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CAPÍTULO I 

PROTOCOLO DE TESIS 

 

1.1 CONTEXTO DEL ESTUDIO EN LAS TORTUGAS TROPICALES, NATIVAS 

DE TABASCO, MÉXICO 

 

RESUMEN: El estado de Tabasco cuenta con nueve especies de tortugas dulceacuícolas. En 

los últimos años los estudios más frecuentes son los de espacio-temporal y microorganismos 

asociados a quelonios; mientras que los estudios de genética básica y molecular son 

insuficientes en el grupo de los testudines. En Tabasco solo se cuenta con un estudio de 

citogenética en Kinosternon leucostomum leucostomum, Staurotypus triporcatus y 

Trachemys venusta venusta, por lo que se desconoce totalmente la estructura citológica y 

genética de las seis especies restantes: Kinosternon acutum, K. scorpioides cruentatum, 

Claudius angustatus, Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys areolata y Dermatemys mawii. 

Por ello, se realizó un estudio citológico constituido por el desarrollo de una técnica 

hematológica nueva para el estudio de eritrocitos, un estudio cariotípico a través de cultivo 

in vitro de sangre periférica y aplicación de técnica de citometría para determinar el tamaño 

del genoma, con la finalidad de describir por primera ocasión la estructura genética de las 

especies de tortugas dulceacuícola de Tabasco; además de generar información inédita en las 

especies y fomentar una mejor descripción en sus fichas biológicas existentes, desde el punto 

de vista individual como especie o como poblaciones con fines de conservación, y de 

aclaración de controversias taxonómicas. 
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1.1 INTRODUCCIÓN 

Los estudios de citología, genética básica y genética molecular, en las especies de 

quelonios dulceacuícolas y marinos nativos, es un campo poco abordado en México y 

América Latina (Hernández-Guzmán, 2018; Méndez et al., 2013).  Lo anterior, está 

sustentado en una revisión cuidadosa y detallada de los reportes científicos oficiales en el 

citado grupo de vertebrados (Quiroz-Herrera & Palacio-Baena, 2017; Rodríguez-Correa et 

al., 2017). A pesar de la importancia que ha tenido tales disciplinas en diversas partes del 

mundo, siendo fundamental para la descripción y determinación de nuevas especies de 

tortugas (Farkas et al., 2019; Poulakakis et al., 2015; Thomas et al., 2014) y para propósitos 

de conservación. En nuestro país, también se han descrito nuevas especies de tortugas 

dulceacuícolas como los casquitos Kinosternon chimalhuaca en Colima por Berry et al. 

(1997) y K. vogti en Jalisco (López-Luna et al., 2018). Paralelamente, los estudios espacio-

temporales, de biología de la conservación y de microfauna en tortugas marinas y de agua 

dulce son los más frecuentes en la literatura de los últimos años en América Latina (Buchanan 

et al., 2017; Cueto-Mares et al., 2017; Donato-Rondón et al., 2018; García-De la Peña et al., 

2019; Howell & Seigel, 2019; Silva-Brito et al., 2018; Valdez-Villavicencio et al., 2016; 

Zenteno-Ruiz et al., 2010). 

La citogenética y citología básica han tomado en conjunto importancia en el sureste 

mexicano en la última década, particularmente en el estado de Tabasco, centrando estudios 

principalmente en organismos acuáticos, semiacuáticos y terrestres. A pesar de tales 

esfuerzos, el número de especies estudiadas hasta la fecha continúa reducido, en función de 

los registros taxonómicos en la región. Por ejemplo, dentro del grupo de los quelonios 

dulceacuícolas, solo se han reportado estudios citológicos en ejemplares con distribución en 

el sureste de México. Estos estudios hacen referencia a la tortuga blanca Dermatemys mawii 

(Carr et al., 1981), así como a K. leucostomum leucostomum, Staurotypus triporcatus y 

Trachemys venusta venusta (Hernández-Guzmán et al., 2014), con ejemplares de Chiapas y 

Tabasco respectivamente. Lo que representa, que solo se han estudiado la genética básica, en 

cuatro especies de las nueve registradas con distribución solo en Tabasco. En cuanto al resto 

del país, los estudios citológicos son aún desconocidos y continúan como una incógnita 

necesaria de resolver en los próximos años. 
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A través de los estudios de citología, genética básica y genética molecular, se han 

descubierto citotipos particulares en algunas especies acuáticas nativas de Tabasco, 

principalmente en el complemento cromosómico de los cariotipos de ejemplares procedentes 

de esta región. Entre los hallazgos destaca la presencia de microcromosomas tipo “B” y 

formulas cromosómicas variables entre poblaciones (Hernández-Guzmán et al., 2014; 

Majtánová et al., 2017). Dichas particularidades son atributos genéticos especiales y únicos 

entre poblaciones, lo que permite sugerir la existencia de poblaciones genéticamente 

diferenciadas que podrían requerir un manejo especial para su conservación, o bien, servir 

como base para el establecimiento de caracteres citológicos para clasificación taxonómica. 

Por lo anterior, la presente Tesis doctoral se enfocó al desarrollo de una nueva técnica 

hematológica económica para el estudio celular en tortugas dulceacuícolas, para su empleo 

en estudios básicos/citométricos para comprender la dinámica nuclear en mitosis y el tamaño 

del genoma en estas células. Asimismo, se desarrolló de un protocolo para el cultivo in vitro 

de linfocitos para el establecimiento de la estructura cromosómica y cariotípica en las 

especies de tortugas dulceacuícolas kinostérnidos presentes en Tabasco. 
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1.2 MARCO TEÓRICO 

La revisión bibliográfica realizada sobre los estudios de genética, citología y 

fisiología básica en especies nativas y endémicas de reptiles del país, particularmente 

aquellas del estado de Tabasco, ha revelado que la información es sumamente escasa, 

prácticamente desconocida y con amplio potencial para descubrir estructuras celulares y 

genéticas de interés científico en el área de las ciencias biológicas y evolución (Hernández-

Guzmán et al., 2014, Mazzoleni et al., 2019); así como para su empleo en ciencia aplicada 

(Arias-Rodriguez, 2019). 

