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CAPITULO |
PROTOCOLO DE TESIS

1.1 CONTEXT@ DEL ESTUDIO EN LAS TORTUGAS TROPICALES, NATIVAS
DE TABASCO, MEXICO

RESUMEN: El estado de, Tabasco cuenta con nueve especies de tortugas dulceacuicolas. En
los Gltimos afios los estudios més frecuentes son los de espacio-temporal y microorganismos
asociados a quelonios; mientras, que los estudios de genética basica y molecular son
insuficientes en el grupo de los.testudines. En Tabasco solo se cuenta con un estudio de
citogenética en Kinosternon letcostomum leucostomum, Staurotypus triporcatus y
Trachemys venusta venusta, por lo que'se desconoce totalmente la estructura citologica y
genética de las seis especies restantes: ‘Kinosternon acutum, K. scorpioides cruentatum,
Claudius angustatus, Chelydra rosSignonii;"Rhinoclemmys areolata y Dermatemys mawii.
Por ello, se realiz6 un estudio citol@gico constituido por el desarrollo de una técnica
hematoldgica nueva para el estudio deeritrocitos, tin.estudio cariotipico a través de cultivo
in vitro de sangre periférica y aplicacion detécnica de"citometria para determinar el tamafio
del genoma, con la finalidad de describir por primera ocasidn la estructura genética de las
especies de tortugas dulceacuicola de Tabasco; ademas de generar informacion inédita en las
especies y fomentar una mejor descripcion en sus fichas bioldgicas existentes, desde el punto
de vista individual como especie o como poblaciones con fines de conservacion, y de

aclaracion de controversias taxonémicas.



1.1 INTRODUCCION

Los estudios de citologia, genética basica y genética molecular, en las especies de
quelonios” dufceacuicolas y marinos nativos, es un campo poco abordado en México y
Ameérica Latina (Hernandez-Guzmaén, 2018; Méndez et al., 2013). Lo anterior, estd
sustentado enwuna,revision cuidadosa y detallada de los reportes cientificos oficiales en el
citado grupo de vertebrados (Quiroz-Herrera & Palacio-Baena, 2017; Rodriguez-Correa et
al., 2017). A pesar de-la importancia que ha tenido tales disciplinas en diversas partes del
mundo, siendo fundamental para la descripcion y determinacion de nuevas especies de
tortugas (Farkas et al., 20X9; Poulakakis et al., 2015; Thomas et al., 2014) y para propdsitos
de conservacién. En nuestro,pafs, también se han descrito nuevas especies de tortugas
dulceacuicolas como los casquitos’ Kinosternon chimalhuaca en Colima por Berry et al.
(1997) y K. vogti en Jalisco (Lopez-Luna et al., 2018). Paralelamente, los estudios espacio-
temporales, de biologia de la conservaCion y de microfauna en tortugas marinas y de agua
dulce son los mas frecuentes en la literaturade los Gltimos afios en América Latina (Buchanan
et al., 2017; Cueto-Mares et al., 2017; Donate=Rondon et al., 2018; Garcia-De la Pefia et al.,
2019; Howell & Seigel, 2019; Silva-Brito et al’, 2018; Valdez-Villavicencio et al., 2016;
Zenteno-Ruiz et al., 2010).

La citogenética y citologia basica han-tomado-€n«conjunto importancia en el sureste
mexicano en la Gltima década, particularmente en el estado-de Tabasco, centrando estudios
principalmente en organismos acuaticos, semiacudticos y-terrestres. A pesar de tales
esfuerzos, el nUmero de especies estudiadas hasta la fecha contintia reducido, en funcién de
los registros taxonémicos en la region. Por ejemplo, dentro del grupo de los quelonios
dulceacuicolas, solo se han reportado estudios citolégicos en ejemplaresCon distribucion en
el sureste de México. Estos estudios hacen referencia a la tortuga blanca.Dermatemys mawii
(Carr et al., 1981), asi como a K. leucostomum leucostomum, Staurotypus’ triporcatus y
Trachemys venusta venusta (Hernandez-Guzman et al., 2014), con ejemplares de Chiapas y
Tabasco respectivamente. Lo que representa, que solo se han estudiado la genéticabasica, en
cuatro especies de las nueve registradas con distribucion solo en Tabasco. En cuanta’alresto
del pais, los estudios citologicos son aun desconocidos y contindlan como una incognita

necesaria de resolver en los proximos afos.



A través de los estudios de citologia, genética basica y genética molecular, se han
descubierto citotipos particulares en algunas especies acuaticas nativas de Tabasco,
principalmente en el complemento cromosdmico de los cariotipos de ejemplares procedentes
de esta regions Entre los hallazgos destaca la presencia de microcromosomas tipo “B” y
formulas cromosgmicas variables entre poblaciones (Hernandez-Guzmaéan et al., 2014;
Majtanova et al., 2017). Dichas particularidades son atributos genéticos especiales y Unicos
entre poblaciones, “loque permite sugerir la existencia de poblaciones genéticamente
diferenciadas que podrian requerir un manejo especial para su conservacion, o bien, servir
como base para el establecimiento de caracteres citologicos para clasificacion taxondmica.

Por lo anterior, la presente‘Tesis doctoral se enfocd al desarrollo de una nueva técnica
hematoldgica econdmica para el estudio celular en tortugas dulceacuicolas, para su empleo
en estudios basicos/citométricos para’comprender la dindmica nuclear en mitosis y el tamafio
del genoma en estas células. Asimisma;'se desarrolld de un protocolo para el cultivo in vitro
de linfocitos para el establecimiento de™1a estructura cromosomica y cariotipica en las
especies de tortugas dulceacuicolas/kinostérnidos presentes en Tabasco.



1.2 MARCO TEORICO

La revision bibliogréafica realizada sobre los estudios de genética, citologia y
fisiologia”basica en especies nativas y endémicas de reptiles del pais, particularmente
aquellas del.estado de Tabasco, ha revelado que la informacion es sumamente escasa,
practicamente.desconocida y con amplio potencial para descubrir estructuras celulares y
genéticas de interés cientifico en el area de las ciencias bioldgicas y evolucion (Hernandez-
Guzman et al., 2014, Mazzoleni et al., 2019); asi como para su empleo en ciencia aplicada
(Arias-Rodriguez, 2019)-

En México, y en(acuerdo con Flores-Villela y Garcia-Vazquez (2014), se han
reportado entre los Testudines a-diez familias: Cheloniidae (con 4 géneros y 6 especies),
Chelydridae (un género y una_especie), Dermatemydidae (un género y una especie),
Dermochelyidae (un género y una.especie), Emydidae (5 géneros y 14 especies),
Geoemydidae (un género y 3 espeCies), Kinosternidae (2 géneros y 15 especies),
Staurotypidae (2 géneros y 3 especies), Testudinidae (un género y 3 especies) y Trionychidae
(un género y una especie). Por otrodado, en<Fabasco, se han catalogado a nueve especies de
tortugas de agua dulce en acuerdo concFlores-Villela y Garcia-Vazquez (2014), Lee (2000)
y Barragan-Vazquez et al. (2022): Staurotypus gtriporcatus, Kinosternon acutum, K. .
leucostomum, K. s. cruentatum, Claudius angustatuS,.Trachemys v. venusta, Chelydra
rossignonii, Rhinoclemmys areolata y Dermatemys mawii (Fabla 1). Curiosamente, todas las
especies de tortugas de agua dulce con pocos estudios de biologia y genética, estan listadas,
a excepcioén de C. rossignonii y T. v. venusta en categorias de.riesgo de la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010: dos especies en Peligro de extincién (P) C.
angustatus y D. mawii, dos especies Amenazadas (A) S. triporcatus y'R. areolata, y tres
Sujeta a proteccion especial (Pr) K. acutum, K. I. leucostomum y K. S, ‘eruentatum. Dicha
condicion, hace urgente el desarrollo de estudios como los sefialados previamente. Algunos
de los escasos reportes en genética basica y molecular de tortugas son tan antigues que, en la
actualidad, se ha comprobado informacion errénea en cuanto al numero diploide de
cromosomas, formula cromosémica y presencia de cromosomas sexuales como lorsefialan
Hernandez-Guzman et al. (2014) y Mazzoleni et al. (2019).



Tabla 1. Las nueve especies de tortugas dulceacuicolas de Tabasco y su estatus de conservacion en la Union
Internacional parada Conservacion de la Naturaleza (IUCN) y la NOM-059-SEMARNAT-2010.

Nombre comun Nombre cientifico Familia Estatus Estatus

IUCN NOM
1 Tres lomos, Guao Staurotypus triporcatus Kinosternidae NT A
2 Pochitoque jahuactero Kinosternon acutum Kinosternidae NT Pr
3 Pochitoque K. leucostomum leucostomum  Kinosternidae - Pr
4 Tortuga de barro escorpion K. scorpioides cruentatum Kinosternidae - Pr
5 Taiman Claudius angustatus Kinosternidae NT P
6 Hicotea Trachemys venusta venusta ~ Emydidae - -
7 Chiquiguao Chelydra‘rossignonii Chelydridae VU -
8 Mojina Rhinoclemmys areolata Geoemydidae NT A
9 Tortuga blanca Dermatemys mawii Dermatemydidae CR P

NT= Casi amenazado, LC= Preocupacion menor, VWU=+Vulnerable, CR= Peligro critico, P= Peligro de
extincion, A= Amenazada, Pr= Sujeta a proteccidon/especial. Ekguion representa las especies aln no evaluadas

por la JIUCN y su ausencia en la NOM.

1.2.1. Taxonomia de las tortugas dulceacuicolas de Tabasco

Las claves dicotomicas para la identificacion de tortugas de IMéxico se remontan a los
trabajos de Smith y Smith (1979) quienes propusieron criterios parada identificacion a nivel
de familias. En su obra incluyen cuatro de las cinco familias que habitan actualmente en
Tabasco: (Kinosternidae, Dermatemydidae, Chelydridae y Emydidae). En aguellos afios, la
tortuga mojina R. areolata era ubicada dentro de la familia Emydidae de acuerdo con Ernst
(1989). No fue sino hasta mas tarde cuando la especie fue reubicada en una nteva familia
(Geoemydidae), clasificacion que se ha mantenido en las nomenclaturas mas recientes (Lee,
2000).

A pesar de la variedad de especies que hay en el estado, Tabasco no cuenta con una
nomenclatura propia para la identificacion de especies de tortugas dulceacuicolas, por lo que



es neeesario recurrir a maltiples referencias, muchas de ellas de dificil acceso. Para ello, el
presente documento ofrece una nomenclatura para la identificacion de especies de tortugas
de agua“dulce con distribucion natural, exclusiva para el estado de Tabasco. Esta
nomenclatura-se realiz6 con un compendio de las claves dicotdmicas mas usadas en la region
para las nueve.especies registradas en el estado, complementando con observaciones y notas
personales de caracteres meristicos que no han sido sefialados con anterioridad en cada una

de las especies:

- Para las especies que se ubican en la familia Kinosternidae, se utilizd la
nomenclatura prepuesta por Ernst (1989) modificada, y tomando en consideracion
los listados taxonomicos y claves mas actuales en las nueve especies (Lee, 2000;
van Dijk et al., 2014; Maslim et al., 2018).

- En la especie de la familia-Geoemydidae, Dermatemydidae y Chelydridae, se
utilizé la nomenclatura de Smith,y Smith (1979).

- Para la familia Emydidae, se‘utilizaron las claves dicotomicas propuesta por

Soria-Guzman (2016) parazespeciesydel género Trachemys.

Tortuga tres lomos

Tortuga blanca
Dermatemys mawii

Hicotea
Trachemys venusta
venusta

Tortugas dulceacuicolas
de Tabasco

Mojina
Chiquiguao Rhinoclemmys areolata

Chelydra rossignonii \

Pochitoque

Pochitoque escorpion
Kinosternon scorpioides

Claudius angustatus cruentatum

Pochitoque jahuactéro
Kinosternon acutum

Figura 1. Las nueve especies de tortugas de agua dulce en Tabasco.



1.2.2-Claves de identificacion de especies de tortugas dulceacuicolas de Tabasco

1.2.3. Familia Kinosternidae

1 a) Escudo gular mas ancho en la superficie dorsal del plastron que en la superficie
ventral; machos.con 6rganos de union presentes; generalmente con una sola franja post-
orbital ampliay*ligera en la cabeza............... K. leucostomum leucostomum (Figura 2-1)

b) El escudo gular no es méas ancho en la superficie dorsal del plastrén que en la
superficie ventral; los machos carecen de 6rganos de agarre; no hay una sola franja post-
orbital ampliay ligeraen lacabeza.................coooiiiiiii i 2

2 a) Escudo abdominal muy largo,mas del 33% de la longitud total del plastron; primera
vertebral en contacto con la segundamarginal........................ K. acutum (Figura 2-11)

b) Escudo abdominal no extremadamente;largo, menos del 33% de la longitud total
del plastrdn; la primera vertebral puede contactar la costura entre el primer y segundo

marginal, pero rara vez toca gran parte'de la segunda marginal................................. 3
3 a) Caparazon extendido con tres quillas. .. o= s ..o e 4
b) Caparazon reducido con tres quillas............oooo @i 5

4 a) Margen anterior del 16bulo plastral posterior recto K. scorpioides-eruentatum (Figura
2-111)

b) Las quillas carapaciales dorsolaterales extienden la longitud del capatazon de los
margenes anterior a posterior; I6bulo plastral anterior méas corto que el 16bulo posterior;
cabeza y mandibulas con un patron de reticulaciones oscuras... S. triporcatus (Figura 2-1V)

5 a) Plastron en forma de rombo y muy reducido a comparacion de la longitud ventral;
cabeza grande de color grisaceo y con capacidad de extenderla a lo largo de su caparazédn

........................................................................... C. angustatus (Figura 2-V)



I. K. "feueostomum leucostomum

Caparazdn

1. K. acutum

Caparazédn

I11. K. scorpioides cruentatum

Caparazodn

Plastrdn

Plastrdn

Plastrdn



IV. Sestriporcatus

8 W

Plastrdn

Caparazdn

V. C. angustatus

i %, 8

Caparazédn Plastrdén

Figura 2. Representacion de caparazén y plastron de las cineo especies de la familia
Kinosternidae de Tabasco; 1) Kinosternon leucostomum leucostomum, I) K. acutum, I11) K.
scorpioides cruentatum, 1V) Staurotypus triporcatus, V) Claudius angustatus; basado en

caparazones y plastrones reales de cada especie. Dibujos originales del autordeTesis.



1.2.4Familia Geoemydidae
1 a) Apiee de tomio Maxilar CON MUESCAL .............uueeueeeieeie e, 2

2 a)No hay barras oscuras claras en toda la cabeza, las inframarginales carecen de
manchas oscuras, es decir, es todo claro............... Rhinoclemmys areolata (Figura 3-1)

Nota: Tabasco cuenta con una sola especie de la familia Geoemydidae, la cual ademaés de
presentar caracteres sistematicos y taxondmicos distintivos, es notablemente diferenciada de
otras especies del estad@ por su piel amarillenta y con puntos oscuros en sus patas anteriores
y posteriores, caracteristica_gue, en conjunto, no se observan en las demas especies de
tortugas dulceacuicolas de TabasCo. Ademas, su plastron es parcialmente oscuro o marrén.

1.2.5. Familia Dermatemydidae

1 a) Caparazdn separado completamente del plastron por una hilera completa de
inframarginalia, caparazon liso y<con tres quillas ligeramente pronunciadas

.. ...... DErmatemys mawii (Figura 3-11)

Nota: Es la Unica especie representativa de la familia Dermatemydidae en todo el mundo, se
diferencia notablemente de las otras especies ‘destortugasdulceacuicolas de Tabasco por su

tonalidad grisacea uniforme en su piel en conjunto con el caparazon.

1.2.6. Familia Chelydridae

1. a) Apéndice tegumentario en cabeza y cuello, los apéndices son largos y\aplanados; la

longitud de cola es tan larga como el caparazon......... Chelydra rossignonii (Figura 3-111)

Nota: Los escudos caudales y los escudos marginales con direccion a escudos caudales,
forman en conjunto una apariencia aserrada en la parte trasera del caparazén, condicién que

no es observada en ninguna de las demas especies de tortugas dulceacuicolas de Tabasco.
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l. R_areolata

&

Caparazdn Plastrdn
11. D. mawii
Caparazon Plastrén
I11. C. rossignonii
Caparazén Plastrén

Figura 3. Estructura del caparazén y plastron de tres tortugas dulceacuicolas de Tabasce: )
R. areolata, I1) D. mawii, 1) C. rossignonii.
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1.2.7/Familia Emydidae
1 a) Mancha postorbital rojo brillante y aislado de cualquier franja de la cabeza. Patron del
caparazén_ecompuesto por franjas transversales. Patron plastral formado por manchas

oscuras, nuaea'por franjas...................cooeevene Trachemys venusta venusta (Figura 4-1)

|. T. venusta venusta

Plastrdn

Caparazédn

Figura 4. Estructura del caparazén y ‘plastron deda especie T. venusta venusta (1).

Nota: La presente clave se elabord con las homenclaturas'de Legler y Vogt (2013), Ernst y
Barbour (1989), Smith y Smith (1979), observaciones personales y atendiendo la ultima
actualizacion en taxonomia, sinonimia y distribucion de todas’las especies de tortugas en el
mundo de Rhodin et al. (2021).
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1.3 JUSTIFICACION

En los ultimos afos, las tortugas o quelonios han tomado mayor interés cientifico,
tanto porlapreocupante pérdida de especies nativas alrededor del mundo, principalmente en
las regiones‘tropicales (Maslim et al., 2018), como por el descubrimiento de nuevas especies.
En el caso particular de la vertiente del Pacifico de México, destacan los reportes de
Kinosternon vogti (Lépez-Luna et al., 2018) y K. chimalhuaca (Berry et al., 1997). Tales
hallazgos, indican que~existen especies cripticas por descubrir y describir con base en
estudios de biologia copvencional. Ademas, estas investigaciones pueden completarse con
herramientas de genética{ citelogia y biologia molecular, que permitan generar mayor
nimero de atributos biolégicos”y genéticos para separar especies y poblaciones con
particularidades especiales.

En lamayoria de las especiesdetortugas a nivel mundial persiste una notable carencia
de conocimiento basico y especializado)sobre su biologia y ecologia; hecho que no se
descarta en las especies nativas de Méxic@'yen lo particular de Tabasco. En general, de estas
especies solo se dispone de infermacion relativa a los atributos taxondmicos que fueron
considerados para su descripcion taxonémicagy de distribucion geografica, con algunas
excepciones genéticas como en la tortuga/blanca Demawii de Gallardo-Alvarez et al. (2019)
y la hicotea T. v. venusta de Recino-Reyes'et-al. (2020).

El escaso conocimiento de la genética hasica que~hay en las tortugas nativas de
Tabasco, sobre todo las de origen dulceacuicola, indican como sefialan y en acuerdo con
Arias-Rodriguez (2019a) y Arias-Rodriguez et al. (2019b),.da creciente necesidad de
fomentar el desarrollo de estudios encaminados a conocer los atributos citol6gicos, genéticos
basicos y moleculares en las especies nativas del estado de Tabasco, sobre todo en aquellos
grupos y especies que estan consideradas en riesgo critico, debido ‘a.'que los resultados
derivados de tales estudios sirven de herramientas para la toma de decisiones en programas
de manejo reproductivo, conservacion, repoblacion, translocacion y taxonomia'moderna.

En dicho sentido, la comprension y empleo de los resultados derivados de'los estudios
citologicos y genéticos con el empleo de métodos novedosos y herramientasde~alta
resolucion de imégenes, como el cultivo in vitro de células sanguineas, la microseopia

electrénica de barrido y la hibridacion in situ en otros paises es una realidad desde el siglo
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pasado, las cuales tiene amplias aplicaciones en programas ecoldgicos de repoblacion,
transleCacion, reproduccion y mejoramiento genetico.

Ror_todo lo anterior, el objetivo principal de la presente Tesis doctoral es el de
comprender_.el nucleo mitético de las tortugas tropicales mediante el analisis de la
composicion ‘de’ cantidad de nucledtidos y el tamafio del genoma, aplicando técnica de
citometria de Feulgen. Asimismo, se plantea el desarrollo de un protocolo de cultivo in vitro
de sangre periférica’(linfocitos) y del empleo de herramientas citogenéticas para determinar
la estructura cariotipicasenitortugas dulceacuicolas del estado de Tabasco. EI cumplimiento
de estos objetivos ha contribuido significativamente al entendimiento de la biologia celular
y genética de las tortugas dulceacuicolas de Tabasco, generando informacion valiosa para su

conservacién, manejo reproductivery estudio taxonémico.

1.4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

A lo largo de la revision bibliografica sobre varios aspectos de la taxonomia, biologia,
ecologia, genética, reproduccion, entre otros campes de estudios en las tortugas tropicales
nativas de Centroamérica y Sureste mexicano, fue~evidente la carencia de estudios en
genética y citologia con énfasis en comprender la diversidad bioldgica de las especies de la
region. En dicho sentido, la investigacion principal en el presente estudio fue la de evaluar y
comparar la dindmica intracitoplasmica de las células mitéticas de nueve especies de tortugas
tropicales, para responder la siguiente pregunta de investigacion® ;La aplicacion de métodos
citolégico-genético puede determinar la relacion de la dinamica celular con la diversidad de

especies?

1.5 HIPOTESIS

El analisis citologico-genético en células eritrocitarias en diferentes poblaciones dedasynueve
especies de tortugas dulceacuicolas que se distribuyen en Tabasco, en el sureste mexicano y

Centroamérica, no presentan diferencias significativas en sus células y en su genoma.
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Objetivo general
Comprender y describir el nicleo mitotico de las tortugas tropicales nativas de Tabasco, por
medio de citolegia, citometria, cultivo “in vitro” de linfocitos y cariologia para determinar el

tamafio del genoma, el contenido total de nucle6tidos y estandarizacion cariotipica.

1.6.2. Objetivos especificos
I. Desarrollar una téchica hematoldgica econdémica para tortugas dulceacuicolas.

Il. Determinar el tamafio«del genoma mitético y contenido total de nucleétidos por
herramientas de citometria-ysmicroscopia Optica de Staurotypus triporcatus, Trachemys
venusta venusta, Kinosternon.acutum, K. leucostomum leucostomum, K. scorpioides
cruentatum, Claudius angustatus,»Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys areolata y
Dermatemys mawii.

1.  Desarrollar y establecer un protoecolo para el cultivo “In vitro” de células linfocitarias
empleando como modelo biolégico a las tartugas K. I. leucostomum, K. s. cruentatum y
K. acutum.

IV. Describir detalladamente la estructura cromosdmicaen mitosis de las hembras y machos

de las tortugas, K. I. leucostomum K. acutum y K. 87 cruentatum.

1.7 METODOLOGIA

1.7.1. Area de Estudio y Recolecta

La captura de los ejemplares en vida silvestre se llevo a cabo con el permiso federal
de la SEMARNAT (SGPA/DGVS/04315), para la recolecta de Staurotypus.triporcatus,
Kinosternon acutum, K. scorpioides cruentatum, K. leucostomum leucostomum, Frachemys
venusta venusta, Claudius angustatus, Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys areOlata y
Dermatemys mawii, con observacion visual en las lagunas del municipio de Centrg, en la
Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla, en la localidad Federico Alvarez de Jonuta‘y en
el Poblado Multe de Balancan, en el estado de Tabasco, Sureste de México. Los individuos
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recolectados, fueron mantenidos vivos en tanques de fibra de vidrio bajo las condiciones

necesarias de alimentacion y agua.

1.7.2. Desarrollo de una nueva técnica hematoldgica econdémica para tortugas
dulceacuicolas

Se extrajoymuestras sanguineas de la vena coccigea, Jenkins-Perez (2012), Campbell
(2015), Ballard y Cheek,(2017) en tres especies modelo de tortugas tropicales T. v. venusta,
S. triporcatus y R. areolata y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente se
aplico un disefio experimentalsbasado en comparacion de dos técnicas de fijacion de frotis
sanguineo (Metanol absoluto vs-Etanol desnaturalizado), asi como la comparacion de dos
métodos de tincidén de muestraspost-frotis fijados (Giemsa 10% vs Giemsa madre). Ambos
casos fueron evaluados por diferentes tiempos de exposicion de 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min para
los dos métodos de fijacion; mientras/ue para las tinciones se emplearon 1.0, 5.0, 10.0 y
20.0 min para Giemsa 10% y 5 s, 10 s3.20's y 30 s para Giemsa madre. Finalmente, las
muestras se analizaron y evaluaron por micrescopia Optica para determinar y caracterizar una

técnica hematoldgica nueva y econdmica-para células de tortugas dulceacuicolas.

1.7.3. Tamafo del Genoma por Analisis’"Nuelear en“Microscopia y Citometria

Se tomaron muestras de sangre periférica, y laS.preparaciones hematoldgicas se
fijaron en etanol desnaturalizado por 5 min, luego se dejaron“secar a temperatura ambiente
para después tefiirse con Giemsa (Merk®) al 10% (Kligerman & Bloom, 1977). Se
eliminaron los restos del colorante con agua destilada y se dejo6 secar a temperatura ambiente.
Las preparaciones hematoldgicas, se mantuvieron en porta laminillas a4°C hasta el analisis
bajo el microscopio Optico de acuerdo con las recomendaciones de.Galarza-Hernandez
(2017), con un microscopio optico AxioScope Al (Carl Zeiss®), equipado.conuna camara
digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss) y en conjunto con el software ZEN/2011 (Carl Zeiss®
MicroscopyGmbH, 2011). Para la determinacion del numero y tamafio de células con sus
respectivos ndcleos en micrometros, se utilizo la técnica dptica en campo claro y anélisis de
imagenes de eritrocitos, aplicando el método de citometria de Feulgen y modificacionessa las
técnicas de Lépez-Hernandez (2017) y Osorio-Pérez (2017).

1.7.4. Procedimiento de Cultivo “in vitro”
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La técnica de cultivo in vitro de sangre periférica de linfocitos que se empleo fue la
de Fujiwara et al. (2001) y atendiendo las modificaciones y recomendaciones de Majtanova
et al. (2017); la cual consiste en extraer 3 ml de sangre con una jeringa previamente
heparinizada.Jna vez extraido el plasma, se realizaron los cultivos sobre 5 ml de Medio,
suplementado.con, 10% de suero fetal bovino, 1% de solucidn antibidtica antimicética con
proporcion de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P en proporcion 90 mg/5 ml de
Medio, Kanamicina'con0.3 mg/5 ml de Medio y 0.175 ul de metanol al 10%. Todo lo anterior
en acuerdo con lo sefialad0yen el disefio de la Tabla 1. Después se dejo incubar por 120 hrs 'y
se agregaran 50 pl de colehicina al 0.1% por cada 5 ml de Medium. Se aplico tratamiento
con solucion hipotonica KCI 0.075 M durante 8 min. Posteriormente las muestras se fijaron
a 3:1 (3 de metanol y 1 de acido‘acético), haciendo tres recambios (Tabla 1); para finalmente
realizar la busqueda de dispersiones cromosdémicas bajo los criterios de seleccion

cromosOmica de Hernandez-Guzman (2018).

Tabla 1.1. Disefio experimental para el desartollo de preeedimiento de cultivo “in vitro” de sangre periférica de las
tortugas K. I. leucostomum, K. s. cruentatum y K_acutum.

Tratamiento Sangre Aislamiento  Medig\ ) Antibiético  Fitohematoglutinina ~ Temperatura  Replicas

periférica  de linfocitos de Por
cultivo especie
Control/a Si No No Si No 25°C 3
Al Si Si Si Si Si 25°C 3
Control/b Si No No Si No 28°C 3
Bl Si Si Si Si Si 28°C 3

1.7.5. Elaboracion de cariotipos y analisis estadistico

Las dispersiones cromosomicas, fueron analizadas y medidas en mictometros bajo el criterio
de Levan et al. (1964) para la elaboracion de cariotipos, con proporcion de brazos r=q/p,
indice centromeérico i=100(p/p+q) y la diferencia entre brazos cromosémicosd=r-1(10)/r+1,
donde “p” corresponde al brazo corto y “q” al brazo largo, para la caractérizaciéon de su
estructura y ultraestructura, ademas se elaboraran ideogramas utilizando el software’ldeoKar
de Mirzaghaderi y Marzangi (2015) y aplicando pruebas estadisticas acorde a los resultados

a través del software SigmaPlot® 12.3 de Systat Software Inc®.
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CAPITULO 11

TECNICA CITOLOGICA NOVEDOSA PARA EL ESTUDIO DE LAS CELULAS
SANGUINEAS EN LAS TORTUGAS TROPICALES Trachemys venusta venusta,
Staurotypus triporcatus Y Rhinoclemmys areolata

Javier Herndndez-Guzman!?, Viridiana Peraza-Gomez2, Manuel Pérez-de la Cruz?,

Magdiel, Torres-de la Cruz?, Arkady Uscanga-Martinez® & Lenin Arias-Rodriguez!

