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Resumen

Con base en un técnica sencilla que no requiere sacrificar organismos ni causaries
mayor estrés, se obtuvieron cortes de las ufas de Kinosternon integrum. Los
cortes fueron observados por Microscopia de Luz y Microscopia Electronica de
Barrido, obteniéndose la estructura de la ufia y su composicion quimica por medio

del microanalisis por dispersion de energia de rayos X caracteristicos.

La terminacion de la falange es en forma de v. Esta rodeada de queratina, por
debajo de la cual se encuentra la capa germinativa y luego el hueso,
observandose tres estructuras.

El microanalisis indico que la queratina esta formada de CONH Yy S y el hueso
de C, O, Ca, Py Si, tal como se esperaba. Con ayuda de las concentraciones del

Ca y P, se obtuvo un fosfato de calcio, probablemente hidroxiapatita.

No se observaron anillos de crecimiento en ufas, ni tampoco en la parte de hueso.
La anica estructura queratinizada que presentd anillos de crecimiento fueron la
laminas del plastron. Se relacioné el tamano, largo, ancho y alto de caparazén,
largo y ancho de plastron y largo y ancho de la cabeza contra anillos de
crecimiento. Se obtuvo una relacion estrecha entre ancho y alto del caparazén y
el nimero de anillos. El coeficiente de correlacion para ancho del caparazéon
contra anillos de crecimiento en plastron fue r = 0.75, p<0.05 y para alto del
caparazon fue r = 0.90, p<0.05, entonces puede decirse que a medida que
aumenta ancho y alto, también aumenta el nimero de anillos. Por otra parte el
coeficiente de correlacion de largo del caparazén contra anillos fue r = 0.36 para
machos y de r = 0.74 para hembras, y largo plastrén contra anillos fue r = 0.30

para machos y 0.61 para hembras.
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1. Introduccion

Existe poca informacion acerca de la estructura, la composicion y los anillos de
crecimiento en ufas de tortugas de agua dulce. Esta informacion es muy
generalizada para reptiles en cuanto a la estructura de las unas, pero no hay nada
en cuanto a su composicion quimica.

Con los anillos de crecimiento en ufias, podria aproximarse o determinarse la edad
de un reptil (Zug, 1991). Una técnica ideal para la determinacion de edad podria
ser aquella que no cause estrés o mortalidad para los individuos, especialmente
viejos, que sea valida para todas las clases de tallas y edades, y esté basada en
una estructura claramente reconocible, que es permanente a traves de la vida del
individuo. El uso de ufas podria satisfacer éstos requerimientos para la estimacién
de edad en tortugas (Thomas, et al. 1997).

La relevancia de la determinacion de edad no soélo reside en la necesidad de
conocer cuanto vive un organismo, sino también la edad de importantes eventos
de vida (Zug, 1993). La determinacién de edad de los individuos es importante
para obtener informacion acerca de mortalidad, longevidad y otros aspectos de
historias de vida y dinamica de poblaciones tales como edad a la que se alcanza

la madurez sexual, rangos de crecimiento, etc. (Russell, et al. 1996).

1.2 Antecedentes

1.2.1 Unas

En el extremo de los dedos de los amniotas encontramos estructuras dérmicas
queratinizadas llamadas garras o uiias, que crecen continuamente hacia fuera a
partir de una capa germinativa, y su extremo distal es asiento de desgaste
continuo. Por debajo de la ufia o del extremo de la ufia se encuentra una capa
mas blanca y menos cérnea, que forma el tejido subungular (Romer y Parsons,
1987). A estos elementos terminales que portan estructuras q iR
llama falange ungual (Romer, 1997).

En este estudio el término “ufia” no so6lo abarca la parte cornep
también al hueso.
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Zug (1991) sugiere que, ya que las ufias crecen continuamente a través de la vida
y ademas el crecimiento esta afectado por factores ambientales, podria esperarse
la formacion de capas de crecimiento estacionales. En el estudio realizado por
Thomas et al. (1997), se determiné la edad en Trachemys scripta y Deirochelys
reticularia por medio del conteo de anillos de crecimiento en uitas. Se estudiaron
tortugas de edad conocida asi como de edad no conocida, capturados en
Savannah River al sur de California. Desde 1967 todas las tortugas capturadas,
incluyendo crias, han sido marcadas, estimandose sus edades por conteo de
anillos en plastrén.

Los anillos de crecimiento fueron descritos como lineas concéntricas translucidas
rodeando continuamente en la mayor parte del corte. Los cortes mostraban zonas
translicidas angostas separadas por zonas anchas opacas, y ésta secuencia se
repetia desde la regién central (subunguis) hasta la extremidad distal (Fig. 1.1).
La ufla crece por formacién de nuevas capas junto al subunguis, empujando -
progresivamente las capas mas viejas hacia la periferia. El 47% de estimacion de
edad estuvo en concordancia con las edades conocidas.

Fig. 1.1  Anillos de
crecimiento en la ufia
de Trachemys scripta
(Tomado de Thomas et
" al. 1997).




La relacion de correspondencia entre la edad real y la estimada por cortes de unas
para T. scripta y D. reticularia sugieren que los anillos de crecimiento en ufia
pueden ser usados para una estimacion exacta de edad en individuos jovenes de
dichas especies. La presencia de cerca de 14 distintos anillos de crecimiento
sugiere que su formacidén continia mas alla de la edad a la cual se alcanza la
madurez, si la tortuga crece lentamente. Esto puede ser una ventaja sobre
técnicas de determinacion de edad basadas en el conteo de lineas de crecimiento
en plastron por la dificultad para reconocer zonas de crecimiento en tortugas
maduras.

La técnica para estimar la edad por medio de la ufias proporciona un meétodo
sencillo con un numero de ventajas sobre otras estructuras utilizadas para
aproximar la edad de tortugas; por ejemplo, los anillos en ufias pueden no ser
expuestos al grado de desgaste ambiental que ocurre en los escudos plastrales
(por io menos en algunos habitats) y puede proporcionar un registro de edad mas
precisa. Las ufias estan presentes en especies que no tienen escudos plastrales
tales como las tortugas de concha blanda (Trionyx y Apalone), y las garras
permiten muestreo no destructivo de poblaciones de tortugas.

1.2.2 Técnicas para determinar edad en tortugas

De acuerdo con Zug (1991), la determinacién de edad en tortugas se puede

realizar por diversas técnicas:

-Muestras de edad conocida
= Marca-recaptura
= Criando en cautiverio
-Medidas de talla como sustituto de edad
= longitud y masa del cuerpo
= Masa de lentes del ojo
-Marcas de crecimiento para la determinacion de edad
= Zonas de crecimiento en escudos

= Garras




= Esqueletocronologia

-Estimacion de edad a través de modificacién de estructuras
= Desgaste de escudos
= Cambios esqueléticos

= Cambios en coloracién

La técnica marca-recaptura es el inico método para determinar exactamente la
edad actual de los individuos. Con esta técnica puede determinarse la edad solo
con el seguimiento de un organismo desde su nacimiento al tiempo en que se
determina su edad o hasta su muerte. Generalmente, estos estudios empiezan
con la captura de organismos juveniles y adultos, los cuales se marcan y liberan.
Con una correcta planeacion, los nidos pueden ser localizados y sefalados para
asi marcar las crias antes de que se dispersen. De esta forma los datos meristicos
pueden seguirse en la siguiente temporada conforme aumenta la edad y las
historias de vida dependen de la repeticién de las recapturas.

Cuando se cria en cautiverio, también se da un seguimiento del animal desde su
nacimiento hasta su muerte. Los huevos son recogidos cuando son depositados e
incubados artificialmente o las crias son colectadas al momento que emergen del
nido. Se mantienen en condiciones totalmente artificiales o en encierros semi-
naturales y de igual forma son marcados registrandose diferentes clases de
edades, tallas, etc. El principal problema con esta técnica es el clima que modifica
y los datos de tallas e historias de vida ya que los animales en cautiverio, podrian,
por ejemplo, alcanzar la madurez sexual en diferentes tiempos que en la
naturaleza.

Para las medidas de talla como sustitutos de edad, se emplea la longitud y la
masa del cuerpo: mientras una tortuga crece, su longitud y masa incrementan en
forma directamente proporcional a su edad. Esta asociacion directa del
incremento de la talla con la edad puede permitir la sustitucion de una medida del
cuerpo por la edad en aquellas situaciones donde no hay otra forma para obtener
una estimacion de la edad real. Si la talla y la edad estan relacionadas, una
féormula o tabla de crecimiento puede ser usada para estimar las edades de todos

los individuos de la poblacién.




También se puede usar el peso de la masa de lentes, ya que los lentes del ojo
crecen continuamente, pero este crecimiento no es continuo a lo largo de la vida
del animal. Debido a su posicion unica, los lentes experimentan un pequefio
desgaste y constantemente ganan masa incrementando en didametro. Este
método como estimador de edad es poco probado en reptiles, siendo mas bien
utilizada en mamiferos. La masa de los lentes puede ser analizada de la misma
forma que las medidas de talla del cuerpo. Sin embargo, la clave en estudios en
mamiferos ha sido el desarrollo de curvas de masa-edad; a partir de esta curva, la
edad de un animal puede ser estimada una vez que se determina la masa de sus
lentes.

Las marcas de crecimiento como estimadores de edad se usan en zonas de
crecimiento como son los escudos. Los escudos epidérmicos proveen un registro
externo visible de las secuencias de crecimiento de los individuos, ya que el
crecimiento del escudo responde a cambios estacionales produciéndose un nuevo
escudo durante cada temporada de crecimiento. Esta periodicidad puede ser
usada como mecanismo estimador de edad. La mayoria de estudios sobre
crecimiento de escudos han sido en tortugas de zonas templadas y se asume que
se forma un escudo por afo, por consiguiente el numero de escudos es igual a los
anos de vida (Fig.1.2). Sexton (1959) fue uno de los primeros en utilizar los anillos
de crecimiento en plastron para estudios demograficos en Chrysemys (Fig. 1.3).

Fig. 1.2 Marcas de crecimiento en caparazén (Tomado de Germano, 1988).
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Fig. 1.3 Marcas de crecimiento en plastron lamina derecha (Tomado de Sexton, 1959).

La estimacion de edad puede complicarse debido a modificaciones estructurales,
como por ejemplo el desgaste de escudos. Existen algunas especies de tortugas
que no mudan sus escudos y estan sujetos a constante abrasion y desgaste que
causa la pérdida gradual de los primeros escudos y eventualmente de todas las
marcas de crecimiento.

Otro método es por cambios esqueléticos. Cada elemento esquelético o unidad
esquelética cambia en forma, estructura o talla mientras el animal crece o
envejece. La morfologia especifica en esta secuencia de cambios puede estar
asociada con eventos fisiologicos/endocrinos, por ejemplo utilizar el alcance de la
madurez sexual como estimador de edad.

Finalmente los cambios en coloracion, en donde los patrones son frecuentemente
distinto en los diferentes estadios de vida de una tortuga y ofrecen diferente
informacién para la determinacion de edad y sexo. Todavia ninguno de estos
cambios especificos ha sido asociado con datos de edad, sin embargo, si han
sido asociados con datos de sexo y clases de tallas. El color y los cambios en
patrones ocurren usualmente cuando los individuos estan activos

reproductivamente.




Una de las técnicas mas usadas para la estimacion de edad en reptiles es la
esqueletocronologia. Esta técnica deriva sus estimaciones de edad en el
crecimiento ciclico del esqueleto (Parham y Zug, 1997). Un elemento esquelético
crece a través del depodsito de nuevo hueso en su superficie exterior. Este
crecimiento periostio responde a cambios estacionales y produce capas en el
hueso que muestra periodos de crecimiento y periodos donde no hay crecimiento.
El uso de esta técnica requiere tortugas muertas, pero en otros reptiles, las capas
de periostio han sido encontradas en falanges. En tortugas soélo humero, fémur y
huecesillos escleréticos demuestran diferentes capas periostias y permiten su
conteo. La preparacion histolégica requiere descalcificacion, los cortes pueden
obtenerse con navaja de afeitar (no recomendable), con criotomo o con microtomo
convencional, y se tifien con hematoxilina de Ehrlich 6 Harris. Para la estimacion
de la edad, las marcas de crecimiento son contadas y medidas, ya que cada ciclo
de crecimiento se supone representa un intervalo de tiempo especifico y no
variable, por ejemplo, un afo en tortugas de zonas templadas (Zug, 1991).