En México, y en acuerdo con Flores-Villela y García-Vázquez (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 otro lado, en Tabasco, se han catalogado a nueve especies de 

tortugas de agua dulce en acuerdo con Flores-Villela y García-Vázquez (2014), Lee (2000) 

y Barragán-Vázquez et al. (2022): Staurotypus triporcatus, Kinosternon acutum, K. l. 

leucostomum, K. s. cruentatum, Claudius angustatus, Trachemys v. venusta, Chelydra 

rossignonii, Rhinoclemmys areolata y Dermatemys mawii (Tabla 1). Curiosamente, todas las 

especies de tortugas de agua dulce con pocos estudios de biología y genética, están listadas, 

a excepción de C. rossignonii y T. v. venusta en categorías de riesgo de la Norma Oficial 

Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010: dos especies en Peligro de extinción (P) C. 

angustatus y D. mawii, dos especies Amenazadas (A) S. triporcatus y R. areolata, y tres 

Sujeta a protección especial (Pr) K. acutum, K. l. leucostomum y K. s. cruentatum. Dicha 

condición, hace urgente el desarrollo de estudios como los señalados previamente. Algunos 

de los escasos reportes en genética básica y molecular de tortugas son tan antiguos que, en la 

actualidad, se ha comprobado información errónea en cuanto al número diploide de 

cromosomas, fórmula cromosómica y presencia de cromosomas sexuales como lo señalan 

Hernández-Guzmán et al. (2014) y Mazzoleni et al. (2019). 
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1.2.1. Taxonomía de las tortugas dulceacuícolas de Tabasco 

Las claves dicotómicas para la identificación de tortugas de México se remontan a los 

trabajos de Smith y Smith (1979) quienes propusieron criterios para la identificación a nivel 

de familias. En su obra incluyen cuatro de las cinco familias que habitan actualmente en 

Tabasco: (Kinosternidae, Dermatemydidae, Chelydridae y Emydidae). En aquellos años, la 

tortuga mojina R. areolata era ubicada dentro de la familia Emydidae de acuerdo con Ernst 

(1989). No fue sino hasta más tarde cuando la especie fue reubicada en una nueva familia 

(Geoemydidae), clasificación que se ha mantenido en las nomenclaturas más recientes (Lee, 

2000). 

A pesar de la variedad de especies que hay en el estado, Tabasco no cuenta con una 

nomenclatura propia para la identificación de especies de tortugas dulceacuícolas, por lo que 

Tabla 1. Las nueve especies de tortugas dulceacuícolas de Tabasco y su estatus de conservación en la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (IUCN) y la NOM-059-SEMARNAT-2010. 

 Nombre común Nombre científico Familia Estatus 

IUCN 

Estatus 

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 escorpión K. scorpioides cruentatum Kinosternidae - Pr 

5 Taimán 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= Preocupación menor, VU= Vulnerable, CR= Peligro crítico, P= Peligro de 

extinción, A= Amenazada, Pr= Sujeta a protección especial. El guion representa las especies aún no evaluadas 

por la IUCN y su ausencia en la NOM. 
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es necesario recurrir a múltiples referencias, muchas de ellas de difícil acceso. Para ello, el 

presente documento ofrece una nomenclatura para la identificación de especies de tortugas 

de agua dulce con distribución natural, exclusiva para el estado de Tabasco. Esta 

nomenclatura se realizó con un compendio de las claves dicotómicas más usadas en la región 

para las nueve especies registradas en el estado, complementando con observaciones y notas 

personales de caracteres merísticos que no han sido señalados con anterioridad en cada una 

de las especies: 

- Para las especies que se ubican en la familia Kinosternidae, se utilizó la 

nomenclatura propuesta por Ernst (1989) modificada, y tomando en consideración 

los listados taxonómicos y claves más 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 

utilizó la nomenclatura de Smith y Smith (1979). 

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

Soria-Guzmán (2016) para especies del género Trachemys. 

Figura 1. Las nueve especies de tortugas de agua dulce en Tabasco.
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1.2.2. Claves de identificación de especies de tortugas dulceacuícolas de Tabasco 

1.2.3. Familia Kinosternidae 

1 a) Escudo gular más ancho en la superficie dorsal del plastrón que en la superficie 

ventral; machos con órganos de unión presentes; generalmente con una sola franja post-

orbital amplia y ligera en la cabeza…………… K. leucostomum leucostomum (Figura 2-I) 

 

b) El escudo gular no es más ancho en la superficie dorsal del plastrón que en la 

superficie ventral; los machos carecen de órganos de agarre; no hay una sola franja post-

orbital amplia y ligera en la cabeza………………………………………………………… 2 

 

2 a) Escudo abdominal muy largo, más del 33% de la longitud total del plastrón; primera 

vertebral en contacto con la segunda marginal…………………… K. acutum (Figura 2-II) 

 

b) Escudo abdominal no extremadamente largo, menos del 33% de la longitud total 

del plastrón; 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) Caparazón extendido con tres quillas…………………………………………………. 4 

 b) Caparazón reducido con tres quillas…………………………………………….. 5 

 

4 a) Margen anterior del lóbulo plastral posterior recto K. scorpioides cruentatum (Figura 

2-III) 

  

 b) Las quillas carapaciales dorsolaterales extienden la longitud del caparazón de los 

márgenes anterior a posterior; lóbulo plastral anterior más corto que el lóbulo posterior; 

cabeza y mandíbulas con un patrón de reticulaciones oscuras… S. triporcatus (Figura 2-IV) 

 

5 a) Plastron en forma de rombo y muy reducido a comparación de la longitud ventral; 

cabeza grande de color grisáceo y con capacidad de extenderla a lo largo de su caparazón 

………………………………………………………………… C. angustatus (Figura 2-V) 
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I. K. leucostomum leucostomum 

 

 

 

 

 

 

 

II. K. acutum 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. K. scorpioides cruentatum 
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IV. S. triporcatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. C. angustatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación de caparazón y plastrón de las cinco especies de la familia 

Kinosternidae de Tabasco; I) Kinosternon leucostomum leucostomum, II) K. acutum, III) K. 

scorpioides cruentatum, IV) Staurotypus triporcatus, V) Claudius angustatus; basado en 

caparazones y plastrones reales de cada especie. Dibujos originales del autor de Tesis.  