Resumen: Las tortugaS son organismos con alta vulnerabilidad por el impacto en los
ecosistemas y falta de conoeimiento bioldgico. Los estudios hematoldgicos en los quelonios,
son limitados por la carencia de técnicas-procedimientos especificos; por ello, se adoptan
metodologias que no siempre (resultan las apropiadas. Se compararon variaciones de la
concentracion de fijadores y del Colarante Giemsa vs tiempos de exposicion, sobre frotis
sanguineos de Trachemys venusta venusta, Staurotypus triporcatus y Rhinoclemmys
areolata. La comparacion de metanol abseluto (99.8%) vs etanol desnaturalizado (70%), se
realizé con exposicién de 0.5, 1.0,55.0 y 10 min.En los ensayos de tincion con Giemsa (10%),
se utilizo la exposicion de 1, 5, 10 y.20.min y enJos de Giemsa solucion madre la tincién de
5, 10, 20 y 30 s. Los resultados muestran, que el_incremento del tiempo de exposicion al
metanol incrementa significativamente ‘las” células.con. dafio en membrana y estructura
celular. En las muestras con etanol, se observaron bajes registros de atrofia. Durante la
tincion, se observo descenso significativo de eritrocitos sin_dafio en la membrana, con la
Giemsa al 10% vy el incremento de la tincion. Con la solucion madre de Giemsa, hubo
incremento de células sin dafio. EI mejor fijador, fue el etanol desnaturalizado y la tincion
recomendada es empleando tiempos de tincion cortos con Giemsa en/Solucion madre. Con el
método recomendado, sera posible obtener células sanguineas de alta calidad para estudios
en ciencia bésica, aplicada y en practicas clinicas.

Palabras clave: Hematologia, eritrocitos, metanol, etanol, tortugas dulceacuicelas.
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2.0 TECNICA CITOLOGICA NOVEDOSA PARA EL ESTUDIO DE LAS
CELUEAS SANGUINEAS EN LAS TORTUGAS TROPICALES Trachemys venusta
venusta, Staurotypus triporcatus Y Rhinoclemmys areolata

Abstract: Tropical turtles are one of the groups of vertebrates with the greatest vulnerability
in their natural environments. An experimental analysis was carried out using as a biological
model three species.of tropical freshwater turtles, Trachemys venusta venusta, Staurotypus
triporcatus and Rhineelemmys areolata based on two study phases, to identify the best
method of fixation and staining of blood smears. The first consisting of a comparison of
fixative (99.8% absolute methanol) vs denatured ethanol with denatonium benzoate (0.7 mg
100 mL) at 4 °C; applying expesure treatments for 0.5, 1, 5 and 10 min + Control in both
fixers, and the second, consistingcofla comparison of two staining methods: Giemsa 10%
with treatments of 1, 5, 10 and 20 min +_Control vs mother Giemsa with treatments 5, 10, 20
and 30 s + Control. In the first experiment,\the number of erythrocytes with damage to the
cell membrane by absolute methanol ranged from 12 erythrocytes from 0.5 min to 3108
erythrocytes at 10 min in T. v. venusta. In angther species, 19 atrophied erythrocytes were
identified from 0.5 min and 1 254 atrophied erythrocytes at 10 min in S. triporcatus; and 134
atrophied erythrocytes after 1 min and/1.470 atrophied erythrocytes after 10 min in R.
areolata. The samples treated with denatured.ethanol showed low records of atrophied
erythrocytes in the three species of turtles with significant/differences in Dunn's test P <
0.001. The second experiment based on staining, was characterized by presenting a decrease
in the number of healthy erythrocytes (without damage to the cell"membrane) using Giemsa
10% in the three species of turtles; of 234 erythrocytes from 1 minute of exposure to O
atrophied erythrocytes at 10 and 20 min of exposure to the dye in" W venusta; of 246
erythrocytes after 1 min of exposure to 0 erythrocytes in 20 min of exposure to,the dye in S.
triporcatus and of 641 erythrocytes after 1 min of exposure to 0 erythrocytes.in 20 min of
exposure in R. areolata. However, stem Giemsa staining revealed a higher number of healthy
cells, with significant differences in Dunn's test P < 0.001 in the three species of turtles. The
best fixation method in tropical freshwater turtle cells in this study was denatured ethanol
and the best staining method was using mother Giemsa.

Key words: Hematology; erythrocytes; methanol; ethanol; freshwater turtles.
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2.1 INTRODUCCION

Las tortugas o quelonios (Testudines), son un grupo de vertebrados acuéticos y
terrestres, ampliamente distribuidos en el mundo, habitando desde los arroyos, charcas, rios,
lagunas, mares; hasta los desiertos, bosques y selvas tropicales. A pesar de la diversidad de
ecosistemas, donde se pueden encontrar las maravillosas tortugas; los estudios biologicos y
ecoldgicos en el orden Testudines, es muy reducido, y al parecer, solo el grupo de las tortugas
marinas ha sido el queé™mas se ha estudiado; en diferentes disciplinas como son ecologia,
reproduccion, genética;dncluyendo los estudios celulares e intracelulares de sangre periférica
(Anderson et al., 2011; Flower'et al., 2018; Ramakrishnan et al., 2018; Sinaei et al., 2019).
Lo anterior, debido al desarrollo-creciente de proyectos de ecologia y conservacion, en zonas
costeras donde se distribuyen y Sexeproducen tales especies (Macip-Rios et al., 2015; Garcia-
Grajales etal., 2017). En la mayoriade as tortugas dulceacuicolas registradas, la informacién
cientifica es reducida, basicamente la{concerniente a la historia natural y biologia bésica
(Macip-Rios et al., 2015). Un caso excepeional, es el de la tortuga orejas rojas o (Trachemys
scripta), especie en la que se han'realizado“diversos estudios de biologia, entre los que
destacan los de citologia hematica (Martinez-Silvestre & Cuenca, 2011; Allender & Mitchell,
2013; Carrascal-Velasquez et al., 2014;"Hernandezet.al.,.2017; HadZzimusi¢ et al., 2020).
En el mundo hay aproximadamente 352 especies de“tortugas, siendo 345 especies son de
origen dulceacuicola y terrestre; y siete son especies mafinas, (Rhodin et al., 2021); del total
de registros 61 taxas (tortugas de agua dulce y terrestres) estan presentes en México
distribuidos en 45 especies, 13 géneros y siete familias (Macip-Riaqs et al., 2015).

En la regidn tropical del sureste mexicano, que comparte caracteristicas biogeograficas con
algunos paises de Centroamérica (Guatemala, Belice, El Salvador y Honduras), existen nueve
especies integradas en siete géneros, Kinosternon, Staurotypus, Claudius, Trachemys,
Dermatemys, Rhinoclemys y Chelydra (Flores-Villela & Garcia-Vazquez,.2014; Rhodin et
al., 2021); lamentablemente cada una de ellas esta en diferentes estatus de conservacion de
acuerdo con la norma oficial mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) y la Lista Roja de
Especies Amenazadas de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN, 2021). En estas especies, se han realizado y documentado pocos estudios formales,
limitindose al conocimiento de la alimentacion, distribucion geografica, fisiologia;

citogenética, manejo, parasitologia y reproduccion (Arias-Rodriguez et al., 2019). Sin
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embargo, se ha evidenciado que los programas de conservacion, requieren de amplio
conoeimiento de la biologia bésica de las especies sujetas a manejo; en dicho contexto los
estudiosshentatoldgicos son importantes de considerar, dado que se emplean basicamente
para el diagnostico de enfermedades (Zhang et al., 2011; Corrales-Ramirez & Caycedo-
Lozano, 2020), asi.también para el anlisis de otros atributos fisioldégicos, como son el estrés,
dafio celular, nivel de ploidia, contenido genético o gendmico, entre otros atributos celulares
de importancia biofogiea (Hadzimusi¢ et al., 2020; Machado et al., 2020; Radisic et al.,
2020). No obstante, estas metodologias han sido desarrolladas a partir de estandares para
humanos y otros mamiferos como los ratones, vacas, caballos, etc (Perpifian & Sanchez,
2009; Campbell, 2015). Algunastécnicas han sido adaptadas para su aplicacion en el estudio
hematoldgico en pequefios vertebrados; a través de diversos campos como la acuicultura en
amplia variedad de especies acuati¢as y en zootecnia para organismos herpetoldgicos, aves
y mamiferos (Stacy et al., 2011; Zhang.et al., 2011). Dada la importancia de los estudios
hematoldgicos, para la comprension de lagstructura y dinamica de las células sanguineas, las
adaptaciones de dichas metodologias no=si€mpre resultan con el procedimiento mas
apropiado, lo que resulta en detrimente-del tiempo, de recursos econdmicos y de falsas
interpretaciones. Actualmente, no hay-imetodologias_hematoldgicas especificas para los
Testudines o tortugas, ya que los métodos, estandar wutilizados parecen ser adecuados
Unicamente para observar y evaluar la morfologia celular=Sin embargo, la calidad de las
tinciones, basado en las observaciones de las imagenes publicadas, no es dptima, debido a
los artefactos originados por las propiedades quimicas, fisicas ysbioquimicas de las células
en cada especie (Dessauer, 1970; Snyder & Sheafor, 1999; Arikan‘& Cicek, 2010; 2014).

Lo anterior ha evidenciado la escasez de estudios hematolégicoes™ en las tortugas,
principalmente en las especies dulceacuicolas de origen tropical. Esta situacion ha motivado,
a través del presente estudio, el disefio comparativo de los métodos hematolégicos mas
utilizados en vertebrados, con el objetivo de establecer un procedimiento_especifico y
econdémicamente viable para especies dulceacuicolas. Para ello, se emplearon como modelo
bioldgico a tres especies de tortugas nativas del sureste mexicano, la jicotea Trachemys

venusta venusta, el tres lomos Staurotypus triporcatus y la mojina Rhinoclemmys areolata
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2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.2+Area de estudio, recolecta y marcaje

L.os_especimenes fueron recolectados por observacion visual del entorno silvestre en
acuerdo con.el siguiente esquema: las tortugas jicotea T. v. venusta (12 hembras y 10
machos), el tres'lomos S. triporcatus (ocho hembras y cuatro machos) y la mojina R. areolata
(9 hembras y 5 machos), fueron capturados por observacion y tomados manualmente de las
lagunas del Puebloy Huapacal de la Villa Luis Gil Pérez del municipio del Centro, de los
margenes de los pantanes de la Villa Sdnchez Magallanes, municipio de Cardenas y de los
humedales del poblado Federico Alvarez, municipio de Jonuta, respectivamente, todas las
localidades del estado de Tabasce, México. La recolecta de los ejemplares en vida silvestre
se llevo a cabo con el permiso_federal de la SEMARNAT (SGPA/DGVS/04315). Los
ejemplares se mantuvieron vivos durante y después de la investigacion, y en condiciones
Optimas de mantenimiento, calidad @e)agua y alimentacién en las Instalaciones del
Laboratorio de Acuicultura Tropical de“laUJAT. Después del proceso de aclimatacion y
reduccion de estrés, todos los“individuos=(48 tortugas) de las nueve especies fueron
debidamente marcados con un codigoyindividaal para cada ejemplar. La identificacion
taxondmica se baso en la nomenclatura-de.Leglersy Vogt (2013), Ernst y Barbour (1989),
Smith y Smith (1979) y atendiendo la®Ultima actualizacion en taxonomia, sinonimia,
distribucion y estatus de conservacion de todas)las especies de tortugas en el mundo de
Rhodin et al. (2021). Este proyecto de investigacion fue revisade y aceptado por la Comision
Institucional de Etica en Investigacion (Folio: 0985) de la_WJAT, en México. Se dio
cumplimiento a las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-059:SEMARNAT-2010, para
aquellas especies con estatus de proteccion: Sujeta a proteccion especial “‘Pr”’, Amenazadas
“A”y en Peligro de extincion “P” (SEMARNAT, 2019); asi como cumplimiento a las normas
NOM-126-ECOL-2000 (SEMARNAT, 2001a) y NOM-062-Z0O0-1999 (SEMARNAT,
2001b).

2.2.2. Extraccion de sangre y extendido celular
La sangre periférica se extrajo de la vena coccigea, desinfectando la region terminal
de la cola con algodon humedecido de alcohol etilico al 70% y en dependencia del peso‘de

cada espécimen; se empleo jeringas estériles de 0.5 ml para organismos con pesos entre 300-
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900 gryjeringas de 1 ml para especimenes con peso de uno a dos kg y de 3 ml para organismos
con pesos mayores a los dos y hasta los seis kg, extrayendo maximo 300 microlitros (pl) (0.3
ml) de sangre'por cada tortuga. Inmediatamente, se colocé una gota (20 pl aproximadamente)
de sangre sobre cada portaobjeto (45 portaobjetos por cada especimen) limpios y estériles,
luego fue extendida suave y homogéneamente evitando dafiar las células, secando cada

extendido celular,o frotis al aire a temperatura ambiente (28.0 + 0.5 °C) por 60 min.

2.2.3. Fijado post-frotis(Fase experimental 1)

Las muestras control,.consistieron en cinco frotis sanguineos sin tratamiento de
fijado, las cuales fueron analizadas inmediatamente después del secado de los extendidos
sanguineos. Para experimentar el efecto del tiempo de fijado, se prepararon dos fijadores, el
metanol absoluto al 99.8% y el fijader elaborado con etanol desnaturalizado con benzoato de
denatonio (0.7 mg/100 ml), ambos mantenidos a 4 °C (Figura 5). Posteriormente, los cinco
frotis sanguineos por tratamiento fueron=sumergidos a los tiempos (o tratamientos) de
exposicién de: 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0’min. Luege;fteron secados a 26+1.0 °C sobre una bandeja
de polipropileno, extrayendo cuidadosamente el exceso del fijador (metanol absoluto y etanol

desnaturalizado).

2.2.4. Tincion post-frotis (Fase experimental I1)

Las muestras control, fueron analizadas inmediatamente-después del secado del frotis.
Posteriormente, las muestras que fueron fijadas, se dejaron envejecer a temperatura ambiente
(28.0 °C) durante 12 h previo a la aplicacion del colorante. Subsiglientemente, se aplico la
tincion con Giemsa al 10% y con Giemsa en solucién madre. La Giemsa“al 10% o tincion de
Romanosky a 4.0 °C, se empled con modificaciones del protocolo devCampbell (2015),
utilizando buffer de fosfatos a pH 7.0 y las preparaciones citologicas fuerondenidas por 1.0,
5.0, 10.0 y 20.0 min, respectivamente. Para la tincién con Giemsa en soluciénymadre a 4.0
°C (sin diluyente), las muestras citoldgicas respectivas se expusieron a 5.0, 10.0,,20.0 y 30.0
s de tincidn con el colorante. Transcurridos los tiempos de tincion, a cada una de las muestras,
se les retird el exceso de colorante colocando las preparaciones citoldgicas en posiCign
vertical sobre un recipiente cilindrico de polipropileno, luego se aplicé agua destilada para

lavar los restos de colorante y permitir el escurrido y secado rapido (Figura 5).
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2.2.5-Microscopia optica y criterios de la calidad celular
Los campos hematologicos, fueron analizados utilizando las herramientas del modulo
de contraste ‘de fases en campo claro/oscuro y seleccionados al azar en el microscopio

AxioScope/Al (Carl Zeiss®) con el objetivo 10X+1.25X del Optovar (Carl Zeiss®

Microscopy GmbH, 2011). Despues, se fotodigitalizaron con el mdédulo de adquisicion de

imagenes de la ¢dmara AxioCam ERc5s con el objetivo 40X+1.25X del Optovar. Las

imagenes procedentes~de, la fase experimental I, se analizaron detalladamente con las
herramientas digitaleS ~para el procesamiento posterior y filtrado mediante canales

fluorescentes simulados dél programa ZEN/2011 (Carl Zeiss® Microscopy GmbH, 2011).

Las imagenes procedentes de lafase experimental 1, se analizaron detalladamente con las

herramientas digitales para el procesamiento posterior y filtrado de canales en campo claro

de los colores reales basado en les patrones de tincion de la Giemsa con el programa

ZEN/2011 (Carl Zeiss® Microscopy GmbH, 2011).

Los eritrocitos se evaluaron y contabilizaron, tomando dos criterios esenciales en la

integridad de la membrana celular:

a) Dafio en la membrana y citoplasma«celular (DMC): Son aquellas células eritrocitarias que
manifiestan alteraciones morfoldgicas..o perdida’ de simetria como son contraccion,
fractura del citoplasma, fractura de la membrana y-perdida parcial o total de la integridad
de la membrana celular. En estas dispersiones, las“células y el perimetro, muestran

presencia de residuos e impurezas de origen organico y bielégico.

b) Sin dafio en la membrana y citoplasma celular (SMC): Son aqueéllas células eritrocitarias
que no presentan alteraciones morfoldgicas del citoplasma, de la‘membrana y mantienen
simetria celular integra. Ademas, la coloracion del area nuclear, es homegénea con tincion
en tonalidad purpura o azul intenso. Por otro lado, las dispersiones celulares'y perimetro,
deben observarse (externamente) libres de impurezas (quimica o bialégica) como

estructuras refractarias, residuos de la tincion y bacterias.

2.2.6. Analisis de datos y estadisticos
Los valores obtenidos, se registraron en bases de datos individuales y les fueron

calculados, el promedio; y la desviacion estandar (D.E.) con el empleo del programa Excel
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para Windows (Microsoft® 2022). Los porcentajes, fueron calculados basados en la siguiente
formula; .Pcs=Ncs/Ntc (100); donde Pcs= Porcentaje de células sin dafio en la membrana
celular. Ncs= Numero de células sin dafio en la membrana celular por espécimen. Ntc=
Numero total.de células por espécimen.

Los porcentajes, .fueron analizados en acuerdo al cumplimiento de las pruebas de
homogeneidad y homocedasticidad con analisis de Kruskal-Wallis (K-W); y en el caso de
observase diferencias significativas (cuando P<0.05), se aplico la prueba de Dunn’s a P<0.05
(Zar, 1984), en todos los-Casos se empleo el programa SigmaPlot® (12.3 de Systat Software

Inc®).

2.3 RESULTADOS
2.3.1. Fijado post-frotis o Fase experimental |

El fijado de los frotis sanguineas.con etanol desnaturalizado y metanol absoluto,
permitié el analisis total de 57,626.células eritrocitarias; de las cuales 26,852 correspondieron
a los eritrocitos de la jicotea T. \ve#Venusta,¢15¢835 células de la tortuga tres lomos S.
triporcatus y 14,939 eritrocitos de la tortuga mojina.R: areolata (Tabla 2). En latortuga T. v.
venusta se registraron por efecto del empleo’del metanol absoluto desde 12 células con dafio
en la membrana celular, con tiempos de expesicién de<0.5 min y hasta 3108 eritrocitos
atrofiados por exposicion al metanol por 10 min. Las células_gue no mostraron dafios en la
morfologia de la membrana celular, se mostraron con frecueneia baja de 329 eritrocitos a los
10 min de exposicion. En S. triporcatus o tortuga tres lomos, seidentificaron 19 eritrocitos
con dafios en la membrana celular expuestos a metanol absoluto durante'0:5 min y hasta 1270
eritrocitos dafiados con el tiempo de exposicién de 5 min. En la tortuga tresllomos, las células
que se observaron sin dafio en la membrana celular, se notaron con registros, bajos de 78
eritrocitos a 10 min de exposicion al metanol absoluto. En el caso particular @€*la mojina o
(R. areolata), se analizaron muestras celulares sin dafios en la membrana celular’eniel grupo
control y a los 0.5 min de exposicién al metanol absoluto. No obstante, se registraron hasta
1470 eritrocitos atrofiados por exposicion de 10 min. La frecuencia méas baja de eritrocitos
sanos se observé a los 10 min, con solo 174 células, lo que representd el 10.5% del total
(Tabla 2).

35



Con_el empleo del metanol absoluto, se observo en relacién con los cuatro tiempos de
exposicion (0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min) en las tres especies analizadas, incremento significativo
(P=0.00%) y ‘progresivo del numero de células con dafio en la membrana celular (Dmc)
(Tabla 2). Tales resultados se vieron reflejados también, con el decremento significativo
(P=0.001) gradual en los porcentajes de células sin dafio en la membrana celular (Smc),
cuando el metanal fue empleado como fijador de las células sanguineas de las tres especies
ensayadas y en cualquiera,de los tiempos de exposicion comparados (Figura 6A, 6C y 6E).
La reduccion significativay(P=0.001) de los dafios sobre la membrana celular de las tres
especies analizadas, se observaron cuando el etanol como fijador fue empleado 0.5 min (30
s), siendo una observacion similar al comparase con los resultados observados en las
muestras control; debido a que.ambos formaron un grupo estadistico similar o grupo “a”
(Tabla 2, Figura 6A, 6C y 6E). En el€aso de los tratamientos de exposicion correspondientes
a 1 min, 5 min y 10 min, estos integraron los grupos estadisticos “b, ¢ y d” que fueron
congruentes con el incremento significativo (P=0.001) de los porcentajes de células con
dafios en la membrana celular (Tabla 2, Figura 6A, 6C y 6E).

Por otro lado, los frotis sanguineos‘dectas tres especies de tortugas, que fueron fijados con
etanol desnaturalizado mostraron reducidos efeCtos en las células eritrocitarias con
observaciones de ocurrencias de dafios enflas;membrana eelular desde cero (0%) y hasta tres
(0.11%) células de la tortuga T. v. venusta, de (0%) a 51(0:29%) células en S. triporcatus y
de 0 (0%) a 12 (0.79%) células en R. areolata, incluso_en, los tiempos de exposicion
prolongadas con 5 a 10 min. De esta forma, el andlisis estadistico manifestd que no hay
diferencias significativas (P=0.06) en los tiempos (0.5, 1.0, 5.0 y-20.0 min) de exposicion al
etanol en las muestras de T. v. venusta debido a que el namero y potcentajes (%) de células
sanas o sin dafios en la membrana celular en T. v. venusta, fueron elevados (P=0.06) (en
contraste con la reduccion de los porcentajes de células dafiadas), desde 2502 (100%), 2408
(99.9%), 2619 (99.8%), 2446 (99.9%) eritrocitos que fueron expuestos’ al etanol
desnaturalizado por 0.5 min, 1 min, 5 min y 10 min, respectivamente. Mientras.que, en la
tortuga S. triporcatus no se observo células eritrocitarias dafiadas (con frecuencia deiCere) en
las muestras sanguineas del control, de 0.5 min y 1.0 min de exposicion al etanol. En las
muestras que fueron expuestas al etanol 5.0 (0.20%) y 10 (0.05%) min se not6 reducido

namero y porcentajes de células con dafios en la membrana celular. Tales resultados
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contrastaron con el incremento (desde 100% Yy hasta 99.7%) y observacion de eritrocitos con
atributos.de células sanas o sin dafios en la membrana y estructura celular (intracelular y
extracelular),”que fueron expuestas al tiempo de 5y 10 min, comparativamente. Cuando
fueron cotejados por el analisis estadistico (K-W), manifestd la ausencia de diferencias
significativas'(P=0.06) en los cuatro tiempos de exposicion analizados.

En la tortuga mojina R. areolata, las muestras control y aquellas sometidas a 0.5 miny 1 min
de exposicion al etapel, desnaturalizado, mostraron ausencia de células con dafios en la
membrana y estructura e€lular (intracelular y extracelular) encontraste se observé en todos
los casos 100% de células sanas o con ausencia de dafios en la estructura intracelular; y
extracelular. En la mojina, al evaluarse los efectos de exposicion al etanol con 5y 10 min,
se observo frecuencia de células«€on dafios muy reducidos desde 7 (0.47%) y hasta 12
(0.79%) células afectadas por los tratamientos. En todos los casos la exposicion de las células
sanguineas de R. areolata al etanol, mastraron que no hay diferencias significativas entre los

tratamientos comparados.

Tabla 2. Numero de células con dafio y sin‘dafio enda membrana celular, que fueron expuestas a diferentes
tiempos de exposicion con metanol absoluto'y etanol’ desnaturalizado.

Medio fijadaer: Metanolabsoluto

T. v. venusta S. triparcatus R. areolata
T.e. Dmc Smc  Total Dmc Smc Total Dmc Smc Total
Control 0 25042 2504 0 1508? 1508 0 13942 1394
0.5 min 12 23432 2355 19 16442 1663 0 15632 1563
1 min 181 2927° 3108 284 1672° 1956 134 1386° 1520
5 min 1248 1804¢ 3052 1270 270° 1540 1078 303° 1381
10 min 3108 329¢ 3347 1254 78¢ 1332 1470 174° 1644
Total, de células: 14366 7999 7502
Medio fijador: Etanol desnaturalizado
T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
Control 0 25042 2504 0 15092 1509 0 14772 1477
0.5 min 0 25022 2502 0 15982 1598 0 14922 1492
1 min 2 2408? 2410 0 1575? 1575 0 14812 1481
5 min 3 2619° 2622 3 14607 1463 7 14742 1481
10 min 2 2446° 2448 5 1686° 1691 12 14942 1506
Total, de células: 12486 7836 7437

T.e.= Tratamiento experimental, Dmc= Dafio en la membrana celular, Smc= Sin dafio.en la membrana
celular, min= minutos. Literales iguales en cada grafico, representa que no hay diferencias.significativas
con P <0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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areolata (e, f). Literales iguales en cada grafico,

representa que no hay diferencias

significativas con P <0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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2.3.2/Tincion post-frotis con Giemsa madre y Giemsa 10 % (Fase experimental 11)

La segunda fase experimental se baso en el analisis de 54191 células eritrocitarias,
correspondiendo a 24239 eritrocitos de T. v. venusta, 15161 eritrocitos de S. triporcatus y
14791 células-rojas de R. areolata (Tabla 3, Figura 7). En dicho sentido, en la tortuga T. v.
venusta, se identificd incremento significativamente elevado del nimero y porcentajes de
eritrocitos atrofiadaside la membrana celular desde cero en las muestras control y hasta 2336
células (100%); en“centraste con la reduccion significativa del nimero y porcentajes de
células sin dafio en la membrana celular desde 2504 (100%) y hasta de cero (0%), todo ello
acorde con el incrementddedos tiempos (1, 5,10 y 20 min) de tincién o exposicion al
colorante Giemsa al 10% (Tabla.3, Figura 7).

En la tortuga S. triporcatus, se identifico ausencia (cero) de células dafiadas en las muestras
analizadas del control, mientras se'notd. 1262 (83.6%) eritrocitos atrofiados o con dafio en la
membrana celular (Dmc) después de que fueran tefiidos o expuestosl min a la tincién de
Giemsa al 10%; asi tambien a los 5 ‘min de exposicion 1171 (75.5%) células fueron
observadas con DMC, con exposi¢ion de ¥0:min 1362 (97.0%) eritrocitos se observaron
atrofiados y a los 20 min de exposiciépotincionecon Giemsa al 10%; 1339 eritrocitos (100%)
se registraron con DMC. En los tratamientos amalizados en S. triporcatus, se observo
decremento significativo del nimero y delos~porcentajes de células sin dafio (CMC) en la
membrana celular desde 242 (16.3%) celulas€on 1 min“de-exposicion, 376 (24.2%) con 1
min, 39 (2.78%) eritrocitos con 10 min y cero células (0.0%)(Tabla 3, Figura 7). Por otro
lado, en la tortuga R. areolata se obtuvieron cero registros o ausencia de dafios en la
membrana celular de aquellas muestras del tratamiento control;zregistros de 972 (60.2%)
eritrocitos con dafios en la membrana fueron observados con 1 min“de exposicion a la
solucion de Giemsa 10%, 914 (70.3%) células con dafios se registraron a_los 5 min de
exposicion, con 10 min de tincion 1332 (94.2%) células rojas fueron observadas con dafios
en la membrana celular y 1451 (100%) células dafiadas se registraron cons20. min de
exposicion a la solucion de Giemsa 10% (Tabla 3, Figura 7).