En un estudio realizado por Zug y Rand (1987), en donde se aplica la técnica de
esqueletocronologia en iguana verde (/guana iguana) se reportan tres supuestos
basicos: 1) hay un periodo de crecimiento activo, seguido por un periodo de
detencion, dejando marcas ciclicas distinguibles en el hueso; 2) cada una de estas
marcas indican un ano de crecimiento; 3) donde estas marcas se han perdido
debido a la “remodelacion” del hueso, el nimero de anillos perdidos puede ser

estimado a partir de la cantidad y dimension de las marcas que quedan.

La determinacion de edad por esqueletocronologia ha sido confiable en anfibios y
reptiles que habitan en areas que presentan una drastica variacion estacional y
climatica. La alternancia de estaciones induce el crecimiento discontinuo a lo
largo de la vida de un individuo y puede ser observado por lineas de detencién de
crecimiento (Guarino, 1998). La periodicidad en el crecimiento es revelado en la
histologia del hueso con zonas anchas y menos densas asociadas a periodos de
crecimiento rapido, y zonas angostas y mas densas llamadas annuli (Fig. 1.4)
asociadas con periodos de disminucién de crecimiento (sensu Peabody, 1961).

Estos ultimos periodos estan manifestados en capas distintivas de incremento de



densidad conocidas como Lineas de Detencién de Crecimiento (LDG) (Castanet,
1978; Wake y Castanet, 1995; Guarino, 1998; Duarte y Carrera, 2000) y en
algunas especies este ciclo ocurre una vez al afo (Russell, et al. 1996).

Fig. 1.4 a) Corte de humero de Testudo hermanni, tefiido con hematoxilina de Ehrlich, donde se
observan LDG’s (x 33). b) Corte de fémur de Geochelone gigante tefiido, se obtuvieron LDGs en
hueso vascularizad. (x 55) (Tomado de Castanet, 1994).

En las técnicas de esqueletocronologia, aplicadas exitosamente para la
determinacion de edad en tortugas, es necesario sacrificar al animal; en cambio
con la técnica usada por Thomas, las ufias son removidas facilmente sin requerir
el sacrificio de la tortuga y la preparacion de las ufias no requiere de técnicas ni
equipos complejos. Las técnicas para la preparacion, cortes y observacién no
requieren preservacion, descalcificacion, tincién ni otras técnicas. Se observo que
no es necesario remover las ufias desde su base, ya que los anillos mas
facilmente leidos se encuentran en secciones tomadas cerca de la mitad de la
ufia. Las ufias que son removidas desde su base no vuelven a crecer.



1.2.3 Microscopia

La microscopia ha sido una herramienta de gran utilidad en la observacion de
lineas o marcas de crecimiento. La microscopia de luz podria decirse que es
fundamental para la observacién en técnicas de determinacion de edad como son
esqueletocronologia (Castanet, 1981, Nouira et al., 1982; Castanet 1986;
Castanet, 1994; Bjorndal et al., 1998; Heather y Gregory, 1998; Duarte y Cabrera,
2000; de Buffrénil y Castanet, 2000), asi como el conteo de marcas de
crecimiento en estructuras queratinizadas como caparazén (Germano, 1992) y
ufias (Thomas et al., 1997). Un buen ejemplo para ilustrar el uso y la importancia
de la microscopia son los trabajos realizados por Germano (1992) y Castanet
(1994); Germano (1992), usé microscopia de luz, para realizar observaciones de
fragmentos o secciones de caparazén y hueso para determinar edad en Gopherus
agassizii y asi establecer longevidad y relacion entre edad y talia (Fig. 1.5).
Castanet (1994) mediante el uso de microscopia de luz (luz reflejada y
transmitida), reconocio tres categorias de marcas de crecimiento en huesos de
reptiles similares en otros vertebrados. Primero, las capas opacas corresponden a
un periodo de crecimiento rapido; son negras al observarse por luz transmitida y
blancas en luz reflejada; luego, los “anulli” o anillos son las capas angostas
adyacentes a las capas opacas y corresponden a un periodo de crecimiento lento;
son blancas en luz transmitida y negras en luz reflejada; finaimente, las lineas de
detencion de crecimiento (LDG), representan detencion temporal de crecimiento
local o general, siempre son muy delgadas, mas translacidas y bajo luz polarizada
aparecen como estructuras brillantes.

La microscopia electrénica es menos usada. Castanet (1981) realizé un estudio de
lineas cimentantes en hueso basando sus observaciones en el microscopio

electrénico de transmision.



Fig. 1.5 Caparazon de Gopherus
agassizii A) Escudos epidérmicos
B) Cuando se observa por
microscopia de luz (x 40), se
revelan lineas de crecimiento
adicionales (Tomado de Germano,
1992).

1.2.4 Kinostermon integrum

Kinosternon integrum o tortuga de agua (Fig. 1.6), llega a medir 250 mm o mas. El
caparazén es oval, y el plastron presenta dos escudos llamados chamelas que
permiten movimientos para que el plastron se cierre cuando la cabeza y los
miembros del animal se esconden o retraen en el interior. La cabeza es larga con
un hocico pronunciado. La coloracién del caparazén es café obscuro, el plastron y
el puente son amarillos con las uniones negras. La parte dorsal y los lados de la
- cabeza son café grisaceos con motas claras. El color de las extremidades
anteriores y posteriores es café gris. La mandibula es amarilla presentando barras
pequefias obscuras, los machos presentan con pico cérneo y con barras y tiene
hasta seis papilas (pequefia protuberancia parecida a barbas) en el mentén. La
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cola también tiene papilas. El caparazén cuenta con 11escudos marginales (Ernst

y Barbour, 1989; Ramirez-Bautista,1994). TESIS CON
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Fig. 1.6 Kinosternon integrum. Puede observarse el color del caparazén, un hocico
pronunciado, asi como el tamafio de las uias (Fotografia de Pedro Arias ).

Habita en selva baja caducifolia, vegetacion riparia, en los alrededores y cuerpos
de agua, charcos, pozos, e inclusive en arroyos donde hay basura. Son diurnas y
acudticas. Se alimentan de semillas, hierba, aracnidos, frutos y algunos moluscos.
Son oviparas y al menos en Nuevo Urecho, Michoacan tienen mas de una camada
al afo (Gonzalez, 1999).

Tiene una distribucién bastante amplia en ambientes humedos de México, desde
el norte de Sonora por todo el Pacifico hasta Oaxaca, entrando a la parte central
de México y al estado de Veracruz (Ramirez-Bautista, 1994).
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1.3 Justificacion

Es necesario tener mas informacién de ufas de tortugas en cuanto a su
composicion, estructura y anillos o marcas de crecimiento, aportando para la
aplicacion en las técnicas de determinacion de edad. Existen varios trabajos
acerca de estimacion de edad en tortugas marinas, pero el numero se reduce
cuando se habla de tortugas de agua dulce y mas adn cuando se habla de
estimacion de edad por medio de anillos de crecimiento en ufa en tortugas de
agua dulce. Existe un trabajo de estimacion de edad usando ufias para dos
especies de tortugas de agua dulce, Trachemys scripta y Deirochelys reticularia.
Probar esta técnica en otra tortuga como es Kinosternon integrum resulta de gran
importancia ya que probablemente esta bajo diferentes condiciones pero ademas
pertenece a un grupo taxonémico diferente. Al conocerse o aproximarse la edad
de los organismos, pueden estimarse factores como por ejemplo, a que edad
alcanzan la madurez sexual. La importancia de este estudio también reside en el
uso de una técnica sencilla que no requiere sacrificar animales ni causarles mayor
estrés.

El estudio por microscopia electronica de barrido (MEB) y la obtencion de la
composicidn quimica por espectroscopia de dispersion de energia de los rayos X
caracteristicos generados (EDS) son una de las pocas técnicas que se han usado

en este tema.

1.4 Hipotesis

La estructura y composicion quimica de la unia de Kinosternon integrum puede
estudiarse tanto por microscopia de luz como por microscopia electronica de
barrido. Con una técnica de preparacién sencilla y estos dos tipos de microscopia
podran observarse anillos de crecimiento en ufas; ya que algunas estructuras
queratinizadas, como son la cubierta de caparazén o plastréon, presentan marcas
de crecimiento, se esperaria encontrar anillos de crecimiento en otras estructuras

queratinizadas como las unas.



Con base en que los anillos de crecimiento en ufia pueden tomarse como
estimadores de edad, y que cada anillo representa un afno de vida, puede decirse
que existe relacion entre los anillos de crecimiento y medidas morfométricas,
como por ejemplo largo caparazén y largo plastron. Existe relacion entre la edad y
la talla corporal, teniendo una relacion directamente proporcional: a mayor edad,

mayor tamano corporal, los organismos mas grandes seran los mas viejos.

1.5 Objetivos

- Realizar una comparacioén entre anillos de crecimiento en plastréon y parametros

morfomeétricos
- Mostrar la estructura de la ufa de Kinostemon integrum
- Obtener su composiciéon quimica a través del andlisis quimico por rayos X (EDS)

- Observar anillos de crecimiento y realizar estimacion de edad por medio de su

conteo



2. Descripcion del area de recolecta

Las tortugas se recolectaron en el municipio de Nuevo Urecho, (Fig. 2) que se
localiza a 130 km al suroeste de Morelia, Michoacan (coordenadas geograficas
19° 16’ 35" de Latitud Norte y 101° 47’ 17" y 101° 56’ 43" de longitud Oeste).
Este municipio presenta una superficie de 236 Kn?, colinda al norte con el
municipio de Taretan y una parte de Santa Clara del Cobre, al sur con la Huacana,
al oeste con Ario de Rosales y al oeste con Gabriel Zamora. Se encuentra en las
faldas de la Sierra Inauguran que es el parteaguas de la Depresion del Balsas. La
variacion altitudinal de Nuevo Urecho va de 460 a 2320 m. (INEGI, 1990; Com.
Pers. Arias, 1996; citados por Gonzalez, 1999).

Hidrografia

Lo accidentado del terreno permite la formacion de una cuenca que escurre de las
partes altas del oeste, sur y norte, formando pequeﬁo's arroyos que van tomando
diferentes nombres conforme pasan por las diferentes comunidades. Dentro de
los rios principales estan: Tomendan o rio de la parota, El salado y Tepenahua, los
cuales se unen con el Rio Cajones que a su vez es afluente del Tepalcatepec, lo
que ubica al municipio en una de las cuencas de mayor importancia a nivel
nacional en la generacion de energia eléctrica, la Cuenca del Balsas-Tepaltepec.
Existen otros arroyos que escurren al Rio Cajones, algunos de ellos permanentes
y otros sOlo aparecen durante la época de lluvias, algunos arroyos, escurren hacia
el sur para desembocar en la presa de Zicuiran. Muchos olros escurrimientos se
presentan en forma de manantiales, lo que ha permitido emplearlos como fuentes
de agua potable. Entre los principales manantiales estan: Los Otales, El mirador,
La Tijana y los de Ichachico (Arias, 1992; citado por Gonzalez, 1999).

Clima

A grandes rasgos podemos mencionar que los climas presentes en el municipio
pertenecen a los grupos Aw"O(w)i que son calidos subhumedos con lluvias en
verano y agrupa a los subtipos menos humedos. La precipitacion del mes mas
seco es menor de 60 mm? con una temperatura media anual de 28.4 °C, y con



una oscilacién de entre 5 y 7 °C y una precipitacién media anual de 891 mma.
Otro tipo de clima que se presenta, pertenece al grupo de los C que corresponde a
los climas templados subhumedos con Huvias en verano (Garcia, 1977).

Un tercer tipo de clima es el BS1 (H')w (w)(i")g, correspondiente a los semisecos
célidos y muy célidos con lluvias en verano, de precipitacion invernal menor de 5%
con una temperatura media anual de 27.5°C y una precipitacion anual de 739.4
mmsa (Arias, 1992).

Vegetacion

Los tipos de vegetacién mas representativos en el territorio municipal son: Bosque
tropical caducifolio, bosque espinoso, bosque de encino y bosque mixto de pino-
encino, segun clasificacion de Rzedowski (1978), ademas se consideraron pastizal
introducido, vegetacioén riparia, cuitivos, tanto temporales como permanentes y
vegetacion secundaria (Gonzalez, 1999).

Fig. 2 Municipio de Nuevo Urecho, Michoacan.