Caparazón 
Plastrón 

Caparazón Plastrón 
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1.2.4. Familia Geoemydidae 

1 a) Ápice de tomio maxilar con muesca………………………………………………… 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-I) 

 

Nota: Tabasco cuenta con una sola especie de la familia Geoemydidae, la cual además de 

presentar caracteres sistemáticos y taxonómicos distintivos, es notablemente diferenciada de 

otras especies del estado por su piel amarillenta y con puntos oscuros en sus patas anteriores 

y posteriores, característica que, en conjunto, no se observan en las demás especies de 

tortugas dulceacuícolas de Tabasco. Además, su plastrón es parcialmente oscuro o marrón. 

 

1.2.5. Familia Dermatemydidae 

1 a) Caparazón separado completamente del plastrón por una hilera completa de 

inframarginalia, caparazón liso y con tres quillas ligeramente pronunciadas 

…………………………………………………………………… Dermatemys mawii (Figura 3-II) 

 

Nota: Es la única especie representativa de la familia Dermatemydidae en todo el mundo, se 

diferencia notablemente de las otras especies de tortugas dulceacuícolas de Tabasco por su 

tonalidad grisácea uniforme en su piel en conjunto con el caparazón. 

 

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 caparazón……… Chelydra rossignonii (Figura 3-III) 

 

Nota: Los escudos caudales y los escudos marginales con dirección a escudos caudales, 

forman en conjunto una apariencia aserrada en la parte trasera del caparazón, condición que 

no es observada en ninguna de las demás especies de tortugas dulceacuícolas de Tabasco. 
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I. R. areolata 

   

 

 

 

 

 

II. D. mawii 

 

 

 

 

 

 

III. C. rossignonii 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura del caparazón y plastrón de tres tortugas dulceacuícolas de Tabasco: I) 

R. areolata, II) D. mawii, III) 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. Patrón del 

caparazón compuesto por franjas transversales. Patrón plastral formado por manchas 

oscuras, nunca por franjas………………………... Trachemys venusta venusta (Figura 4-I) 

 

I. T. venusta venusta 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura del caparazón y plastrón de la especie T. venusta venusta (I). 

 

Nota: La presente clave se elaboró con las nomenclaturas de Legler y Vogt (2013), Ernst y 

Barbour (1989), Smith y Smith (1979), observaciones personales y atendiendo la última 

actualización en taxonomía, sinonimia y distribución de todas las especies de tortugas en el 

mundo de Rhodin et al. (2021).  

Caparazón 
Plastrón 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



13 
 

1.3 JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años, las tortugas o quelonios han tomado mayor interés científico, 

tanto por la preocupante 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 Pacífico de México, destacan los reportes de 

Kinosternon vogti (López-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 biología convencional. Además, estas investigaciones pueden completarse con 

herramientas de genética, citología y biología molecular, que permitan generar mayor 

número de atributos biológicos y genéticos para separar especies y poblaciones con 

particularidades especiales.  

En la mayoría de las especies de tortugas a nivel mundial persiste una notable carencia 

de conocimiento básico y especializado sobre su biología y ecología; hecho que no se 

descarta en las especies nativas de México y en lo particular de Tabasco. En general, de estas 

especies solo se dispone de información relativa a los atributos taxonómicos que fueron 

considerados para su descripción taxonómica y de distribución geográfica, con algunas 

excepciones genéticas como en la tortuga blanca D. mawii de Gallardo-Álvarez et al. (2019) 

y la hicotea T. v. venusta de Recino-Reyes et al. (2020).  

El escaso conocimiento de la genética básica que hay en las tortugas nativas de 

Tabasco, sobre todo las de origen dulceacuícola, indican como señalan y en acuerdo con 

Arias-Rodriguez (2019a) y Arias-Rodriguez et al. (2019b), la creciente necesidad de 

fomentar el desarrollo de estudios encaminados a conocer los atributos citológicos, genéticos 

básicos y moleculares en las especies nativas del estado de Tabasco, sobre todo en aquellos 

grupos y especies que están consideradas en riesgo crítico, debido a que los resultados 

derivados de tales estudios sirven de herramientas para la toma de decisiones en programas 

de manejo reproductivo, conservación, repoblación, translocación y taxonomía moderna.  

En dicho sentido, la comprensión y empleo de los resultados derivados de los estudios 

citológicos y genéticos con el empleo de métodos novedosos y herramientas de alta 

resolución de imágenes, como el cultivo in vitro de células sanguíneas, la microscopía 

electrónica de barrido y la hibridación in situ en otros países es una realidad desde el siglo 
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pasado, las cuales tiene amplias aplicaciones en programas ecológicos de repoblación, 

translocación, reproducción y mejoramiento genético.  

Por todo lo anterior, el objetivo principal de la presente Tesis doctoral es el de 

comprender el núcleo mitótico de las tortugas tropicales mediante el análisis de la 

composición de cantidad de nucleótidos y el tamaño del genoma, aplicando técnica de 

citometría 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 cariotípica en tortugas dulceacuícolas del estado de Tabasco. El cumplimiento 

de estos objetivos ha contribuido significativamente al entendimiento de la biología celular 

y genética de las tortugas dulceacuícolas de Tabasco, generando información valiosa para su 

conservación, manejo reproductivo y estudio taxonómico. 

 

 

1.4 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

A lo largo de la revisión bibliográfica sobre varios aspectos de la taxonomía, biología, 

ecología, genética, reproducción, entre otros campos de estudios en las tortugas tropicales 

nativas de Centroamérica y Sureste mexicano, fue evidente la carencia de estudios en 

genética y citología con énfasis en comprender la diversidad biológica de las especies de la 

región. En dicho sentido, la investigación principal en el presente estudio fue la de evaluar y 

comparar la dinámica intracitoplásmica de las células mitóticas de nueve especies de tortugas 

tropicales, para responder la siguiente pregunta de investigación: ¿La aplicación de métodos 

citológico-genético puede determinar la relación de la dinámica celular con la diversidad de 

especies? 