En los tratamientos con 1, 5, 10 y 20 min en R. areolata; se observo también decremento
significativo del numero y porcentajes de células sin dafio en la membrana celular con el
incremento del tiempo de exposicion de las muestras celulares a la tincion o exposicion. al

colorante Giemsa al 10% (Tabla 3, Figura 7). Con el analisis estadistico de Kruskal-Wallis y
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la prueba a posteriori de Dunn’s, en todas las especies y en todos los tratamientos de 1, 5, 10
y 20-min de tincion con Giemsa 10%, se observo diferencias significativas (P < 0.001)
respecto.a las‘'observaciones en las muestras celulares del tratamiento control (Tabla 3, Figura
7).

Por otro lado,.en las muestras que fueron tefiidas con Giemsa en solucion madre (Figura 9);
las observaciones realizadas mostraron ausencia (cero=0) de eritrocitos atrofiados (0 100%
de células sin dafio‘en-ta membrana celular) en el tratamiento control y en las muestras del
tratamiento con 5 segundaSy(5 s) exposicidn a la tincion de solucién madre en las tres especies
de tortugas dulceacuicolas(T. vsvenusta, S. triporcatus y R. areolata (Tabla 3, Figura 9). Por
el contrario, en los extendidos celulares de las tres especies de tortugas dulceacuicolas, se
observd incremento significativa_(P£<0.001) del namero y de los porcentajes de células con
dafos en la membrana celular con ekincremento del periodo (10, 20 y 30 segundos) de tincién

con Giemsa en solucion madre (Tabla 3;\Figura 8).

En la tortuga jicotea T. v. venusta,.a los*10 s, 20 s y 30 s se registraron 11 (0.42%), 184
(7.55%) y 881 (34.3%) células respectivamente con dafio en la membrana celular (Dmc).
Mientras que en el tres lomos S. tripareatus, a les40 s, 20 sy 30 s de tincidn se observaron
41 (2.85%), 101 (5.98%) y 370 (18.7%)/células con’Dmc respectivamente. Asi también en
la tortuga mojina R. areolata a los 10 s, 20 s{y 30 s de tincién con Giemsa en solucién madre,
se observaron 135 (8.68%), 317 (19.6%) y 729.(52.8%) celulas con dafios en la membrana
celular eritrocitaria respectivamente. Por el contrario, se observ@.incremento significativo de
los porcentajes de células sin dafio en la membrana y estructura‘Celular con el decremento en
los tiempos (10 s, 20 s y 30 s) de exposicion al colorante Giemsa en.solucion madre desde
100 % de eritrocitos sin dafios en membrana en el tratamiento control y/a.les 5 s de exposicion
en las tres especies de tortugas, T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata; lo cual fue
comprobado al no existir diferencias significativas después de aplicar la prueba.Dunn’s (P<
0.001) en tales tratamientos (Tabla 3, Figura 8). Por otro lado, los tratamientos'de<10 s, 20 s
y 30 s con la prueba de Dunn’s (P<0.001), manifestaron diferencias significativas ep-relacion

con el resto de tratamientos.

40



Tabla 3. Resultados de la fase experimental |1 y respuesta de la estructura celular expuesta a dos
métedos.de tincion.

Tincion: Giemsa 10%

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
T.e. Pmc Smc Total Dmc Smc Total Dmc Smc Total
Control 0 25042 2504 0 14502 1450 0 14412 1441
1 min 2045 234° 2279 1262 246° 1508 972 641° 1613
5 min 2299 225°¢ 3108 1174 376° 1550 914 385°¢ 1299
10 min 2275 ¢ 2275 1362 39 1401 1332 81¢ 1413
20 min 2336 ¢ 2336 1339 0e 1339 1451 0e 1451
Total de células: 11918 7248 7217
Tincién: Giemsa madre
T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
Control 0 25042 2504 0 14022 1402 0 13732 1373
5s 0 2237? 2237 0 14112 1411 0 1490° 1490
10s 11 2577° 2588 41 1396° 1437 135 1419b 1554
20s 184 2251° 2435 101 1586° 1687 317 1294¢ 1611
30s 881 1676¢ 2557 370 1606¢ 1976 729 817¢ 1546
Total de células: 12321 7913 7574

T.e.= Tratamiento experimental, Dmc= Dafio en membrana celular, Smc= Sin dafio en membrana celular,
min= minutos, s= segundos. Literales iguales.en cada grafico, representa que no hay diferencias
significativas con P < 0.05 y en caso‘cOntrario las diferencias existen.
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Figura 7. Células hematopoyetlcas con pérdida severa de S|metr|a en la estructura
extracelular, intracelular y del citoplasma por efecto del metanol (a, c, €) y tincién-con
Giemsa al 10% (b, d, f) en las tortugas tropicales T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y

R. areolata (e, f). La barra en cada microfotografia equivale a 10 pm.
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Figura 9. Células hematopoyéticas con la estructura celular iﬁtegra y normal de.muestras
sanguineas de tres especies de tortugas dulceacuicolas T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c,
d) y R. areolata (e, f), que fueron tratadas con el mejor procedimiento de fijado (etancl
desnaturalizado, 5 min) y tincién (Giemsa madre, 10 s). La barra en cada microfotografia

equivale a 10 um.
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2.4. DISCUSION

En eleaso particular de la tinciéon de Giemsa diluida al 10%, ademas de requerir mas tiempo
expuestoral.colorante, esta técnica tiene mayor impacto en la integridad de las membranas
celulares, llegando a registrar hasta 100% de células con alguna alteracion en su morfologia
a los 20 min devexposicion en las tres especies de tortugas, y en el caso particular de T. v.
venusta, esta condiCion se presento a partir de 10 min de exposicion.

Estudios previos dirigidos,a la simulacion de dinAmica molecular de células, sostienen que
la presencia de alcoholes.puede causar estrés reflejados en la membrana celular, los cuales
actian como surfactantes € incrementando la interaccion entre el area superficial y el nimero
de cadenas hidrofilicas que conforman la membrana (Wittenberg et al., 2008; Rivera & Lima,
2013). Lo anterior, explica el efecto desorbedor e irregularidades en el mecanismo de la
membrana celular cuando son expuestos a diferentes tipos de alcoholes como metanol vy el
etanol (Gurtovenko & Anwar, 2009; Kayelet al., 2011; Rivera & Lima, 2013). Otros estudios
en simulacion de dinamica molecular entre"alcoholes como el etanol y metanol sugieren que
el etanol tiene mayor efecto sobre/as propiedades estructurales de la membrana celular a
escalas de prolongacion expuesta a‘nanesegundos, especificamente impactando a la bicapa
lipidica, ocasionando mayor fluidez y permeabilidad en su funcionalidad (Patra et al., 2006;
Collin et al., 2014). Ademas, estudios €xperimentales: en farmacos aplicados a células
cancerigenas, apuntan que los alcoholes (etanol)y metanol),tienen efectos adversos en las
células, inhibiendo la proliferacion celular a concentraciones-elevadas, sin embargo, este
efecto se reduce al disminuir las concentraciones de estos alcoheles a 0.15 y 2.5% (Nguyen
et al., 2020).

También, se ha documentado que la presencia de alcoholes ocasiona“deformacion de la
membrana celular de los eritrocitos a bajas concentraciones que van de'Q.5 a 5% en metanol,
0.5 a 7% en etanol y propanol, asi como 0.5 a 2% en butanol, existiendo diferentes niveles
de hemolisis de acuerdo a la concentracion de estos alcoholes (Sonmez et alf, 2013). Dicho
modelo experimental aplicado en eritrocitos, concuerda con el presente estudio a.una escala
de concentracion mas alta con etanol desnaturalizado (70%) y metanol absoluto#(99:8%)
expuestos a tiempo mas prolongados de 0.5 a 10 min, siendo el metanol absoluto el"que
ocasiona mayor dafio a la membrana de las células en el proceso de fijacion de los frotis

sanguineos. Nuestro estudio difiere con el trabajo de Sonmez et al. (2013), donde reporta
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mayor“dafio a la membrana celular por etanol y efecto nulo en la membrana celular por
presencia de metanol, al igual que Mesquita et al. (1999), donde sefiala que el etanol puede
llegar a4producir cambios en la membrana celular y el citoesqueleto de eritrocitos por la
adsorcion de.macromoléculas, cargas superficiales, empaquetamiento de lipidos y proteinas
de la membrana‘y.anomalias en la bomba electrolitica. Lo anterior puede deberse a técnicas
experimentales distintas, ya que el estudio de Sonmez et al. (2013) fue realizado exponiendo
las muestras de sangre;~suspendiendo y diluyendo directamente en los alcoholes (metanol,
etanol, 1-propanol, 1-butanel) y aplicado a células humanas, mismas que han sido estudiadas
posteriormente en muestras sanguineas de voluntarios en Corea del Sur (Lee et al., 2015).
Asi mismo, las membranas celdlares que reportamos en las especies T. v. venusta, S.
triporcatus y R. areolata presentaron etapas de comportamiento bifasico, aumentando el
dafo a la membrana celular y despugs disminuyendo el dafio conforme aumentaba el tiempo
de exposicion a los dos tipos de alcaholes (Etanol desnaturalizado y metanol absoluto),
comportamiento que ha sido reportadoien estudios de curvas de elongacion y tensién
tangencial de alcoholes en eritrocites (Sonmezet al., 2013; Lee et al., 2015).

Por otro lado, actualmente no existencestudios/que comparen la calidad de los eritrocitos
tefiidos y la calidad de imagen de los campos hematologicos, los cuales, se manifiestan con
distintos tipos de morfologia en la membrana celular'de eritrocitos y otras celulas. Estos
efectos aun no han sido caracterizados desde €l punto de’ vista anatomico o morfoldgico en
los eritrocitos, por lo que, solo puede compararse actualmente,a células con algun tipo de
deficiencia y con una asociacion clinica de células humanas (Tyrrell et al., 2021). Este trabajo
no aborda dicha caracterizacion, sin embargo, abre un paradigmapara estudios posteriores
en la citologia experimental de las tortugas.

Sin embargo, es posible describir y comparar la calidad de las im&genes que esta nueva
técnica ofrece con otros estudios hematoldgicos aplicado a diferentes especies, donde la
membrana celular de los eritrocitos presentan anormalidades en su_ymorfologia,
presumiblemente por un inadecuado método de fijacion o tincion; dichas evidencias han sido
publicadas de manera indirecta en diferentes especies de organismos acuaticos come, los
peces Clarias batrachus, Heteropneustes fossilis, Anabas testudineus, Channa punctatus,
C. striatus, Oreochromis niloticus, Labeo rohita, Catla catla, Cirrhinus mrigala, C. reba y.

Notopterus notopterus (Osman et al., 2018; Acharya & Mohanty, 2019). Mientras que, en
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otros-€estudios se pueden encontrar evidencias en microfotografias de eritrocitos tefiidos
incorreCtamente, las cuales pueden llegar a tener baja diferenciacién de coloracién entre el
ndcleo yda membrana celular, asi como alteraciones en la morfologia de la membrana celular,
principalmente- en la tortuga Lepidochelys olivacea (Ramirez-Acevedo et al., 2012;
Ramakrishnan.et al., 2018).

En conclusion, se determind que el etanol desnaturalizado es el medio fijador que causa el
menor impacto en lamembrana celular de eritrocitos con exposicion a tiempo de 0.5 a 10
min en las tres especies de tortugas dulceacuicolas T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata.
En la segunda fase experimental, se determin6 que el método de tincion mas eficiente y
rapido es empleando el colorante Giemsa madre a 5 (s) de exposicién. Ademas, con los
resultados obtenidos en este estudie; se elabord este nuevo protocolo de frotis sanguineo para
el estudio hematoldgico de tortugas;dulceacuicolas:

Ubicar la vena coccigea. Lavar la zona de puncion con agua de grifo, hasta eliminar la posible
suciedad. Limpiar la zona de puncién €on torundas y alcohol al 70%. Dejar reposar un
minuto. Preparar la jeringa esterilizada de acuerdo a las medidas de los ejemplares (0.5 ml
para organismos con peso de 0.400-0.900 kg, 1'ml para especimenes con peso de 0.901-2.000
kg y 3 ml para organismos con peso de-2:001-6.000 kg). Insertar de uno a dos cuartos de la
aguja de jeringa en un angulo de 45°. Extraer la cantidad de sangre requerida, segun las
réplicas en el estudio y el tamafio de los ejemplares de tortugas. Retirar la jeringa y colocar
una torunda por un minuto en el sitio de puncidén para_prevenir infecciones. Preparar
portaobjetos debidamente limpios para depositar las muestras<Sanguineas y portaobjetos
guias para la extension de la sangre. Depositar aproximadamente 40 pl de sangre en el
portaobjeto. (Esto disminuye el nimero de células traslapadas y una mejor extension de las
ceélulas). Realizar el frotis a toda longitud del portaobjeto. Etiquetar debidamente el frotis
sanguineo. Dejar secar las muestras a temperatura ambiente por 60 min, en_una'zona aislada
y libre de polvo. Preparar alcohol desnaturalizado con benzoato de denatonio (0.7 mg/100
ml) en frio a 4 °C. Sumergir las muestras de frotis sanguineo en alcohol desnaturalizado en
un rango de 0.5 a 5 min. Este rango, es el ideal para fijar los frotis sin que las’células
(eritrocitos) reciban algin dafio en la membrana celular. Transcurrido el tiempo de fijado,
retirar el portaobjeto sumergido y escurrir el excedente de alcohol desnaturalizado ‘en

posicion vertical. Secar las muestras a temperatura de 26x1.0 °C durante 60 min (tiempo
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minim0) o envejecer las muestras de 12 h (tiempo minimo) a 24 h (tiempo maximo) en una
zona-aiSlada y libre de polvo (Es una recomendacion basada en experiencias previas de este
autor). Afiadir colorante Giemsa madre de forma homogénea en el portaobjetos. Tefiir las
muestras fijadas con Giemsa madre en un rango de 5 a 10 s. Retirar el colorante y escurrir el
excedente. Enjuagar el portaobjeto con la muestra tefiida con agua destilada. Evitar usar agua
de grifo para prevenir posible contaminacion. Escurrir la muestra, colocando el portaobjeto
de forma vertical por 5'min. Dejar secar las muestras a temperatura de 26+1.0 °C durante 60
min. Observar en el nmiergscopio Optico. La calidad de las microfotografias de las muestras
sanguineas fijadas y tefiidas com este nuevo protocolo deben ser igual o similar a la Figura 9,

aplicado a T. v. venusta, S. triporecatus y R. areolata.
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CAPITULO I

ESFUDIO DEL CONTENIDO DE ADN Y EL TAMANO DEL GENOMA EN
NUEVE ESPECIES DE TORTUGAS DULCEACUICOLAS TROPICALES

Javier Herndndez-Guzman?, Viridiana Peraza-Goémez? & Lenin Arias-Rodriguez?

Resumen: En este estudio se aborda nuevo conocimiento sobre la genética de las tortugas
dulceacuicolas tropicales,sprincipalmente en Tabasco, sureste de México. Existen diversos
reportes de la composicion-del genoma en tortugas en el mundo, pero las nueve especies de
tortugas que habitan en Tabased.no tienen informacién genética de este tipo. EIl objetivo de
esta investigacion fue identificar el~contenido de ADN y calcular el tamafio del genoma
inédito en nueve especies de tortugas dulceacuicolas y aportar nuevo conocimiento a la
genética de estas especies. El contenidovde ADN 2C en picogramos (pg) y el tamafio del
genoma TG en pares de bases (pb) y Mega pares de bases (Mpb) en las tortugas fue:
Kinosternon leucostomum leucostomum 2C=5.30 pg y TG= 5. 18 pb (5183.40 Mpb), K.
acutum 2C=6.82 pgy TG=6.67 pb (6669.96 Mpb); K. scorpioides cruentatum 2C= 7.30 pg
y TG=7.13 pb (7139.40 Mpb), Saturotypus triporcatus2C=7.43 pgy TG=7.26 pb (7266.54
Mpb), Claudius angustatus 2C= 7.58 pg y TG= 7.44" ph (7413.24 Mpb), Rhinoclemmys
areolata 2C=5.85 pg y TG=5.72 pb (5721.30.Mpb), Trachemys venusta venusta 2C= 5.36
pgy TG=5.24 pb (5242.08 Mpb), Dermatemys mawii 2C= 6.56'pg y TG= 6.41 pb (6415.68
Mpb) y Chelydra rossignonii 2C=4.99 pg y TG= 4.88 pb (4880.22,Mpb). Adicionalmente,
se identificaron tortugas con poliploidia celular. En este trabajo proponemos dos hipotesis
principales que podrian dar respuesta a estos resultados, como es el+€ase, de la hibridacion
natural o la exposicion a contaminantes genotoxicos; por lo que tenemes una mejor
comprension sobre el contenido de ADN en las tortugas dulceacuicolas que habitan en el

sureste mexicano.

Palabras clave: Aneuploidia, genoma, poliploidia, tortugas dulceacuicolas.
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3.04ESTUDIO DEL CONTENIDO DE ADN Y EL TAMANO DEL GENOMA EN
NUEVE ESPECIES DE TORTUGAS DULCEACUICOLAS TROPICALES

Abstract: This,study presents new knowledge about the genetics of tropical freshwater
turtles, primarily in-Tabasco, southeastern Mexico. While there are numerous reports on the
genome composition” of turtles worldwide, the nine turtle species inhabiting Tabasco lack
such genetic information~The aim of this research was to identify the DNA content and
estimate the size of the previously unpublished genome in nine freshwater turtle species,
contributing new knowledge to the genetics of these species. The 2C DNA content in
picograms (pg) and the GS genome;size in base pairs (bp) and megabase pairs (Mbp) in the
turtles was: Kinosternon leucostomum leucostomum 2C=5.30 pg and GS=5.18 bp (5183.40
Mpb), K. acutum 2C= 6.82 pg and GS=:6.67 bp (6669.96 Mbp), K. scorpioides cruentatum
2C=7.30 pg and GS=7.13 bp (7139.40 Mbp), Saturotypus triporcatus 2C=7.43 pg and GS=
7.26 bp (7266.54 Mbp), Claudius.angustatus.2G= 7.58 pg and GS= 7.41 bp (7413.24 Mbp),
Rhinoclemmys areolata 2C= 5.85 pg“and.GS='5:72 bp (5721.30 Mbp), Trachemys venusta
venusta 2C=5.36 pg and GS= 5.24 bp(5242.08 Mbp), Dermatemys mawii 2C= 6.56 pg and
GS= 6.41 bp (6415.68 Mbp) and Chelydra_rossignonii 2C= 4.99 pg and GS= 4.88 bp
(4880.22 Mbp). Additionally, turtles with cellular polypleidy were identified. In this work
we propose two main hypotheses that could explainw=these results, such as natural
hybridization or exposure to genotoxic contaminants; Therefore, we have a better
understanding of the DNA content in freshwater turtles that inhabitSoutheastern Mexico.

Key words: Aneuploidy, genome, poliploidy, freshwater turtles, Tabasco.
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3.1 INTRODUCCION

Enyel estado de Tabasco, sureste de México, habitan en total nueve especies de
tortugas dulceacuicolas que se distribuyen en cinco familias: pochitoque comun Kinosternon
leucostomum Jeucostomum leucostomum, pochitoque escorpion K. scorpioides cruentatum,
pochitoque jahuactero K. acutum, tortuga tres lomos S. triporcatus y la tortuga taiman
Claudius angustatus en‘la familia Kinosternidae; la tortuga chiquiguao Chelydra rossignonii
de la familia Chelydridae; la tortuga blanca Dermatemys mawii de la familia
Dermatemydidae; la tortuga hicotea T. v. venusta de la familia Emydidae y la tortuga mojina

R. areolata de la familia Geeemydidae (Barragan-Vazquez et al., 2022).

A pesar de que estas especies se’encuentran con estatus de conservacion por la norma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 con la excepcion de C. rossignonii y T. v. venusta
(Barragan-Vazquez et al. 2022), en Tabasco existen muy pocos estudios de genética en las
tortugas dulceacuicolas (Zenteno-Ruiz et-al., 2019), como los estudios cromosémicos y
cariotipicos en las tortugas K. I. ledeostomum,-Ss triporcatus y T. v. venusta de Hernandez-
Guzman et al. (2014, 2015, 2019) y“los.estudios’ de variacioén genética poblacional en D.
mawii de Gallardo et al. (2019) y en T:v. venusta de‘Recino-Reyes et al. (2020).

Otro estudio que aportaria informacion ‘relevante a la-genética de estas tortugas es el
contenido de ADN o valor C para calcular el tamafio del genoma, el cual se define como el
contenido de ADN de un genoma holoploide con nimere”cromosémico n, es decir, de
acuerdo con la informacion cuantitativa el nimero del prefijo.que, indica el nivel de ADN
puede variar de 1C, 2C, 4C, entre otros (Greilhuber et al., 2005), @si como la naturaleza del
organismo o de su dindmica celular y genética como en los individuos hibridos y los

poliploides espontaneos (Greilhuber & Dolezel 2009).

En las tortugas dulceacuicolas existen numerosos reportes del contenido de ADN o valor C,
los cuales han sido analizados y calculados con diversos métodos y herramientas como
citometria de Feulgen, citometria de flujo, fluorometria de célula estatica, densitometria por
andlisis de imagen Feulgen y flujo cariotipico entre otras variantes, asi como la base de.datos
“Animal Genome Size Database (AGSD)” que recopila los avances del contenido de ADN
en las especies, complementado con informacion inédita (Dolezel et al., 1998; Kasai et al.,

2012; Gregory, 2023). Sin embargo, las nueve especies de tortugas dulceacuicolas nativas
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que habitan y se distribuyen en el estado de Tabasco, en el sureste de México, no tienen
registros.del contenido de ADN o valor C, incluyendo la base de datos AGSD (Gregory,
2023).

En este estudies-aplicamos el método de citometria de Feulgen por su utilidad y practicidad,
es decir, por la“ventaja de visualizar nucleos interfasicos G1 individuales, control de
imagenologia, por.lascalidad en el almacenamiento de muestras a largo plazo y la nula
presencia de picos residudles en el histograma (Dolezel et al., 1998; Greilhuber, 2008), con
el objetivo de determinar,el contenido de ADN 2C en picogramos “pg”, calcular el tamafio
del genoma en pares de bases*pb” y Mega pares de bases “Mpb”, y otros caracteres genéticos

adicionales en todas las especies.de tortugas dulceacuicolas de Tabasco, en México.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Area de estudio y recolecta

Se recolectaron 127 individues de tortugas dulceacuicolas tropicales por observacion
visual en ambiente silvestre, distribuidas en nueve especies: la tortuga mojina Rhinoclemmys
areolata (29: 19 hembras y 10 machaes), la hicotéa T. v. venusta (22: 12 hembras y 10
machos), el tres lomos S. triporcatus (12: ocho hembras y cuatro machos), el pochitoque
comun K. I. leucostomum (15: siete hembras y ocho machos), el pochitoque jahuactero K.
acutum (10: seis hembras y cuatro machos)y el pochitogque escorpion K. scorpioides
cruentatum (10: siete hembras y tres machos), el taiman C.“angustatus (10: cuatro hembras
y seis machos), el chiquiguao C. rossignoni (nueve: tres hembras.yseis macho) y la tortuga
blanca D. mawii (10: cinco hembras y cinco machos). Las tortugas.fueron observadas y
recolectadas manualmente de las lagunas del Pueblo y Huapacal de 1a"Villa Luis Gil Pérez,
asi como el &rea conservada de tintal de la Division Académica de Ciencias Biologicas de la
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del Centro, de los
margenes de los pantanos de la Villa Sdnchez Magallanes, municipio de Cardenas, de los
humedales del poblado Federico Alvarez, municipio de Jonuta y de las lagunas tres4gmos en
los pantanos del municipio de Centla, todas las localidades del estado de Tabasco, México.
Los individuos recolectados, se mantienen vivos y en condiciones 6ptimas de mantenimiento;
calidad de agua y alimentacion en las instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical

de la UJAT. La identificacion taxonémica, se basé en la nomenclatura de Legler y Vogt
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(2013); Ernst y Barbour (1989), Smith y Smith (1979) y atendiendo la Gltima actualizacion
en taxenomia, sinonimia, distribucion, estatus de conservacién y lista anotada de las especies
de tortugas.dulceacuicolas en el mundo (Rhodin et al., 2021). Todas las especies fueron
tratadas defaeuerdo a los estandares bioéticos nacionales, cumpliendo con las normas
oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000 y NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT 2019). Este documento se realizé con el permiso federal de colecta de
SEMARNAT SGPA/PGVS/04315/11, y con la aprobacion de la Comision Institucional de
Etica en Investigacion~<GIEI” con ntimero de Folio: 0985, por la Universidad Juarez

Autonoma de Tabasco, en(Meéxico.

3.2.2. Muestra sanguinea, fijado.y tincion

La muestra de sangre se“extrajo de la vena coccigea, desinfectando la region
seleccionada con algodon humedecido/de alcohol etilico al 70%; de acuerdo al peso de cada
espécimen se utilizaron jeringas estériles:0:5 ml para organismos de 300-900 g, jeringas de
1 ml para especimenes de 2 kg y«de’3 ml paraiorganismos con peso de 2 a 6 kg, extrayendo
méaximo 300 microlitros (0.3 ml) de"sangre por ¢ada tortuga. Inmediatamente, se coloc6 una
gota (40 ul aproximadamente) de sangre.individualmente en tres portaobjetos (por cada
espécimen) limpios y estériles, efectuandoel, deslizamiento por capilaridad, extendiendo
suave y homogéneamente. Los frotis sanguin€os se dejaren secar a temperatura ambiente
(29.0 £ 0.5 °C) por 60 min. Después, los frotis sanguineos fueron fijados con etanol
desnaturalizado con benzoato de denatonio (0.7 mg/100 ml) a 4.°C por 1 min. Después, las
muestras fijadas se dejaron secar a 29+1.0 °C y envejecer duranted?2 h. Por altimo, todas las
muestras fueron tefiidas con colorante Giemsa madre, dejando a exposicion durante 10 s,
posteriormente, las muestras fueron lavadas con agua bidestilada para eliminar el exceso de

colorante y dejando secar a 27+1.0 °C.

3.2.3. Elaboracidn de muestras por microscopia electronica de barrido (MEB)

Las muestras fueron lavadas con buffer de fosfatos (PBS) con el fin de eliminar los
restos del fijador (descrito en el apartado anterior), para ello las muestras fueron
centrifugadas a 1000 r.p.m. durante 5 min. Posteriormente fueron colocadas en etanol al

100% antes de ser sometidas al punto critico de secado con el equipo CPD-030 Dryer (Bal-
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Tec AG Balzers, Liechtenstein). Después, las muestras fueron recubiertas con oro-paladio,
mediante, dispersion con la recubridora SCD-050 Sputter Coater (Bal-Tec AG Balzers,
Liechtenstein). Las preparaciones de eritrocitos se escanearon y digitalizaron con el
Microscopio.Electronico de Barrido 6380- LV (JEOL Ltd. Japan) a 25 V del Departamento
de Zoologia de'la,Facultad de Ciencias en la Universidad de Charles en Praga, Republica
Checa (Union Europea), Los mejores campos de eritrocitos fueron seleccionadas y analizadas
para su biometria ndclear (Arias-Rodriguez, 2007; Lopez-Herndndez, 2017).

3.2.4. Microscopia Optica’y biometria nuclear

Se utiliz6 un microscopio-Optico Carl Zeiss®, equipado con camara digital AxioCam
ERc5s (Carl Zeiss), utilizando el objetivo de 10x para la busqueda de dispersiones celulares
(eritrocitos) y el objetivo de 40x"+"1.25x optovar para la toma de microfotografias. Las
mejores imagenes fueron seleccionadas )y tratadas para su optimizacion en el software
ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH;2011). La medicion del drea nuclear en um?, fue
elaborado con el software Imaged 1.53t (National Institutes of Health, USA). Las matrices
de mediciones nucleares se llevaron‘a-cabo conMicrosoft® Office Excel LTSC Profesional
Plus 2021.