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN 16




3. Equipo técnico 6 de medicion
3.1 Microscopio de luz

Un microscopio es un instrumento que incrementa la resolucion por encima del ojo
humano (cerca de 150 ym entre dos puntos o lineas). Un microscopio compuesto
esta constituido por dos o mas sistemas de lentes. Algunos microscopios
compuestos tienen soélo el minimo: un objetivo mas un ocular (Rochow y Tucker
1994).

En términos generales, el microscopio consta de dos componentes: el 6ptico y el
mecanico. Dentro del componente mecanico encontramos el sistema del mismo
nombre que abarca el armazon y sostén del sistema optico. El componente optico
consta de dos sistemas: el sistema 6ptico propiamente dicho que incluye objetivos,
oculares y condensadores: y el sistema de iluminacion.

En cuanto a los objetivos podemos decir que la lente frontal es plano convexa y es
la que da la amplificacion. Detras de ésta hay otras lentes para corregir
aberraciones ya sean esféricas, cromaticas, etc. En cuanto a la formacion de
imagen, el objetivo produce una imagen real invertida y amplificada del sujeto.

Los oculares constan minimo de dos lentes, uno cerca de la imagen primaria
formada por el objetivo (lente colectora o de campo) y otra esta por encima de
esta y es la que transmite la imagen al ojo (lente ocular). Por tanto, el ocular
forma una imagen virtual y amplificada de la imagen primaria, lo que ve el ojo es
ésta imagen virtual.

El condensador conduce los rayos luminosos procedentes de la fuente luminosa
hacia la preparacion en la parte enfocada por el objetivo, de modo que el campo
visual presenta una iluminaciéon uniforme. Ademas proporciona al objetivo un cono
de luz del tamaiio adecuado para la obtencion de resultados 6ptimos en cuanto a
la apertura numérica del objetivo. La apertura numérica se puede definir como la
propiedad mas importante de un objetivo y es la dimension del cono anular
luminoso aceptado por el objetivo. En la parte inferior del condensador esta
colocado un diafragma iris que controla la apertura numeérica del condensador.



El sistema de iluminacion esta compuesto por una fuente luminosa, un colector o
condensador de la lampara (o un espejo) y un diafragma iris o de campo.

3.1.1 Sistemas de lluminaciéon (Fig. 3.1)

Campo claro.- Este sistema debe su nombre al tipo de imagen que proporciona,
en la cual, el objeto resalta sobre un fondo blanco brillante. En su forma mas
sencilla consta de un condensador transparente, pudiendo ser este el
condensador de Abbe o alguna variante de este con cualquier grado de correccion
a sus aberraciones. En la mayoria de los casos, los objetivos que se emplean en
este sistema son del tipo planatico. Los oculares mas empleados son los de tipo
Huygens. La fuente luminosa es generalmente una lampara de bajo voltaje; el haz
luminoso es reflejado en un espejo plano y enviado al condensador (Arredondo y
Martinez, 1978).

Carmpo oscuro.- Hay muchos objetos que por su transparencia son dificiles de ver
con los métodos corrientes de iluminacion. En estos casos, es mucho mas
importante el aumento del contraste entre el objeto y su fondo, que la resolucion.
En el método de iluminacidon de campo oscuro se persigue evitar que la luz del
condensador llegue al objetivo, de modo que esta falta de luz constituya un fondo
oscuro sobre el que resalte el objeto (Casartelli, 1968).

Esta iluminacién logra aumentar el contraste entre el fondo y el objeto de una
manera muy marcada. Su principio 6ptico se basa en la formaciéon de un cono
hueco de luz cuyo vértice ocurre en el plano del espécimen, que al difractar los
rayos luminosos forman las paredes de ese cono. Esta técnica emplea para la
formacion de la imagen soélo dos rayos difractados por el objeto, por tanto, es bajo
el poder de resolucion del sistema. El cono hueco formado es de mayor apertura
numérica que la del objetivo. Se logra esta iluminacién utilizando condensadores
paraboloides o cardioides o bien usando el condensador de contraste de fases en
posiciones intermedias logradas mediante el giro del revolver de dicho

condensador (Arredondo y Martinez, 1978).



Luz polarizada.- Se utiliza para ver actividad optica de determinados materiales, es
decir, sirve para la observacion de objetos que cambien el angulo de polarizacion
de la luz. Su aplicacion inmediata es en el ramo de la cristalografia o
mineralografia o bien para materiales con orden cristalino que desvien el plano de
luz polarizada; ademas se produce cromatismo por la interferencia de rayos
luminosos plano polarizados. En la marcha de los rayos se intercalan dos agentes
polarizantes: un primer polarizador colocado después de la fuente luminosa y
debajo del condensador, y un segundo polarizador o analizador colocado después

del objetivo y antes del ocular.

Nomarski (contraste diferencial de interferencia).- Se obtiene las interacciones
entre dos cursos de luz que previamente fueron polarizados por una placa
birrefringente. Se utiliza para objetos de contraste homogéneo, para objetos de
escasa diferencia en el indice de refraccion. Para este sistema se utilizan
objetivos planacromaticos, condensador con prisma de Hollaston (placa
birrefringente para separar los haces luminosos), objetivos con otro prisma y un
polarizador y un analizador. Los objetos, debido a la polarizacion y birrefringencia,
se ven sin haber sido coloreados con un gran contraste. Se puede ademas,
enfocar diferentes planos y reproducir estas secciones opticas (Arredondo y
Martinez, 1978).
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Fig. 3.1 Sistemas de iluminacién, (a) Campo obscuro, (b) Campo claro, (c) Luz polarizada, (d)
Contraste diferencial de interferencia (Nomarski) (Fotos: Biol. Ana isabel Bieler A.).
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3.2 Microscopio Electréonico de Barrido (MEB)

El microscopio electrénico de barrido es uno de los mas versatiles instrumentos
para la examinacion y analisis de las caracteristicas microestructurales de objetos
s6lidos. La principal razon para el uso del MEB es la alta resolucion que puede
obtenerse cuando se examinan objetos gruesos. Otra caracteristica importante
del MEB es la apariencia en tercera dimension de la imagen, un resultado directo
de la profundidad de campo, asi como del efecto sombra-relieve del contraste de
los electrones secundarios y retrodispersos que proveen mucha mas informacién
acerca del espécimen (Goldstein et al. 1992).

El microscopio electrénico de barrido proporciona imagenes y datos fisico-
quimicos de la superficie de cuerpos generalmente opacos a los electrones por
medio de un delgadisimo haz de electrones que recorre dicha superficie y de
detectores que traducen las sefales que de ella emanan, transformandolas en
corrientes eléctricas que se emplean en formar una imagen en un monitor de
television (Vazquez y Echeverria, 2000). En lugar de observar el objeto por
reflexion de fotones se buscan las informaciones de la superficie mediante un
pincel delgado de electrones que la barren; pero a diferencia del microscopio
fotdnico, las particulas utilizadas para formar la imagen o analizar su composicién
no siempre son de la misma naturaleza (Locquin y Langeron, 1985). La figura 3.2
muestra una comparacion del proceso de formacién de la imagen entre un
microscopio 6ptico, el microscopio electronico de transmision y el microscopio

electrénico de barrido.

Para realizar estas funciones el MEB cuenta con las siguientes partes: a) optica
electronica, b) camara del espécimen, c) circuitos de alimentacion de la 6ptica
electrénica, de generacion de alto voltaje y de produccion de barrido, d) detectores
de electrones secundarios emitidos por la muestra, de electrones retrodispersados
y otros tipos de electrones, e) dispositivo para observacion y registro de las

imagenes (Vazquez y Echeverria, 2000).
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Fig. 3.2 Comparacién en el proceso de formacién de la imagen entre un microscopio Optico,
microscopio electrénico de transmision y microscopio electrénico de barrido (Tomado de Yacaman .
y Reyes, 1998).

Cuando el haz de electrones interacciona con la muestra se producen varios tipos
de sefales, éstas son: electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos,
Auger, transmitidos y rayos X caracteristicos (Yacaman y Reyes Gasga, 1995)
(Fig. 3.3).

El principio del microscopio electrénico de barrido, consiste, como en el caso de la
television, en hacer coincidir punto por punto la superficie de la muestra y de la
pantalla fluorescente. Las informaciones son dadas por los electrones
secundarios, por los electrones retrodispersados, por los electrones absorbidos y

recogidos por captadores apropiados.
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Fig. 3.3 Tipos de sefiales que se producen durante la interaccion del haz electrénico con la
muestra (Tomado de Yacaman y Reyes, 1998).

Los electrones secundarios, arrancados de sus Orbitas por el bombardeo
incidente, no son caracteristicos de la muestra. Permiten formar una imagen
completa y no selectiva de tal o cual componente. Una metalizacion de la
superficie del objeto permite mejorar la emision de electrones equilibrando las
tensiones de polarizacion superficiales y compensando los débiles valores de
masa atémica de algunos componentes de la muestra. Los componentes de la
emisiéon secundaria hacen variar el contraste de la imagen. Entre estos
componentes, el mas importante es el angulo de incidencia del haz, lo que
conduce a la formacion de una imagen que da la impresion de relieve, analoga a
la que da un microscopio fotonico estereoscopico. El poder de la resolucion
depende del grosor del haz de barrido y el casi paralelismo de éste asegura una
gran profundidad de campo, superior a la del microscopio foténico para un mismo
aumento y con un poder de resolucion incomparablemente mayor. El segundo
componente estd relacionado con la masa atémica de las moléculas
bombardeadas, que daran imagenes muy diferentes de los elementos pesados y
los ligeros. La imagen de los electrones absorbidos es practicamente comparable

a la de los electrones secundarios mas los retrodispersos.




Para metalizacion de las muestras se deposita una capa de oro, platino, cobre,
germanio, o de una aleacién oro-paladio o de oro-cobre, que no llegue a sobre
pasar los 100 A. Esta metalizacién se efectua directamente sobre la muestra, o
tras un recubrimiento previo de carbén, en el caso de que se quiera preservar al
maximo la forma, evitando las retracciones. El poder de resolucién tedrico, tras la
metalizacién es de 200A a 80 A (Locquin y Langeron, 1985).

3.3 Microanalisis por rayos-X (Espectro de Dispersion de Rayos X EDS)

El analisis de cualquier muestra comienza por la identificacion de los elementos
presentes en la misma, es decir, por su analisis cualitativo, salvo si este aspecto
es conocido, en cuyo caso el objetivo fundamental es determinar la concentracién
en la que se encuentran dichos elementos, es decir, su analisis cuantitativo.

El andlisis de la muestra puede llevarse a cabo utilizando espectrémetros de
dispersion de longitudes de onda (WDS) y de dispersion de energias (EDS).
Ademas, existe un tercer tipo de analisis cualitativo: la imagenes X, en donde el
haz electrénico deflectado barre la superficie de la muestra, y la sefial que sale del
detector se lleva a la pantalla de un osciloscopio en la que se obtiene la
distribucién espacial de los elementos presentes en la superficie barrida.

En el segundo caso (EDS), la radiacién X que emerge de la muestra se recoge en
un detector de Si (Li), que opera conectado con un analizador multicanal y un
microordenador (Aballe et al. 1996) (Fig. 3.4).

El andlisis cualitativo estd basado en la capacidad de un sistema espectral para
medir lineas de energia caracteristicas y relacionar aquellas energias con la
presencia de elementos especificos. Lo principal es la energia especifica de los
picos de rayos X caracteristicos para cada elemento. La energia dispersa de rayos
X del espectrometro es una herramienta atractiva para el microanalisis cualitativo
(Goldstein et al. 1992).
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Fig. 3. 4 Principales componentes de un EDS (Tomado de Rochow y Tucker, 1994).

La identificacion de los picos se inicia por el mas intenso, del que se determina su
energia y, por consiguiente, el elemento al que pertenece. A continuacion, se
deben localizar las restantes lineas de dicho elemento existentes en el espectro,
para confirmar su presencia en la muestra.

En el proceso de identificacion de un elemento, es de gran ayuda conocer las
intensidades relativas de los distintos grupos de lineas. En general, puede
establecerse que la intensidad relativa de las dos lineas K es Ka (1) y KB (0.1), lo
que significa que la relacién Ka/ KB es aproximadamente 10:1. A su vez, la
intensidad relativa del grupo de lineas L es:a (), L 1 (0.7), LB2 (0.2), LB3
(0.08), LB4 (0.05), Lyt (0.08), Ly3 (0.03), Lj(0.04), y Ln (0.01), finalmente las
lineas M observables tienen la siguiente intensidad relativa: Ma (1), MB(0.6), My
(0.05) y ME (0.06) (Fig. 3.5).