 

1.5 HIPÓTESIS 

El análisis citológico-genético en células eritrocitarias en diferentes poblaciones de las nueve 

especies de tortugas dulceacuícolas 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 núcleo mitótico de las tortugas tropicales nativas de Tabasco, por 

medio de citología, citometría, cultivo “in vitro” de linfocitos y cariología para determinar el 

tamaño del genoma, el contenido total de nucleótidos y estandarización cariotípica. 

 

1.6.2. Objetivos específicos 

I. Desarrollar una técnica hematológica económica para tortugas dulceacuícolas. 

II. Determinar el tamaño del genoma mitótico y contenido total de nucleótidos por 

herramientas de citometría y microscopía óptica de Staurotypus triporcatus, Trachemys 

venusta venusta, Kinosternon acutum, K. leucostomum leucostomum, K. scorpioides 

cruentatum, Claudius angustatus, Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys areolata y 

Dermatemys mawii. 

III. Desarrollar y establecer un protocolo para el cultivo “In vitro” de células linfocitarias 

empleando como modelo biológico a las tortugas K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y 

K. acutum. 

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

de las tortugas, K. l. leucostomum K. acutum y K. s. cruentatum. 

 

 

1.7 METODOLOGÍA 

 

1.7.1. Área de Estudio y Recolecta 

La captura de los ejemplares en vida silvestre se llevó 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, Trachemys 

venusta venusta, Claudius angustatus, Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys areolata y 

Dermatemys mawii, con observación visual en las lagunas del municipio de Centro, en la 

Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla, en la localidad Federico Álvarez de Jonuta y en 

el Poblado Multe de Balancán, 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 alimentación y agua. 

 

1.7.2. Desarrollo de una nueva técnica hematológica económica para tortugas 

dulceacuícolas 

Se extrajo muestras sanguíneas de la vena coccígea, 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 

aplicó un diseño experimental basado en comparación de dos técnicas de fijación de frotis 

sanguíneo (Metanol absoluto vs Etanol desnaturalizado), así como la comparación de dos 

métodos de tinción de muestras post-frotis fijados (Giemsa 10% vs Giemsa madre). Ambos 

casos fueron evaluados por diferentes tiempos de exposición de 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min para 

los dos métodos de fijación; mientras que para las tinciones se emplearon 1.0, 5.0, 10.0 y 

20.0 min para Giemsa 10% y 5 s, 10 s, 20 s y 30 s para Giemsa madre. Finalmente, las 

muestras se analizaron y evaluaron por microscopía óptica para determinar y caracterizar una 

técnica hematológica nueva y económica para células de tortugas dulceacuícolas. 

 

1.7.3. Tamaño del Genoma por Análisis Nuclear en Microscopía y Citometría 

Se tomaron muestras de sangre periférica, y las preparaciones hematológicas se 

fijaron en etanol desnaturalizado por 5 min, luego se dejaron secar a temperatura ambiente 

para después teñirse con Giemsa (Merk®) al 10% (Kligerman & Bloom, 1977). Se 

eliminaron los restos del colorante con agua destilada y se dejó secar a temperatura ambiente. 

Las preparaciones hematológicas, se mantuvieron en porta laminillas a 4°C hasta el análisis 

bajo el microscopio óptico de acuerdo con las recomendaciones de Galarza-Hernández 

(2017), con un microscopio óptico AxioScope A1 (Carl Zeiss®), equipado con una cámara 

digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss) y en conjunto con el software ZEN/2011 (Carl Zeiss® 

MicroscopyGmbH, 2011). Para la determinación del número y tamaño de células con sus 

respectivos núcleos en micrómetros, se utilizó la técnica óptica en campo claro y análisis de 

imágenes de eritrocitos, aplicando el método de citometría de Feulgen y modificaciones a las 

técnicas de López-Hernández (2017) y Osorio-Pérez (2017). 

1.7.4. Procedimiento de Cultivo “in vitro” 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



17 
 

La técnica de cultivo in vitro de sangre periférica de linfocitos que se empleó fue la 

de Fujiwara et al. (2001) y atendiendo las modificaciones y recomendaciones de Majtánová 

et al. (2017), la cual consiste en extraer 3 ml de sangre con una jeringa previamente 

heparinizada. Una vez extraído el plasma, se realizaron los cultivos sobre 5 ml de Medio, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de solución antibiótica antimicótica con 

proporción de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P en proporción 90 mg/5 ml de 

Medio, Kanamicina con 0.3 mg/5 ml de Medio y 0.175 µl de metanol al 10%. Todo lo anterior 

en acuerdo con lo señalado en el diseño de la Tabla 1. Después se dejó incubar por 120 hrs y 

se agregarán 50 µl de colchicina al 0.1% por cada 5 ml de Medium. Se aplicó tratamiento 

con solución hipotónica KCl 0.075 M durante 8 min. Posteriormente las muestras se fijaron 

a 3:1 (3 de metanol y 1 de ácido acético), haciendo tres recambios (Tabla 1); para finalmente 

realizar la búsqueda de dispersiones cromosómicas bajo los criterios de selección 

cromosómica de Hernández-Guzmán (2018). 

 

Tabla 1.1. Diseño experimental para el desarrollo de procedimiento de cultivo “in vitro” de sangre periférica de las 

tortugas K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum. 

Tratamiento Sangre 

periférica 

Aislamiento 

de linfocitos 

Medio 

de 

cultivo 

Antibiótico Fitohematoglutinina Temperatura 

 

Replicas 

Por 

especie 

Control/a Si No No Si No 25°C 3 

A I Si Si  Si Si Si 25°C 3 
 

Control/b Si No No Si No 28°C 3 

B I Si Si  Si Si Si 28°C 3 

 

1.7.5. Elaboración de cariotipos y análisis estadístico 

Las dispersiones cromosómicas, fueron analizadas y medidas en micrómetros bajo el criterio 

de Levan et al. (1964) para la elaboración de cariotipos, con proporción de brazos r=q/p, 

índice centromérico i=100(p/p+q) y la diferencia entre brazos cromosómicos d=r-1(10)/r+1, 

donde “p” corresponde al brazo corto y “q” al brazo largo, para la caracterización de su 

estructura y ultraestructura, además se elaborarán ideogramas utilizando el software IdeoKar 

de Mirzaghaderi y Marzangi (2015) y aplicando pruebas estadísticas acorde a los resultados 

a través del software SigmaPlot® 12.3 de Systat Software Inc®. 
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1.8 Cronograma de actividades 
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CAPÍTULO II 

