoca 

principalmente malformaciones esqueléticas, aunque también podría provocar gastroschisis, 

malformaciones ópticas, cardiovasculares, en las extremidades  y cráneo-faciales (Khera, 1973; 

Weis & Weis, 1977; Hoffman & Moore, 1979; Colomina et al., 1995; Heinz & Hoffman, 1998; 

Samson & Shenker, 2000; Unrine et al., 2004; Bergeron et al., 2011). 

Al separar los organismos que presentaron SR (n=5) de los que presentaron otras malformaciones 

(n=7), no se detectaron diferencias en las concentraciones de Hg, ni comparándolas con los 

normales (n=12). Estos resultados se deben tomar con cautela, ya que al disminuir el número de 

muestras, la potencia de la prueba baja y podrían no detectarse diferencias cuando sí las hay. Se 

debe tomar en cuenta que los embriones utilizados en este estudio se tomaron de diferentes nidos, 

y las variaciones de nido a nido pueden contribuir a la variabilidad observada (Lynch, 2013). 

Además, el Hg no es el único compuesto teratogénico presente en el ambiente y puede entrar en 

sinergia con otros compuestos y con otros factores ambientales (Fernández & Beiras, 2001). 

Como se observaron niveles más altos de metilación global del ADN en embriones de tortuga 

golfina que presentaron SR con respecto a embriones con desarrollo normal, y con respecto a 

embriones con otras malformaciones, es posible que la hipermetilación global del ADN sea causa 

o consecuencia de SR. En Drosophila melanogaster, la hipermetilación del ADN inducida por la 

sobreexpresión de la metiltransferasa de novo Dnmt3a está asociada con defectos del desarrollo 

debido a la reducción de las tasas de progresión del ciclo celular y la condensación desigual 

cromosomal (Weissmann et al., 2003). De interés particular, los embriones de tortuga golfina con 
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SR también mostraron una correlación positiva entre las concentraciones de Hg y la metilación 

global del ADN. La interpretación de estos resultados como una asociación positiva entre Hg y 

niveles de 5-mC también se debe tomar con cautela debido al tamaño de muestra (n=5) y aunque 

esta asociación positiva (P=0.025) difícilmente puede deberse al azar, todavía existe la 

probabilidad de incurrir en error tipo I. 

Otros estudios con respecto a la exposición de Hg y la metilación del ADN en mamíferos y no 

mamíferos reportan una asociación negativa (Nilsen et al., 2016; Cardenas et al., 2017), y se sabe 

poco sobre los mecanismos subyacentes de cómo la exposición a Hg conduce a alteraciones en 

dichos perfiles de metilación del ADN (Zefferino et al., 2017). En el lagarto americano (Alligator 

mississippiensis) de distintos sitios contaminados en Florida se identificó una asociación negativa 

entre niveles de Hg y metilación global; siendo más fuerte la correlación en sitios con mayor 

contaminación de Hg al realizar los análisis por cada sitio muestreado (Nilsen et al., 2016). En un 

estudio en sangre de cordón umbilical en humanos se ha reportado una asociación negativa entre 

exposición prenatal al Hg y niveles de 5-hmC y un incremento en la razón de 5-mC a 5-hmC; en 

este mismo estudio en infantes, los análisis de asociación entre variables se realizaron por 

separado debido a la presencia de distintas edades en los infantes y otras características como el 

origen étnico (Cardenas et al., 2017). 

Tanto en las concentraciones de Hg como en los niveles de 5-mC se presentó heterogeneidad en 

los datos, esta variabilidad identificada nos puede proporcionar información importante en 

términos biológicos, aun en los casos en los que no se hayan identificado diferencias 

significativas, ya que los contaminantes pueden inducir un aumento en la variabilidad de  

respuestas biológicas (Forbes & Depledge, 1996), lo que puede indicar estrés ambiental. 

Particularmente, se identificó una variabilidad más alta de las concentraciones de Hg en todos los 

organismos con malformaciones y los que presentaron SR con respecto a los normales lo que 

podría inducir a distintas respuestas a nivel biológico. 