Una vez identificadas todas las lineas importantes de elevada energia del espectro
de la regién, se pasa a la region de baja energia de éste y se repite el proceso de
identificacion. A este respecto se debera tener en cuenta que en esta region, y
sobre todo por debajo de 3 keV, la separacion de los miembros de las familias K, L
6 M es practicamente imposible, por lo que el nimero de lineas a examinar sera

mucho mas reducido que en la region >5 keV.
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Después de identificar las lineas del espectro que pertenecen a los constituyentes
mayoritarios de la muestra, se revisan los picos de menor intensidad, que
corresponden a los elementos menores y traza. Dentro de estos, s6lo deberan
considerarse los que tienen significacion estadistica: esto es, aquellos cuyas
intensidades son tres veces, 0 mas, superiores a la desviacion estandar del fondo.
Por ltimo, el analisis tiene que considerar los elementos que puedan haber
quedado enmascarados por las interferencias. En general, no se presenta
ninguna dificultad en la identificacion de los elementos mayoritarios de cualquier
muestra. Sin embargo, la de algunos elementos minoritarios puede ser
problematica, dada la relativa baja resolucion de los 130 eV de los EDS (Aballen

et al. 1996).

Fig. 3.5 Transicién de electrones en un 4tomo (Tomado
de Rochow y Tucker, 1994).

Un ejemplo de espectros de rayos X se muestra en la Figura 3.6. Se trata de un
espectro de emision de una muestra de aluminio al ser excitada por un haz
electronico de 15 keV; aparece un gran pico de emision de 1.49 keV, que
corresponde con la radiacion Ka del Al. En 2.98 keV se observa un pico S,
mucho menor, que resulta ser un pico suma, producido por la llegada simultanea
al detector de dos fotones de radiacion Ka, que es interpretada por el equipo como
una unica radiacion de energia doble. Si el operador no advierte el origen
andmalo del pico suma S, éste podria ser interpretado como procedente de la

26




emisiéon de otro elemento presente en la muestra, por ejemplo, Ag, cuya linead.

tiene precisamente esa misma energia.

Verts= 2008 counts

Al
(Ka)

vl — l
Te 13 T4

T ;
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Fig. 3.6 Espectro de una muestra de Al, donde también aparece un pico suma de S (Tomado
de Aballe et al, 1998).

Si en lugar del espectro de la Figura 3.6 se obtiene la imagen de electrones
secundarios y se le sobrepone la imagen generada por la distribucién en el plano
de los puntos de donde proviene la senal de rayos X de un elemento dado, se
obtiene una imagen de la muestra bajo analisis a la que se le conoce como
“mapeo quimico”. Los mapeos quimicos son muy Gtiles para la identificacién de
diferentes zonas de la muestra con diferente composicion.
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4. Método

4.1 Trabajo de campo

Se llevaron a cabo dos salidas de campo en el 2001, la primera del 11 al 15 de
mayo, y la segunda del 12 al 16 de julio, obteniéndose 36 tortugas medidas y
marcadas. Sin embargo, para este estudio también se tomaron en cuenta los
datos de campo obtenidos por la Biol. Margarita Garza y estudiantes del
Laboratorio de Vertebrados Terrestres de la Facultad de Ciencias, en los periodos
de campo del 25 al 29 de junio, 3 al 7 de julio, 25 al 29 de octubre y 17 al 20 de
noviembre de 1997, obteniéndose en total 64 tortugas medidas y marcadas.
Tanto para los datos de 1997 como para los del 2001 se siguié el mismo método
en campo. Se colectaron ejemplares manualmente y por medio de una trampa de
embudo. Cada organismo capturado se midio, pesd, y se marcé haciendo una
muesca en forma rectangular, con ayuda de un pequerio serrucho en los escudos
marginales, dividiendo los escudos en derecho e izquierdo y numerandolos del 1
al 11 (Figs. 4.1 y 4.2). También fueron sexados reconociendo el tamaio de la
cola, la cual es muy pequefia en hembras y grande en machos (Fig. 4.3).
Posteriormente, se llené una hoja de catalogo, la cual contiene datos meristicos,
datos de captura y del colector (ver anexo). Los datos meristicos son, para
caparazén: largo, ancho, alto, y que tanto abarca el 1° escudo vertebral; para
plastron: ancho, largo, ancho del puente, longitud gulares, humerales, pectorales,
abdominales, femorales y anales. Ademas, también se midié ancho y largo de la
cabeza y largo de la cola. Todas estas longitudes fueron registradas en milimetros
utilizando tanto un vernier como una cinta métrica.

En este estudio el término “ufia” no sélo abarca la parte cérnea o queratina sino
también al hueso.

Las ufas fueron removidas desde la base (parte donde termina piel y empieza
queratina) con un corta ufias comun (Fig. 4.4). En general, se removid la 22 uha
de cualquiera de las dos extremidades anteriores, y en algunas ocasiones, se
removieron dos uhas, una de cada extremidad o bien las dos de la misma
extremidad. Las unas fueron depositadas en sobres de papel y engrapadas ala

hoja de datos correspondiente.
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Fig. 4.1 Marcaje de organismos, dividiendo escudos en derecho e izquierdos y numerédndolos.
(Tomado de Garza y Gonzélez, 1998).

Fig. 4.2 Marcaje, con un segueta se hace una muesca en los escudos marginales.
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Fig. 4.4 Las uias fueron cortadas desde su base con un corta ufias comun.
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Se contaron los anillos o marcas de crecimiento presentes en plastron, si éstos
eran legibles. Se obtuvo el coeficiente de correlacion de parametros
morfométricos como largo, ancho y alto caparazon, largo y ancho plastron y largo
y ancho cabeza contra el numero de anillos de crecimiento en plastron.

También se registraron otros aspectos, como por ejemplo, si la tortuga tenia
parasitos, la coloracion y si presentaba alguna marca en particular, estos con el fin
de complementar la informacion que se tiene de esta especie en esta localidad,
asi como para estudios posteriores.

Finalmente cada uno de los organismos se liberé exactamente en los sitios donde
fueron encontrados.

Para obtener la relacion entre morfometria y anillos de crecimiento en plastron se
llevd a cabo un analisis de datos comenzando con una prueba estadisticat para
saber si hembras y machos diferian entre si para todas las medidas.
Posteriormente, se relacioné ancho y alto caparazéon, ancho plastron, y largo
cabeza contra anillos de crecimiento para hembras y machos juntos, y largo
caparazon, largo plastron y ancho cabeza contra anillos de crecimiento para

hembras y machos por separado.
4.2 Trabajo de laboratorio (preparacién muestras)

El andlisis de las ufas se llevd a cabo en el Laboratorio de Microscopia del
Instituto de Fisica. En total se realizaron cortes de 20 ufias, 16 de éstas fueron
ufias de prueba, es decir, sin hoja de catalogo y las 4 restantes fueron ufias de
organismos registrados o con hoja de catalogo. Las ufias fueron preparadas con
base en la técnica sugerida por Thomas et al. (1997). Las uias fueron incluidas
en un polimero acrilico de uso odontolégico, y para hacer los cortes se utilizé una
cortadora con cuchilla de diamante (Cuto 1 Jean Wirtz). Se hicieron cortes
transversales de 0.75 mm (Fig. 4.5). Los cortes fueron pulidos con lijas de agua
en una pulidora Buehler Miniment. Para empezar a pulir el corte, primero se usé
una lija 1200, la cual es mas gruesa y aspera y ayuda a eliminar las lineas que
quedan al cortar, luego se usé una lija 4000 que es mas fina. Finalmente se pulio
con paio, usandose solo agua destilada y en algunas ocasiones, aliumina para

obtener pulido espejo.
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Fig. 4.5 Vista lateral
y ventral de la uila.
Cortes de .75 mm.
(Tomado de Thomas
Vit et al. 1997).

Ventral

Al principio los cortes fueron observados por microscopia de luz (microscopio
Axiathec de Zeiss) (Fig. 4.6), con varios tipos de iluminacién, como son campo
claro, campo obscuro, luz polarizada y contraste diferencial de interferencia
(Nomarski). Algunos cortes fueron atacados con acido fosférico en diferentes
concentraciones, con el fin de revelar las diferentes estructuras en la uia, asi
como anillos o marcas de crecimiento. Para esto se siguié el mismo proceso. El
corte se pulid y en seguida se le agregé el acido haciendo pruebas de tiempo, ya
sea de segundos o minutos segun la concentracion. En general siempre se us6
acido fosférico al 10%, 20% y 80% (Cuadro 1). Se fueron tomando fotografias en
el microscopio Optico entre periodos de ataque y con diferentes sistemas de
iluminacion.

Con la idea de ver las muestras a mayor magnificacién, y por lo tanto, con mayor
detalle en las estructuras, se realizaron observaciones con microscopia electrénica
de barrido. Las muestras fueron cubiertas con una capa de oro o carbon y también
se dejaron sin recubrir dependiendo del modo de funcionamiento o vacio del
microscopio. Se observaron en un microscopio JEOL 5200 y LV-JEOL 5600
(Fig. 4.6) equipado con EDS (NORAN) y se obtuvieron fotografias o imagenes en

papel térmico.
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Con el fin de revelar u observar algo mas en la estructura, se probo la técnica de
tincion hematoxilina-eosina, pero esta vez los cortes fueron mas delgados de (0.5
a 0.25 mm. y hasta 150um) y el proceso fue el mismo. La ufia se incluy6 en
acrilico, se cortd, se pulié adelgazandose lo mas posible, y finalmente se tifno
siguiendo el tren de tincion OH 100%, OH 96%, OH 70%, OH 50%, agua
destilada, hematoxilina, agua destilada, OH §0%, OH 70%, eosina, OH 90% y OH
100%. Algunos cortes fueron atacados con acido fosforico antes de ser tefidos, y
también fueron observados por microscopia de luz en diferentes sistemas de
iluminacion, asi como por microscopia electronica de barrido. La tincion resulté ser
una herramienta importante al menos para hueso, aunque no se observaron lineas
o marcas de crecimiento, fue de gran utilidad para contrastar estructura de las
uias.

Para algunos cortes se probé una técnica de preparacion usando glutaraldehido,
se aplicé al 2.5 % por 24 horas para fijarlos, posteriormente se atacaron con acido
fosférico para tratar de notar algunos cambios en la estructura de la uia, tanto en
hueso como en queratina, y finalmente se tifieron (Cuadro 1).

Otros cortes e incluso ufias completas fueron usados para realizarse EDS y
mapeo, obteniéndose un analisis quimico completo. El microanalisis fue de gran
utilidad para complementar la informacion en cuanto a la estructura y composicion
de la ufas.

Todo el andlisis quimico se llev6 a cabo por medio de los detectores integrados
en el microscopio electronico de barrido. Cuando el haz de electrones
interacciona con la muestra se producen varios tipos de sefales como son
electrones retrodispersados, secundarios, Auger, transmitidos y rayos X
caracteristicos (Yacaman y Reyes, 1995). El MEB cuenta con detectores para
estos tipos de senales, incluyendo rayos X, y es con este detector con el que se
lleva a cabo el analisis quimico. Se realizé un anadlisis cualitativo donde se
identifican los elementos que contiene la muestra, y un analisis cuantitativo, o
mapeo, en el que se determina la concentracion en la que se encuentran dichos
elementos. Para obtener el mapeo, se hace un barrido de la muestra o
simplemente de una zona, e indica donde y como se encuentran distribuidos los

elementos que nos interesan.
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e Dt Tratamiento
Cortes Acido Tincion Otros Microscopia
x b X
- Microscopia de luz
cares [ |« | cenvosam camwo
griesos 10, 20 y 80% obscuro, luz polarizada
(1079 i) , y contraste diferencial
y - de interferencia
cones X Hematt?xmna- X -Luz transmitida (so6lo
delgadas Aci cosma cortes delgados)
(150 um) cido
SOt B &l fosférisco al | Hematoxilina- b ¢ y
sublere 10, 20 y 80% eosina Microscopia
de electrénica de barrido
queratina X X Glutaraldehido
al 2.5%
Acido
fosforisco al | Hematoxilina- | Glutaraldehido
10, 20y 80% eosina al 2.5%
Tratamiento

Acido fosforico

Para revelar cambios en estructura, en
hueso y queratina

Tinciéon Hematoxilina - Eosina

Para apreciar caracteristicas
estructurales y aumentar contraste entre

estructuras

Glutaraldehido

Para fijar tejidos

Cuadro 1. Resumen de tratamientos y microscopia.
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Fig. 4.6 a) Cortadora, b) pulidora, c) microscopio 6ptico.