TÉCNICA CITOLÓGICA NOVEDOSA PARA EL ESTUDIO DE LAS CÉLULAS 

SANGUÍNEAS EN LAS TORTUGAS TROPICALES Trachemys venusta venusta, 

Staurotypus triporcatus Y Rhinoclemmys areolata 

Javier Hernández-Guzmán1, Viridiana Peraza-Gómez2, Manuel Pérez-de la Cruz1, 

Magdiel, Torres-de la Cruz1, Arkady Uscanga-Martínez3 & Lenin Arias-Rodriguez1 

 

Resumen: Las tortugas son organismos con alta vulnerabilidad por el impacto en los 

ecosistemas y falta de conocimiento biológico. Los estudios hematológicos en los quelonios, 

son limitados por la carencia de técnicas-procedimientos específicos; por ello, se adoptan 

metodologías que no siempre resultan las apropiadas. Se compararon variaciones de la 

concentración de fijadores y del colorante Giemsa vs tiempos de exposición, sobre frotis 

sanguíneos de Trachemys venusta venusta, Staurotypus triporcatus y Rhinoclemmys 

areolata. La comparación de metanol absoluto (99.8%) vs etanol desnaturalizado (70%), se 

realizó con exposición de 0.5, 1.0, 5.0 y 10 min. En los ensayos de tinción con Giemsa (10%), 

se utilizó la exposición de 1, 5, 10 y 20 min y en los de Giemsa solución madre la tinción de 

5, 10, 20 y 30 s. Los resultados muestran, que el incremento del tiempo de exposición al 

metanol incrementa significativamente las células con daño en membrana y estructura 

celular. En las muestras con etanol, se observaron bajos registros de atrofia. Durante la 

tinción, se observó descenso significativo de eritrocitos sin daño en la membrana, con la 

Giemsa al 10% y el incremento de la tinción. Con la solución madre de Giemsa, hubo 

incremento de células sin daño. El mejor fijador, fue el etanol desnaturalizado y la tinción 

recomendada es empleando tiempos de tinción cortos con Giemsa en solución madre. Con el 

método recomendado, será posible obtener células sanguíneas de alta calidad para estudios 

en ciencia básica, aplicada y en prácticas clínicas. 

Palabras clave: Hematología, eritrocitos, metanol, etanol, tortugas dulceacuícolas. 
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2.0 TÉCNICA CITOLÓGICA NOVEDOSA PARA EL ESTUDIO DE LAS 

CÉLULAS SANGUÍNEAS 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 Rhinoclemmys 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 exposure treatments for 0.5, 1, 5 and 10 min + Control in both 

fixers, and the second, consisting of a 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 another 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 0 

atrophied erythrocytes at 10 and 20 min of exposure to the dye in T. v. 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 INTRODUCCIÓN 

Las tortugas o quelonios (Testudines), son un grupo de vertebrados acuáticos y 

terrestres, ampliamente distribuidos en el mundo, habitando desde los arroyos, charcas, ríos, 

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 biológicos y 

ecológicos en el orden Testudines, es muy reducido, y al parecer, solo el grupo de las tortugas 

marinas ha sido el que más se ha estudiado; en diferentes disciplinas como son ecología, 

reproducción, genética; incluyendo 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 ecología y conservación, en zonas 

costeras donde se distribuyen y se reproducen tales especies (Macíp-Ríos et al., 2015; García-

Grajales et al., 2017). En la mayoría de las tortugas dulceacuícolas registradas, la información 

científica es reducida, básicamente la concerniente a la historia natural y biología básica 

(Macíp-Ríos et al., 2015). Un caso excepcional, es el de la tortuga orejas rojas o (Trachemys 

scripta), especie en la que se han realizado diversos estudios de biología, entre los que 

destacan los de citología hemática (Martínez-Silvestre & Cuenca, 2011; Allender & Mitchell, 

2013; Carrascal-Velásquez et al., 2014; Hernández et al., 2017; Hadžimusić et al., 2020). 

En el mundo hay aproximadamente 352 especies de tortugas, siendo 345 especies son de 

origen dulceacuícola y terrestre; y siete son especies marinas (Rhodin et al., 2021); del total 

de registros 61 taxas (tortugas de agua dulce y terrestres) están presentes en México 

distribuidos en 45 especies, 13 géneros y siete familias (Macip-Ríos et al., 2015). 

En la región tropical del sureste mexicano, que comparte características biogeográficas con 

algunos países 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 & García-Vázquez, 2014; Rhodin et 

al., 2021); lamentablemente cada una de ellas está en diferentes estatus de conservación de 

acuerdo con la norma oficial mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) y la Lista Roja de 

Especies Amenazadas de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza 

(IUCN, 2021). En estas especies, se han realizado y documentado pocos estudios formales, 

limitándose al conocimiento de la alimentación, distribución geográfica, fisiología, 

citogenética, manejo, parasitología y reproducción (Arias-Rodriguez et al., 2019). Sin 
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embargo, se ha evidenciado que los programas de conservación, requieren de amplio 

conocimiento de la biología básica de las especies sujetas a manejo; en dicho contexto los 

estudios hematológicos son importantes de considerar, dado que se emplean básicamente 

para el diagnóstico de enfermedades (Zhang et al., 2011; Corrales-Ramírez & Caycedo-

Lozano, 2020), así también para el análisis de otros atributos fisiológicos, como son el estrés, 

daño celular, nivel de ploidía, contenido genético o genómico, entre otros atributos celulares 

de importancia biológica (Hadžimusić et al., 2020; Machado et al., 2020; Radisic et al., 

2020). No obstante, estas metodologías han sido desarrolladas a partir de estándares para 

humanos y otros mamíferos como los ratones, vacas, caballos, etc (Perpiñán & Sánchez, 

2009; Campbell, 2015). Algunas técnicas han sido adaptadas para su aplicación en el estudio 

hematológico en pequeños vertebrados; a través de diversos campos como la acuicultura en 

amplia variedad de especies acuáticas y en zootecnia para organismos herpetológicos, aves 

y mamíferos (Stacy et al., 2011; Zhang et al., 2011). Dada la importancia de los estudios 

hematológicos, para la comprensión de la estructura y dinámica de las células sanguíneas, las 

adaptaciones de dichas metodologías no siempre resultan con el procedimiento más 

apropiado, lo que resulta en detrimento del tiempo, de recursos económicos y de falsas 

interpretaciones. Actualmente, no hay metodologías hematológicas específicas para los 

Testudines o tortugas, ya que los métodos estándar utilizados parecen ser adecuados 

únicamente para observar y evaluar la morfología celular. Sin embargo, la calidad de las 

tinciones, basado en las observaciones de las imágenes publicadas, no es óptima, debido a 

los artefactos originados por las propiedades químicas, físicas y bioquímicas de las células 

en cada especie (Dessauer, 1970; Snyder & Sheafor, 1999; Arikan & Çiçek, 2010; 2014). 