3.2.5. Tamafio del genoma por andlisis nucléanen mieroscopia y citometria

Para calcular el tamafio del genoma de las nueve espgeies de tortugas dulceacuicolas
tropicales de Tabasco, primero se determind el peso en pieogramos (pg) del nicleo
interfasico G1 por citometria de imagenes de Feulgen (Olmo, 1976), empleando la siguiente
formula modificada para reptiles, partiendo del modelo original de DoleZel y Bartos (2005):
2C ADN= [(Media del area nuclear G1 de la muestra de especie en estudio) / (Media del area

nuclear G1 de la muestra estandar)] x Contenido 2C ADN de la muestra estandar en pg.

Donde: La media del area nuclear G1 de la muestra de especie en estudio, corresponde
a la especie de tortuga. La media del area nuclear G1 de la muestra estandar utilizada,
correspondié a células sanguineas de clones de Oncorhynchus mykiss con registro
previamente calculado de 17.97+1.32 um? (Tabla 4). El contenido de ADN de la muestra
estandar fue el de O. mykiss con 2C=5.5+0.05 pg (Tiersch et al., 1989; Dolezel et al., 2003).
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Posteriormente, se calculd el tamafio del genoma o valor “C” en pares de bases “pb”,
empleando la formula estandarizada de Dolezel et al. (2003) (DoleZel & Bartos 2005; Dolezel
& Greilhuber2010):

Tpr: 1pg ADNX 2Cpg

Donde: TGfps Tamarfio del genoma en pares de base, 1, ADN= 0.978x10° pb, 2Cpg=

Contenido de ADN*nuelear diploide (eritrocito) en pg de la especie de tortuga.

Ademas, se hizo la conversion del'tamafio del genoma a mega pares de bases “Mpb” a partir

de la formula Dolezel et al. (2003),donde 1pg de ADN= 978 Mpb (Dai et al., 2022).

Tabla 4. Citometria de nacleos interfasicos en G1 y tamario del genoma de la muestra
estandar en clones de O. mykiss.

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NG1 100 100  100-2100 3200 100 100 100 100 100

Tamano 19.32 1796 18.84°". 1819 18:33:,17.42 17.17 17.13 17.34 18.05
del ntcleo

(pm?)

D.E. 113 094 120 1.28_ 130 121 101 104 112 1.01
Media del area nuclear G1: 17.97 um?

D.E=1.32

TGpg= 5.5+0.05 pg*

N= Numero de individuos clones de O. mykiss, NG1= Nucleos‘interfasicos en G1, D.E.=
Desviacion estandar, TGpg= Tamaio del genoma en picogramos=pg”. *= Valor calculado
por Tiersch et al. (1989) y Dolezel et al. (2003).

3.2.6. Analisis estadistico

Una vez calculado el contenido de ADN o valor 2C y el tamario del genoma fueron
analizados en acuerdo al cumplimiento de las pruebas de homogeneidad y homocedasticidad
con andlisis de Kruskal-Wallis (K-W); y en el caso de observase diferencias significativas
(cuando P<0.05), se aplico la prueba de Dunn’s a P<0.05 (Zar, 1984), aplicando el software
estadistico SigmaPlot® (12.3 de Systat Software Inc®).
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3.3. RESULTADOS

Sejanalizaron en total 19935 nucleos interfasicos en G1. Las nueve especies de
tortugas dulgeacuicolas presentaron el valor 2C diferente. En la familia Kinosternidae, los
nticleos interfasicos G1 variaron de 17.19+1.19 um? y con contenido de ADN 2C= 5.30 pg
(5.183 x10° pb 65183.40 Mpb) en K. I. leucostomum y niicleos interfasicos G1 de 24.59+1.60
y contenido de ADN 2C= 7.58 pg (7.413 x10° pb 6 7413.24 Mpb) en la especie C. angustatus
(Tabla 5). Las otras tresespecies K. acutum, K. s. cruentatum y S. triporcatus estuvieron en
el rango mencionado previamente con 6.82, 7.30 y 7.43 pg respectivamente (Figura 10A, B,
C, D, E). En el resto de las"especies, se destaca a la tortuga C. rossignonii de la familia
Chelydridae con el ndcleo interfasico G1 mas pequefio con 16.19+1.45 um? y contenido de
ADN 2C= 4.99 pg (4.880 x10° pb,6.4880.22 Mpb) (Tabla 5). Las otras especies de tortugas
dulceacuicolas T. v. venusta, R. areolata y D. mawii tuvieron contenido de ADN de 5.36,
5.85y 6.56 pg respectivamente (Figural1A, B, C, D).

Tabla 5. Contenido de ADN o valor-2C en-lastortugas dulceacuicolas de Tabasco.

N Ndcleos Rromedio  Valor TG x10° TG (Mpb)
Especie interfasicos nuclear 2C (p9) (pb)
Gl (um?#D.E
Familia Kinosternidae
K. leucosotmum 12 1382 17.19+1.19 ,5.30a 5.183a 5183.40a
K. acutum 10 1967 22.11+2.15 6.82a 6.670a  6669.96a
K. s. cruentatum 8 1681 23.69+2.24 “.7:30a 7.139% 7139.40a
S. triporcatus 11 1344 24.10+1.69 7.43a 7.267a 7266.54a
C. angustatus 10 1516 24.59+1.60 7.58a 7.413a 7413.24a
Familia Geoemydidae
R. areolata 21 2436 18.98+1.31 5.85a 5721a  5721.30?
Familia Emydidae
T. v. venusta 22 4056 17.52+1.26 5.36a 5.242a  5242.08a
Familia Dermatemydidae
D. mawii 9 1606 21.26+£1.71 6.56a 6.416a = 6415.68a
Familia Chelydridae
C. rossignonii 9 1409 16.19+1.45 4.99a 4.880a 4880.22a
Totales 112 17397

N= ndmero de individuos, D.E.= Desviacion estandar, TG= Tamafio del genoma, pg=
Picogramos, pb= Pares de bases, Mpb= Mega pares de bases.
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3.3.1+Contenido de ADN triploide, tetraploide y aneuploide

Enyla especie pochitoque comudn K. I. leucostomun se identificé a tres especimenes
con nicleds interfasicos G1 triploides, presentando tamafios promedios de 23.33+£2.9 pm?y
con contenido-de ADN 3C= 7.19 pg (7.032 x10° pb/7031.82 Mpb) y cuatro especimenes de
la tortuga mojina R. areolata con ndcleos interfasicos promedio de 22.07+1.75 pum?y
contenido de ADN 3C= 6.81 pg (6.660 x10° pb/6660.18 Mpb) (Tabla 6). También se
identificaron individuoscon nucleos interfasicos excepcionales con tendencias de contenido
de ADN tetraploide 4C'en‘las especies K. s. cruentatum (un individuo), R. areolata (cuatro
individuos) y D. mawii (un#individuo) (Tabla 6, Figura 1D). Se descubrio6 la presencia de
nucleos interfasicos G1 aneuploides en la especie S. triporcatus (un individuo), donde el
promedio nuclear varié de 16.27+0:58 um?, 19.81+1.51 pm? y 36.15+1.04 pm? y con
contenido de ADN de 5.02 pg (4.910'x10° pb/4909.56 Mpb), 6.11 (5.976 x10° pb/5975.58
Mpb) pg y 11.14 pg (1.089 x10° pb/10894.92 Mpb). Asimismo, en la especie K. s.
cruentatum (un individuo), con variaciéon nuclear de 14.43+1.08 pm?, 23.32+1.97 pm? y
30.91+3.07 um? y con contenido ‘deZADN de)4.45 pg (4.352 x10° pb/4352.1 Mpb), 7.19
(7.032 x10° pb/7031.82 Mpb) y 9.53 pg+(9.320 x10° pb/9320.34 Mpb) (Figura 10D).

Tabla 6. Individuos con anomalias genéticas:triploidia®y, tetraploidia.

N Nucleos Promedio Valor 3C Valor4C TG (pb/Mpb)
Especie interfasicos nuelear (pg) (pg)
Gl (um2)xD.E

Familia Kinosternidae

K. leucostomum 3 335 23.33t291 7.19 7.032 x109/
7031.82

K. s. cruentatum 1 463 53.68+2.84 16,55 1.619 x1010/
16185.9

Familia Geoemydidae

R. areolata ++ 4 459 22.07+£1.75 6.81 6.660 x109/
6660.18

R. areolata +++ 4 686 28.31+2.03 8.73 8,538 x109/
8537.94

Familia Dermatemydidae

D. mawii 1 168 46.75+9.08 14.41 1,409 x1010/
14092.98

Totales 13 2111

N= nimero de individuos, TG= Tamafio del genoma, *= Poblacién de K. leucostomum |, **=
Poblacidn de K. leucostomum I1, += Poblacién R. areolata de Jonuta, ++= Poblacion R. areolata d€ la
Villa Luis Gil Pérez, +++= Poblacién R. areolata de Tenosique, a= no hay diferencias significativas a
p=0.05. Letras diferentes “b, ¢” tienen diferencias significativas entre poblaciones.
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Figura 10. Histograma del contenido de ADN o valor 2C de la muestra estandar O.\mykiss

vs las tortugas de la familia Kinosternidae de Tabasco, en México: K. I. leucostomum (A),K:

acutum (B), K. s. cruentatum (C), S. triporcatus (D) y C. angustatus (E). Anomalias genéticas

(F).
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vs C. rossignonii (A), T. v. venusta (B), R. areolata (C) y D. mawii (D).

3.4. DISCUSION

3.4.1. Familia Kinosternidae

En este estudio se observo a un primer grupo donde el contenido de ADN o.valor 2C
fue menor a 6.0 pg, y donde el pochitoque comdn K. I. leucostomum de Tabasco;-Meéxico,
presento el valor 2C idéntico a los reportes de Olmo (1976) y Gregory (2023) en la especie
Sternotherus odoratus con valor 2C= 5.30 pg, ademas, son similares a la especie (K.

subrubrum, el cual ha presentado variacion en el contenido de ADN en sus poblaciones, de
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acuerdo al contenido de ADN 2C=5.32 pg reportado por De Smet (1981) y 5.60 pg por Olmo
(1976)7 El segundo grupo esta conformado por cuatro especies, donde el contenido de ADN
es mayora 6.0 pg. Las especies S. triporcatus y C. angustatus forman parte de este segundo
grupo coma.era de esperarse, ya que ambos pertenecen a la subfamilia Staurotypinae y por
los antecedentes‘genéticos y filogenéticos de Iverson et al. (2013) y Spinks et al. (2014). Sin
embargo, otra especie que se relacioné a este grupo fue K. s. cruentatum que pertenece a la
subfamilia Kinosterninae, superando los 7.0 pg (Figura 12A), esto posiblemente se deba a la
existencia de variacion genética en las poblaciones a nivel geogréafico, ya que, estudios de
genética y filogenia que involucran a K. s. cruentatum difieren en algunos casos, en la
estrecha similitud con otras especies como puede ser observado en los trabajos de lverson et
al. (2013), Spinks et al. (2014) y.Lépez-Luna et al. (2021). Ademas, lo anterior es reforzado
por el estudio gendmico y filogeografico en Sudamérica, donde descubrieron la presencia de
tres nuevas unidades evolutivamente significativas para la subespecie K. s. scorpioides, una
para la region del noroeste y Caribe de Calombia, asi como dos al este y sureste de Colombia
a partir de 1047 pb del Intron R385y méas de 35000 polimorfismos de un solo nucledtido
(Caballero et al., 2022). Asi como ‘otros-estudies previos que han confirmado variaciones
genéticas en sus poblaciones, como es-elcaso de K. flavescens al sur de Estados Unidos de

América y K. durangoense al norte de Méxice\por ADN.mitocondrial (Serb et al., 2001).

Por otro lado, la tortuga K. acutum se caracteriza por mantener una distancia genéticamente
razonable con respecto a otros miembros de kinosternides, (principalmente a K. |I.
leucostomum y K. s. cruentatum) y de la subfamilia Staurotypinae;ya que es la Gnica especie
en este estudio que presento el contenido de ADN 2C= 6.82 pg, es decit, mayor que 5.0 pg y
menor que 7.0 pg (Figura 12A). Esto, se ha manifestado en los distintos arboles filogenéticos
que se han elaborado en la familia Kinosternidae por diversas técnicas en genémica por otros
autores como Iverson et al. (2013), Spinks et al. (2014) y Lopez-Luna et al. (2021).

Las variaciones genéticas encontradas en algunos individuos de K. I. leucostomum como la
triploidia, tetraploidia y aneuploidia en K. s. cruentatum, y aneuploidia en S. triporeatus,
forman parte de una lista de estudios con reportes de anomalias celulares y genéticas en las
tortugas dulceacuicolas de la familia Kinosternidae de Tabasco, México, en las especies'K.
I. leucostomum y S. triporcatus previamente (Hernandez-Guzman et al., 2014; 2015).

65



A Distanci del contenido de ADN 2C (pg)
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Figura 12. Dendograma de relacion con distancias euclideanas de todos los registros del
contenido de ADN o valor 2C (pg) en la familia Kinosternidae (A) y Chelydridae (B)..l-as

fotografias de las tortugas representan a las especies de este estudio.
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Asumimos dos hipdtesis principales que pueden explicar el origen de estas variaciones o

anomalias genéticas en esta familia de tortugas dulceacuicolas:

1) La introgresion génica a traves de la posible hibridacion entre las especies del género
Kinosternon gue, comparten habitat, esto podria ser posible ya que, a nivel cromosémico,
especies como«K."l. leucostomum y K. s. cruentatum comparten el mismo numero de
cromosomas diploide»2n=56 (Killebrew 1975, Hernandez-Guzmaén et al. 2014), aunque
algunas poblaciones®.preSenten diferenciacion en la morfologia cariotipica (Hernandez-
Guzmaén et al. 2014, 2015). En la familia Kinosternidae, se ha reportado la hibridacion entre
las especies K. bauri x K. subrubrum hippocrepis en Estados Unidos de América (Farkas &
Sasvari, 1993). Aunque en tortugas dulceacuicolas, la introgresion génicay la hibridacion se
ha identificado con mayor frecuenciaen el género Trachemys, entre las especies T. decussata
decussata x T. terrapen y T. decorata X*T. stejnegeri vicina con distribuciéon en las islas del
Caribe, T. grayi emolli x T. v. uhrigi en-Centro América (Parham et al., 2013), ademas de T.
gaigeae x T. scripta elegans y T. s..elegans x T. s. scripta en Norte América (Parham et al.,
2020). Una situacion similar ocurfe“actualmente en otros reptiles como los cocodrilos, los
cuales comparten distribucion, caracteres genétices’y,.eromosémicos compatibles con 2n=32
(Srikulnath et al., 2015), donde se ha confirmado da presencia de hibridos originados de
Crocodylus moreletii y C. acutus en poblaciones silvestres de la Peninsula de Yucatan en
México, con distribucion potencial en el Golfe de México (Pacheco-Sierra et al., 2018;
Pooley et al., 2021; Soria-Ortis et al., 2022), incluyendo al _estado de Tabasco, donde se
encuentra un ejemplar hibrido en el Parque Museo La Venta (Sigler & Gallegos-Michel,
2017) y vivo a la elaboracién del presente documento; asi como la presencia de hibridos de
las mismas especies en la costa del Pacifico, principalmente en Oaxaca’y. Guerrero (Soria-
Ortis et al., 2022).

2) La presencia e interaccion de contaminantes genotoxicos en los diferentes ambientes
acuaticos o terrestres, los cuales, pueden causar dafios en el ciclo celular (Dourado et al.,
2017; Arias-Rodriguez et al., 2019; Upadhyay et al., 2022). Estudios citogenéticos previos
en tortugas dulceacuicolas de Tabasco, en México, han reportado la presencia de
microcromosomas “B” en células somaticas y germinales, los cuales varian de 1 a 3 en las

especies K. I. leucostomum, S. triporcatus y T. v. venusta (Hernandez-Guzman et al., 2014),
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ademas, de variaciones en la morfologia cariotipica en algunas poblaciones de K. I.
leucostomum expuestas a los ambientes contaminados (Herndndez-Guzman et al., 2015).
Dicha relacion de la presencia de cromosomas supernumerarios y los ambientes
contaminados~de Tabasco, también ha sido retomado en otros grupos taxonomicos,
principalmente “en peces nativos como Astyanax aeneus Yy Petenia splendida (Arias-
Rodriguez et al., 2008; D"artola-Barcel6 et al., 2019). Ademas, también existe evidencias de
anfibios triploides enehestado de Tabasco, México, como en la especie Rhinella horribilis
donde aln se continldaseStudiando el origen de estas anomalias genéticas en este grupo
taxondémico (Hernandez-Guzmaén et al., 2019). Mientras que para el caso del individuo
aneuploide en S. triporcatus, existen diversas evidencias sobre el estrés celular que son
desarrollados por la aneuploidia, das cuales van desde aspectos proteotoxicos (proteoma),
metabolicos (metabolomica), replicacidon (gendmica) y mitoticos (citogenéticos), los cuales
tiene efectos genotipicos y fenotipicos (Pavelka et al., 2010; Sheltzer et al., 2012; Zhu et al.,
2018).

3.4.2. Familia Chelydridae

En el caso de la tortuga C. rossignonii, nuestrosjresultados representan el primer
reporte para la especie, sin embargo, el contenide de ADN 2C es similar al estudio temprano
de Mirsky y Ris (1951) y a lo reportado en la base de datos Animal Genome Size Database
(Gregory, 2023) para la especie C. serpentina con 2C= 4.98 pg;\la cual, ha demostrado
variacion en el tamafio del genoma en distintas poblaciones con 2C=.4.52, 5.01, 5.40 y 5.62
pg (Olmo, 1976; De Smet, 1981; Vinogradov, 1998; Das et al., 2020)./Ademas, a pesar de
que el estudio del contenido de ADN 2C resulté ser similar entre C. rossignohii de Tabasco
y con distribucion en Mesoamérica vs C. serpentina con distribucion en Norte América
(Figura 12B), existen estudios de biologia molecular que sefialan diferencias entre-estas dos
especies, las cuales van de diferenciacion de aminoacidos y variacion en la secuencia de
nucleotidos a nivel genotipico y variaciones en caracteres morfolégicos a nivel fenotipico,
los cuales pueden estar correlacionados con la amplitud geogréfica de estas especies (Bagk
et al., 2020; Das et al., 2020). Por otro lado, la nula presencia de organismos con anomalias

nucleares como la triploidia y tetraploidia, puede deberse al area de recolecta, ya que los
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individuos tienen origen de lagunas adyacentes al area natural protegida “ANP” de la Reserva
de la-Biosfera Pantanos de Centla “RBPC”, conservando la integridad desde el punto de vista

de los nucleos interfasicos G1 en C. rossignonii.

3.4.3. Familia Dermatemydidae

La tortuga blanca D. ‘mawii es una especie monotipica (Polisar & Horwich, 1994), y nuestro
resultado del contenidode”ADN por citometria es el primer reporte para la especie, por lo
gue no es posible una comparacion directa en la familia o entre poblaciones, sin embargo,
esta especie también se caracteriza por ser monofilética, compartiendo un ancestro comun
con otras dos familias como Chelydridae y Kinosternidae en la superfamilia Chelydroidea
(Thomson et al., 2021; Rhodin et al 2021). Por lo que, la comparacién del contenido de
ADN 2C= 6.56 pg de D. mawii con-los\reportes de todas las especies de las familias
Kinosternidae y Chelydridae, solostiene*similitud con la tortuga K. acutum, la cual, se
caracterizé con 2C= 6.82 pg en nuestro trabajo. Ademas, se confirmé la presencia de un
adulto hembra tetraploide proveniente‘del rio San"Pedro y San Pablo en el municipio de
Jonuta, Tabasco, México, lo cual podria estar influenciado por contaminantes en el cause, ya
que existen multiples reportes de la presencia de derivados de hidrocarburos y otros
contaminantes como los metales pesados en el'io principal del municipio “Rio Usumacinta”
(Ramos-Herrera et al., 2012; Salcedo-Gardufio et al., 2022),asi como en otros cuerpos
acuaticos del estado de Tabasco (Musalem-Castillejos et al., 2018;"Romero-Calderén et al.,
2016), donde recientemente se registraron niveles atipicos de metales pesados en tejidos
musculares y 6seos en la especie Trichechus manatus manatus (Remero-Calderon et al.,
2016; Nufiez-Nogueira & Uribe-Lo6pez, 2020).

3.4.4. Familia Emydidae

Es posiblemente una de las familias de tortugas donde existe una mayor diversidad
del contenido de ADN 2C y tamafio del genoma, ya que existen reportes de 2C= 2.86 pgien

T. scripta elegans (Kasai et al., 2012) hasta 8.36 pg en Terrapene carolina carolina (Olmo,
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1976)«Con respecto a la tortuga T. v. venusta de Tabasco, presento el contenido de ADN que
corresponde al 56% de los estudios de citometria de esta familia, es decir, nicleos interfasicos
G1 con rango de 5.0 a 5.99 pg, como es reportado en la especie Clemmys guttata con 2C=
5.13 pg (Vinogradov, 1998) y Chrysemys picta dorsalis con 5.96 pg (Olmo, 1976). El resto
de los estudios.previos (Figura 13), reportan contenido de ADN 2C menor a 5.0 pg (22%) y
mayor a 6.0 pg (22%). Ademas, T. v. venusta de Tabasco, comparte similitud del contenido
de ADN con una poblacion de T. s. scripta, el cual registré 2C=5.30 pg (Tiersch et al., 1989;
Gregory, 2023). En estafamilia, se ha identificado variacion en el contenido de ADN a nivel
poblacional, principalmente endas especies T. s. elegans (De Smet, 1981; Kasai et al., 2012),
T. s. scripta (Tiersch et al., 1989; Lockwood et al., 1991; Gregory, 2023) y T. c. carolina
(Olmo, 1976; Tiersch et al., 1989;Vinogradov, 1998; Gregory, 2023) (Figura 13). Aunque
en este estudio no se encontraron eyvidencias de anomalias del contenido de ADN, como la
triploidia o tetraploidia, otros estudigs, en gendmica empleando extraccion de ADN vy
amplificacion de microsatélites en T. V. "venusta de Tabasco, México, han reportado la
diversidad genética entre poblaciones silvestreSy en cautiverio (Recino-Reyes et al., 2020).
Ademas, como ya se ha mencionado+previamiente en este documento, hay evidencias
contundentes que las tortugas del género. Trachemys se hibridizan en diferentes areas
geograficas del continente americano como le-ha sefalade Parham et al. (2013, 2020), por lo
que es importante continuar con los estudios de genética en.las especies Trachemys que se
distribuyen en Tabasco y en México, ya que la amplia distribucion de T. v. venusta en el
sureste mexicano, limita con los rangos de distribucidén con otras subespecies como T. v.
cataspila y T. v. iversoni en la costa del Golfo de México (McCerd et al., 2010; Rhodin et
al., 2021) y de acuerdo con Recino-Reyes et al. (2020), existen pruebds de la interaccion
genética entre diferentes poblaciones de T. v. venusta de Tabasco, por lo que es
imprescindible no descartar la posible hibridacion y la posible presencia”de anomalias

geneéticas entre estas subespecies que habitan en el sureste de México.
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Distancias euclideanas del contenido de ADN 2C (pg)
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Figura 13. Dendograma de relacion con distancias euclideanas<de todos los registros del

contenido de ADN o valor 2C (pg) en la familia Emydidae. La fotografia de la tortuga

representa a la especie T. v. venusta en este estudio.

3.4.5. Familia Geoemydidae

En este grupo la variacién del contenido de ADN 2C tiene un comportamiento similar a la
familia Emydidae, ya que algunas especies se caracterizan por poseer nucleo interfasico G1
pequerio que va de 2C= 3.64 pg en la tortuga Mauremys caspica (De Smet, 1981) a nucleos
interfasicos G1 relativamente grandes de acuerdo a los estdndares de las tortugas con

2C=8.20 pg en la especie Heosemys spinosa (De Smet, 1981; Gregory, 2023). Con respecto
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a la tertuga R. areolata de Tabasco, no existen otros registros del contenido de ADN 2C en
el género. Rinochlemmys en el mundo para tener una comparacion efectiva, sin embargo, la
Unica especieen la familia con la que tiene mayor similitud es con la tortuga Melanochelys
trijuga trijuga-con 2C= 5.68 (Figura 14) (De Smet, 1981; Gregory, 2023).

Con respecto adas*anomalias genéticas, nuestro estudio reveld a dos grupos de individuos
con el contenido de’ ADN 2C atipico; los cuales, con relacion al contenido de ADN estandar
para R. areolata (2C=_5"85 pg) corresponderian a nucleos interfésicos triploides (cuatro
individuos) y tetraploides-(Cuatro individuos). En este caso, planteamos la posibilidad de que
este fendmeno ocurrido en+R. areolata tenga un origen relacionado con la contaminacién
ambiental de la zona de estudioya que, en una de ellas (Villa Luis Gil Pérez, municipio de
Centro, Tabasco), existe un antecedente de triploidia en otras especies muy distintas a las
tortugas, como es el caso de R. horribilis (Hernandez-Guzman et al., 2019), sin embargo, es
claro que se requiere otros estudios que comprueben esta hipdtesis para la poblacion de R.
areolata de la Villa Luis Gil Pérez, municipio de Centro, y la localidad La Palma, municipio

de Tenosique, Tabasco, México.

Distancias euclideanas del contenido de ADN 2C (pg)
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Figura 14. Dendograma de relacion con distancias euclideanas de todos los registros del
contenido de ADN o valor 2C (pg) en la familia Geoemydidae. La fotografia de la tortuga
representa a la especie R. areolata en este estudio.
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En cenclusion, mostramos una perspectiva genética general del ADN 2C en todas las
espeeies_de tortugas dulceacuicolas que se distribuyen en el estado de Tabasco, México, el
cual no tiene precedentes. También, se identificaron tortugas con anomalias genéticas como
la triploidia,-tetraploidia y aneuplodismo, lo cual, no ha sido reportado en las especies
involucradas envlos estudios previos. Si bien, el origen de estas anomalias genéticas no esta
claro, proponemas'dos_hipotesis principales que podrian dar respuesta a estos resultados,
como es el caso delashibridacion natural o la exposicidn a contaminantes genotoxicos; por
lo que tenemos una ‘mejor comprension sobre el contenido de ADN en las tortugas
dulceacuicolas de Tabasco. Finalmente recomendamos que se lleven a cabo estudios
avanzados en genodmica a traves de microsatélites y analisis bioquimicos en los ambientes de
origen de las tortugas para tener otras perspectivas sobre el posible origen de las

anormalidades genéticas aqui encontradas.
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Lamina 1. Eritrocitos con tincion convencional de Giemsa y microscopia electrénica de
barrido (MEB) en las tortugas K. I. leucostomum (A, B), K. acutum (C, D) y K. s. cruentatum
(E, F).
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ANEXO 11

Lamina Il. Eritrocitos con tincién convencioal de Giemsa y microscopia electronica de
barrido (MEB) en las tortugas S. triporcatus (A, B), C. angustatus (C, D) y C. rossignonii
(E F).
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ANEXO 11

Lamina Il1. Eritrocitos con tincion convencional de Giemsa y microscopia electronica de
barrido (MEB) en las tortugas R. areolata (A, B), D. mawii (C, D) y T. v. venusta (E, F):
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CAPITULO IV

ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO “IN VITRO” DE
LINFOCITOS EN LAS TORTUGAS DULCEACUICOLAS Kinosternon
leucostomum leucostomum, K. acutum Y K. scorpioides cruentatum

Javier Hernandez-Guzman® & Lenin Arias-Rodriguez*

Resumen: Las tortugas.son especies que tienen diferentes temperaturas preferenciales, por
lo que hay algunas tortugas:gue prefieren temperaturas frias y otras temperaturas templadas.
Existen diferentes protocolos*para el cultivo in vitro de sangre periférica en tortugas, sin
embargo, estos métodos estan disefiados para especies con distribucion y preferencia de
temperatura baja. El objetivo es estandarizar algunos pardmetros para un protocolo de cultivo
in vitro de linfocitos, utilizando como“modelo bioldgico a las tortugas dulceacuicolas
tropicales Kinosternon leucostomunpleucostomum, K. acutum y K. scorpioides cruentatum.
Se demostrd que la temperatura dptima para el cultivo in vitro de linfocitos es de 28 °C,
alcanzando su mayor tasa de productividad celular a, 72 h en las tres especies de tortugas
dulceacuicolas. En este estudio se descarta el‘uso dettemperatura a 25 °C para el cultivo de
linfocitos en posteriores investigaciones, y sé recomienda que el tiempo del cultivo no exceda
80 h, ya que es cuando la fase estacionaria-inicia su{proceso de decrecimiento en la
reproduccion celular. Con la aplicacion de dichos pardmeétros,, se podra implementar un
protocolo de cultivo in vitro de células linfocitarias 6ptimo para tertugas de clima tropical.