P

.
. - RS

e e m s e WRATM s e o e

35



Fig. 4.6 d) microscopio electronico de barrido JEOL-5200 y e) microscopio electrénico de barrido
LV-JEOL 5600.
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5. Resultados

5.1 Anadlisis de parametros morfométricos y anillos de crecimiento en

plastron

Se cuenta con un total de 64 organismos capturados o registrados. Treinta y seis
de estos fueron capturados durante el trabajo de campo realizado en el 2001, y
los 28 restantes fueron capturados durante los trabajos de campo en 1997.

De los 64 datos 38 son machos (59.37%) y 26 hembras (40.62%). Para los
machos, el organismo de mayor tamafo presenta las siguientes longitudes: largo
caparazon (LC) 195 mm, ancho caparazén (AC) 122 mm, alto caparazon (AIC)
57.5 mm, ancho plastrén (AP) 88.7 mm, largo plastrén (LP) 172 mm, ancho puente
(APu): 71 mm, ancho cabeza (ACz) 39 mm, largo cabeza (LCz) 44.5 mm, largo
cola (LCo) 31.5 mm, y no se aprecian anillos de crecimiento en plastron. El de
menor tamarfio: largo caparazén (LC) 49.8 mm, ancho caparazén (AC) 39.4 mm,
alto caparazén (AIC)17.9 mm, ancho plastrén (AP) 33.2 mm, largo plastron (LP)
42.9 mm, ancho puente (Apu) 11.9 mm, y no se observan anillos en plastréon.

Por otra parte, para las hembras se encontré que las medidas del individuo de
mayor tamafio son: LC 175 mm., AC 91 mm., AIC 65 mm., AP 86 mm., largo LP
155 mm, Apu 45 mm, tampoco se aprecian los anillos de crecimiento en plastron.
Y para la hembra de menor tamario se tiene: LC 53.3 mm, AC 40mm, AIC 18.9
mm, AP 31.6 mm, LP 45.1 mm, Apu 13.2 mm, tampoco se aprecian anillos en
plastron.

De las 64 tortugas marcadas en campo, sélo 18, 8 machos (21%) y 10 hembras
(38%) presentaron marcas o anillos de crecimiento en plastron (Figs. 5.1 ala 5.3).
Al menos en los datos del 2001, se observa que en los organismos de mayor
peso, por lo tanto de mayor tamaifio corporal, no se aprecian los anillos de
crecimiento en plastron, y es mas frecuente encontrar anillos de crecimiento en
plastron visibles, en organismos de menor peso y tamafio. El mayor nuimero de

anillos de crecimiento registrados en plastron fue de 10, y el menor de 3.
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Fig. 5.1 Solo 18 tortugas presentaron anilios de crecimiento en plastron.
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Fig. 6.2 Frecuencia de anilios de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.3 De las 18 tortugas con anillos, 8 fueron machos y 10 hembras.
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Los cuadros 2y 3 muestran los rangos de peso, asi como de longitudes que se
obtuvieron para los dos muestreos. Podemos observar que para los datos de
1997 el tamaiio promedio de LC para machos fue de 158.10 mm y para hembras
de 119.9 mm y LP promedio para machos 141.71 mm y 109.18 mm para hembras.
Para los datos del 2001 el promedio para LC fue de 165.61 mm para machos y
129.5 para hembras, mientras que para LC fue de 148.66 mm y 122.56 mm para

machos y hembras respectivamente.

1997
Machos Hembras
N=28 Rangos |Promedio| Desvest. | Rangos |Promedio| Desvest.
Peso gr. 17.6-672 | 471.34 | 179.91 | 2025035 | 272.25 | 182.56
TC mm _ |49.8-180 | 156.10 | 20.60 |53.3-175 | 119.9 | 41.34
AC.mm.  |394-126 | 97.711 | 16.975 |39.8-914| 75 22.09
TAC mm-  |17.9-627| 5437 | 1023 | 189-65 | 426 15.06
P mm 329-162 | 14171 | 27.05 | 451-155 | 109.18 | 39.95
T AP mm | 332-114 | 7914 | 1651 |316-868] 6396 | 2053
TAPUmMm 11.9-68.8| 4540 | 14.02 |116-62.7| 355 16.77
Cuadro 2. Rangos de peso y longitudes para los datos de 1997. Para este afio, los datos

meristicos todavia no incluian medidas de cabeza (ancho y largo) y cola (largo).
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2001

Machos Hembras
N=36 Rangos Promedio | Desvest. Rangos Promedio | Desvest.
Peso gr. 297.5-1000 | 541.35 191.98 60 — 900 342.19 | 243.80
LC mrﬁ Ll 134 - 195 165.61 1653 [71.8—-173 129.5 32.02
AC mm g 1 89.5-122 105.50 8.82 559~-115 87.89 19.67
AC mm 446 - 63 54.27 5.77 26.6-62.5| 46.92 11.50
LP mm - 123 -175 148.66 18.65 63.1-172 | 122.56 34.03
AP mm 499 - 110 84.96 10.95 (50.7-89.9) 74.88 14.15
APu mm . 45-71 §9.27 5.95 28.5-67.9] 5074 14.27
AkCz mm 26.6 — 39.7 33.63 461 16.7 —34.7| 25.16 5.80
LCz mm 33~-58.8 48.11 6.60 21.5-50.2| 36.60 9.59
’ LCo mm 13.2-425 30.4 5.52 8-28 16.76 5.76

Cuadro 3. Rangos de peso y longitud para los datos de 2001.

Las Figs. 5.4 y 5.5 muestran los histogramas de frecuencias para largo caparazon

(LC) y largo plastrén (LP), para machos y para fas hembras se muestran en las
Figs. 56 y 5.7. En la Fig. 5.4 se observa que los intervalos de clase mas
frecuentes para LC machos va desde 155 hasta 164 y de 170 a 179 mm.
Para la Fig. 5.5 se observa que el rango mas frecuente para LP en machos es de

151 a 155 mm. En cambio para las hembras (Fig. 5.6) el rango con mayor
frecuencia LC es de 141 a 145 mm, y LP en la Fig. 5.7 es de 130 a 139 y de 145
a 149 mm. Con esto se ve que en general los machos son de mayor tamaiio.
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Fig. 5.4 Distribucion de frecuencias largo caparazén machos.
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Fig. 5.5 Distribucion de frecuencias largo plastrén machos.
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Fig. 6.6 Distribuciéon de frecuencias largo caparazén hembras.
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Fig. 5.7 Distribucion de frecuencias largo plastron hembras.




Aunque no se pudieron comparar los anillos de crecimiento en ufa y la
morfometria de la tortuga para ver si existia alguna relacién entre éstos, si se pudo
realizar una comparacion y establecer correlaciones entre el nimero de anillos de
crecimiento en plastron y parametros de tamaiio.

E! mayor numero de anillos contados fue 10 y el menor 3 (Figs. 5.2 y 5.3).

El coeficiente de correlacion indica el grado de asociacion entre las medidas de
tamano y anillos de crecimiento en plastron. Las medidas que se tomaron en
cuenta son largo, ancho y alto caparazén, largo y ancho plastron, y largo y ancho
cabeza.

Primero se realiz6 una prueba estadistica (t) para ver si diferian hembras y
machos entre si para todas las medidas. Se relacioné para machos y hembras
juntos (ya que estos no difieren): ancho y alto caparazén, ancho plastréon y largo
cabeza contra anillos de crecimiento en plastréon (Cuadro 4 y Figs. 5.8 ala 5.11).
Separados machos de hembras, se relacioné: largo caparazoén, largo plastron y
ancho cabeza contra anillos (Cuadro4 y Figs. 5.12 ala 5.14 machos y 5.16 ala
5.17 hembras).

Machos y Hembras r r2

Ancho caparazén 0.75 0.57

Alto caparazén 0.90 0.81

Ancho plastron 0.53 0.29

Largo cabeza 71,085 0.42
Machos :

Largo caparazoén : 0 36 0.13

Largo plastron 0. 30 0.09 .,
Ancho cabeza ~ 040 016
Hembras o
Largo caparazon : 055 —
Largo plastron A 038
Ancho cabeza ' ‘0.63
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£l coeficiente de correlacion es positivo, por lo que a medida que aumenta la
longitud también aumenta el numero de anillos. Sin embargo, esta relacion
solamente es significativa en las variables ancho y alto caparazén, teniéndose
para ancho caparazéonr = 0.75, p = 0.0004 y para alto caparazénr =0.90, p =
0.0003.

Basandonos en el coeficiente de correlacion de ancho y alto caparazén, se
determind que al menos para estas dos longitudes, se puede establecer la edad
en funcién del tamafio y con ello la distribucién de edades (Figs. 5.18 y 5.19). En
donde se distinguen claramente los organismos jévenes de los aduiltos.
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Fig. 5.8 Ancho caparazén vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 65.10 Ancho plastrén vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.11 Largo cabeza vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.12 Largo caparazén vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.14 Ancho cabeza vs anillios de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.15 Largo caparazén vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.16 Largo plastron vs anillos de crecimiento en plastron.
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Fig. 5.17 Ancho cabeza vs anillos de crecimiento en plastréon.
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Fig. 5.18 Distribucién de frecuencias edad.
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Fig. 5.19 Distribucién de frecuencias edad.
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5.2 Analisis de la estructura de la ufia por microscopia

5.2.1 Microscopia de luz

Observaciones en el microscopio de luz revelaron la estructura de la ufia. La Fig.
5.11 muestra como se ven los primeros cortes, hechos desde la base, es decir,
desde la parte ancha de la ufa. La Fig. 5.11a es un corte de la base, la capa de
queratina es muy delgada y el hueso es poroso. Este es un corte de la ufia con
hoja de catalogo D9 I1-4, en la que no se observan o aprecian los anillos de
crecimiento en plastrén, ni tampoco se aprecian anillos en queratina. La Fig.
5.11b es una ufia de prueba, también se ve la capa de queratina delgada, pero
aqui puede verse una linea gruesa (indicada con “F”) que no llega a ser continua y
da la apariencia de una fractura. El hueso también es poroso, aunque no tanto
como en la Fig. 5.11.

Ademas se alcanzan a ver lineas que, aunque son débiles, rodean o siguen la
forma del hueso. Es importante mencionar que no todas las uinas, presentaron
este patron. Las dos imagenes de la Fig. 5.11 son microscopia de luz reflejada con
una magnificacién de 5x y se observa la porosidad del hueso y ademas las formas
de éste son un tanto distintas, mas ovalada y con una interfase o capa germinativa
marcada (Fig. 5.11b).

Con mayor amplificacion se observa la queratina en la Fig. 5.12, donde se usan
dos diferentes tipos de iluminacién para la misma estructura. La Fig. 5.12a es un
corte de ufia de prueba, no se observan lineas o anillos de crecimiento. Este corte
fue atacado con acido fosférico y el sistema de iluminacion es campo claro, luz
reflejada. La Fig. 5.12b se presenta mas detalle en queratina, es un corte
diferente y adelgazado (150 ym) donde se usd luz transmitida. Puede verse un
patron de puntos a lo largo de la queratina, y ademas se reconoce el color de

ésta.
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Fig. 5.11 a) Uia con hoja de catalogo D9 114, la capa de queratina (Q) es muy deigada y el
hueso poroso. b) Una ufia de prueba mas ovalada que la anterior; la capa de queratina también es
delgada, pero se observa una linea gruesa que no llega a ser continua y mas bien da ia apariencia
de fractura (F). También se observa clerto patrén de lineas (sefialado con una flecha) que rodea la
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Fig. 5.12 a) Queratina (Q) observada por luz reflejada se observa queratina (marcada con Q); no
se alcanzan a distinguir lineas o marcas de crecimiento. b) queratina (corte adelgazado 150 um)
observada por luz transmitida; se observan lineas punteadas a lo largo de la queratina.
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En la Fig. 5.13 se tiene la misma imagen pero cambia el tipo de iluminacién. En la
Fig. 5.13a se empleod luz polarizada y en la 5.13b campo obscuro para observar
queratina, y aunque no hay anillos de crecimiento, puede verse claramente una
linea o fractura que se distingue con mayor facilidad al observarse con luz
polarizada.