Lo anterior ha evidenciado la escasez de estudios hematológicos en las tortugas, 

principalmente en las especies dulceacuícolas de origen tropical. Esta situación ha motivado, 

a través del presente estudio, el diseño comparativo de los métodos hematológicos más 

utilizados en vertebrados, con el objetivo de establecer un procedimiento específico y 

económicamente viable para especies dulceacuícolas. Para ello, se emplearon como modelo 

biológico 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 MÉTODOS 

2.2.1. Área de estudio, recolecta y marcaje  

Los especímenes fueron recolectados por observación 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 observación y tomados manualmente de las 

lagunas del Pueblo y Huapacal de la Villa Luis Gil Pérez del municipio del Centro, de los 

márgenes de los pantanos de la Villa Sánchez Magallanes, municipio de Cárdenas y de los 

humedales del poblado Federico Álvarez, municipio de Jonuta, respectivamente, todas las 

localidades del estado de Tabasco, México. La recolecta de los ejemplares en vida silvestre 

se llevó a cabo con el permiso federal de la SEMARNAT (SGPA/DGVS/04315). Los 

ejemplares se mantuvieron vivos durante y después de la investigación, y en condiciones 

óptimas de mantenimiento, calidad de agua y alimentación en las Instalaciones del 

Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT. Después del proceso de aclimatación y 

reducción de estrés, todos los individuos (48 tortugas) de las nueve especies fueron 

debidamente marcados con un código individual para cada ejemplar. La identificación 

taxonómica se basó en la nomenclatura de Legler y Vogt (2013), Ernst y Barbour (1989), 

Smith y Smith (1979) y atendiendo la última actualización en taxonomía, sinonimia, 

distribución y estatus de conservación de todas las especies de tortugas en el mundo de 

Rhodin et al. (2021). Este proyecto de investigación fue revisado y aceptado por la Comisión 

Institucional de Ética en Investigación (Folio: 0985) de la UJAT, en México. Se dio 

cumplimiento a las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-059-SEMARNAT-2010, para 

aquellas especies con estatus de protección: Sujeta a protección especial “Pr”, Amenazadas 

“A” y en Peligro de extinción “P” (SEMARNAT, 2019); así como cumplimiento a las normas 

NOM-126-ECOL-2000 (SEMARNAT, 2001a) y NOM-062-ZOO-1999 (SEMARNAT, 

2001b). 

 

2.2.2. Extracción de sangre y extendido celular 

La sangre periférica se extrajo de la vena coccígea, desinfectando la región terminal 

de la cola con algodón humedecido de alcohol etílico al 70% y en dependencia del peso de 

cada espécimen; se empleó jeringas estériles de 0.5 ml para organismos con pesos entre 300-
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900 gr, jeringas de 1 ml para especímenes 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 máximo 300 microlitros (µl) (0.3 

ml) de sangre por cada tortuga. Inmediatamente, se colocó una gota (20 µl aproximadamente) 

de sangre sobre cada portaobjeto (45 portaobjetos por cada espécimen) limpios y estériles, 

luego fue extendida suave y homogéneamente evitando dañar 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 I) 

Las muestras control, consistieron en cinco frotis sanguíneos sin tratamiento de 

fijado, las cuales fueron analizadas inmediatamente después del secado de los extendidos 

sanguíneos. Para experimentar el efecto del tiempo de fijado, se prepararon dos fijadores, el 

metanol absoluto al 99.8% y el fijador elaborado con etanol desnaturalizado con benzoato de 

denatonio (0.7 mg/100 ml), ambos mantenidos a 4 °C (Figura 5). Posteriormente, los cinco 

frotis sanguíneos por tratamiento fueron sumergidos a los tiempos (o tratamientos) de 

exposición de: 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min. Luego, fueron 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. Tinción post-frotis (Fase experimental II) 

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 aplicación del colorante. Subsiguientemente, se aplicó la 

tinción con Giemsa al 10% y con Giemsa en solución madre. La Giemsa al 10% o tinción de 

Romanosky a 4.0 °C, se empleó con modificaciones del protocolo de Campbell (2015), 

utilizando buffer de fosfatos a pH 7.0 y las preparaciones citológicas fueron teñidas por 1.0, 

5.0, 10.0 y 20.0 min, respectivamente. Para la tinción con Giemsa en solución madre a 4.0 

°C (sin diluyente), las muestras citológicas respectivas se expusieron a 5.0, 10.0, 20.0 y 30.0 

s de tinción con el colorante. Transcurridos los tiempos de tinción, a cada una de las muestras, 

se les retiró el exceso de colorante colocando las preparaciones citológicas en posición 

vertical sobre un recipiente cilíndrico de polipropileno, luego se aplicó agua destilada para 

lavar los restos de colorante y permitir el escurrido y secado rápido (Figura 5). 
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1 Muestra de sangre 

- Se recomienda la extracción 

sanguínea de la vena coccígea. 

2 Frotis 

3 
Tratamiento con metanol 

absoluto al 50% 

1. Verter la muestra en la 

solución por 2 min. 

1. Colocar una mínima gota 

de sangre 2. Extender la gota a lo largo 

del portaobjeto 

3. Extender a modo de apreciar una 

película delgada del tejido sanguíneo 

4. Dejar secar a temperatura 

ambiente 

2. Transcurrido el tiempo, se 

eliminarán impurezas 

3. Extraer la muestra de la 

solución y dejar secar 
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Figura 5. Procedimiento para la obtención celular y análisis nuclear por frotis sanguíneo.  