Palabras clave: Células, cultivo celular, in vitro, linfocitos, tortugas tropicales.
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4.0.ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO “IN VITRO” DE
LINFOCITOS EN LAS TORTUGAS DULCEACUICOLAS Kinosternon

letcostomum leucostomum, K. acutum Y K. scorpioides cruentatum

Abstract: Turtles are species with varying temperature preferences, with some preferring
cold temperatures ‘apd~others warm temperatures. This preference also influences the
production of specialized.Cells such as lymphocytes. Several protocols exist for the in vitro
culture of peripheral blood initartles; however, these methods are designed for species with
a low temperature distribution and preference. The aim of this study was to standardize
parameters for an in vitro lymphoeyte culture protocol using the tropical freshwater turtles
Kinosternon leucostomum leucostemum, K. acutum, and K. scorpioides cruentatum as
biological models. The optimal temperature for in vitro lymphocyte culture was shown to be
28 °C, with the highest cell productivityirate achieved at 72 h in all three freshwater turtle
species. This study rules out the use of 25 °€for lymphocyte culture in future research and
recommends that the culture time not exeeed 80 #, as this is when the stationary phase begins
its decline in cell reproduction. With the.application’ of these standardized parameters, an
optimal in vitro lymphocyte culture protocolfar tropieal.turtles can be implemented.
Keywords: Cells, cell culture, in vitro, lymphocytes, tropieal turtles.
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4.1. INTRODUCCION

El cultivo celular es una técnica con diversas aplicaciones, desde el uso como una
herramienta.de estudio para el diagnostico médico humano, diagndstico veterinario y su uso
en la investigaeion bioldgica y genética de aspectos basicos y aplicados (Bianchi & van Wijk
2021; Connoretal., 2021).
Las células cultivadas por el método “in vitro” fue iniciado por Jolly en 1903 y Ross Harrison
en 1906, es decir, a prineipios del siglo XX con sus experimentos de sobrevivencia de células
y division celular de leueocitos en salamandra y experimento en fibras nerviosas de ranas
respectivamente, dicho trabajos magistrales fueron publicados en 1903 con el titulo de “Sur
la durée de la vie et de la multiplication des cellules animales en dehors I"organisme” y en
1906 con el titulo de “Observations on the living developing nerve fiber” (Jolly, 1903;
Harrison, 1906; Abercrombie, 196%;Jedrzejczak-Silicka, 2017).
Los avances en el cultivo celular convencional han evolucionado desde entonces con las
nuevas biotecnologias, como es el caso delcultivo de células sanguineas bidimensional o 2D,
asi como por el método de impresion 3D, los-etales, se han desarrollado por la alta demanda
en la biomedicina por problemas relacionadosscon la donacidn de sangre y la escasez de
plasma en los centros hospitalarios (Bhagat.& Singhy; 2022; Kweon et al., 2023). De la misma
manera, los protocolos de cultivo celular ssanguinee”siguen actualizandose con pruebas
experimentales, desde el mejoramiento de rendimientosde~células (Claessen et al., 2024),
hasta la eficiencia de lectura de CO- en los cultivos celulares-para el control de pH de las
muestras (Yang & Balcarcel, 2004; Dubey et al., 2021). Sin embargo, estos avances son
enfocados al comportamiento y la mecénica de células humanas, mamiferos y aves, mientras
que en especies de reptiles se carecen de técnicas especie especificas (Golkar-Narenji et al.,
2023).
La carencia de técnicas de cultivo celular para especies especificas de reptilesspuede estar
relacionada con la naturaleza poiquilotérmica de dicho grupo de vertebrados, ya que, a
diferencia de los mamiferos y aves, en los reptiles existe un rango mucho mayor.del_posible
éxito reproductivo de las células que estan relacionadas con la variacion de temperaturay los
dias de cultivo (Clark, 1973). Lo anterior es sustentado por diversos reportes, sefialandg que
las tortugas dulceacuicolas tropicales tienen variaciones preferenciales de temperatura, entre

25y 28 °C como en la tortuga de rio Krefft Emydura macquarii krefftii de Australia (Kidman
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et al ,2023) y la tortuga cabezona Platysternon megacephalum de China (Shen et al., 2013),
mientras.otras especies como la tortuga de oreja roja Trachemys scripta de Estados Unidos
de AmériCasprefiere temperaturas de 29 °C (Ulsh et al., 2001) y la tortuga de caparazén
blando espinosa Apalone spinifera que se distribuye en Estados Unidos de Américay el norte
de México han.registrado rangos superiores a los 30 °C (Tamplin et al., 2020).

Dichas variaciones.en la temperatura corporal y diferencias fisioldgicas de las especies de
tortugas dulceacuicolasen, distintas zonas geogréaficas en el mundo, plantea incdgnitas sobre
la temperatura ideal en-0s cultivos celulares in vitro, ya que los protocolos actuales son
basados en metodologias aplicadas a mamiferos, los cuales estdn muy bien establecidos, a
diferencia de los reptiles (Ulsh et-al., 2001).

Por lo anterior, en este trabajo_de investigacion se planted elaborar un experimento de
temperatura 6ptima de cultivo celular (linfocitos) in vitro en tres especies de tortugas
dulceacuicolas, los pochitoques K. I. leticostomum, K. s. cruentatum y K. acutum del estado
de Tabasco, México, con el objetivo de“estandarizar un protocolo de cultivo para tortugas

tropicales en la region mesoameriCana.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Area de estudio y recolecta de espe¢imenes

Se recolectaron 30 individuos de tortugas pochitoques tropicales por observacion
visual en ambiente silvestre, el pochitoque comin K. I. leutostemum (10: cinco hembras y
cinco machos), el pochitoque jahuactero K. acutum (10: seis hembras y cuatro machos) y el
pochitoque escorpion K. s. cruentatum (10: siete hembras y tres machgs). Las tortugas fueron
observadas y recolectadas manualmente de las lagunas del Pueblo y"Huapacal de la Villa
Luis Gil Pérez, asi como el area conservada de tintal de la Division Académica de Ciencias
Biologicas de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del
Centro y de los humedales del poblado Federico Alvarez, municipio de Jonutastodas las
localidades del estado de Tabasco, México. Los individuos recolectados, se mantienen, vivos
y en condiciones 6ptimas de mantenimiento, calidad de agua y alimentacionien’ las
instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT.
La identificacion taxonomica, se basé en la nomenclatura de Legler y Vogt (2013),"y

atendiendo la udltima actualizacién en taxonomia, sinonimia, distribucién, estatus de
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consgervacion y lista anotada de las especies de tortugas dulceacuicolas en el mundo (Rhodin
et al’+2021).

Todas las_especies fueron tratadas de acuerdo a los estandares bioéticos nacionales,
cumplienda’cen las normas oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000 y NOM-059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2019). Este documento se realiz6 con el permiso federal
de colecta de SEMARNAT SGPA/DGVS/04315/11, y con la aprobacion de la Comision
Institucional de Etica emInvestigacion “CIEI” con niimero de Folio: 0985, por la Universidad

Juarez Autonoma de Tabdsco, en México.

4.2.2. Procedimiento de cultivo4n vitro

La técnica de cultivo in vitro de sangre periférica de linfocitos que se utilizé es la de
Fujiwara et al. (2001) una técniea general para organismos acuaticos, atendiendo las
modificaciones de Rohilla et al. (2006) para tortugas dulceacuicolas y Majtanova et al. (2017)
para organismos acuaticos. El disefio experimental fue elaborado por triplicado de acuerdo
con la recomendacién experimental/de Kelleretal. (2005) aplicado en cada especie y con las
variables sefialadas en la Tabla 7. L@ téenica aplicada consistio en lo siguiente: se extrajo 1
ml de sangre de la vena coccigea con una jeringa previamente heparinizada (Inhepar®) con
aguja ultrafina de 6 mm y con capacidad de 200 unidades (1 ml) y desinfectando la zona de
puncion con etanol 70% (Haskell & Pokras, 1994). El aislamiento de linfocitos consistio en
afiadir 3 ml de Ficol (Ficoll-PaqueTM Plus 1.077+0.001 g/mi“a 20 °C de GE Healthcare) a
tubos de ensayo de 14 ml preparado previamente con 4 ml de la'muestra sanguinea diluida
en disolucion salina en proporcion 1:1 (sin mezclar el Ficol con lamuestra sanguinea diluida).
Los tubos fueron esterilizados previamente en una camara de PCR UV _825-UVC (PlasLabs,
Lansing, Michigan, USA) utilizando las lamparas germinicidas fluorescentes y luz
ultravioleta durante 15 min. Luego se centrifug6 durante 15 min a 3000 rpm; seguidamente
se extrajo el sobrenadante de plasma con la ayuda de micropipetas para dejar_expuesto a la

capa de celulas mononucleares.
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Tabla 7. Disefio€xperimental para el desarrollo de procedimiento de cultivo “in vitro ” de sangre periférica de las tortugas
K. I. leucostomumK. s. cruentatum y K. acutum.

Tratamiento Sangre Aislamiento  Medio  Antibidtico  Fitohematoglutinina ~ Temperatura  Replicas

periférica  de linfocitos de Por
cultivo especie
Control/a Si No No Si No 25°C 3
Al Si Si Si Si Si 25°C 3
Control/b Si No No Si No 28°C 3
Bl Si Si Si Si Si 28°C 3

Una vez extraido el plasma, con una jeringa estéril nueva se extrajo la capa de células
mononucleares y se transfirio asun nuevo tubo con Medium preparado, que consistié en 5 ml
de Medio suplementado con _10% de suero fetal bovino (KREAvital Lymphocyte
Karyotyping Medium que incluye PHA pKBI-90021 de Kreatech), 1% de solucion
antibidtica antimicética con propercion de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P
(Lectina de Phaseolus vulgaris de Sigma-Aldrich®) en proporcion 90 mg/5 ml de Medio,
Benzatina bencilpenicilina (solucion antibacteriana de Amsa Laboratorios®) con 0.3 mg/5
ml de Medio y 0.175 pl de metanolal 10%.

Las muestras de células blancas se dejaron en‘inCubacion por 144 h a temperaturas de 25y
28 °C en una incubadora Ecoshel DH2500AB de conveccion natural, monitoreando los
siguientes parametros: niveles de Dioxido de.€arbono{(CQ- en ppm), Temperatura (T en °C),
Humedad Relativa (HR en porcentaje %) y Compuestos @rganicos Volatiles Totales (TVOC
en mg®/m?3), parametros que son fundamentales durante el"desarrollo del cultivo celular y a
como se describe en la Figura 15. Las horas de incubacion fueropdimplementadas de acuerdo
con los registros estandarizados previamente en diferentes especies de tortugas como T.
scripta por Ulsh et al. (2001) y Chelonoidis carbonaria por Silva et al./(2011), tomando en
consideracion el patron de crecimiento de células en cultivo, el cual se'caracteriza por las
siguientes fases: 1) Fase de retraso, que es un periodo de crecimiento lento en el que las
células se adaptan al medio de cultivo. 2) Fase logaritmica, cuando las células proliferan
exponencialmente y consumen los nutrientes del medio para el crecimientos 3) Fase
estacionaria, cuando se agotan los recursos nutrimentales del medio y la proliferacién se
reduce drasticamente o cesa por completo (Mani, 2023). Por otra parte, las temperaturas (25
y 28 °C) fueron establecidas de acuerdo con las caracteristicas poiquilotérmicas de este grupo
de vertebrados y a los estudios previos de temperatura preferencial en tortugas dulceacuicolas
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tropicales, publicados por Shen et al. (2013) y Kidman et al. (2023). Mientras que los
parametros de TVOC fueron monitoreados para dar un seguimiento Optimo sobre el
comportamiento de estos gases, para detectar contaminacion y proliferacion de bacterias en
el cultivo (Reese et al., 2020; Euler et al., 2022). EI CO: por otra parte, fue monitoreado para
evitar el desbalance en los niveles de pH en el cultivo celular sanguineo (Yang & Xiong,
2012; Mani, 2023)!

Los tubos del cultivo eelular fueron agitados con ligereza durante repetidas ocasiones al dia
para favorecer la dispersion celular, la oxigenacion y evitar la concentracion o traslape de
células en un punto especifico.del tubo (Prakash & Srivastava, 2008; Gallego-Murillo et al.,
2022). Ademas, las propiedades celulares de las tortugas generan adherencia a las paredes de
poliestireno con las que estan elaborados los tubos de ensayo empleados en este cultivo,
similar a lo reportado por Ulsh et al(2001).

Al finalizar la incubacion, con la ayuda/de una micropipeta se afiadio 40 pl aproximadamente
de células blancas en portaobjetos, dondeserealizé el frotis aplicando la técnica de Perpifian
et al. (2006), utilizando portaobjetos de bordewiselado y haciendo angulo de 30° se extendio
la muestra por capilaridad. Después'deeste proeedimiento, las muestras se colocaron sobre
recipientes de propileno a temperatura/ambiente” para facilitar el secado y se dejaron
envejecer por 24 h. Después, las muestras fueron fijadas con etanol desnaturalizado con
benzoato de denatonio (0.7 mg/100 ml) a 4 °G durante ¥min y dejando secar a temperatura
ambiente, luego se realizd la tincion con Giemsa madre dejando a exposicion durante 10 s,
para luego ser lavadas con agua destilada y retirar los excesos del colorante, dejando secar a

temperatura ambiente.

4.2.3. Microscopia Optica y conteo celular

Se utilizo un microscopio optico Carl Zeiss®, equipado con camara digital AxioCam
ERc5s (Carl Zeiss®), utilizando el objetivo de 10x para la basqueda de dispersiopes.celulares
de linfocitos y el objetivo de 40x + 1.25x optovar para la toma de microfotografias. Las
mejores imagenes fueron seleccionadas y tratadas para su optimizacion en el software
ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH, 2011). El conteo de linfocitos, fue elaborade’can

el software ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, USA) aplicando las herramientas‘de
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ab)

Dioxido de carbono (ppm)

Temperatura (°C)

contee’por puntos individuales y con trazo de cuadricula con 575 pm?. Las matrices de conteo

celular’se llevaron a cabo con Microsoft® Office Excel LTSC Profesional Plus 2021.

4.2.4. Analisis-de datos y estadisticos

Los valores obtenidos, se registraron en bases de datos individuales y les fueron
calculados, el promedio X y la desviacion estandar (D.E.) con el empleo del programa Excel
para Windows (Microsoft® 2022).
Los conteos celulares promedios fueron analizados en acuerdo al cumplimiento de las
pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk; y en el caso de observase diferencias significativas
(cuando P<0.05), se aplico la prueba de Dunnett’s a P<0.05 (Dunnett, 1955; Dunnet, 1964),
en todos los casos se empled el programa SigmaPlot® (12.3 de Systat Software Inc®).

b
420 CO,: 386+1.20 ppm 002 - TVOC:0.013£0.001 mg*/m?
410 CO;: 386+0.73 ppm 1 TvOC:0.012+0.001 mg3/m?
20015 T
E o1 }
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1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
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Figura 15. Pardmetros monitoreados en la incubacion de células mononucleares: CO: (@),
TVOC (b), Temperatura (c), Humedad relativa (d).
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4.3. RESULTADOS

En este estudio fue posible contabilizar 31200 linfocitos en total, de los cuales, en el
pochitogue.comun K. I. leucostomum fueron analizadas 11621 linfocitos (control a: 1236,
experimento..Al: 1487 linfocitos; control b: 2697, experimento BIl: 6201 linfocitos). Se
determind que.el cultivo de células con mayor éxito reproductivo fue el experimento con las
variables B1 a temperatura de 28 °C con diferencias significativas (P=0.05) con respecto a
la muestra control “b#y a cada dia del cultivo celular. El pico de reproduccion de células
mas alto ocurrio al tercer-dia del cultivo (72 h) con promedio de 62+1.34 linfocitos vs control
“b” con promedio de 38%2.05linfocitos. Asimismo, el experimento con las variables B1
presentaron diferencias significativas (P=0.05) con respecto al control “a” y al experimento
con las variables Al de 25 °C. En eontraste, ¢l control “a” vs las variables A1 no presentaron
diferencias significativas, ademas, se'observo la reduccion de la reproduccion celular a partir
del tercer dia de cultivo, situacion que también fue observada en los cultivos a 28 °C, pero a
partir del cuarto dia del cultivo celular. EI"pico de reproduccién de células mas alto en las
variables Al (25 °C) fue de tan”“solo_24+2:33 linfocitos en promedio vs control “a” con

17+1.77 linfocitos en promedio.

Por otro lado, en el pochitoque escorpion K.*s. cruentatum se analizaron 10205 linfocitos
(control a: 1155, experimento Al: 1204 linfocitos; control b: 2622, experimento Bl: 5224
linfocitos). En esta especie se determind que el cultivo)de células con mayor éxito
reproductivo fue el experimento con las variables B1 a temperatura de 28 °C con diferencias
significativas (P=0.05) con respecto a la muestra control “b” y @ eada dia del cultivo celular.
El pico de reproduccion de células més alto ocurrio al tercer dia del cultivo (72 h) con
promedio de 66+2.47 linfocitos vs control “b” con promedio de 39#2.69 linfocitos. El
experimento llevado a cabo en el pochitoque escorpion con las variables Bl presentaron
diferencias significativas (P=0.05) con respecto al control “a” y al exp€rimento con las
variables Al de 25 °C. En comparacion, el control “a” vs las variables Al no_presentaron
diferencias significativas, observandose la reduccion de la reproduccion celular aspastir del
tercer dia de cultivo, este comportamiento también fue observado en los cultivos de 28.°C, a
partir del cuarto dia del cultivo celular. El pico de reproduccion de células més alto en.las
variables Al (25 °C) fue de tan solo 19+1.98 linfocitos en promedio vs control “a” con

17+2.76 linfocitos en promedio.
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En cuanto al pochitoque jahuactero K. acutum fueron analizadas 9374 linfocitos (control a:
13965-experimento Al: 1430 linfocitos; control b: 2529, experimento Bl: 4019 linfocitos). Al
igual que’enlas otras dos especies K. I. leucostomum y K. s. cruentatum se determin6 que el
cultivo de células con mayor éxito reproductivo fue el experimento con las variables B1 a
temperatura de*28 °C con diferencias significativas (P=0.05) con respecto a la muestra
control “b” y a cada dia del cultivo celular. El pico de reproduccion de células mas alto
ocurrio al tercer dia"deleultivo (72 h) con promedio de 62+1.34 linfocitos vs control “b” con
promedio de 47+2.90 linfoeitos. Asimismo, el experimento con las variables B1 presentaron
diferencias significativas (P=0.05) con respecto al control “a” y al experimento con las
variables A1 de 25 °C. En contraste, el control “a” vs las variables A1 no presentaron
diferencias significativas, ademas,se observd la reduccion de la reproduccidn celular a partir
del tercer dia de cultivo, situacion gue también fue observada en los cultivos a 28 °C, pero a
partir del cuarto dia del cultivo celular’\El pico de reproduccién de células mas alto en las
variables Al (25 °C) fue de tan solo 28%*1.27 linfocitos en promedio (al segundo dia de
cultivo) vs control “a” con 17+1.77 Jinfocitos<en promedio (al segundo dia de cultivo). Dicho
comportamiento se observo en las treés.especies'de tortugas dulceacuicolas K. I. leucostomum,

K. s. cruentatum y K. acutum.
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Tabla 8. Premedio del conteo de linfocitos por dia de cultivo y desviacidn estandar del cultivo celular a 25 °C vs 28

°C en la taortugarpochitoque comun K. I. leucostomum.

Cultivo de linfocitos a 25 °C

Control a Al
(X) Linfocitos por diatD.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
KI-1 20+2.12 23+0.71e 18+1.41 14+3.54 5+0.00 1+1.41 18+2.12 25+2.83 21+2.83 10+2.83 3+2.12 1+0.00
Kl-2 17+2.83 18+4.24 (13+2.12 12+2.83 4+0.71 1+0.00 16+1.41 27+2.12 18+2.12 12+1.41 5+2.12 2+0.71
KI-3 16+0.71 18+1.41%7+2.12 8+0.71 6+2.12 3+0.71 15+3.54 24+2.83 20+2.12 13+0.00 4+2.12 1+0.71
Kl-4 1241.41 224212 11+2.12° 10+2.12 5+0.00 1+1.41 16+0.71 26+1.41 17+3.54 13+3.54 5+5.66 3%0.71
KI-5 18+2.12 13+2.12 16£0#1),14+1.41 5+2.12 1+0.71 13+2.12 22+3.54 14+3.54 15+1.41 6+1.41 3+0.71
KI-6 14+0.00 18+1.41 15+2.8318+1.41 4+2.12 4+0.71 17+£1.41 26+1.41 17+2.12 13+2.12 4+2.12 2+1.41
KI-7 15+2.12 174£1.41 9+1.41 “46+0.71 2+1.41 3+0.71 15+2.83 21+2.12 15+1.41 11+2.12 7+0.71 1+0.71
KI-8 144212 14+1.41 10£2.83 10x141 4+0.71 3+1.41 12+2.83 21+1.41 17+0.00 13+0.71 9+0.71 3+2.12
KI-9 14+1.41 114£2.12 10+2.83 12+2,1202+2.12 1+0.71 17+0.71 23+2.83 14+0.71 14+2.83 5+1.41 2+1.41
KI-10 1240.71 21+0.71 15£2.12 12+1.415x1.41 2+1.41 13+3.54 26%£2.83 16+0.71 11+0.00 4+2.12 3+1.41
Totales:
X+D.E. 154156 17+1.77 12+2.05 12+1.06 4+1.27 2+0.92 15+2.12 244233 17+1.91 12+1.70 5+2.05 2+0.99
P=0.05 a a a a a a a a a a a a

Cultivo delinfocitos a 28 °C
Control b Bl
(X) Linfocitos por diaxD.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dia l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia:5 Dia 6 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
KI-1 22+0.71 33+0.71 42+2.12 33+2.83 26+0.00/11+1.41 1664£1.41 69+3.54 76+2.12 63+2.12 58+1.41 44+2.12
Kl-2 19+1.41 26+1.41 38+1.41 27+2.12 18+1.41(9+0.71 57%x1.41 68x+0.71 64+1.41 46%£2.12 43+0.71 33%£2.12
KI-3 19+0.71 3042.12 37+0.71 22+0.71 13+2.12 7#1.41 56+1.41\61+2.12 65+1.41 55+2.83 52+2.83 34+1.41
Kl-4 18+2.12 34+0.71 37+2.83 25+2.83 18+0.71 11+0.71 53+0.71 53+2.12 59+0.00 47+2.83 38+1.41 24+2.83
KI-5 15+1.41 27+1.41 42+2.83 33+2.83 17+1.41 6+2.12 59+0.71 61+h41 61+0.71 56+0.71 45+3.54 44+1.41
KI-6 1840.71 31+0.71 34+1.41 31+1.41 144212 9+1.41 55+141 66%2,12 59+0.71 46%4.95 44+3.54 33+£2.12
KI-7 14+0.00 29+0.71 38+1.41 31+2.12 10+1.41 7+0.71 59+2.83 53+1#41 63+1.41 52+1.41 41+2.83 34+0.00
KI-8 1542.83 31+1.41 34+4.95 29+2.83 14+0.71 5+1.41 55+1.41 61+1.41¢55+£2.83 47+3.54 43+1.41 30£2.12
KI-9 14+2.83 31+0.71 36+0.71 27+1.41 12+0.00 3+0.71 52+2.12 56+1.41 65£2:83 56+0.71 51+0.71 33+0.71
KI-10  16+0.71 28+0.00 40+2.12 32+2.12 11+1.41 4+1.41 63+2.12 59+0.71 51#0.00 48+1.41 43+0.00 32+2.12
Totales:
X+D.E. 17+1.34 30+0.99 38+2.05 29+2.12 15+#1.13 7+1.20 57+1.56 60+1.70 62+1.34 51+2.26 46+1.84 34+1.70
P=0.05 a a a a a a b b b b b b
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Tabla 9. Premedio del conteo de linfocitos por dia de cultivo y desviacidn estandar del cultivo celular a 25 °C vs 28
°C en la tartugapochitoque comun K. s. cruentatum.

Cultivo de linfocitos a 25 °C

Control a Al
(X) Linfocitos por diaxD.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Ks-1 14+4.24 17#2.83» 18+0.71 10+2.83 5+1.41 2+0.71 17+2.12 22+3.54 19+0.71 7+2.83 4+0.00 2+0.71
Ks-2 14+0.71 15+3.54 (15+0.71 9+0.00 4+0.71 2+2.83 14+4.24 19+2.83 16+0.71 7+0.00 2+1.41 1+0.71
Ks-3 14+1.41 16+0.71+12#0.71 7+0.00 3+1.41 3+0.71 16+1.41 21+0.71 17+1.41 9+0.71 3+0.71 1+0.00
Ks-4 18+1.41 19+0.71 16+0.00" 10+0.71 3+0.00 1+0.00 17+2.12 21+1.41 18+1.41 74141 3+2.12 1+1.41
Ks-5 16+3.54 15+1.41 17£3:641,10+2.12 2+0.71 1+1.41 12+2.83 18+0.00 13+2.12 5+2.12 4+1.41 1+0.71
Ks-6 14+0.71 15+0.00 11+1.4106%0.00 3+2.83 2+0.71 15+1.41 18+3.54 19+0.71 6+1.41 4+2.12 0%0.00
Ks-7 14+2.83 15+7.07 16+1.419+0.71 3+0.00 2+0.71 17+2.83 18+2.12 14+3.54 5+0.71 4+2.83 1+0.00
Ks-8 174141 214212 144212 6#1.41, 4+0.71 1+0.71 174212 21+354 16+1.41 9+0.71 1+0.71 1+1.41
Ks-9 15+3.54 18+3.54 13+2.12 7+141 »2+1.41 0+£0.00 17+2.83 20+0.71 14+0.71 7+1.41 1+0.71 1+0.71
Ks-10 12+2.83 2045.66 15+2.12 7+2.12("\1%1.41 1+0.71 1645.66 16+1.41 16+1.41 4+2.83 1+0.00 0%0.00
Iotales:
X+D.E. 15+2.26 1742.76 14+1.48 8+1.13 3+0.83 1+0.85 16+2.76 19+1.98 16+1.41 6+1.41 2+1.20 1+0.57
P=0.05 a a a a a a a a a a a a

Cultivo delinfocitos a 28 °C
Control b Bl
(X) Linfocitos por dia+D.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dia l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia:5 Dia 6 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Ks-1 224495 32+4.24 42+2.83 33+3.54 17+0.71#°8+0.71 [424£2.83 55+3.54 72+3.54 54+2.83 37+2.83 25+3.54
Ks-2 14+2.83 29+0.71 45+3.54 26+2.83 13+2.12(9+0.00 36%0.721 54+3.54 69+2.83 44+4.24 32+0.00 27+4.95
Ks-3 16+0.00 37+3.54 37+5.66 33+1.41 14+1.41 6£1.41 36+2.42\58+1.41 64+2.12 50+2.12 35+2.12 27+2.83
Ks-4 19+0.71 34+2.83 38+3.54 27+0.71 16+2.12 5+2.12 36+2.83° 50+2.12 65+0.71 45+3.54 27+2.12 24+2.12
Ks-5 15+2.83 29+2.83 49+2.83 32+4.95 13+0.71 5+0.71 34+1.41 54+h41 65+2.12 51+0.71 30%4.95 29+1.41
Ks-6 13+2.83 35+1.41 35+3.54 32+2.12 10+2.12 7+2.12 36+2.12 5742.83 66+3.54 49+4.24 28+3.54 31+3.54
Ks-7 9+1.41 21+1.41 36+0.71 30+3.54 9+2.12 3+2.12 39+0.71 554364 70+2.12 49+4.24 28+0.71 25%0.71
Ks-8 15+2.83 31+0.71 40+2.12 31+0.71 10+1.41 4+0.71 35+2.83 57+2.83( 644£2.83 45+1.41 36+1.41 27+0.00
Ks-9 13+1.41 374£2.12 39+0.00 27+1.41 9+1.41 2+0.71 36+1.41 47+2.12 63£2:12 49+1.41 31+1.41 25+2.83
Ks-10  11+0.71 25+1.41 35+2.12 35+2.12 8+0.71 1+1.41 374+2.12 54+2.83 62%2.83 H52+3.54 27+3.54 21+1.41
Iotales:
X+D.E. 15+2.05 31+2.12 39+2.69 30+2.33 12+1.48 5+1.20 36+1.91 54+2.62 66+2.47 49+2.83 31+2.26 26+2.33
P=0.05 a a a a a a b b b b b b

95



Tabla 10. Promedio del conteo de linfocitos por dia de cultivo y desviacion estandar del cultivo celular a 25 °C vs
28 °C en la tortuga pochitoque comun K. acutum.