Algunos cortes fueron tefiidos y pudo notarse la diferencia de estructuras. Un
ejemplo de esto es la Fig. 5.14, donde se muestra una ufia de prueba la cual no
esta tefida, se ve la queratina, la interfase y parte del hueso. En la queratina, sélo
en algunas zonas se observa un patrén punteado o lineas punteadas. En la Fig.
5.14b la ufia ya esta teiida y se realza notablemente la porosidad del hueso asi
como la interfase, pero no se ve mas detalle en queratina.

La Fig. 5.15a presenta una ufa a la cual se le realiz6 toda una secuencia de
técnicas, incluyendo glutaraldehido y tincion. En campo claro, no se ven anillos de
crecimiento ni en hueso ni en queratina, y en la fig. 5.15b la ufia se atacé con
acido fosforico y tampoco se vio ningin cambio. Esto nos hace concluir que la
prueba con glutaraldehido no proporciona alguna diferencia. Es necesario volver
a mencionar que el acido fosfoérico solo actaa en hueso.

En la Fig. 5.16, la tincion junto con el sistema de iluminacion producen un
contraste importante porque se aprecian claramente las tres estructuras de la uia:
hueso, capa germinativa (a partir de la cual crece la queratina) y queratina.
Cuando el corte es tefiido y se observa por campo obscuro se aprecia mejor la
capa germinativa (ver Fig. 5.16a); puede verse donde termina el hueso y donde
empieza la queratina. En cambio cuando se observa por campo claro y no se tifie
(Fig. 5.16b), la capa germinativa se ve muy obscura pero sin detalles. En la Fig.
5.17a sin teiir se pierde mucho detalle en cuanto a esta estructura, solamente se
ve algo de porosidad en hueso. En la fig. 5.17b se observa a mayor acercamiento
y tedido, y se reconoce la estructura del hueso, se observa claramente el sistema
Haversiano. Histoldgicamente, las membranas de huesos son compactas y
laminares en estructura, aunque penetrados por canales de Havers que van a

transportar vasos nutrientes (Romer, 1997).
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Fig. 5.13 Qeratina y hueso observados por diferentes tipos de iluminacion a) por {uz polarizada y
b) por campo obscuro. Este corte fue atacado con acido fosférico. No se observan lineas de
crecimiento pero se distingue una fractura con luz polarizada.
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Fig. 5.14 Uifia de prueba. a) Se observa hueso, interfase o capa germinativa y queratina en la
que se alcanzan a ver patrones de lineas punteada (sefialadas con una flecha). b) mismo corte
después de ser teflido; se observa la porosidad o vascularizacion del hueso (sefialada con flechas)

y se distingue claramente la capa que separa el hueso y {a queratina.
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Fig. 5.15 a) Corte tratado con giutaraidehido en campo claro y teflido; no se observan anillos ni en
queratina ni en hueso. b) atacado con acido fosférico, tampoco se observan anillos.
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Fig. 5.16 a) Corte teflido observado por campo obscuro, se distinguen claramente las estructuras
de la ufia: hueso, interfase o capa germinativa y queratina. b) el corte no esta teflido y es

observado por campo claro, se pierde un poco el contraste, las estructuras no se observan tan
claramente.
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Fig. 5.17 a) Corte sin tincidn, se pierde detalle en cuanto a la capa germinativa, aunque en hueso
si se alcanza a observar estructura. b) aumento de (a) con tincion y se reconoce la estructura del

hueso, el sistema de Havers.
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La Fig. 5.18a es una imagen en campo claro (luz reflejada), de un corte grueso.
Se aprecia la porosidad del hueso, la interfase o capa germinativa y la queratina
sin mucho detalle. En la Fig. 5.18b se observa otro corte pero adelgazado a 150
um y teiido. En el se aprecian mejor ciertos detalles tanto de hueso como de
queratina al observarse con luz transmitida.

Al ser el corte tan deigado, la luz pasa a través de el resaltando detalles
importantes como la porosidad y sistema Haversiano en hueso. Ademas se
observa un patron de lineas punteadas o lineas discontinuas a todo lo largo de la
queratina. Otro ejemplo de esto se da en la Fig. 5.19ay 5.19b, donde es el mismo
corte primero grueso (5.19a) y luego adelgazado (5.19b). En la primera se observa
con campo claro (luz reflejada) y en la segunda con luz transmitida en la que se
aprecia mucho mas la porosidad del hueso aunque no hay mas detalle en
queratina. El mismo corte fue atacado, tefiido y observado por luz transmitida (Fig.
5.20), donde se observan las diferencias entre cortes gruesos y adelgazados, y
tentidos o sin tenir. Finalmente en la Fig. 5.21 se puede ver el corte completo, es
una imagen compuesta de tres partes. Es asi como se ve un corte después de ser
adelgazado, atacado con acido fosférico y tenido; el hueso es muy poroso y no
hay anillos de crecimiento en queratina.

La Fig. 22 muestra un corte de la base (Fig. 5.22a) mostrando la capa de
queratina delgada al igual que la capa germinativa; y un corte de la punta o el final
de la uia (Fig. 5.22b). En este corte puede observarse como el hueso se va
reduciendo, mientras que la queratina se va haciendo mas gruesa. La tincion de
estos dos cortes ayuda a resaltar éstas estructuras. En este caso sélo se ven
algunas lineas que no llegan a ser continuas y podrian interpretarse como grietas.
Las Figs. 5.23 y 5.24 muestran la conformacion o las diferentes formas que
presentd el hueso en los diferentes cortes o urnas. Las Figs. 5.23a y 5.23b son
cortes de diferentes urias, y en la parte del hueso se observan claramente las
distintas formas que presento el hueso. Por ejemplo, en la mitad derecha de las
imagenes (que corresponde a la parte baja de la uiia) el area de hueso es
diferente para cada uno de los cortes. Las Figs. 5.24a y 5.24b son observadas con
luz transmitida y a mayor amplificacién, y aunque son diferentes cortes tienen algo

en comun y es la porosidad o el patrén de porosidad del hueso.
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Fig. 5.18 a) Corte grueso observado en luz reflejada; se reconoce capa de queratina gruesa, el
hueso algo poroso y la capa germinativa conlrastando en negro. b) otro corte, adelgazado y

tefiido; en queratina se observa cierto patron de lineas punteadas, en hueso porosidad

sistema Haversiano.

y ademas
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corte pero adelgazado y en luz transmitida, la parte de hueso se ve mas poroso y se distingue
mejor el sistema de Havers. No se distinguen lineas ¢ marcas de crecimiento, ni en hueso ni en
queratina.
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Fig. 5.20 Mismo corte (F
contraste en las estructuras.

hueso.




Fig. 5.21 Corte completo de la ufia con hoja de catalogo D8 11-5, donde se tiene registrado que
cuenta con 10 anillos de crecimiento en plastrén, sin embargo no se observan anillos, lineas o

marcas de crecimiento en queratina ni en hueso.
TESIS CON
GEN

ALLA DE ORI

62




X100 40pum

Fig. 6.22 Diferentes cortes en la misma ufia. a) corte de la base con la capa de queratina delgada
y con algunas lineas no continuas con aspecto de grietas; la tincibn aumenta contraste en las
estructuras. b) corte del final de 1a ufia, se observan la capa germinativa y queratina mucho mas
gruesa, las grietas son sefialadas con flechas.
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Fig. 5.23 Cortes de uias diferentes, tefiidos y observados por luz transmitida. Se observan los
diferentes tipos de formacién del hueso, los patrones de porosidad en hueso son diferentes,
también se observa el sistema de Havers.
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Fig. 5.24 a) Corte adelgazado, tefiido, observado por luz trasmitida, se aprecia la porosidad del
hueso y sistema Haversiano b) corte adelgazado, teflido, solo se observa la parte de hueso y en

ninglin caso se ven marcas o lineas de crecimiento.
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5.2.2 Microscopia electrénica de barrido

En la Fig. 5.25a. se observa un corte del final de la uia mostrando la capa de
queratina gruesa. Esto es de gran interés porque en esta zona se ve un patron o
arreglo de lineas, pero cuando se amplifica esta zona (Fig. 56.25b), puede verse
que las lineas son discontinuas a lo largo de la queratina dando la apariencia de
grietas y no de LDC. Estas grietas o fracturas son diferentes, siendo algunas mas
gruesas o mas prolongadas que las otras. Otro aspecto importante es que no se
distingue la capa germinativa o interfase sin reconocerse donde empieza o
termina el hueso y la queratina. Es necesario mencionar que este corte no fue
tratado, no se ataco con &cido, tifié, 6 adelgazé. Notese también las estructuras
que presenta la interfase hueso-queratina.

Las lineas discontinuas en queratina son mostradas otra vez en la Fig. 5.26 que a
mayor acercamiento son grietas. En la Fig. 5.26a se ve una secuencia paralela
entre grietas que se da a lo ancho de la capa de queratina, y la Fig. 5.26b
muestra una de estas grietas a una magnificacion superior, donde podria decirse
que parece una resquebrajadura que dificiimente podria interpretarse como capa
o marca de crecimiento.

Cuando los cortes o las muestras se observaron a menor magnificacién, no se
apreciaron muchos detalles y solo sobresalio la porosidad del hueso como se ve
en las Figs. 5.27a y 56.27b. Comparese esta Fig. con los detalles de la Fig. 5.21 en
microscopia de luz. Entonces puede decirse que la microscopia electrénica de

barrido no aporta mas informacion, al menos para el hueso.
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Fig. 5.25 a) Corte de la parte final de la ufia, |a capa de queratina es gruesa y se observan
claramente lineas gruesas que no son continuas, pero cuando esta misma zona se ve a mayor
ampilificacion (b) se reconoce que las lineas son una especie de grietas que van a todo lo largo de
la queratina.




Fig. 5.26 En esta figura la queratina es ohservada a mayor amplificacién, reconociéndose
claramente las grietas. a) las grietas se ven de diferentes tamafios y espesores, b) una de las
grietas se observa a mayor amplificacion, obteglm*'ym_jmagendamdp ésta.
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Fig. 5.27 Es el mismo corte que se presenté en microscopia de luz Fig. 5.21. a) se observa la
capa de queratina gruesa y la porosidad del hueso, b) también sobresale Ia porosidad del hueso,
pero en ningin caso se observan anillos o lineas de crecimiento, ni en hueso ni en queratina.
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En la Fig. 5.28a (Fig. 5.11b en microscopia de luz) se puede ver cortes cubiertos
con una capa de oro mostrando una forma muy porosa del hueso, pero sin marcas
de crecimiento. En la queratina tampoco se observan anillos de crecimiento sélo
una fractura que es mostrada a mayor magnificacién en la Fig. 5.28b. En estas
figuras también se observan zonas fibrosas, probablemente colagena, las cuales
son mostradas en la Fig. 5.29a en la mitad izquierda de la imagen también se ve
a lo largo de la imagen una fibra. La Fig. 5.29b es de gran interés ya que
probablemente es la mejor imagen para observar las tres estructuras que
componen la ufia. De adentro hacia afuera: hueso algo poroso y diferenciandose
dos zonas, una clara y una obscura, luego sigue la capa germinativa o interfase
fibrosa y finalmente la queratina con ese arreglo paralelo de grietas o lineas

discontinuas a lo ancho.
5.2.3 Microanalisis por rayos X

En la Fig. 5.30 se muestra una ufia sin queratina y de ésta se obtuvo el
microanalisis mostrado en la Fig. 5.31, donde se observan picos de C, O, P, Ca,
S, Si, Al, Mg y Na entre otros. EI C y O en grandes porcentajes, y la relaciéon Ca
y P arriba del 2%, lo cual nos da algun fosfato de calcio, o bien, hidroxiapatita, el
cual forma parte de dientes, huesos. La hidroxiapatita natural contiene ademas
trazas de Al, Mg, Si. La estructura de la hidroxiapatita es una celda unitaria

hexagonal (Ca 1y Ca 2).
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Fig. 5.28 Se observa el mismo corte que se mostré en la figura 5.11b en Ia seccién de microcopia
de luz. a) se reconoce la parte de hueso poroso, la interfase o capa germinativa y en la capa de
queratina se observa la fractura o grieta; b) la fractura se muestra a mayor amplificacion, también

se aprecia una parte del hueso (poroso).