4 
1. Verter las muestras 

cuidadosamente 

2. Teñir las 

muestras con 

Giemsa madre 

por 10 s. 

3. Retirar las 

muestras 

5 Lavado de muestra 

1. El proceso de lavado 

post-tinción, se basa en 3 

repeticiones de 10 s cada 

una, lo que permitirá 

remover los restos del 

colorante. 
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2.2.5. Microscopía óptica y criterios de la calidad celular 

Los campos hematológicos, fueron analizados utilizando las herramientas del módulo 

de contraste de fases en campo claro/oscuro y seleccionados al azar en el microscopio 

AxioScope A1 (Carl Zeiss®) con el objetivo 10X+1.25X del Optovar (Carl Zeiss® 

Microscopy GmbH, 2011). Después, se fotodigitalizaron con el módulo de adquisición de 

imágenes de la cámara AxioCam ERc5s con el objetivo 40X+1.25X del Optovar. Las 

imágenes procedentes de la fase experimental I, se analizaron detalladamente con las 

herramientas digitales para el procesamiento posterior y filtrado mediante canales 

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

Las imágenes procedentes de la fase experimental II, se analizaron detalladamente con las 

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

de los colores reales basado en los patrones de tinción 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) Daño en la membrana y citoplasma celular (DMC): Son aquellas células eritrocitarias que 

manifiestan alteraciones morfológicas o perdida de simetría como son contracción, 

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 perímetro, muestran 

presencia de residuos e impurezas de origen orgánico y biológico. 

 

b) Sin daño en la membrana y citoplasma celular (SMC): Son aquellas células eritrocitarias 

que no presentan alteraciones morfológicas del citoplasma, de la membrana y mantienen 

simetría celular integra. Además, la coloración del área nuclear, es homogénea con tinción 

en tonalidad purpura o azul intenso. Por otro lado, las dispersiones celulares y perímetro, 

deben observarse (externamente) libres de impurezas (química o biológica) como 

estructuras refractarias, residuos de la tinción y bacterias. 

 

2.2.6. Análisis de datos y estadísticos 

Los valores obtenidos, se registraron en bases de datos individuales y les fueron 

calculados, el promedio; y la desviación estándar (D.E.) con el empleo del programa Excel 
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para Windows (Microsoft® 2022). Los porcentajes, fueron calculados basados en la siguiente 

fórmula: Pcs=Ncs/Ntc (100); donde Pcs= Porcentaje de células sin daño en la membrana 

celular. Ncs= Número de células sin daño en la membrana celular por espécimen. Ntc= 

Número total de células por espécimen. 

Los porcentajes, fueron analizados en acuerdo al cumplimiento de las pruebas de 

homogeneidad y homocedasticidad con análisis de Kruskal-Wallis (K-W); y en el caso de 

observase diferencias significativas (cuando P≤0.05), se aplicó la prueba de Dunn´s a P≤0.05 

(Zar, 1984), en todos los casos se empleó el programa SigmaPlot® (12.3 de Systat Software 

Inc®). 

 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1. Fijado post-frotis o Fase experimental I 

El fijado de los frotis sanguíneos con etanol desnaturalizado y metanol absoluto, 

permitió el análisis total de 57,626 células eritrocitarias; de las cuales 26,852 correspondieron 

a los eritrocitos de la jicotea T. v. venusta, 15,835 células de la tortuga tres lomos S. 

triporcatus y 14,939 eritrocitos de la tortuga mojina R. areolata (Tabla 2). En la tortuga T. v. 

venusta se registraron por efecto del empleo del metanol absoluto desde 12 células con daño 

en la membrana celular, con tiempos de exposición de 0.5 min y hasta 3108 eritrocitos 

atrofiados por exposición al metanol por 10 min. Las células que no mostraron daños en la 

morfología de la membrana celular, se mostraron con frecuencia baja de 329 eritrocitos a los 

10 min de exposición. En S. triporcatus o tortuga tres lomos, se identificaron 19 eritrocitos 

con daños en la membrana celular expuestos a metanol absoluto durante 0.5 min y hasta 1270 

eritrocitos dañados con el tiempo de exposición de 5 min. En la tortuga tres lomos, las células 

que se observaron sin daño en la membrana celular, se notaron con registros bajos de 78 

eritrocitos a 10 min de exposición al metanol absoluto. En el caso particular de la mojina o 

(R. areolata), se analizaron muestras celulares sin daños en la membrana celular en el grupo 

control y a los 0.5 min de exposición al metanol absoluto. No obstante, se registraron hasta 

1470 eritrocitos atrofiados por exposición de 10 min. La frecuencia más baja de eritrocitos 

sanos se observó a los 10 min, con solo 174 células, lo que representó el 10.5% del total 

(Tabla 2). 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



36 
 

Con el empleo del metanol absoluto, se observó en relación con los cuatro tiempos de 

exposición (0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min) en las tres especies analizadas, incremento significativo 

(P=0.001) y progresivo del número de células con daño 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 daño en la membrana celular (Smc), 

cuando el metanol fue empleado como fijador de las células sanguíneas de las tres especies 

ensayadas y en cualquiera de los tiempos de exposición comparados (Figura 6A, 6C y 6E). 

La reducción significativa (P=0.001) de los daños 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 observación similar al comparase con los resultados observados en las 

muestras control; debido a que ambos formaron un grupo estadístico similar o grupo “a” 

(Tabla 2, Figura 6A, 6C y 6E). En el caso de los tratamientos de exposición correspondientes 

a 1 min, 5 min y 10 min, estos integraron los grupos estadísticos “b, c y d” que fueron 

congruentes con el incremento significativo (P=0.001) de los porcentajes de células con 

daños en la membrana celular (Tabla 2, Figura 6A, 6C y 6E).  