Cultivo de linfocitos a 25 °C

Control a Al
(X) Linfocitos por diaxD.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Ka-1 16+2.12 18#1.41s 18+1.41 13+0.00 7+0.71 1£0.71 21+2.12 24+1.41 15+3.54 10+2.83 5+1.41 1+0.71
Ka-2 15+0.00 16+2.83 (17+2.12 13+2.83 7+0.00 3+0.00 19+3.54 24+2.12 16+0.71 9+0.00 6+2.12 2+0.71
Ka-3 17+3.54 19+0.71%17#1.41 14+0.71 8+1.41 2+0.00 20+0.00 22+1.41 15+1.41 10+4.24 4+1.41 2+0.00
Ka-4 17+0.71 18+2.12 16+2.12° 12+0.71 8+1.41 2+0.71 21+2.12 25+0.71 16+0.00 9+2.12 3+2.12 1+0.71
Ka-5 18+4.24 19+0.71 15£0:00%,11+0.71 7+0.71 0£0.00 18+0.71 23+1.41 17+0.00 10+2.12 4+1.41 1+0.00
Ka-6 19+0.71 18+3.54 17+2.8311+1.41 4+0.00 1+1.41 19+1.41 21+0.71 174+2.83 8+2.12 4+1.41 2+0.71
Ka-7 15+2.83 16+4.24 17+0.71°44+0.00 4+0.71 1+0.00 20£1.41 24+0.71 16+2.83 10+0.71 2+0.71 1+0.71
Ka-8 18+2.12 18+4.95 15+2.83 124141 4+2.83 1+0.71 20+£3.54 26+0.71 15+2.83 10+2.12 3+1.41 0%0.00
Ka-9 19+1.41 20+£0.00 17+0.71 11+1.4103+0.00 2+1.41 20+2.83 23+1.41 13+2.83 9+2.12 4+0.71 2+0.71
Ka-10 17+3.54 23+0.71 16+1.41 11+0.713x0.71 1+0.71 20+0.71 23+2.12 12+2.12 8+1.41 44283 2+2.12
Iotales:
X+D.E. 174212 1842.12 16+0.93 12+0.99 5+0.85 1+0.57 20+1.84 23+1.27 15+1.91 9+1.98 4+1.56 1+0.64
P=0.05 a a a a a a a a a a a a

Cultivo delinfocitos a 28 °C
Control b Bl
(X) Linfocitos por dia+D.E. (X) Linfocitos por diaxD.E.

Dia l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia:5 Dia 6 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Ka-1 18+2.12 37+3.54 39+0.71 30+£2.12 19+4.24+7+2.83 (26£2.83 41+4.95 49+3.54 52+2.12 294566 10+2.12
Ka-2 16+2.83 32+2.83 33+2.83 28+2.83 19+2.12( 7+0.00 31#0.71 40+0.71 48+3.54 46+1.41 32+7.78 10+0.71
Ka-3 18+2.12 30+1.41 30+8.49 24+4.24 19+2.83 9#0.71 35+2.42\43+4.24 47+0.00 48+2.12 27+6.36 15+0.71
Ka-4 14+1.41 2742.83 32+0.71 29+2.12 1940.71 4+41.41 30+1.41 42+3.54 A47+3.54 42+2.83 27+3.54 13+0.71
Ka-5 14+2.12 28+0.71 30+0.71 29+0.71 21+0.71 7+0.71 32+2.12 39+2.83 47+2.12 42+4.95 30%2.12 14+0.71
Ka-6 16+2.83 28+2.12 34+4.24 28+2.83 17+1.41 8+2.12 27+0.00 39%0.74 47+5.66 45+4.95 22+1.41 11+2.12
Ka-7 17+2.83 29+2.83 30+0.00 25+0.00 15+1.41 6+0.71 27+4.24 39+0i00 47+3.54 45+1.41 22+2.83 9+1.41
Ka-8 18+1.41 30+0.00 31+2.12 25+3.54 16+2.12 5+0.71 31+2.12 44+0.71f 494£0.71 42+2.12 27+2.12 13+2.83
Ka-9 174212 27+1.41 28+4.24 25+2.12 18+2.12 3+1.41 31+2.83 46+1.41 48£3:54 40+1.41 26+0.00 14+1.41
Ka-10 15+2.12 2642.83 27+1.41 26+0.71 18+4.95 2+1.41 28+0.00 45+2.12 49%2.83 43+4.24 22+2.12 15+3.54
Iotales:
X+D.E. 16+2.19 29+2.05 31+2.55 27+2.12 18+2.26 6+1.20 30+1.84 42+2.12 47+2.90 44+2.76 26+3.39 12+1.63
P=0.05 a a a a a a b b b b b b
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a Control a vs A1(25°C) b Control b vs B1(28 °C)
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Figura 16. Comparacion experimental de cultivo in vitro a temperatura 25 °C, vs 28 °C en
las tortugas dulceacuicolas K. I. leucostomum (a, b), K. s. cruentatum (c, d) y-Ky acutum (e,
f). Literales iguales en cada grafico, representa que no hay diferencias significativas a P <

0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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diferencias significativas a P < 0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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4.4, DISCUSION

Laytécnica empleada para la extraccion sanguinea en las tres especies pochitoques
resultd exitosa, ya que se lograron obtener 31200 linfocitos. La especie en la que se obtuvo
mayor nimero.de linfocitos fue el pochitoque comun K. I. leucostomum con 11621 linfocitos,
seguido del pochitoeque escorpion K. s. cruentatum con 10205 linfocitos y el pochitoque
jahuactero K. acutum.eon 9374 linfocitos. Esta variacion en el conteo de células linfocitarias
en las tres especies de tortugas dulceacuicolas puede deberse a varios factores, como los
caracteres fisioldgicos ‘enrlas tres especies, la manipulacion previa a la extraccion de la

muestra sanguinea y factores‘ambientales, los cuales se detallan enseguida:

1) Caracteres fisioldgicos: La movilidad y fuerza de las extremidades, tamafio del plastron y
del carapacho, tamafio de la cola yiehtamarfio de la vena coccigea pueden influir en el conteo
de linfocitos, por ejemplo, en las hembras de los kinosternidos la longitud de la cola es
reducida (lverson & Vogt, 2011; Silva-da-Silva et al., 2021), por lo que la vena coccigea
también es pequefia en comparaciénde los machaes (Jenkins-Perez, 2012), ademas, el tamafio
reducido de la cola con relacion a la.eapacidad desmovilidad del plastron en los kinosternidos
y a la carencia de herramientas o dispositivos que ayuden a sujetar la cola, también dificulta
la toma de muestra (Rohilla & Tiwari, 2008). Por otra parte, la fuerza en sus patas anteriores
dificulta la toma de muestra sanguinea (Ulsh gt-al., 2001); los repetidos impulsos provocan
que el tiempo de la extraccion de la sangre se reduzca a-Segundos y en consecuencia la
cantidad de la muestra sea insuficiente, asi también debido a quelel sitio de puncion es muy
cercano a los vasos linfaticos y en combinacion con lo anterior,»se aumenta el riesgo de
hemodilucion (Rodriguez-Almonacid et al., 2022). Por ello, algun@s autores han sefialado
que en especies de tortugas dulceacuicolas (que por lo regular corresponden a especies
pequefias), la extraccion de sangre por vena coccigea resulta con mucha difieultad (Rohilla
& Tiwari, 2008). Sin embargo, otros autores han recomendado trabajar con lasvena coccigea
porque facilita la toma de muestra en comparacion de otras zonas de puncion como la vena
yugular y la vena cardiaca, donde las tortugas suelen defenderse con mordidas que-pueden
Ilegar amputar dedos o partes de la piel para quien los manipule (Johnson & Nielsen,'206),
por tal motivo, al trabajar en esta zona, se debe llevar a cabo la aplicacion de sedantes (Mans,
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2008)s"lo que convierte la técnica en un proceso invasivo (Haskell & Pokras, 1994; Ulsh et
al., 20071).

Otro facterasconsiderar es el sexo de los organismos estudiados, ya que se ha reportado que
los niveles dedinfocitos pueden variar significativamente mas altos en las hembras que en

los machos (Dickinson et al., 2002).

2) Manipulacion dedos.especimenes: Se ha documentado que la manipulacion incorrecta de
las tortugas, asi comosu mantenimiento en cautiverio fomenta el estrés en los organismos,
lo cual provoca disminucionen los conteos de células linfocitarias, ya que causa desequilibrio
en los componentes del sistemasinmunologico, aumentando las hormonas suprarrenales
(Caliani et al., 2019). Ademas, un inadecuado sistema de nutricién o la malnutricion crénica,
también es una causa en la disminueion del conteo de linfocitos (Martinez-Silvestre et al.,
2011).

3) Factores ambientales: También fomentan el estrés citoldgico en las tortugas, ya que dicho
estrés provoca que algunas /hormonasy Jcomo los glucocorticoides aumenten
descontroladamente, lo que causa quegdasicélulasicomo los linfocitos se adhieran a las paredes
de los vasos sanguineos y migren a otros-tejidos como.el-bazo, médula 6sea, piel, entre otros,
dando como resultado que disminuyan loslinfocitos.circundantes, de tal modo que los
analisis y perfiles hematolégicos, asi como en{los'citoquimiCes se vean alterados, generando
informacion poco fiable en los estudios. (Caliani et al., 2029)) Ademas, otros autores han
sefialado que los niveles de linfocitos pueden variar de acuerdo.a’las diferencias estacionales
y anuales relacionados con las precipitaciones, los cuales bajan las temperaturas y suprimen
o inhiben la respuesta inmune de los organismos; mientras que la disponibilidad de forraje y
la condicidn fisioldgica de los organismos también puede influir en los'niveles de linfocitos
(Dickinson et al., 2002; Martinez-Silvestre et al., 2011).

Sin dudas, las diferentes técnicas que existen para la extraccion de muestra ‘sanguinea en
tortugas dulceacuicolas tienen ventajas y desventajas (Rodriguez-Almonacid et al*;, 2022).
Sin embargo, en el presente estudio se considera exitoso por la cantidad de linfocitos
observados y analizados, ya que la finalidad de esta investigacion no esta enfocada al petfit
hematologico, sino a la productividad de células linfocitarias implementando un disefa

experimental. En este contexto, aunque se determiné variacion en el conteo de linfocitos en
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las tres especies de pochitoques K. I. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acucutm, para este
estudio”_se determin6 como una condicion normal por los caracteres fisioldgicos-
morfologicos; relacionados con la técnica de extraccion de muestra sanguinea en las tres

especies dedtortugas. Esto no influyé en los resultados y su interpretacion estadistica.

Por otra parte, elspico de reproduccion de linfocitos mas alto ocurrio al tercer dia del cultivo,
es decir, a 72 h deunigiar el cultivo celular, condicion que fue observado en las tres especies
de tortugas dulceacuicalas K. I. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum del presente
estudio. Este resultade_>concuerda con el reporte de Rohilla et al. (2006), donde
implementaron el tiempo descultivo celular a 72 h (tiempo éptimo) en las especies de tortugas
dulceacuicolas Lissemys punctatay Geoclemys hamiltoni de Uttar Pradesh, en India; al igual
que en el reciente estudio de Hong.et-al. (2023) en la tortuga gigante de caparazén blando
asiatica Pelochelys cantorii de Guangzhou, China; incluso, en la tortuga marina verde
Chelonia mydas de Florida, en Estados‘Unidos de América, se ha recomendado implementar
el tiempo de cultivo a 72 h con organismos sanos y enfermos (Cray et al., 2001). Ademas, el
resultado encontrado en este trabaje-de las tortugas pochitoques del estado de Tabasco es
similar a la recomendacién de Silva et al./(2011),.dende sefialan que el periodo de incubacion
Optimo para la reproduccion celular es' de, 70 h, demostrado en la tortuga Chelonoidis

carbonaria de Sao Paulo, Brasil.

Estos resultados difieren con el estudio comparativo de cultivo celular de sangre periférica
en la tortuga dulceacuicola de orejas rojas Trachemys scripta de Ulsh et al. (2001), donde
determinaron el tiempo éptimo de cultivo, encontrando que de 48'a 60 h la cantidad de células
era practicamente nula, mientras que a partir de 72 y hasta 80 h no hubo diferencias con
respecto al rango anterior (48-60 h), pero aumentd drasticamente la produccion de células a
partir de 84 h y hasta 96 h. En otras especies de tortugas, especialmente en lassmarinas como
la tortuga cabezona Caretta caretta, también se han establecido protocolos dende el cultivo
de linfocitos debe realizarse por 95.5 h (aproximadamente 4 dias) con especimenes/de Santa
Marta, Colombia (L6pez et al., 2008), y otros reportes incluso incrementan drasticamente el
tiempo de cultivo de los linfocitos a 136 h, como es el caso de la tortuga C. caretta colectadas
en Carolina del Norte, en Estados Unidos de América (Keller et al., 2006).

101



En cuanto a la temperatura 6ptima de cultivo, las tres especies del presente estudio K. I.
leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum presentaron mayor nimero de linfocitos a 28 °C
con diferencias significativas (p=0.05) con respecto a la temperatura de 25 °C realizado en
este experimento, y al igual que en el tiempo Optimo de cultivo, este trabajo concuerda con
Rohilla et al. (2006), donde implementa la temperatura 6ptima de cultivo de linfocitos a 28
°C en las tortugas L.punctata y G. hamiltoni, asi como con el estudio de Hong et al. (2023)
en la tortuga gigante de=caparazon blando P. cantorii (con 28 °C) y en el reporte de Liu et al.
(2022) sobre la tortuga galapago amarilla asiatica Mauremys mutica (con 28 °C). Ademas,
es comparable con el estudio de'Ulsh et al. (2001) en la tortuga dulceacuicola de orejas rojas

T. scripta, donde establece la temperatura de 29 °C para el cultivo celular.

Por otra parte, los resultados en este‘trabajo difieren y contrastan con el estudio de Keller et
al. (2005) en la tortuga C. mydas, implementando una temperatura de 30 °C en su cultivo de
linfocitos. De igual manera, se difiere con el trabajo de Lépez et al. (2008) en la tortuga C.
caretta, donde establecieron en su protocolo de cultivo de linfocitos una temperatura de 32
°C. Otros autores como Cray et al=(2001) realizaron y recomendaron la elaboracién del
cultivo celular a 37 °C en la tortuga C. mydas, aligual que en Silva et al. (2011) en la tortuga

C. carbonaria.

De acuerdo a lo anterior, es evidente que en las\tortugasexiste variacion en las técnicas y
protocolos para el cultivo in vitro de linfocitos; tal situaciénsse manifiesta en especies de
tortugas dulceacuicolas como en tortugas marinas. En el €aso especial de las tortugas
dulceacuicolas, al cual pertenecen las tres especies estudiadas enyeste trabajo, tuvieron un
comportamiento o ritmo de produccion celular idéntico, lo cual pugde)estar asociado a las
temperaturas preferenciales de dichas especies, como lo sefiala Ulsh et al) (2001), y lo cual
esta respaldado por diversos reportes de temperatura preferencial de tortugas en zonas
tropicales, donde la temperatura presenta variaciones entre 25y 30 °C, dependiendo de la
zona geografica, como es el caso de E. macquarii krefftii con 25 °C (Kidman et al., 2023), P.
megacephalum con 28 °C (Shen et al., 2013), otras especies como T. scripta con 29.°€ (Ulsh
etal., 2001) y A. spinifera con 30 °C (Tamplin et al., 2020), razén por la cual, en las tortugas
existen protocolos de cultivo in vitro de linfocitos tan variados, por lo que es importante

elaborar experimentos como el del presente estudio para las diferentes especies de tortugas.
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En conclusion, la evidencia mostrada en esta investigacion usando como modelo bioldgico a
las tres especies de kinosternidos (K. I. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum) que
habitan en el estado de Tabasco, demostrd que la temperatura 6ptima para el cultivo in vitro
de linfocitos.es de 28 °C (P=0.05), alcanzando su mayor tasa de productividad celular a 72
h. En este estudio.se descarta el uso de temperatura de 25 °C para el cultivo de linfocitos de
posteriores investigaciones y se recomienda que el tiempo del cultivo no exceda 80 h, ya que
es cuando la fase estaeionaria inicia su proceso de decrecimiento en la reproduccion celular.
Es importante continuar,eon estudios de cultivo in vitro de células linfocitarias en las tortugas
dulceacuicolas en el estado de Tabasco y otros estados en el pais, ya que la naturaleza
poiquilotérmica de estos reptiles-y los distintos climas que prevalecen en la extension del
territorio mexicano genera temperaturas preferenciales diferentes, por lo que estudios
experimentales como el presente deCumento ayudaria a comprender y elaborar protocolos

especificos para especies o familias degortugas que habitan en nuestro pais.
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Lamina IV. Linfocitos (flechas) de las tortugas dulceacuicolas K. I. leucostomum , K.
acutum (C, D) y K. s. cruentatum (E, F). O
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CAPITULO YV

COMPOSICION CARIOTIPICA DE TRES KINOSTERNIDOS DEL SURESTE DE
MEXICO, K. leucostomum leucostomum K. acutum Y K. scorpioides cruentatum
(TESTUDINES: KINOSTERNIDAE)

Javier Hernandez-Guzman & Lenin Arias-Rodriguez

Resumen: En el estade~de Tabasco, sureste de México, habitan tres especies del género
Kinosternon, el pochitoque comun K. leucostomum leucostomum, el pochitoque jahuactero
K. acutum y el pochitoque K. sCorpioides cruentatum. Los antecedentes en las tortugas
dulceacuicolas de la familia ‘Kinosternidae han demostrado variedad cromosomica y
cariotipica entre las especies. El objetivo fue describir la estructura cromosémica en mitosis
de las hembras y machos de las tortugaS'K: I. leucostomum K. acutum y K. s. cruentatum. Se
determiné que el nimero modal diploide fue 2n=56 cromosomas en las tres especies de
pochitoques. Se identifico variacion_cariotipica en: K. |. leucostomum con 17 pares
metacéntrico-submetacéntrico “msm’’4 11 pares'telocéntrico “T” (NF=90), mientras que las
especies K. acutum y K. s. cruentatum-eon-28 pares “msm” (NF= 112). El pochitoque K. I.
leucostomum, fue la Unica especie donde"se~pudo obServar cromosomas supernumerarios,
desde 2 hasta 5 microcromosomas. En los cariotipos de-las tres especies no fue posible
identificar la presencia de cromosomas heteromorficos. Se revelg la morfologia, morfometria
y el cariotipo inédito de K. acutum, y la comparacion cariotipica’de K. I. leucostomum y K.

s. cruentatum con otros estudios ratificd la variacion citogenéticaentre poblaciones.
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5.0. GOMPOSICION CARIOTIPICA DE TRES KINOSTERNIDOS DEL SURESTE
DE-MEXICO, K. leucostomum leucostomum K. acutum Y K. scorpioides cruentatum
(TESTUDINES: KINOSTERNIDAE)

Abstract: Inthe: state of Tabasco, southeastern Mexico, three species of the genus
Kinosternon are found: the common freshwater turtle (K. leucostomum leucostomum), the
Mexican freshwaterturtle (K. acutum), and the scorpionfish turtle (K. scorpioides
cruentatum). Previous ¢studies of freshwater turtles of the Kinosternidae family have
demonstrated chromosomal and karyotypic diversity among species. In Tabasco, cytogenetic
studies of turtles are scarcey and some species still lack chromosomal and karyotypic
information. Therefore, the objeetive_of this study was to describe in detail the mitotic
chromosomal structure of female and.male turtles K. I. leucostomum, K. acutum, and K. s.
cruentatum. The diploid modal numberwas determined to be 2n = 56 chromosomes in all
three freshwater turtle species. Karyotypic variation was identified according to the following
chromosomal formulas: K. I. leucostomum with 27 metacentric-submetacentric “msm” pairs
+ 11 telocentric “T” pairs (NF = 90),#hile the §pecies K. acutum and K. s. cruentatum had
28 “msm” pairs (NF = 112). The commen pochitoque, K. I. leucostomum, was the only
species in which supernumerary chromosomes orf” “B” microchromosomes could be
identified, ranging from 2 to 5 microchrgmosomes? /Fhe presence of heteromorphic
chromosomes could not be identified in the karyotypes of thethree species. The morphology,
morphometry, and previously unpublished karyotype of K. acutum were revealed, and the
karyotypic comparison of K. |. leucostomum and K. s. cruentatum with other studies
confirmed the cytogenetic variation among populations.

Keywords: Karyotype, chromosomes, kinosternids, microchromosomes, turtles.
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5.1. INTRODUCCION

La citogenética es una técnica que se emplea para el estudio de todos los caracteres
morfolégicos'de los cromosomas que posee un organismo (Balajee & Hande, 2018). Si bien,
es una técnica-considerada para el estudio de la biologia béasica en las especies, también es
util para descubrir.informacion genética inédita en las especies, incluso en la actualidad con
todos los avances y opciones que se ofrecen en su metodologia (Balajee & Hande, 2018;
Kang, 2018).
A diferencia de otros grupos taxondmicos, en los Testudines, el cual es el Orden en el que se
ubican todas las especies destortugas, la composicion cariotipica estd conformada por
diferentes tipos de cromosomas-(Rovatsos et al., 2017; Mezzasalma et al., 2024), desde
aquellos que son considerados oo cromosomas grandes o largos, cromosomas medianos
y cromosomas muy pequefios (Waters et al., 2021; Viana et al., 2022).
En la historia citogenética de las tortugas, estos cromosomas que son muy pequefios
resultaron probleméticos cuando se trataba' de clasificarlos con nomenclatura clésica de
Levan et al. (1964), ya que su<diminuto tamafo dificultaba diferenciar la composicion
morfologica de dichos cromosomas, es decir, d0s_brazos p y g no se diferenciaban con
relacién al centrémero, por ello, en la-publicacién de Bickham (1975) considerando esta
probleméatica en los cromosomas pequefes, establecié una nomenclatura nueva de
clasificacion cromosémica en su época, especialmente”para tortugas y basandose en los
parametros propuestos por Levan et al. (1964). Esta nueva_nomenclatura, clasificaba a los
cromosomas en tres grupos principales: los cromosomas tipo A, les cromosomas tipo B y los
cromosomas tipo C 6 también Ilamados microcromosomas, los euales eran todos aquellos
microcromosomas que no podian ser medidos (Bickham, 1975).
Con el tiempo y el desarrollo de nuevas tecnologias en microscopia, ‘fotomicroscopia, asi
como el desarrollo de programas bioinformaticos (Chadarevian, 2015; Kirev ‘et al., 2017,
Agbleke et al., 2021; Liehr, 2021), estos microcromosomas o cromosomas.tipo_.C, al fin
pueden ser correctamente identificados con la nomenclatura clasica de Levan et.al. (1964),
la cual se considera como la més completa e importante en el campo de la citogenética, En
este contexto, la gran mayoria de los estudios cromosémicos y cariotipicos en las torttigas

dulceacuicolas datan de hace més de 60 afios (Deakin & Ezaz, 2019), por lo que es necesario
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una revision minuciosa de los cromosomas, en lo particular, de aquellos complementos
cromesomicos considerados como microcromosomas de acuerdo con Bickham (1975).
Sumado~a_ello, los estudios de citogenética en tortugas mexicanas son muy escasos,
especialmente-en el estado de Tabasco, al sureste de México, donde sélo se han estudiado
algunas poblaciones en K. I. leucostomum, Staurotypus triporcatus (ambos de la familia
Kinosternidae) y; T) v. venusta (de la familia Emydidae) (Herndndez-Guzman, 2018;
Hernandez-Guzman & Arias-Rodriguez, 2019). Con todos los estudios cariotipicos
historicos existentes en da familia Kinosternidae, desde los estudios de Barros et al. (1972),
Killebrew (1975), Sites et@l. (£979), entre otros, aln existen especies con nula informacion
citogenética, uno de ellos es el pochitoque jahuactero K. acutum donde no hay nigln
antecedente de andlisis cromosémico y cariotipico, posiblemente, a que su distribucion es
mas restringida que las otras especies'de pochitoque K. I. leucostomum y K. s. cruentatum de
acuerdo con los mapas de distribucién )Jde Rhodin et al. (2021). Ademas, los estudios
genéticos mas recientes en Kkinosternidos ha permitido develar especies cripticas,
especialmente en Kinosternon scorpioides, donde posiblemente, mas de una especie pudiera
estar coexistiendo con kinosternidos; la-anterior@'llevado a formular que como consecuencia
se reajuste la taxonomia en este grupo en particular{Hurtado-Gomez et al., 2024).

Ademas, los estudios cariotipicos en poblacienes del-pochitoque comin K. I. leucostomum
de Tabasco, en el sureste mexicano, por Herndhdez-Guzman.et al. (2014, 2015) revelaron la
presencia de variacion morfométrica de cromosomas entre peblaciones, lo que podria estar
ocurriendo en otras poblaciones de pochitoques por causas diversas, desde contaminacion de
los cuerpos acudticos de Villahermosa y sus alrededores (Osorio=Pérez et al., 2024), hasta
posibles zonas de hibridacién que han dado origen a las anomalias ‘cariotipicas en especies
de vertebrados de esta region (Hernandez-Guzman & Arias-Rodriguez,.2024).

Por ello, la presente investigacion se llevd a cabo con el objetivo de deseribir caracteres
citogenéticos, desde el nimero modal diploide 2n en células linfocitarias, hastalamorfologia,
morfometria, nimero fundamental y clasificacion de los cromosomas, asi coma.da_posible
identificacion de citotipos particulares y atipicos como la presencia de microcromosomas
“B” y cromosomas heteromorficos en las tres especies de Kinosternon que se distribuyen en
el estado de Tabasco en México, el pochitoque comun K. I. leucostomum, el pochitoque

jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpion K. s. cruentatum.
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5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1+Area de estudio y recolecta

Se recolectaron 35 individuos de tortugas pochitoques por observacion visual en
ambiente silvestre: el pochitoque comdn K. . leucostomum (15: siete hembras y ocho
machos), el poechitoque jahuactero K. acutum (10: seis hembras y cuatro machos) y el
pochitoque escorpion K. s. cruentatum (10: siete hembras y tres machos). Las tortugas fueron
observadas y recoléectadas, manualmente de las lagunas del Pueblo y Huapacal de la Villa
Luis Gil Pérez, asi come-€l area conservada de tintal de la Division Académica de Ciencias
Bioldgicas de la Universidadduarez Auténoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del
Centro, de los margenes de los-pantanos de la Villa Sdnchez Magallanes, municipio de
Cérdenas, y de las lagunas tres.lomos en los pantanos del municipio de Centla, todas las
localidades del estado de Tabasco, exico. Los individuos recolectados, se mantienen vivos
y en condiciones 6ptimas de mantenimiento, calidad de agua y alimentacion en las
instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT. La identificacion
taxonodmica, se basé en la nomenclatura de-i<egler y Vogt (2013), y atendiendo la ultima
actualizacién en taxonomia, sinonimia;distribueion, estatus de conservacion y lista anotada
de las especies de tortugas dulceacuicelas.en el ¢qnundo (Rhodin et al., 2021). Todas las
especies fueron tratadas de acuerdo a los estandares bieéticos nacionales, cumpliendo con las
normas oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000.NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT 2019). Este documento se realiz6 con el permiso federal de colecta de
SEMARNAT SGPA/DGVS/04315/11, y con la aprobacion de la Comision Institucional de
Etica en Investigacion “CIEI” con numero de Folio: 0985, per la Universidad Juarez

Auténoma de Tabasco, en México.