Fig. 5.29 a) En la parte superior de la imagen se muestra hueso poroso y en la inferior en la
queratina se observa una fibra probablemente de colagena que proviene de la capa germinativa.
b) corte donde se observa claramente la estructura de la ufia, de adentro hacia fuera: Hueso, Capa
Germinativa y Queratina con ese arreglo de grietas que van a lo ancho y largo de esta.
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Fig. 5.30 Ufa completa sin queratina, s6lo la parte de hueso.
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Fig. 5. 31 Microanélisis que comresponde a la fig. 5.30, el cual da picos de C, O, P, Ca, y

CO

(7]

menores de Si, S, Al, Mg, Na, N, K. teniendo probablemente hidroxiapatita por la relacién Ca-P.
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En el mapeo quimico de la Fig. 5.32 se escogieron los elementos cuyos picos
fueron los mas altos del espectro (Fig. 5.31). En la Fig. 5.32a se tiene la imagen
normal de electrones secundarios, tal como se ve en el MEB la zona de la muestra
a la cual se le hace el mapeo. En las Figs. 5.32b a 5.32f se presenta los mapeos
para C, Ca, P, O y Mg respetivamente. El Ca y P se encuentran en la misma
zona del corte en hueso, lo que nos da hidroxiapatita, el C y O estan repartidos en
toda la zona y el Mg es un elemento traza y esta distribuido de manera uniforme a
lo largo de la zona. Esto nos indica que en esta zona la ufia esta compuesta de
material inorganico (hidroxiapatita) mezclado con material organico
(probablemente colagena).

Se escogid el corte presentado en la Fig. 5.25a (corte final de la ufia, donde la
mayoria del material es queratina) para hacer otro andlisis quimico, el cual se
muestra en la figura 5.33. La figura 5.33b muestra el espectro resultando picos de
C, O, y S; el material de queratina esta compuesto de O 88%, S 8%, lo que indica
que el S proviene de esta region.

El analisis en hueso se muestra en la Fig. 5.34. En la Fig. 5.34a se seialan las
dos zonas de analisis en el corte y los espectros aparecen en las figuras 5.34b y
6.34c y un espectro comparativo en la figura 5.34d, es decir, un espectro que
reine los dos anteriores. Para la zona 1 (Fig. 5.34b) puede verse que la
concentracion de S se reduce mucho, sin embargo hay un pico pequeiio. EICy O
prevalecen 77.62%, luego el Ca con 16. 6%. En la zona 2, el porcentaje de O es
de 56.33%, Ca 23. 78%, y P 19.35%, en esta zona aumentan considerablemente
los picos para Ca y P, y la relacion entre estos elementos es mayor.
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Fig. 5.32 Mapeo para una zona del hueso. a) imagen normal de electrones secundarios, tal como
se veen el MEB, b)mapeoparaC, c)paraCa, d)paraP, e)paraO y f)paraMg. Se
observa que el Ca y P provienen de la misma zona indicando que esta compuesto de

hidroxiapatita.
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Fig. 5.33 a) Corte en la parte final de la ufta (mostrado en la figura 5.25 a), al cual se le realizd
microanalisis (b) picos de C, O, S, Si, Ca, P, Mg y Na observados.
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Fig. 5.34 a) Corte en donde se sefialan dos zonas donde se realizd otro microanalisis b)

espectro de la zona 1, mostrando picosparaC, O,Ca, S, Mgy P.

77



Job : Una

C) Unasin cublena 2 (271502 12:13)
] v
] Elmt Spect. Element Atomic
60— Ca Type 8 3
] i 0 K ED 5633 .02
] ! MK ED  0.07*  0.06*
J i P K ED 19.35 13.13
] | S K ED 0.8  0.31
] cak ED 23.78  12.47
40 Total 100.00 100,00
11 FTe
]
]
20-1 ‘ I
1 ! 5
. Ii K‘s bh
Mowde SR
I e e AL R s s e s o
o 2 4 10
Energy (keV)
(d)
o
[
60— Ca
40-]
] <:°
20—
]
]
o_~ L—A

xll»t|l||||]|||||—rr'v|1‘v—r1llll‘r
(-] 8

10
Energy (keV)

0 2 4

Fig. 5.34 c) espectro para la zona 2 observandose picosde C, O, P, Ca, S y Mg.
d) comparacion de los espectros zona 1 (azul) y zona 2 (rojo).



Otro mapeo quimico en la zona del hueso se presenta en la Fig. 5.35. Laimagen
normal de electrones secundarios se muestra en la Fig. 5.35a, mientras que los
mapeos para C, Ca, P, O y Si se muestran en las Fig. 5.35b a la 5.35f
respectivamente. Este mapeo nos comprueba una vez mas la relacion Ca-P, que
nos da hidroxiapatita. EI C aparece uniforme en toda la zona, lo que nos hace
pensar que la razon de ello es la cubierta de C con la que se recubri6 la muestra.
Notese que el Si se encuentra en la zona de la interfase hueso queratina. La
figura 5.36 es un mapeo de la zona baja del corte presentado en la figura 5.21 en
microscopia de luz y 5.27 en microscopia electronica de barrido, los elementos
no varian, O, Ca, P, Si, Al (Fig. 5.36b a la Fig. 5.36f); en la Fig. 5.36e para Si, se
nota gran concentracion en interfase, y es posible que esta concentracion resulte
del proceso de pulido de las muestras, es decir, por el uso del de lijas con carburo
de silicio. En otra zona del mismo corte (Fig. 5.21 y 5.27) se obtuvo un mapeo
comparativo entre hueso y queratina y el resultado se muestra en la Fig. 5.37. La
Fig. 5.37a presenta el mapeo para el C, 5.37b para O y se nota que estan
repartidos de manera uniforme en toda la zona, tanto hueso como queratina; en
las Fig. 6.37c y 5.37d se observa que Ca y P estan presentes en hueso, y Si en
interfase (Fig. 5.37f) y finalmente la figura 5.37e indica que el S esta presente en
queratina.

Otro analisis quimico se realizé en el corte presentado en la Fig. 5.29b, y se
repartio en tres zonas (Fig. 5.38): la zona 1 en queratina, zona 2 y 3 en hueso (se
analizaron dos zonas en hueso ya que se distinguen dos areas, una clara de
mayor amplitud zona 2 y una obscura zona 3). El espectro de la zona 1
corresponde a la figura 5.38b que presenta picos de C, O, y S (25.78%), y uno
muy pequeio para Na. Los espectros de las zonas 2 y 3 aparecen en las Fig.
5.38c y 5.38d respectivamente, donde se observan los mismos elementos, sin
embargo la diferencia de estas dos zonas son el tamafio de los picos y la
concentracion de dichos elementos, como por ejemplo, el Si en la zona 2 es
mayor considerablemente con respecto al Ca y P, en cambio en la zona 3 no es
tan marcada esta condicion, es decir, el pico de Si es ligeramente mas alto con

respecto al Cay P.
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Fig. 5. 35 Mapeo en una zona de hueso porosa. a) imagen normal de electrones secundarios,
b) mapeo para C, c) paraCa, d)paraP, e)paraO y f) para Si. Se observa la relacion Ca-P.
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Fig. 5.36 Mapeo para zona baja del corte mostrando hueso y parte de capa germinativa. a)
imagen normal de electrones secundarios, b) mapeo para O, c) para Ca, d) para P, @) para Si, y
f) para Al. Obteniendo lo mismo que en los mapeos anteriores, la relacién Ca-P y ademés Si en la
zona de interfase o capa germinativa.
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Fig. 5.37 Mapeo para zona superior de! corte mostrando queratina y parte de hueso. a) mapeo
paraC, b)paraO, c)paraCa, d)paraP, e)paraS, f)paraSi. Se observaque el S
prevalece en queratina y también se observa la relacién Ca-P.
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Fig. 5.38 a) Microanadlisis en tres zonas del corte (mostrado en la fig. 5.29b), b) espectro para la
zona 1 en queratina con picos paraC, O, Sy Na.
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Después de observar y analizar estas imagenes se tiene que, en queratina, no se
observaron anillos de crecimiento o diferentes zonas que puedan interpretarse
como capas o lineas de crecimiento, pero si hay cuarteaduras o grietas que no
llegan a ser continuas. Estas son de diferentes longitudes y algunas llegan a ser
mas anchas. En algunas urias se distinguen dos zonas en cuanto al color o tono,
se observan zonas claras y obscuras (ambar claro y obscuro). En cuanto al
hueso, tampoco se observaron lineas o marcas de crecimiento, sin embargo, se
tienen imagenes interesantes de la estructura se reconoce claramente el sistema

Haversiano y puede decirse que es poroso.
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6. Discusion
Anillos de crecimiento en plastron

Para el caparazon la ausencia de anillos o lineas de crecimiento podria explicarse
por el desgaste, o la forma de crecimiento de los escudos. Sin embargo, en los
escudos del plastron si estan presentes dichos anillos o lineas de crecimiento;
aunque no en todos los organismos que fueron capturados y marcados se
presentaron dichas marcas: de los 64 individuos, se tiene que sélo 18 presentaron
las marcas. Ademas se vio que en los organismos de mayor tamafio no se
observaban anillos, y para algunos se tenia que el plastron era totalmente liso, sin
lineas probablemente debido al desgaste, o bien, nunca presentaron lineas. En
otros casos, como por ejemplo en organismos de menor tamafio o medianos, el
plastron tenia algunas marcas pero no eran claras, estaban muy encimadas y
ademas eran demasiado obscuras, lo que las hacia ilegibles.

Esto nos hace pensar en varias razones por las cuales se pueden o no presentar
marcas de crecimiento en el plastron. Una de éstas podria ser el desgaste al que
estan sometidas las laminas del plastrén, siendo el desgaste en mayor o menor
grado dependiendo tal vez del peso y tamano del organismo. Por otra parte
también se podria pensar en la competencia entre individuos, teniendo como
resultado, para algunos organismos, condiciones favorables (disponibilidad de
alimento y agua) o mayor oportunidad y por lo tanto no presentar periodos de
decline o de crecimiento muy lento, teniendo crecimiento continuo, y como
consecuencia no presentar marcas de crecimiento.

Ademas de la disponibilidad de alimento, otros factores como son el clima,
factores ambientales, la estacionalidad y el sexo, estan estrechamente
relacionados con el crecimiento y por lo tanto con el registro de marcas de
crecimiento en tejidos duros, ya sea en hueso o en estructuras queratinizadas.
Los rangos de crecimiento en reptiles varian, y las variaciones ocurren en zonas
templadas y en =zonas tropicales. Diferencias estacionales en rangos de
crecimiento han sido observados para muchas especies de zonas tropical. Las
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diferencias parecen estar relacionadas a condiciones ambientales (Andrews,
1982).

En el municipio de Nuevo Urecho la estacionalidad no es tan marcada, por
ejemplo, la época seca no es lo suficiente ya que atin en esta época siempre hay
cuerpos de agua. El clima y la estacionalidad estan estrechamente relacionados
con la disponibilidad de alimento y agua y con esto podria pensarse en un
crecimiento continuo, al menos en algunos individuos, y asi la carencia de marcas
de crecimiento en el plastron.

En cuanto a la relacion entre medidas morfométricas y anillos de crecimiento en
plastron, se esperaba que largo del caparazon y largo del plastrén estuvieran mas
relacionadas con el numero de anillos, sin embrago, se obtuvo que, sélo ancho y
alto del caparazon estuvieron estrechamente relacionados con el numero de
anillos en plastron (ancho, r = 0.75, p = 0.0004 vy alto, r = 0.90, p = 0.0003).
Para el resto de las medidas el coeficiente de correlacioén es positivo pero no hay
una relaciéon estrecha y ademas no es significativo. En funcion del tamafio (ancho
y alto caparazén) se establecié una distribucion de edad. Se distinguen
claramente dos clases o grupos de tamafio, y con base en éstos podemos
separar a los organismos juveniles (pequernos) de los adultos (grandes).

Puede decirse que es poco confiable determinar la edad basandonos sélo en el

conteo de anillos de crecimiento en plastron.
Estructura y composicion quimica de la uia por microscopia

La parte final de la falange esta envuelta por queratina, y por debajo de esta se
encuentra la capa germinativa, entonces, la ufia esta compuesta por 3 estructuras,
la primera de adentro hacia fuera seria el hueso, (terminacién de la falange, en
forma de V), en seguida viene la capa a partir de la cual va a crecer la queratina,
la capa germinativa, y finalmente la queratina es la capa exterior.