Este trabajo representa una primera aproximación a la comprensión de la etiología del síndrome 

de malformación rara SR en tortugas marinas, particularmente sobre el papel de Hg y la 

metilación del ADN. Si bien es un tamaño de muestra pequeño, los resultados dan indicios que el 

síndrome de SR en la tortuga golfina está asociado con un alto contenido de metilación del ADN 

y de Hg. Estos hallazgos subrayan la importancia del medio ambiente en el desarrollo de SR en 

tortugas. 
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6. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO PARA LA 

CONSERVACIÓN DE LA TORTUGA GOLFINA Y CONCLUSIONES 

 

 

La tortuga golfina es una especie en peligro de extinción según la legislación mexicana, 

aunque al mismo tiempo es la tortuga marina que ha presentado mayor recuperación en sus 

poblaciones. Se han realizado pocos estudios sobre la incidencia de malformaciones congénitas 

en ésta y otras especies de tortugas marinas, así como su relación con la salud de sus poblaciones. 

Los resultados de la presente tesis son seguimiento de un proyecto que se inició hace más de 

cinco años en el cual se identificó la incidencia de malformaciones congénitas en la tortuga 

golfina que anida en el noroeste de Pacífico mexicano. Posteriormente, en el presente estudio, se 

analizó la relación que podían tener las malformaciones identificadas con la presencia de algunos 

contaminantes ubicuos, como el Hg y plaguicidas organoclorados, y la alteración de mecanismos 

epigenéticos como la metilación del ADN, cuyo proceso químico puede ser alterado por factores 

ambientales. 

Actualmente, se considera que las malformaciones congénitas pueden tener un origen 

multifactorial, en el cual mútiples factores genéticos y ambientales pueden incidir en la presencia 

de malformaciones. Los resultados del presente estudio resaltan la importancia del componente 

ambiental que en combinación con factores genéticos y epigenéticos puede causar 

malformaciones congénitas en especies silvestres y que escasamente han sido estudiadas.  

La metilación del ADN y otros mecanismos epigenéticos (e.g. la modificación post-traduccional 

de histonas) son vulnerables al medio ambiente, y la relación entre factores ambientales y 

mecanismos epigenéticos en poblaciones de especies silvestres son un área de oportunidad para la 

investigación y la identificación de amenazas a las que se pueden enfrentar, en este caso, las 

tortugas marinas. Con la información adecuada se pueden tomar acciones para el uso y 

prohibición de distintos contaminantes químicos que eventualmente llegan al mar, no sólo en 

México, sino también en aguas internacionales compartidas con otros países. 

El presente estudio representa un inicio en la investigación de factores ambientales como agentes 

causales de malformaciones congénitas en las tortugas marinas. Son necesarios más estudios 

sobre 1) incidencia de malformaciones en tortuga golfina en la región de estudio y de su 

distribución en el Pacífico mexicano, 2) factores ambientales que puedan representar una posible 
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amenaza para el desarrollo en tortugas marinas, 3) bioensayos de exposición en laboratorio con 

compuestos químicos de origen antropogénico que son acarreados al mar y aun no se han 

evaluado sus efectos en el desarrollo de tortugas marinas. 

La relación entre contaminantes, malformaciones y mecanismos epigenéticos es muy compleja, 

sobre todo en animales silvestres dada la diversidad de factores ambientales a los cuales están 

expuestos, aunado a la variabilidad genética, por lo que este trabajo es sólo una primera 

aproximación. Las principales conclusiones derivadas de la presente tesis son las siguientes: 

• De los contaminantes estudiados, el endosulfán fue el plaguicida organoclorado que se 

identificó sólo en embriones con malformaciones congénitas y no en organismos 

normales. 

• Las concentraciones de Hg fueron más altas y presentaron mayor variabilidad en los 

embriones con malformaciones congénitas en comparación con los normales. 

• Se pudo aislar la región promotora de genes de desarrollo embrionario temprano en 

tortuga golfina a partir del genoma de especies cercanas. 

• Cambios sutiles y aparentemente aleatorios en la metilación del ADN de la región 

promotora del gen Pax6 coincidieron con fenotipos de embriones con malformaciones 

oculares. 

• Tanto en embriones con SR como en los normales se observaron perfiles singulares y 

heterogéneos en la metilación del promotor del gen Hoxb9 por lo que no fue posible 

relacionarlo con el desarrollo de SR. 

• El síndrome SR presentó una asociación positiva entre niveles de Hg y metilación del 

ADN. Este resultado se maneja con reserva debido al tamaño de muestra pequeño. 

• A pesar de las limitaciones debidas al tamaño de muestra, se pudo observar que en 

embriones de tortuga golfina estuvieron presentes contaminantes ambientales como 

plaguicidas organoclorados y Hg; de igual manera, se observaron alteraciones en la 

metilación del ADN, lo que pone en relieve el componente ambiental en la teratogénesis 

de tortugas silvestres. 
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