5.2.2. Muestra sanguinea y cultivo de linfocitos

Se extrajo 1 ml de sangre de la vena coccigea con una jeringa jpreviamente
heparinizada (Inhepar®) con aguja ultrafina de 6 mm y con capacidad de 100 ‘unidades (1
ml) y desinfectando la zona de puncion con etanol 70% (Haskell & Pokras 1994), El
aislamiento de linfocitos se llevé a cabo aplicando la metodologia modificada de Fujiwara et
al. (2001), Rohilla et al. (2006), Majtanova et al. (2017) y a como se describe en el Capitulo

3 del presente trabajo, el cual consistio en afiadir 3 ml de Ficol (Ficoll-PaqueTM Plus

114



1.077#0.001 g/ml a 20 °C de GE Healthcare) a tubos de ensayo de 14 ml preparado
previamente con 4 ml de la muestra sanguinea diluida en disolucion salina en proporcion 1:1
(sin mezclar ‘el Ficol con la muestra sanguinea diluida). Los tubos fueron esterilizados
previamenté.en una cdmara de PCR UV 825-UVC (PlasLabs, Lansing, Michigan, USA)
utilizando las\lamparas germinicidas fluorescentes y luz ultravioleta durante 15 min. Luego
se centrifug6 durante)15 min a 3000 rpm, seguidamente se extrajo el sobrenadante de plasma
con la ayuda de micropipetas para dejar expuesto a la capa de células mononucleares.

Una vez extraido el plasma, con una jeringa estéril nueva se extrajo la capa de células
mononucleares y se transfirio asun nuevo tubo con Medium preparado, que consistio en 5 ml
de Medio suplementado con_10% de suero fetal bovino (KREAvital Lymphocyte
Karyotyping Medium que incluye PHA pKBI-90021 de Kreatech), 1% de solucion
antibidtica antimicética con propercion de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P
(Lectina de Phaseolus vulgaris de Sigma-Aldrich®) en proporcion 90 mg/5 ml de Medio,
Benzatina bencilpenicilina (solucion antibacteriana de Amsa Laboratorios®) con 0.3 mg/5
ml de Medio y 0.175 pl de metanol/al 10%.

Las muestras de células blancas se dejaran en ingubacion por 72 h a temperatura de 28 °C en
una incubadora Ecoshel DH2500AB de-¢conveccion natural, con las siguientes condiciones
de cultivo: 386+1.20 ppm de CO., Humedad Relativacde 52.10+2.33 % y 0.013+0.001
mg®/m® de Compuestos Organicos Volatilés) TotaleS (TVOC), parametros que son
fundamentales durante el desarrollo del cultivo celular in vitro de linfocitos. EI CO> fue
monitoreado para evitar el desbalance en los niveles de pH en el cultivo celular sanguineo
(Yang & Xiong, 2012; Mani, 2023). Por otra parte, la humedad relativa fue monitoreada para
prevenir la desecacion celular y ayudar la proliferacion de linfocitos (Spurbeck et al., 1996;
Zavala et al., 2017) y el TVOC para dar un seguimiento 6ptimo sobre el.comportamiento de
los gases, para detectar contaminacion y proliferacion de bacterias en el.eultivo in vitro
(Reese et al., 2020; Euler et al., 2022).

Los tubos del cultivo celular fueron agitados con ligereza durante repetidas ocasiones al dia
para favorecer la dispersion celular, la oxigenacion y evitar la concentracion o traslape de
células en un punto especifico del tubo (Prakash & Srivastava, 2008; Gallego-Murillo et al.,
2022).
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5.2.3+/Protocolo de preparacién cromosomica

Posterior a las 72 h de cultivo, se afiadié 50 pl de colchicina al 0.1% diluida en citrato
de sodie” al*1% por cada 5 ml de Medium, agitando suavemente la preparacion.
Inmediatamente las muestras fueron incubadas a 28 °C durante 30 min. Posteriormente, la
muestra se centrifugd a 7000 r.p.m. durante 10 min; al finalizar este procedimiento, se
descarto6 el sobrenadante con la ayuda de una pipeta de polietileno, dejando Gnicamente el
boton de células linfogitarias. Posteriormente, el boton celular fue removido cuidadosamente
con ligeras vibraciones; dgspués, se aplicé tratamiento con solucion hipotonica de citrato de
sodio al 1% (10 ml) y se dejé«incubando a 28 °C por 60 min. Después, se afiadio 2 ml de
fijador frio 4 °C en proporcion_4:1 (4 ml de metanol: 1 ml de &cido acético glacial) y se
mezcl6 suavemente, dejando reposar durante 5 min. El siguiente paso, fue extraer 2 ml del
cultivo de linfocitos preparado conja ayuda de una micropipeta y se transfirio a tubos de 2
ml de capacidad. Cada tubo fue centrifigado a 7000 r.p.m. durante 10 min y al finalizar, el
sobrenadante fue eliminado, dejando unieamente el botdn celular.
Posteriormente, se realizo el sigdiente pase-repitiéndolo tres veces: Se afiadié 1.5 ml de
fijador 3:1 (3 ml de metanol: 1 ml de.&cido acético glacial) y con la ayuda de una pipeta de
polipropileno se resuspendio el boton eelular, dejando reposar a temperatura gélida de -18
°C durante 5 min, después se agitd la muestra-para homogeneizar y se dejé en reposo durante
10 min a temperatura ambiente, después, cadd tubo fue<Centrifugado a 7000 r.p.m. durante
10 min.
El ultimo paso consistio en eliminar el sobrenadante, dejando unicamente el boton celular;
luego se afiadié 0.5 ml de solucidn hipoténicay 1 ml de fijador 3:1;para después resuspender
las células y homogeneizar la muestra a temperatura ambiente. Posterior-al tiempo de reposo
de la muestra, se utilizé una placa térmica regulando la temperatura a 35+°C y se colocaron
portaobjetos pretratados con etanol frio a 4 °C para realizar el goteo de las'muestras (con
choque térmico). Antes de realizar el goteo, la muestra se resuspendio con la ayuda de una
pipeta de polipropileno para posteriormente realizar el goteo a una altura de 1.80 m..El secado

de las muestras goteadas fue a temperatura ambiente.

5.2.4. Tincién de muestras
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Cada muestra de portaobjeto fue debidamente etiquetada. Las preparaciones
cromesomicas se dejaron envejecer por 12 h a temperatura ambiente. Después (utilizando el
método eStandarizado de tincion del Capitulo 1 en el presente trabajo), se llevo a cabo la
tincion con/Giemsa en solucion madre a 4.0 °C (sin diluyente) con el empleo de cajas petri
como base de.soporte de los cubreobjetos. El tiempo de exposicion de las muestras al
colorante Giemsa fue de 10 s. Inmediatamente después, se retir6 el exceso de colorante con
la ayuda de una pisétasyschorros de agua destilada. Luego, las muestras fueren colocadas en
posicién vertical sobre~gapel absorbente en un recipiente cilindrico de polietileno para
escurrir el exceso de agua durante el proceso de retiro y lavado del colorante. Todas las

muestras fueron secadas a temperatura ambiente 29+1.0 °C.

5.2.5. Microscopia 6ptica y contea-€Cromosémico

Se utilizd un microscopio 6ptica"’Axio Scope Al (Carl Zeiss®), equipado con camara
digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®), Utitizando el objetivo de 10x para la busqueda de
dispersiones celulares de linfocitos'y el objetivo de 40x + 1.25x optovar para la toma de
microfotografias. Dicha busqueda de dispersiones cromosdmicas fue realizada tomando los
criterios de seleccion cromosomica de Hernandez-Guzman (2018). Las mejores imagenes de
campos cromosémicos fueron seleccionadas-y, tratadas para su optimizacion en el software
ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH, 2011). El«Conteo de cada cromosoma en las
dispersiones para determinar el nimero modal diploide 2n.fte elaborado con el software
ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, USA) aplicando lasherramientas de conteo por
puntos individuales. Las matrices de cada conteo cromosémico fueron transferidos a bases
de datos en el software de Microsoft® Office Excel LTSC Profesional Plus 2021.

5.2.6. Elaboracion de cariotipos y estadistica

Para determinar el cariotipo tipico, se emplearon en total 30 metafases mitoticas de
excelente calidad, 10 del pochitoque comun K. I. leucostomum (5 de hembras + 5 'desmachos),
10 del pochitoque jahuactero K. acutum (5 de hembras + 5 de machos) y 10 del pochiteque
escorpion K. s. cruentatum (5 de hembras + 5 de machos). Las mejores imagenes de

dispersiones cromosomicas fueron recortadas en cromosomas individuales, de los cualesise
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tomaron las medidas en micrometros (um) del brazo corto (p) y brazo largo (g) que sirvieron
de base para constituir los pares homologos de cromosomas (cariotipo).

A los valores'de p y q, de cada par homdlogo de cromosomas, les fue calculada la media 'y
desviacion gstandar y posteriormente se les calculd la longitud relativa (LR), es decir, la
longitud promedio en um de p 6 de q, fue dividida por la sumatoria total de p mas q del
complemento cromosomico en um, multiplicando el valor por 100.

Los cromosomas, Seordenaron con base en los pardmetros bioestadisticos citogenéticos
propuestos por Levan et-aly (1964), como se describe a continuacion: proporcion de brazos
r=g/p, indice centromérico 1=200(p/p+q) y la diferencia entre brazos cromosémicos d=r-
1(10)/r+1, donde “p” corresponde‘al brazo corto y “q” al brazo largo. Con dichos parametros,
los cromosomas fueron clasificades de acuerdo con la siguiente tabla (Tabla 11) propuesta
por Levan et al. (1964):

Tabla 11. Nomenclatura de clasificacién cromosdmica.

Clasificacion Valor r Valor d
M 1 0
msm 1-3 0-5
stt 3- 5-10
T o0 10

M= metacéntrico, msm="metacéntrico-submetacéntrico,
stt= subtelocéntrico-telocéntrico, T= teloecéntrico.

Los ideogramas fueron elaborados seleccionando las dispersiones cromosomicas para la
elaboracion del cariotipo estandar, tomando los caracteres morfométricos del brazo corto “p”,
[P

centromero y brazo largo “q” de los cromosomas Yy calibrando las microfotografias a 10 um,
utilizando el software IdeoKar 1.3 de Mirzaghaderi y Marzangi (2015).

5.3. RESULTADOS

Se analizaron 629 dispersiones cromosomicas, siendo 244 de hembras y 385 de.machos en
el pochitoque comun K. I. leucostomum. ElI ndmero modal diploide en ambes)sexos
correspondi6 a 2n=56 cromosomas, con el 93.9% del total de células analizadas en hembras,
y con el 95.1% del total de células en individuos machos. Algunas dispersiongs
cromosOmicas aisladas manifestaron 54 cromosomas y con porcentaje muy bajo, siendo

4.1% en hembras y 1.8% en machos. En otras dispersiones fue posible identificar el doble de
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cromesomas con respecto al nimero modal, llegando a contabilizar hasta 112 cromosomas
por dispersion; dicha caracteristica fue observada con muy bajo porcentaje, es decir, 2.0% en
hembras«y 3.1% en individuos machos. El analisis de los pardmetros citogenéticos de K. I.
leucostomum-permitio identificar la presencia de cromosomas birrdmeos y monorrameos, de
los cuales, se identificaron 17 pares de cromosomas metacénctricos-submetacéntricos “msm”
(del par 1 al 17) y 11 pares de cromosomas telocéntricos “T” (del par 18 al 28). Esta

morfologia cromosémica fue idéntica en ambos sexos.

En los pochitoques hembras, el primer par de cromosomas birrameos presentd medidas
promedio de 1.41+0.06 umdél brazo corto “p”y 3.15+0.24 um del brazo largo “q”, mientras
que el ultimo par de cromosomasbirrameos presentaron medidas promedio de 0.48+0.08 um
del brazo “p” y 0.86+0.06 um.”En~cuanto a los cromosomas monorrameos, la longitud
promedio fue de 1.01+£0.08 pm engSusprimer par y 0.67+0.04 um en su ultimo par de
cromosoma. Por otro lado, en los individugs machos los cromosomas birrdmeos midieron
2.20+0.33 um en su primer par de eromosoma y 0.37+0.12 um en su Ultimo par, mientras
que los cromosomas monorrdmeos-tuvieron la‘/longitud promedio de 1.81+0.09 pum en su

primer par y 0.60+0.08 um en su ultimo.par de cromosoma (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros citogenéticos de los cramasomas hemdélogos en hembras y machos del pochitoque
comun K. I. leucostomum. Longitud promedio (pm),\longitud-relativa promedio (L.R.) y su clasificacion.

Par Longitud Longitud
Cromosémico b E:“Q.)E. q (i”g)E. L'Rp' ato L'F;' 8 i d Clasificacion
Hembras

1 1.41+0.06 3.15+0.24 2.47 5.53 223 3091 3.82 msm
2 1.34+0.06 2.75£0.17 2.35 4.82 2.05% .23.75 3.28 msm
3 1.24+0.07 2.50+0.10 2.18 4.38 2.01" _-33.22 3.32 msm
4 1.19+0.08 2.39£0.14 2.08 4.19 2.02%.'83.14 3.31 msm
5 1.09+0.06 2.24£0.13 1.92 3.93 2.05 32.75\ 3.28 msm
6 1.06+0.08 2.10+0.13 1.85 3.67 198 3354 _3.35 msm
7 0.98+0.08 1.94+0.07 1.73 341 197 33.62 3/3.36 msm
8 0.94+0.08 1.87+0.08 1.65 3.28 198 3351 3.35 msm
9 0.92+0.10 1.81+0.09 1.61 3.18 197 3366 337 msm
10 0.88+0.07 1.75+0.07 1.55 3.06 198 3359 3.36 msm
11 0.83+0.06 1.68+0.10 1.45 2.94 2.02 3313 331 msm
12 0.80+0.05 1.64+0.08 1.40 2.87 2.05 32.80 3.28 msm
13 0.74£0.05 1.57+0.09 1.30 2.75 212 32.08 321 msm
14 0.71+0.06 1.34+0.09 1.24 2.34 1.89 3464 3.46 msm
15 0.66+0.07 1.24+0.06 1.15 2.17 1.88 3467 3.47 msm
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16 0.59+0.05 1.16+0.07 1.04 2.03 196 33.76 3.38 msm
17 0.48+0.08 0.86+0.06 0.83 1.51 181 3562 3.56 msm
18 1.01+0.08 1.77 10.0 T
19 0.95+0.06 1.66 10.0 T
20 0.91+0.05 1.60 10.0 T
21 0.89+0.05 1.56 10.0 T
22 0.86+0.03 1.50 10.0 T
23 0.83+0.03 1.46 10.0 T
24 0.81+0.03 1.42 10.0 T
25 0.80+0.03 1.40 10.0 T
26 0.76+0.04 1.34 10.0 T
27 0.72+0.02 1.26 10.0 T
28 0.67+0.04 1.18 10.0 T
Machos
1 2.20£0.33 4.10+0.32 3.53 6.58 1.87 3489 3.02 msm
2 1.46+0.12 2:82£0.11 2.35 4.52 192 3421 342 msm
3 1.3740.15 2.51x0.34 2.21 4.03 1.83 35.38 3.54 msm
4 1.16+0.11 2.62%0.17 1.87 4.21 225 30.76 3.08 msm
5 0.99+0.09 2.36+0:40 1.59 3.79 238 2956 2.96 msm
6 0.90+0.06 2.46+0.16 1.45 3.95 272 2685 2.69 msm
7 0.90+0.06 2.10£0.27 1,45 3.37 232 30.09 3.01 msm
8 0.87+0.05 1.96+0:32 1.40 3.15 225 30.73 3.07 msm
9 0.75£0.12 1.78+0:27 121 2.85 236 29.76 2.98 msm
10 0.69+0.13 1.57+0:08 111 2.51 226 30.65 3.06 msm
11 0.60+0.15 1.54+0.34 0.96 2.47 258 27.93 279 msm
12 0.57+0.13 1.53+0.13 0.91 2.46 270 27.02 270 msm
13 0.53£0.12 1.33+0.08 0.86 2.13 249 28.68 2.87 msm
14 0.50£0.14 1.24+0.11 0780 2.00 249 28.69 287 msm
15 0.46+0.14 1.18+0.07 0.74 1.89 255 2816 2.82 msm
16 0.44+0.14 1.11+0.02 0.70 1.79 254 2825 282 msm
17 0.37£0.12 1.06+0.06 0.59 1.70 2,86 25.88 2.59 msm
18 1.81+0.09 291 10.0 T
19 1.68+0.11 2.70 10.0 T
20 1.58+0.08 2.54 10.0 T
21 1.45+0.08 2.33 10.0 T
22 1.38+0.09 2.22 10.0 T
23 1.30+0.07 2.09 10.0 T
24 1.25+0.06 2.00 100 T
25 1.21+0.05 1.94 10:0 T
26 1.12+0.04 1.79 10.0 T
27 0.88+0.08 1.41 10.0 T
28 0.60+0.08 0.96 10.0 T

D.E.= Desviacion estandar, p= brazo corto de cromosoma, g= brazo largo de cromosoma, msm= metacéntrico-
submetacéntrico, T= telocéntrico.
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De aguderdo con los parametros bioestadisticos citogenéticos, el armado del cariotipo vy el
ideograma (Figura 18, Figura 19), se logré identificar seis pares de cromosomas grandes (par
1 al 6), mientras que el resto de los pares homdélogos de cromosoma resultaron ser de tamafio

medio (parZ.ak17) y el resto correspondi6 a cromosomas de tamafio pequefio (par 18 al 28).
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Figura 18. Dispersiones cromosomicas y cariotipo estandar de hembras (A 'y C) y machos
(B y D) en el pochitoque comdn K. I. leucostomum. La barra equivale a 10 pm.

121



El numero fundamental (NF) estandarizado en este estudio para el pochitoque comun K. I.

leucostomum corresponde a NF= 90, tanto para individuos hembras y machos. En esta

investigacion'no se logré observar la presencia de cromosomas heteromorficos (Figura 18).

Adicionalmente; fue posible contabilizar cromosomas supernumerarios 0 microcromosomas

“B” en 27 dispersiones celulares, los cuales fueron variables en ambos sexos. En las hembras

se identificaron de.3 y.hasta 5 microcromosomas B, mientras que en los individuos machos

se contabilizaron de 2 y hasta 5 microcromosomas B (Tabla 13).

Tabla 13. Determinacion.eromosomica en mitosis de hembras y machos de la tortuga K.

I. leucostomum.
Frecuencia cromosdmica
2n=54 2n= 56 2n=112 Subtotal
Hembras 10 (4.1%) 229Y(93.9%) 5(2.0%) 244
Machos 7 (1.8%) 366 (95.1%) 12 (3.1%) 385
Total 629
Microcromosomas B
MB 2 MB 3 MB 4 MB 5 Subtotal
Hembras 0 (0.0%) 27(28.6%) 4 (57.1%) 1(14.3%) 7
Machos 1 (5.0%) 6 (30.0%) 6(30.0%) 7 (35.0%) 20
Total 27
MB= microcromosomas “B”
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Figura 19. Ideograma de pares homologos de cromosomas del cariotipo estdndar €n el

pochitoque K. I.

leucostomum. Representacion del brazo p cromosomico (en gris),

centrémero (circunferencia) y brazo q cromosémico (en negro). La barra equivale a 10 pm.
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En el.pochitoque jahuactero K. acutum se identificaron 520 dispersiones cromosomicas, de
los cuales, en los individuos hembras se analizaron 286 campos cromosémicos y en machos
234. Sedogrd estandarizar el nimero modal diploide, siendo 2n=56 cromosomas el mas
frecuente con-el 93.4% (267 dispersiones cromosémicas) en las hembras y el 96.6% (226
dispersiones)en‘los individuos machos. El porcentaje restante, se diversifico en dispersiones
cromosomicas aisladas con 54 cromosomas y con porcentaje de 2.1% en hembras 'y 1.3% en
individuos machos.“T.ambién, se encontraron dispersiones con 58 cromosomas; lo cual, fue
observada con muy baje-~parcentaje de 4.5% en hembras y 2.1% en individuos machos. En
esta especie solo se identificaron cromosomas birrdmeos, siendo en total 56 cromosomas

metacéntricos-submetacéntricos “msm”; esta condicion fue observada en ambos sexos.

Los datos biométricos de los cromosomas birrameos estuvieron conformados por tamarios
promedio de 1.63£0.19 pm de brazo £p™y 4.25+0.41 pm de brazo “q” en sus primeros pares,

€699

mientras que, en su ultimo par alcanzaren‘ehtamano promedio de 0.31+0.08 um de brazo “p
y en brazo “q” con promedio de 0.49+0.05 um en individuos hembras. En los ejemplares
machos, los cromosomas tuvieron“medida promedio de 1.65+0.15 pum en el primer par de
brazo corto y 4.05+£0.22 um en su primer brazo largo, mientras que, los cromosomas finales

tuvieron medidas promedio de 0.40+0.04 um de brazé “p” y 0.67+£0.10 um de brazo “q”.

Tabla 14. Parametros citogenéticos de los cromosomas homélogos en hembras y machos del pochitoque
jahuactero K. acutum. Longitud promedio (um), longitud relativa_promedio (L.R.) y su clasificacion.

Par Longitud Longitud
Cromosémico b (i“g)E. q (i“g_)E_ L'R;)' Ee L'R;' de i d Clasificacion
Hembras

1 1.63+0.19 4.25+0.41 2.16 5.63 261 /72769 4.46 msm
2 1.37+0.12 3.35+0.14 1.82 4.44 2.450,29.03 4.19 msm
3 1.25+0.05 3.15+0.10 1.66 4.18 252 " 28.42 4.32 msm
4 1.19+0.03 2.89+0.05 1.57 3.83 244  29.08 % 4.18 msm
5 1.14+0.05 2.71£0.10 151 3.59 2.38  29.60- '4.08 msm
6 1.10+0.07 2.58+0.11 1.46 3.42 2.34  29.937 401 msm
7 1.08+0.08 2.49+0.05 1.43 3.31 231 30.20 “3:96 msm
8 1.02+0.11 2.3940.10 1.36 3.16 233 29.99 4.0 msm
9 0.97+0.09 2.35+0.08 1.28 3.12 243 2913 4.17 msm
10 0.93+0.08 2.25+0.06 1.23 2.99 243 2919 4.16 msm
11 0.91+0.06 2.16+0.08 1.21 2.87 2.38 29.62 4.08 msm
12 0.86+0.02 2.10+0.09 1.13 2.79 246 28.92 4.22 msm
13 0.83+0.05 1.99+0.07 1.10 2.64 239 2950 4.10 msm
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14 0.76+0.03 1.82+0.06 1.01 241 239 2952 4.10 msm

15 0.74+0.05 1.73+0.05 0.98 2.30 235 29.86 4.03 msm
16 0.71+0.03 1.61+0.04 0.93 2.13 228 3052 3.90 msm
17 0.70+0.03 1.54+0.04 0.93 2.04 220 31.22 3.76 msm
18 0.68+0.04 1.49+0.05 0.90 1.97 218 3141 3.72 msm
19 0.67+0.03 1.40+0.04 0.88 1.85 210 3224 355 msm
20 0.63+0.06 1.36+0.06 0.83 1.80 217 3152 3.70 msm
21 0:58+0.05 1.26+0.04 0.77 1.67 216 31.63 3.67 msm
22 0.58+0.05 1.16+0.09 0.77 1.54 200 3331 3.34 msm
23 0.55£0:04 1.02+0.12 0.73 1.36 1.87 3486 3.03 msm
24 0.49x0.05 0.87+0.06 0.65 1.15 176 36.18 2.76 msm
25 0.46+0.07 0.79+0.06 0.61 1.04 1.70 37.05 259 msm
26 0.40+0.07 0.72+0.05 0.53 0.96 1.79 3583 2.83 msm
27 0.39+0.07 0:60+0.07 0.51 0.80 156 39.07 219 msm
28 0.31+0.08 0.49£0.05 0.42 0.64 155 39.16 217 msm
Machos
1 1.65+0.15 4.05x0.22 1.99 4.88 245 2896 4.21 msm
2 1.44+0.09 3.40%0.09 1.73 4.10 236 29.73 4.05 msm
3 1.31+0.09 3.27x0.07 1.58 3.94 250 2859 4.28 msm
4 1.20+0.08 3.13+0.08 1.45 3.77 260 27.76 4.45 msm
5 1.09+0.07 2.9620.09 1.31 3.57 272 2691 4.62 msm
6 1.06+0.07 2.88+0:08 1.28 3.48 271 2692 462 msm
7 1.03+0.05 2.78+0:017 124 3.35 270 27.03 459 msm
8 0.98+0.04 2.6520:11 119 3.19 269 27.09 458 msm
9 0.94+0.03 2.45%0.06 1.14 2.95 260 27.81 4.44 msm
10 0.92+0.03 2.39+0.08 1.10 2.88 261 27.72 4.46 msm
11 0.90+0.03 2.31+0.08 109 2.79 256 28.10 4.38 msm
12 0.88+0.04 2.25+0.06 1706 2.71 255 2819 4.36 msm
13 0.85+0.03 2.20+0.05 1.02 2.66 260 27.81 4.44 msm
14 0.82+0.03 2.16+0.09 0.99 2.60 2.63 2755 4.49 msm
15 0.79+0.00 2.10+0.10 0.95 2.53 267 27.22 456 msm
16 0.75£0.03 1.99+0.08 0.91 2.40 265 2740 452 msm
17 0.73+0.00 1.79+0.12 0.88 2.16 245 ) 028.97 4.21 msm
18 0.69+0.03 1.71+0.10 0.84 2.07 2.47 #C28.80 4.24 msm
19 0.64+0.04 1.64+0.08 0.78 1.97 254 = 2824 435 msm
20 0.63+0.05 1.58+0.06 0.76 1.90 252 28.42\4.32 msm
21 0.61+0.04 1.53+0.07 0.74 1.84 250 28.57.4.29 msm
22 0.59+0.03 1.49+0.09 0.72 1.79 251 28.51y 430 msm
23 0.56+0.04 1.39+0.11 0.68 1.68 2.47 28.86 14.23 msm
24 0.54+0.05 1.32+0.08 0.65 1.59 243  29.13 4417 msm
25 0.53+0.05 1.24+0.08 0.64 1.49 2.33 30.06 3.99 msm
26 0.49+0.05 1.16+0.06 0.59 1.40 236 29.74 4.05 msm
27 0.45+0.06 0.95+0.17 0.55 1.15 210 3227 355 msm
28 0.40£0.04 0.67%0.10 0.49 0.80 165 37.69 246 msm

D.E.= Desviacion estandar, p= brazo corto de cromosoma, g= brazo largo de cromosoma, msm= metacéntrico-
submetacéntrico.
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Los parametros bioestadisticos del cariotipo y el ideograma (Figura 20, Figura 21), se logré

identifiCar seis pares de cromosomas grandes (par 1 al 6), mientras que el resto de los pares

homdlogos..de cromosoma resultaron ser de tamafio medio (par 7 al 17) y el resto

correspondiG.a-cromosomas de tamafio pequefio (par 18 al 28).
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Figura 20. Dispersiones cromosémicas y cariotipo estandar de hembras (A y C) y maches

(B y D) en el pochitoque jahuactero K. acutum. La barra equivale a 10 pum.
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El namero fundamental (NF) que fue estandarizado en este trabajo para el pochitoque
jahuaetero K. acutum fue de NF= 112, tanto para individuos hembras y machos. En esta
investigacion® no se logré observar la presencia de cromosomas heteromorficos 6
cromosomas.sexuales, al igual que estructuras secundarias como los microcromosomas tipo
“B” (Figura 21):
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Figura 21. Ideograma de pares hom6logos de” cromosomas del cariotipo estandar en el
pochitoque jahuactero K. acutum. Representacidn del. brazo p cromosémico (en gris),

centrémero (circunferencia) y brazo q cromesémico (€nmegro). La barra equivale a 10 pm.