La ufia o garra del cocodrilo es como un dedal que cubre completamente la
falange distal, mientras que la garra de los gatos o ratones es una estructura
quillada restringida o limitada por la superficie dorsal y lateral de la falange

terminal (Hamrick, 2001).
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En cuanto a composicién quimica de la una se tienen que el microanalisis de la
queratina reveld C, O, N, H, y S.

La queratina es una proteina fibrosa que difiere de la fibroina de la seda en que
contiene casi todos los aminoacidos conocidos. Tiene alto contenido en cistina y
su contenido de histidina, metionina y triptofano es en cambio bajo (Manssur y
Harrow, 1973).

Del microanalisis de hueso se obtuvo lo que de algiun modo se esperaba: C, O,
Ca, P, Si. Con ayuda del mapeo y las concentraciones registradas para Ca y P,
se vio que habia una relacion 2 a 1 por lo que se trata de un fosfato de calcio,

probablemente hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(HO)z2 ).

La sustancia inorganica del hueso esta formada por depésitos submicroscépicos
de un tipo de fosfato calcico, muy parecido pero no idéntico al mineral
hidroxiapatita . EI mineral del hueso se deposita probablemente al principio en
forma de fosfato calcico amorfo y mas tarde se reordena para formar
hodroxiapatita cristalina. En su fase final, el fosfato calcico esta presente en forma
de delgadas plaquitas o cristales en forma de palillos delgados. El mineral del
hueso contiene cantidades apreciables de un ion citrato CeHsO7 y de ion
carbonato COa. El lugar donde reside el carbonato es todavia materia en
discusion: puede situarse sobre la superficie de los cristales o bien puede sustituir
al PO4 en la estructura del cristal o de ambas maneras a la vez. El magnesio y el
sodio, que son constituyentes normales de los liquidos corporales, también estan
presentes en el mineral del hueso que hasta cierto punto es un deposito de
almacenamiento de estos elementos (Fawcett, 1994).

La preparacion de la muestra asi como la observacion, es decir, el tipo de
iluminacion empleado, fueron muy importantes para identificar estructuras y las
diferencias o contrastes entre éstas. Los cortes gruesos sélo se observaron a
través de luz reflejada, por campo claro, campo obscuro, luz polarizada y
Nomarski, y cada tipo de iluminacion proporcionéd cierta informacion para las
diferentes estructuras. Por ejemplo, la queratinay, en algunas ocasiones, la capa
germinativa se observaron mejor por luz polarizada. En el estudio realizado por
Thomas et al. (1997) se empleo este tipo de iluminacion para resaltar los anillos

de crecimiento en la queratina de la uia de Trachemys scripta y Deirochelys
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reticularia. Al adelgazar los cortes y observarlos por luz transmitida se noté un
mayor aporte en cuanto a detalle en las estructuras. El microscopio de luz es el
adecuado para el estudio de la uias, pero los cortes debieron ser lo suficiente
delgados para que pasara la luz, y de esta forma, pudieran ser observados por luz
transmitida.

La tinciéon también resulté ser de gran utilidad, al menos en hueso, aumenté el
contraste y ayudo a distinguir o diferenciar la capa germinativa. En cuanto a la
aplicacion de acido, en este caso acido fosforico, puede decirse que solo se
observaron cambios en hueso, no se registréo ningun cambio cuando se aplicé en
queratina. Debido a su estructura molecular, las proteinas fibrosas son muy
insolubles en solventes comunes como agua, solucion salina diluida, solventes
organicos, acidos y alcalis diluidos.

La principal aportacién del MEB en este caso es el microanalisis, que reveld la
composicion quimica de cada estructura.

Puede decirse que con microscopia de luz se obtuvo mayor informacion en cuanto
a estructura que con MEB, ya que muestra contraste y detalle en hueso y

queratina, pero el MEB aporta el microanalisis y mapeo.
Anillos de crecimiento en ufia

Como menciona Zug (1991), el crecimiento esta regido por factores ambientales y
podria padecer periodos de crecimiento rapido, muy lento o nada de crecimiento, y
la alternancia de estos periodos puede producir diferentes capas en hueso y en
queratina.

La técnica utilizada, al menos para esta especie, no revel6 anillos o capas de
crecimiento en ufia, ni en hueso, ni en la parte queratinizada. Ademas es
necesario mencionar que tampoco se vieron marcas al usarse alternativas como el
acido o glutaraldehido. Con este ultimo, no se observé ningtin cambio, ya que esta
técnica es usada para fijar tejidos, es decir, para interrumpir procesos del
metabolismo celular y asi conservar las estructuras celulares y tisulares. Ademas,
la fijacion debe iniciarse lo mas pronto posible para evitar la autdlisis, y las ufas se
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cortaron mucho tiempo antes de probarse dicha técnica, por lo cual no se observo

ningun cambio o diferencia al menos en hueso.

Al menos para hueso, Zug (1991) sugiere que en tortugas so6lo humero, fémur y
algunos huesecillos muestran distintas capas de crecimiento, y que no todos los
elementos esqueléticos poseen marcas distintivas que puedan ser contadas y
medidas. Las capas de crecimiento son irregulares, indistintas o ausentes en la
periferia del hueso de caparazon, en la vértebra cervical central, penultimas
falanges y ulna, y que aun en huesos largos como humero y fémur, donde son
mas evidentes estas capas, se presentan problemas para la observacion y conteo
por la remodelacion y reabsorcion del hueso, provocando por ejemplo lineas

irregulares, discontinuas o encimadas.

En cuanto a estructuras queratinizadas, las capas de crecimiento o anillos de
crecimiento no estan presentes ni en caparazén ni en unas. Para las uias podria
explicarse o justificarse por el desgaste al que estan sometidas, es decir, la tasa
de desgaste es mayor a la tasa de crecimiento de nuevas capas. Todo el tiempo
estan desgastandose y creciendo nuevas capas, o bien, los Unicos registros de
crecimiento o marcas de crecimiento son grietas que no llegan a ser lineas
continuas y no pueden interpretarse como lineas de crecimiento, o simplemente
nunca quedan registradas las marcas de crecimiento en esta estructura.

En el estudio realizado por Thomas et al. (1997) se observé que algunos de los
cortes de tortugas mas grandes en Trachemys scripta y Deirochelys reticularia
fueron ilegibles. Entonces, basandose en su tamario, sugirié que se trataba de
individuos de mayor edad. Con esto supone que la dificultad en el conteo de las
capas en uias, al menos en individuos que se supone son de mayor edad, puede
‘deberse a tres razones. La primera es que las capas se vuelven mas y mas
angostas al disminuir el crecimiento de las tortugas, la segunda es que el
desgaste ambiental puede eventualmente remover las capas externas, y la Gitima
es que las capas pueden ser tapadas por un incremento en la cantidad de
melanina en las ufAas conforme va creciendo la tortuga, especialmente en el

macho melanistico T. scripta.
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Conclusiones

Solo existe una relacion estrecha entre ancho y alto caparazén y el numero de
anillos de crecimiento en plastron, por lo que puede establecerse una relacion
directamente proporcional entre estas dos variables, puede decirse que entre
mas anillos de crecimiento en plastron, la tortuga es de mayor tamaifio. Sin
embargo, es poco confiable determinar la edad basandonos so6lo en el conteo de
anillos de crecimiento en plastréon y en el tamano.

Un aspecto muy importante es que se utilizé6 una técnica sencilla, no fue
necesario sacrificar organismos para remover las ufas, pero sobre todo es
sencilla porque no se requiere gran esfuerzo en la preparacion ni en el corte de
las uias. y aunque en esta especie no se observaron anillos de crecimiento en
ufa, es necesario probar dicha técnica en otras especies de tortugas de agua
dulce, como por ejemplo en aquellas que estan sometidas a una estacionalidad
marcada.

La microscopia fue de gran utilidad para observar la estructura de la ufa y
obtener su composicidon quimica. Se reconocieron 3 estructuras, de dentro hacia
fuera: hueso, capa germinativa, queratina; ademas se obtuvo la composicién
quimica dando resultados semejantes a la ufa de mamiferos. La capa de
queratina presenta material organico y alto contenido en azufre (~10% atm). El
hueso también presenta material organico, pero el material inorganico es
mayoritario y corresponde a hidroxiapatita con impurezas de Al, Na, Mg y Si,
aunque también presenta trazos de S. La interfase queratina—hueso presenta
un alto porcentaje de material organico con precipitados de Si.

No se observaron anillos de crecimiento en queratina, pero si se observaron
lineas discontinuas que dan apariencia de grietas que, aunque se presentaron a
lo largo de la capa de queratina, no pueden interpretarse como lineas de
crecimiento. En hueso tampoco se observaron marcas de crecimiento, el hueso

€S muy poroso y por esta razon resulta dificil la observacion de éstas.
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Anexo

Orden Chelonida:. | .
‘Suborden Cryptodira .-
v Familia Kinosternidae’
. Kinosternon integrim

HOJA DE CATALOGO

Sl México Nuevo Urecho, Michoacdn | Fecha: e
| Cuerpo de agua Tipo de rio Altitud N° de catdlogo Marca
et Ancho: m.
e fbarge: o | Lo . .
e DATOS DE CAPTURA
sexo - Peso gr. |Hora Tipo Lugar
DATOS MERISTICOS .
Caparazén ... mm. |Plastron T mmg
I Largo . V Ancho ) e
II Ancho E 4 VI Largo
IIT Alto . . VII Ancho puente
IV ler escudo vertebral:| i7" : VIII Gulares

IX Humerales
X Pectorales
XI Abdominales
XII Femorales
XIII Anales

Ancho
o
e Vv
o
e |
Cabeza Plastron
i. Rpapulil! Cola
A targo
Ancho de la cabeza mm. |Largo de la cabeza mm. ] Largo de la cola mm.
Color Marca Anillos de crecimiento
Pardsitos " | Muestra de uia. Muestra de Sangre » _I Contenido estomacal
) DATOS DEL COLECTOR _ - -
Capturd Prepard Determing Depositado en:
Hoja de catalogo. Diserio de José Hernandez, Laboratorio de Vertebrados Terrestres, Facultad de
Ciencias.
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Descripcién trampa

La trampa es una malla cilindrica de hilo nylon negro de un milimetro de grosor
con una luz de malla de 1.5 centimetros, el cilindro tiene una longitud de 90
centimetros y esta soportado en cuatro arcos de fibra de vidrio de 50 centimetros
de diametro a una distancia uno de otro de 30 centimetros. Cada aro tiene un
numero segin su posicion, el aro niumero uno es el que se encuentra unido a una
bolsa de salida y del tensor; en direcciéon hacia la entrada de la trampa, le siguen
el aro dos, tres y cuatro. Alrededor del aro cuatro, se une una malla en forma de
embudo dirigida hacia el interior del cilindro, que constituye el mecanismo de
captura conduciendo a la tortuga dentro del cilindro quedando atrapada, este
embudo facilita la entrada de la tortuga, y por su tensién y su efecto fisico no
permite la salida del animal. Para garantizar su captura se localiza otro embudo
que se une a la circunferencia del aro tres y que de igual forma solo favorece el
paso hacia adentro del cilindro, entre los aros uno y dos, y en caso de que el
organismo quiera retroceder, se encontrara con las barreras que forman los
extremos angostos de los embudos que evitan su salida, estos embudos terminan
en ramas de hilos y no permiten que la tortuga encuentre el paso, ademas de
estar tensos por un cordel que los acciona y que a su vez cierra la bolsa de salida
para sacar la tortuga capturada. A éste cordel de hilo se le llama tensor primario,
los tensores secundarios son unos cordeles de hilo nylon que se desprenden del
aro dos y sujetan los embudos tensandolos lateralmente. El cilindro de malla tiene
una longitud de 9 metros y una altura de un metro; ademas tiene una linea
superior de flotadores, un flotador cada 50 centimetros, y una linea inferior de
plomadas, la cual debe tocar el fondo o piso, cada plomada tiene la misma
separacion que los flotadores. Esta malla forma una barrera que impide el paso de
la tortuga por lo que tiende a seguir la malla que la conducird a una de las dos
trampas dependiendo la direccion que tome (Retana, 1996).
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