En el pochitoque escorpidn K. s. cruentatum se analizaron 539 dispersiones cromosdémicas,
en las hembras se contabilizaron 204 dispersiones y 335 en lossmachos. ElI nUmero modal
diploide en ambos sexos correspondié a 2n=56 cromosomas, con el 96.6%rdel total de células
analizadas en hembras, y 95.8% en individuos machos. Algunas dispersiones cromosémicas
aisladas manifestaron 54 cromosomas con porcentaje de 2.0% en hembras y 1.5% en machos.
En otras dispersiones fue posible identificar hasta 58 cromosomas por dispersion; dicha
caracteristica fue observada con muy bajo porcentaje, es decir, 1.5% en hembras y'2.7% en
individuos machos. El anélisis de los parametros citogenéticos en el pochitoque escorpion
permitié identificar la presencia de cromosomas birrameos, de los cuales, se identificaron28
pares de cromosomas metacénctricos-submetacéntricos “msm”. Esta morfologia

cromosdmica fue idéntica en ambos sexos.
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En los” pochitoques hembras, el primer par de cromosomas birrameos presentd medidas
promedio de 1.83+0.15 um del brazo corto “p”y 3.53£0.25 pum del brazo largo “q”, mientras
que el altimeo‘par de cromosomas birrameos presentaron medidas promedio de 0.58+0.06 um
del brazo “p”-y 0.82+£0.18 um del brazo largo “q”. Por otro lado, en los individuos machos
los cromosomas’midieron en promedio 1.53+0.17 um del brazo corto “p” y 3.89+0.59 um
del brazo largo “q” en su primer par de cromosoma, mientras que, en sus Ultimos pares las
medidas promedio fueron 0.39+£0.07 um del brazo “p” y 0.96+0.07 um del brazo largo “q”
(Tabla 15).

Tabla 15. Parametros citogenéticos* de los cromosomas homélogos en hembras y machos del pochitoque
escorpion K. s. cruentatum. Longitud promedio (um), longitud relativa promedio (L.R.) y su clasificacidn.

Par Longitud Longitud
Cromosémico 0 E:“Q.)E. q (tug.)E. L'Rp' et L'Rq' et i d Clasificacion
Hembras

1 1.83+0.15 3.53+0.25 2.35 4.53 193 3414 3.17 msm
2 1.55+0.17 3.29+0.19 1.99 4.22 212 32.04 359 msm
3 1.28+0.23 301+0.31 1.64 3.87 235 29.82 4.04 msm
4 1.25+0.18 2514028 1.60 3.23 201 3320 3.36 msm
5 1.10+0.18 2.48#0.05 1.4% 3.19 226 30.72 3.86 msm
6 1.02+0.21 2.31+0.19 1.3% 2.97 226 30.66 3.87 msm
7 1.02+0.19 2.42+0.18 1.30 3.11 239 2954 4.09 msm
8 1.02+0.21 2.33£0.13 1.30 2.99 229 30.36 3.93 msm
9 0.96+0.18 2.16£0.12 1.24 2677 229 3041 3.92 msm
10 0.94+0.16 2.17+0.10 1.21 2.78 225 30.75 3.85 msm
11 0.92+0.17 2.05+0.05 1.18 2.63 222 31.05 3.79 msm
12 0.91+0.15 2.01+0.05 1.17 2.58 220 31.22 3.76 msm
13 0.89+0.12 2.02+0.25 1.15 2.59 2,26 30.68 3.86 msm
14 0.87+0.12 1.83+0.08 1.12 2.35 2.10., 3223 355 msm
15 0.86+0.11 1.76+0.07 1.11 2.26 2.0347 32,99 3.40 msm
16 0.82+0.12 1.71+0.11 1.10 2.19 2.09( \32.33 353 msm
17 0.86+0.11 1.62+0.12 1.05 2.08 1.89 34.63, 3.07 msm
18 0.81+0.11 1.40+0.31 1.04 1.80 1.73 36758 "2.68 msm
19 0.79+0.09 1.39+0.33 1.01 1.79 1.76  36.17\ 2.77 msm
20 0.77+0.07 1.39+0.33 0.99 1.74 1.75 36.33° 42.73 msm
21 0.74+0.06 1.36+0.37 0.95 1.78 1.87 3486 '3.03 msm
22 0.73+0.07 1.25+0.30 0.93 1.60 172 36.82 2.64 msm
23 0.70+0.07 1.18+0.30 0.90 1.52 168 37.29 254 msm
24 0.68+0.07 1.13+0.27 0.88 1.45 166 37.66 247 msm
25 0.66+0.07 1.05+0.22 0.85 1.35 159 3863 227 msm
26 0.63+0.08 0.98+0.22 0.81 1.26 154 3933 213 msm
27 0.61+0.08 0.91+0.21 0.78 1.17 150 40.06 1.99 msm
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28 0.58+0.06 0.82+0.18 0.74 1.05 142 4124 175 msm
Machos
1 1.53+0.17 3.89+0.59 2.07 5.27 255 2820 4.36 msm
2 1.18+0.09 3.40+0.21 1.59 4.60 289 2571 4.86 msm
3 1.05+0.08 2.81+0.39 1.43 3.81 2.67 27.27 455 msm
4 0.98+0.08 2.76+0.26 1.33 3.74 281 26.23 4.75 msm
5 0.94+0.03 2.61+0.22 1.28 3.53 277 2656 4.69 msm
6 0:90+0.04 2.42+0.33 1.21 3.28 270 27.04 459 msm
7 0:87+0.06 2.46x0.27 1.18 3.33 281 26.22 4.76 msm
8 0.85#0.09 2.36+0.16 1.10 3.20 291 2557 4.89 msm
9 0.81%0.10 2.06+0.27 1.15 2.80 244 29.09 4.18 msm
10 0.80+0.04 1.94+0.23 1.09 2.63 242 29.23 4.15 msm
11 0.79+0.10 1.88+0.20 1.03 2.55 247 28.79 4.24 msm
12 0.78+0.05 1:87+0.14 1.07 2.53 237 29.66 4.07 msm
13 0.77£0.05 1.76+0.21 1.05 2.38 227 30.60 3.88 msm
14 0.77+0.04 ¥710.16 1.04 2.32 224 3091 3.82 msm
15 0.76+0.04 1.63x0.17 1.04 2.21 213 3195 361 msm
16 0.72+0.04 1.60£0.16 0.97 2.09 216 3169 3.66 msm
17 0.73+0.08 1.54+0.16 0.99 2.17 220 31.27 3.75 msm
18 0.68+0.05 1.47+0.11 0.92 1.99 215 3173 3.65 msm
19 0.65+0.05 1.46+0.08 0.87 1.98 227 30.62 3.88 msm
20 0.63+£0.04 1.39+0:07 0.85 1.88 221 3117 3.77 msm
21 0.61+0.04 1.36%0:08 083 1.84 222 31.05 3.79 msm
22 0.60+0.03 1.32+0:10 081 1.78 221 3114 3.77 msm
23 0.57+0.04 1.25+0.15 0.77 1.69 220 31.26 3.75 msm
24 0.53+0.06 1.25+0.07 0.71 1.69 236 29.77 4.05 msm
25 0.51+0.02 1.16+0.16 0.69 1.58 228 3047 391 msm
26 0.51+0.06 1.13+0.09 068 1.53 223 3095 381 msm
27 0.46+0.05 1.03+0.10 0.62 1.39 223 3092 3.82 msm
28 0.39+0.07 0.96+0.07 0.53 1.30 244 29.08 4.18 msm

D.E.= Desviacion estandar, p= brazo corto de cromosoma, g= brazo large ‘de cromosoma, msm= metacéntrico-
submetacéntrico.

A través de los parametros bioestadisticos citogenéticos del cariotipo Y. el ideograma en el
pochitoque escorpién K. s. cruentatum (Figura 22, Figura 23), se logré identificar seis pares
de cromosomas grandes (par 1 al 6). El resto de los pares homdlogos deycromosoma
resultaron ser de tamafio medio (par 7 al 17) y el resto correspondi6 a cromosomas.de tamafo

pequerfio (par 18 al 28).
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Figura 22. Dispersiones cromosémicas y cariotipo estandar de hembras (A y €) y machos

(B y D) en el pochitoque escorpion K. s. cruentatum. La barra equivale a 10 pums

El nimero fundamental (NF) estandarizado en este estudio para el pochitoque esCarpion
corresponde a NF= 112 para individuos hembras y machos. En esta investigacion no se logro
observar la presencia de cromosomas heteromorficos, ni otras estructuras secundarias' al

complemento cariotipico (Figura 23).
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Figura 23. Ideograma de pares”homologos de cromosomas del cariotipo estandar en el
pochitoque escorpion K. s. cruentatum. Representacion del brazo p cromosémico (en gris),

centromero (circunferencia) y brazo q cromosémico (en negro). La barra equivale a 10 um.

5.4. DISCUSION

El estudio citogenético en las tres especies de pochitoques que se distribuyen en el estado de
Tabasco, en México, indico que la cantidadde cromosomas que poseen las células mitdticas
como en los linfocitos es de 2n=56 cromosomas, lo que es congruente con los reportes
tempranos en diferentes especies de tortugas dulceacuicolas’en kinosternidos por Barros et
al. (1972), Killebrew (1975), Sites et al. (1979) y los estudiossmas recientes en dicha familia
por Hernandez-Guzman (2018) y Hernandez-Guzman et al. (2019);

De acuerdo con la ultima investigacion citogenética previo al presente.estudio, el pochitoque
comun K. I. leucostomum podria tener poblaciones genéticamente diferentes, evidenciado
por la composicion cariotipica particular, a través de la morfologia y morfometria de los
cromosomas, tema que fue abordado por primera ocasion en el estudio de*Hernandez-
Guzman et al. (2014, 2015), ya que, en dichos trabajos se logr6é describir cremesomas
birrameos y monorrameos en los cariotipos de dos poblaciones diferentes en el estado de
Tabasco, sureste de México, asi como diferencias en la clasificacion cromosémica/ esta

condicion fue reveladora, ya que previamente, solo se habian descrito cromosomas de tipo
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birrameos en K. . leucostomum (Gorman, 1973; Moon, 1974), asi como en la especie

hermanaK. I. postinguinale (Killebrew, 1975).

Puntualmente, las diferencias a nivel de clasificacion cromosémica en el pochitoque comun
radican en lo siguiente: mientras que las poblaciones reportadas por Gorman (1973), Moon
(1974) y Killebrew (1975) describen Unicamente cromosomas birrdmeos de tipo
Macrocromosomas/“M” y microcromosomas “m” (26 M + 30 m), Hernandez-Guzman et al.
(2014, 2015) describen des clasificaciones distintas, la primera constituida por la formula 12
metacéntrico-submetacéntrico “msm” + 22 subtelocéntrico-telocéntrico “stt” + 22
telocéntrico “T”, la segundasConstituida por la formula 34 msm + 22 T, siendo esta ultima,
idéntico a lo encontrado en—€l presente estudio. Por otro lado, algunas especies de
kinosternidos donde si se ha encontrado cromosomas telocéntricos “T” (cromosomas
monorrameos), son las tortugas K.o“flavescens, K. subrubrum subrubrum, Sternotherus
odoratus y S. carinatus, donde se ha.reportado la presencia de cromosomas “T” en el
cariotipo de dichas especies (Stock, 2972;*Killebrew, 1975).

Con respecto al nimero fundamental,_el_presente estudio también estuvo conformado por
NF=90 como se describid en los trabajos de Hernandez-Guzman et al. (2014, 2015) para
organismos y poblaciones de Tabasco, en el'sureste mexicano, lo que ratifica las diferencias
citogenéticas con otras especies como K. flavescens, K. subrubrum, S. odoratus y S.

carinatus, los cuales estan constituidos por NF=80 (Stock;-1972).

De todos los reportes existentes en citogenética de los kinosternidos, solo en el pochitoque
comun se han descubierto estructuras secundarias como los microcromosomas tipo “B”
Hernandez-Guzméan et al. (2014). El ndmero de cromosomas+ Supernumerarios o
microcromosomas “B” puede variar, ya que son microestructuras con ADN que no cumplen
con la segregacion mendeliana (Houben, 2017; Houben et al., 2019), porlo que, en K. I.
leucostomum se ha reportado de 1 a 4 cromosomas supernumerarios ‘“B* (Hernandez-
Guzman et al., 2014) y en el presente estudio se lograron identificar de2_hasta 5

microcromosomas “B”.

Estos cromosomas supernumerarios en las células mitéticas, puede tener diferentes origenes;
como la asimetria de los microtibulos que ocasionan deformacion en su estructura y un

mecanismo defectuoso durante la anafase de acuerdo con Houben (2017), también, pueden
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tener,su origen como subproducto de la reestructuracion del genoma, siendo una evidencia
probable.de un remanente de genoma ancestral, es decir, posiblemente los microcromosomas
“B” seaathamuestra de como los cromosomas evolucionan a través del tiempo (Houben et
al., 2019); por=ello, se ha sugerido que los microcromosomas han llegado a fusionarse con
otros microcramosomas 0 con otros cromosomas grandes del complemento cromosémico
“A” (Waters et alj 2021), razén por la que en tortugas se han perdido algunos de estos
cromosomas 0 microcroemosomas (Waters et al., 2021), lo que explicaria que especies como
Staurotypus triporcatusgS.'salvini y Claudius angustatus posean células somaticas 2n=54 en
lugar de 2n=56 cromosomas.como el resto de las especies de la familia Kinosternidae
(Bickham & Carr, 1983; Kawagoshi et al., 2014). Por esta Gltima condicion, se ha planteado
que los cromosomas sexuales en_las tortugas S. triporcatus y S. salvini, los cuales son las
unicas especies con heteromorfisma-cremosomico en la familia Kinosternidae, pueden tener
su origen en los microcromosomas (Sites et al., 1979), hipotesis que es apoyado por los
ultimos estudios en dichas especies por Kawagoshi et al. (2014), Radhakrishnan y Valenzuela
(2017), donde definen que los crom@somas sextiales en S. triporcatus y S. salvini se encuentra
en una etapa temprana de diferenciacién.-Otrosqautores, han sefialado que posiblemente los
cromosomas supernumerarios sea el <resultado ocasional de hibridacion interespecifica
(Martis et al., 2012), incluso hasta un subproducto generado por la contaminacion constante
del ambiente en el que interactian dichas especies con estas caracteristicas (Hernandez-

guzman et al., 2014).

En este estudio, asi como en los reportes previos de citogenética en K. I. leucostomum
(Killebrew, 1975; Hernandez-Guzman et al., 2014; 2015), no se encentraron cromosomas
sexuales, y esto es debido a que la determinacion sexual en esta especi€ es\por el mecanismo
de variacion de temperatura de incubacién, también conocida como la determinacion del sexo
dependiente de la temperatura “TSD”, el cual es considerada un mecanismo primitivo en las
tortugas (Vogt & Bull, 1982; Ewert & Nelson, 1991; Kawagoshi et al., 2014)- La gran
mayoria de los Testudines posee este mecanismo de determinacion sexual, y se contrasta con
18 especies confirmadas que poseen el mecanismo de determinacion genotipica del, sexo
“GSD” considerado un mecanismo relativamente moderno por Vogt y Bull (1982), de-10s
cuales, y como ya se menciond anteriormente, las tortugas S. triporcatus y S. salvini son [as

unicas que poseen cromosomas sexuales diferenciados en la familia Kinosternidae, mientras
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que la‘otra especie que tiene dicho mecanismo es la tortuga taiman C. angustatus pero no

posee-cromosomas sexuales diferenciados (Kawagoshi et al., 2014).

En otro contexto, el presente estudio citogenético en el pochitoque jahuactero K. acutum
resulta ser el primero en su tipo. EI nimero modal diploide de esta especie es idéntico a los
kinosternidos con2n=56 cromosomas, sin embargo, el cariotipo que representa a esta especie
de pochitoque, resultadiferente a las clasificaciones cromosdmicas descritas previamente en
K. I. leucostomum por/Hernandez-Guzman et al. (2014, 2015), ya que el pochitoque
jahuactero K. acutum presenta 56 cromosomas metacéentricos-submetacéntricos “msm” vs 34
cromosomas tipo “msm” del’pochitoque K. I. leucostomum, ademés, manifestandose estas
diferencias en el nimero fundamental, siendo NF=112 en K. acutum vs NF=90 en K. | .
leucostomum de Hernandez-Guzmanret al. (2014, 2015). En comparacién con otros estudios
de citogenética tempranos en la familia Kinosternidae, Killebrew (1975) y Sites et al. (1979),
sefialan que varias especies como K. l.\postinguinale, K. hirtipes hirtipes, K. flavescens, K.
baurii, K. subrubrum hippocrepis, Kgsteindachneri, Sternotherus carinatus, S. odoratus y S.
minor poseen 24 cromosomas “msm*¢716 sm #8 st, asi como 32 cromosomas T, con nimero

fundamental NF=80.

Con respecto al pochitoque escorpion K. s.eruentatum,.su clasificacion cromosémica resultd
ser idéntico al pochitoque jahuactero K. acutum-en el presente estudio, con el mismo numero
diploide 2n=56 cromosomas, con clasificacion cromosoémicaidéntica de 56 cromosomas tipo
msm, incluso, la morfologia y morfometria de los cromosomas resulta muy similar, ya que
en ambas especies, los pares cromosomicos del 1 al 6, resultan ser.crcomosomas relativamente
grandes, mientras que los pares cromosomicos del 7 al 28 son considerablemente pequefios
(Tabla 14y 15; Figura 20 y 22). A esto se suma que el nimero fundamental de ambas especies
también fue idéntico con NF=112. Ademas, estos caracteres descubiertos en K«$, cruentatum
de Tabasco, en el sureste mexicano son reveladores, ya que contrastan con lg=reportado por
Killebrew (1975) en la misma especie con 24 cromosomas “msm” + 32 cromosomas T y
namero fundamental NF=100, datos que reportd de igual manera para la especie hermana K.

S. scorpioides.

Posiblemente, la variacidn cariotipica del pochitoque escorpion K. s. cruentatum de Tabasco

con otros reportes como los de Barros et al. (1972), Killebrew (1975) y Sites et al. (1979), se
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deba.a'diferentes factores, una de ellas se deba a la nomenclatura utilizada en la época en que
fueron“publicado los primeros estudios, ya que, debido a que las tortugas dulceacuicolas
poseen en su‘complemento cariotipico un conjunto de cromosomas diminutos y a la falta de
herramientaS.tecnoldgicas que permitieran una resolucién adecuada para la toma de
microfotografias, era dificil identificar la morfologia y la morfometria de dichos cromosomas
diminutos, por ello, Bickham (1975), cre6 una nomenclatura a partir del trabajo de Levan et
al. (1964) para ajustar\y. agrupar a los cromosomas grandes y pequefios, a los cuales
denominod, cromosomas~tipo A, tipo B y tipo C, donde a estos ultimos los considero
microcromosomas, los cuales® como caracteristica principal era la nula capacidad de
distinguir los brazos p y q, asi.como el centromero de los cromosomas, teniendo como
consecuencia de que todo aquel.cromosoma pequefio que no fuera posible distinguir dichos
parametros se agruparian como mierocromosomas 6 cromosomas tipo C (Bickham, 1975).
Esto en principio pareci6 una solucional problema de la clasificacién de cromosomas en las
tortugas dulceacuicolas, sin embargo,<con el tiempo y el avance tecnoldgico en la
microscopia, las nuevas existencias'de herramientas complementarias al microscopio como
los softwares especializados en citogenética ygas _técnicas modernas en citogenética han
permitido una mejor comprension y un-mejor analisis cariomorfologico en las especies, por
lo que, ahora es posible identificar la totalidad de 1eS_eromosomas que posee una célula
(Hernandez-Guzman, 2018; Herndndez-Guzman)et al., 2014, Herndndez-Guzman & Arias-
Rodriguez, 2024).

Otra causa podria ser la diferenciacién entre poblaciones, ya que;a,como se ha confirmado
la variacion cariotipica en el pochitoque comun K. I. leucostomum, también en el pochitoque
escorpion podrian haber més de un cariotipo entre las poblaciones de, diferentes zonas
geograficas, esto podria tomar ain mas fuerza, ya que en los Gltimos afios seha encontrado
evidencia de cambios geneticos en K. scorpioides y sus diferentes taxas, llegando a sugerirse
la posible presencia de nuevas especies cripticas (Caballero et al., 2022). A este
planteamiento, se suma el estudio més reciente en K. scorpioides, donde estudios de-genética
molecular y la implementacion de &rboles filogenéticos se develd nuevos lingjes de
subespecies en K. scorpioides, redefiniendo a las tortugas escorpiones en su genética y ‘en la

taxonomia (Hurtado-Gomez et al., 2024).
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Por altimo, el pochitoque jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpion K. s. cruentatum
se siman a la gran mayoria de las especies de los kinosternidos que no posee cromosomas
sexualesyaunque ciertamente en sus cariotipos se pueden encontrar cromosomas grandes en
las tres especies de pochitoques presentados en este estudio y que incluso en K. leucostomum
posea variacién‘cromosomica (birrameos y monorrdmeos) no existe evidencia de caracteres
heteromdrficos diférenciados, por lo que su mecanismo de determinacion sexual se basa en
las variaciones d¢ temperatura “mecanismo TSD” como ha sido documentado por
Valenzuela (2004) y trabajos pioneros en reproduccion y mecanismos de determinacion
sexual en las tortugas duleeacuicolas por Bull (1980), Vogt y Bull, (1982), Ewert y Nelson
(1991).

En conclusion, las tres especies de pochitogues presentaron el mismo nimero de cromosomas
diploides 2n=56 cromosomas, solo" el pochitoque comun K. I. leucostomum, presenta dos
tipos de cromosomas (birrdmeos y monorameos) con NF=90, mientras que el pochitoque
jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpion sélo presentan cromosomas birrdmeos con
NF=112. EIl pochitoque comun K&k-leucostomum puede ser considerado como una de las
especies modelos para el estudio de lalevolucién'cremosomica en las tortugas dulceacuicolas,
basado en la fusién de cromosomas manorrameosy respaldado por teorias citogenéticas
tempranas en los kinosternidos, asi como evidencias pef analisis filogenéticos actuales en la
familia Kinosternidae que complementan el presente estudio. Se describid el cariotipo inédito
del pochitoque jahuactero K. acutum, conformado por 56 cromosomas de tipo metacéntricos-
submetacéntricos “msm” y se descubrid variacion cariotipica en.el"pochitoque escorpion K.
S. cruentatum en comparacion con otras poblaciones reportadas previamente. Se descarto la

presencia de cromosomas heteromorficos en las tres especies de tortugas-dulceacuicolas.
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ANEXO V

Lamina V. Dispersiones cromosomicas tipicas en hembras y machos de K. acutum{(A,’ B),

K. s. cruentatum (C, D) y K. I. leucostomum (E, F) aplicando el método de filtro LUT.del
software ZEN/2011 de Carl Zeiss.
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CAPITULO VI
6.0. CONCLUSIONES GENERALES

Se‘desarrollé un nuevo método novedoso de tincion, incluyendo el proceso de fijado
en muestras de frotis sanguineos con el que se podra estudiar a las células hematopoyeéticas
de tortugas duleeacuicolas en diferentes campos de la biologia como la citologia, citometria,
genética, citogenéticagentre otras, obteniendo iméagenes de muy buena calidad que ayudan a
comprender con mayor/precision dicho material bioldgico. EI método de tincion que se
propone en este estudio reduce los costos en reactivos durante el proceso metodologico, por
lo que puede ser considerada una_técnica de tincion de frotis econdémica. Con la calidad de
imagen demostrado en esta inveStigacion se pretende beneficiar desde el punto de vista
econdmico, asi como en la calidad-de;posibles diagnosticos en el campo de la investigacion
cientifica en biologia y veterinaria, beneficiando tanto a la sociedad civil para el cuidado de
sus mascotas (tortugas y otras especies),-asi como a los profesionales relacionados con dichos
estudios. Este nuevo método de? fijado y tincion, también fue aplicado en otras
investigaciones presentadas en este‘documento, tanto para el estudio de citometria nuclear de
Feulgen para el andlisis de numero total\de nuclegtides y el calculo del tamafio del genoma,
asi como para el analisis de linfocitos durante el desarrollo de un protocolo para el cultivo
celular in vitro, asi como para la preparacidn de muestraspara el estudio de cromosomas y

composicion cariotipica en las tortugas tabasquefias.

El estudio del tamafio del genoma en las nueve especies de tertugas dulceacuicolas con
distribucion en el estado de Tabasco, reveld su composicion genética basica, informacion
que es inédita hasta el desarrollo del presente manuscrito. Esta nueva infermacién se suma a
una serie de esfuerzos en otros campos de la ecologia y la biologia molecular en tortugas
tabasquefias, que, en conjunto permitirdn tener un conocimiento mas_amplio para el
desarrollo de nuevas estrategias de conservacion en el sureste mexicano y ©tras latitudes.
Uno de los diversos datos en dicho estudio, fue la revelacion del genoma en dos-€species,
como lo fue el caso del chiquiguao C. rossignonii y la tortuga taiman C. angustatus,
determinandose que el tamafio del genoma més grande encontrado correspondié al taiman
con 7.58 pg (7413.24 Mpb) y el tamafio del genoma més pequefio correspondio al chiquiguao

con 4.99 pg (4880.22 Mpb). Ademas, se identificd variacion genética entre especies y en
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algunes de ellos variacion genética entre poblaciones, generando hipotesis sobre el posible
origende dichas variaciones genéticas. Esto es importante para las fichas bioldgicas de las
nueve especies de tortugas tabasquefias y su comparacion para futuros estudios a nivel

poblacional’en-el pais.

Con la necesidad de emplear un método efectivo para el cultivo in vitro de linfocitos para el
estudio de caracteresscromosomicos y cariotipicos, se desarrollé un protocolo de cultivo
celular para tortugas .dulceacuicolas con distribucion tropical, encontrdndose que la
temperatura éptima en el-presente estudio fue de 28 °C, mientras que el tiempo éptimo de
exposicion de cultivo fue72 h. Los resultados contrastaron con varias publicaciones y
metodologias preexistentes aplicadas en tortugas dulceacuicolas e incluso marinas, donde la
temperatura de cultivo varia aproxinjadamente a £2 °C, mientras que otros parametros como
el tiempo Optimo de cultivo también varié en relacion de los antecedentes, donde se ha
reportado hasta 96 h de cultivo. Es un claro ejemplo de la necesidad de estandarizar
metodologias en especies 0 grupos taxondmicos especificos en relacidn a su area geogréfica,

ya que los métodos actuales no estan’disefiados/con una finalidad universal.

Finalmente, aunque los antecedentes cromosomices'y cariotipicos habian sido previamente
descritos en los afios 70 para las tortugas-K. I|. fedacestomum y K. s. cruentatum, los
cromosomas Y el cariotipo de K. acutum habfa‘permanécido en total incognito. El actual
estudio demostro que, la resolucion y calidad de las imagenes‘de la época donde se llevaron
a cabo los estudios, no permitian la correcta identificacion, desde caracteres morfologico
hasta caracteres morfométricos, a diferencia de lo que se puede realizar en el presente. Esta
hipotesis se comprobd al demostrar, que aquellos componentes Que~antiguamente eran
llamados microcromosomas o cromosomas tipo “C” y que no podian ser medidos y
clasificados, ahora con las herramientas digitales y la evolucion microscdpica, se pueden
analizar correctamente, llegandose a medir y clasificar con la nomenclatura clésica de Levan.
Por ello, los datos que se proporcionan en esta investigacion son relevantes para actualizar la
clasificacion cromosomica, asi como la estructura de los cariotipos de las especies~aqui
mencionadas, recomendando que dichos estudios continlen con otras especies, donde”sus

antecedentes sean antiguos.
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Principios bioéticos

El presente trabajo de investigacion de Tesis doctoral que lleva como titulo “Comprendiendo
el nucleo mitotico® de las tortugas tropicales, nativas de Tabasco, México”, el cual fue
desarrollado en ‘& _Division Académica de Ciencias Biologicas (DACBIOL) de la
Universidad Juarez Autéhoma de Tabasco (UJAT) fue revisado y con dictamen ético de
“Aprobado” (Folio 0985)/por la Comision Institucional de Etica en Investigaciéon (CIEI) de
la UJAT, en México.

(Se anexa Dictamen ético de CIEI-WJAT).

Para las colectas de las especies de“tortugas dulceacuicolas utilizadas en la presente
investigacion, se obtuvo el permisofederal de colecta en territorio nacional ante la Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos.~Naturales (SEMARNAT) con numero de oficio
SGPA/DGVS/04315, dando cumplimiento a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana
NOM-126-SEMARNAT-2000, asi como'para aquellas especies que se encuentran en la lista
de especies protegidas por la NOM-059-SEMARNAT=2010.
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