Por otro lado, los frotis sanguíneos de las tres especies de tortugas, que fueron fijados con 

etanol desnaturalizado mostraron reducidos efectos en las células eritrocitarias con 

observaciones de ocurrencias de daños en la membrana celular desde cero (0%) y hasta tres 

(0.11%) células de la tortuga T. v. venusta, de 0 (0%) a 5 (0.29%) células en S. triporcatus y 

de 0 (0%) a 12 (0.79%) células en R. areolata, incluso en los tiempos de exposición 

prolongadas con 5 a 10 min. De esta forma, el análisis estadístico manifestó que no hay 

diferencias significativas (P=0.06) en los tiempos (0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min) de exposición al 

etanol en las muestras de T. v. venusta debido a que el número y porcentajes (%) de células 

sanas o sin daños en la membrana celular en T. v. venusta, fueron elevados (P=0.06) (en 

contraste con la reducción de los porcentajes de células dañadas), 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 observó células eritrocitarias dañadas (con frecuencia de cero) en 

las muestras sanguíneas del control, de 0.5 min y 1.0 min de exposición al etanol. En las 

muestras que fueron expuestas al etanol 5.0 (0.20%) y 10 (0.05%) min se notó reducido 

número y porcentajes de células con daños en la membrana celular. Tales resultados 
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contrastaron con el incremento (desde 100% y hasta 99.7%) y observación de eritrocitos con 

atributos de células sanas o sin daños en la membrana y estructura celular (intracelular y 

extracelular), que fueron expuestas al tiempo de 5 y 10 min, comparativamente. Cuando 

fueron cotejados por el análisis estadístico (K-W), manifestó la ausencia de diferencias 

significativas (P=0.06) en los cuatro tiempos de exposición analizados. 

En la tortuga mojina R. areolata, las muestras control y aquellas sometidas a 0.5 min y 1 min 

de exposición al etanol desnaturalizado, mostraron ausencia de células con daños en la 

membrana y estructura celular (intracelular y extracelular) encontraste se observó en todos 

los casos 100% de células sanas o con ausencia de daños en la estructura intracelular; y 

extracelular. En la mojina, al evaluarse los efectos de exposición al etanol con 5 y 10 min,  

se observó frecuencia de células con daños muy reducidos desde 7 (0.47%) y hasta 12 

(0.79%) células afectadas por los tratamientos. En todos los casos la exposición de las células 

sanguíneas de R. areolata al etanol, mostraron que no hay diferencias significativas entre los 

tratamientos comparados. 

 

 

 

 

Tabla 2. Número de células con daño y sin daño en la membrana celular, que fueron expuestas a diferentes 

tiempos de exposición con metanol absoluto y etanol desnaturalizado. 
Medio fijador: Metanol absoluto 

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata 

T.e. Dmc Smc Total Dmc Smc Total Dmc Smc Total 

Control 0 2504a 2504 0 1508a 1508 0 1394a 1394 

0.5 min 12 2343a 2355 19 1644a 1663 0 1563a 1563 

1 min 181 2927b 3108 284 1672b 1956 134 1386a 1520 

5 min 1248 1804c 3052 1270 270c 1540 1078 303b 1381 

10 min 3108 329d 3347 1254 78d 1332 1470 174c 1644 

Total, de células: 14366  7999   7502 

Medio fijador: Etanol desnaturalizado 

 T. v. venusta S. triporcatus R. areolata 

Control 0 2504a 2504 0 1509a 1509 0 1477a 1477 

0.5 min 0 2502a 2502 0 1598a 1598 0 1492a 1492 

1 min 2 2408a 2410 0 1575a 1575 0 1481a 1481 

5 min 3 2619a 2622 3 1460a 1463 7 1474a 1481 

10 min 2 2446a 2448 5 1686a 1691 12 1494a 1506 

Total, de células: 12486  7836  7437 

T.e.= Tratamiento experimental, Dmc= Daño en la membrana celular, Smc= Sin daño en la membrana 

celular, min= minutos. Literales iguales en cada gráfico, representa que no hay diferencias significativas 

con P ≤ 0.05 y en caso contrario las diferencias existen. 
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Figura 6. Comportamiento de la membrana celular (eritrocitos sin daños en porcentajes) 

expuestos a metanol y etanol en las tortugas T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y R. 

areolata (e, f). Literales iguales en cada gráfico, representa que no hay diferencias 

significativas con P ≤ 0.05 y en caso contrario las diferencias existen.  

a b 

c d 

e f 
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2.3.2. Tinción post-frotis con Giemsa madre y Giemsa 10 % (Fase experimental II)  

La segunda fase experimental se basó en el análisis 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 identificó incremento significativamente elevado del número y porcentajes de 

eritrocitos atrofiados de la membrana celular desde cero en las muestras control y hasta 2336 

células (100%); en contraste con la reducción significativa del número y porcentajes de 

células sin daño en la membrana celular desde 2504 (100%) y hasta de cero (0%), todo ello 

acorde con el incrementó de los tiempos (1, 5,10 y 20 min) de tinción o exposición al 

colorante Giemsa al 10% (Tabla 3, Figura 7).  

En la tortuga S. triporcatus, se identificó ausencia (cero) de células dañadas en las muestras 

analizadas del control, mientras se notó 1262 (83.6%) eritrocitos atrofiados o con daño en la 

membrana celular (Dmc) después de que fueran teñidos o expuestos1 min a la tinción de 

Giemsa al 10%; así también a los 5 min de exposición 1171 (75.5%) células fueron 

observadas con DMC, con exposición de 10 min 1362 (97.0%) eritrocitos se observaron 

atrofiados y a los 20 min de exposición o tinción con Giemsa al 10%; 1339 eritrocitos (100%) 

se registraron con DMC. En los tratamientos analizados en S. triporcatus, se observó 

decremento significativo del número y de los porcentajes de células sin daño (CMC) en la 

membrana celular desde 242 (16.3%) células con 1 min de exposición, 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 daños en la 

membrana celular de aquellas muestras del tratamiento control, registros de 972 (60.2%) 

eritrocitos con daños en la membrana fueron observados con 1 min de exposición a la 

solución de Giemsa 10%, 914 (70.3%) células con daños se registraron a los 5 min de 

exposición, con 10 min de tinción 1332 (94.2%) células rojas fueron observadas con daños 

en la membrana celular y 1451 (100%) células dañadas se registraron con 20 min de 

exposición a la solución de Giemsa 10% (Tabla 3, Figura 7).  

En los tratamientos con 1, 5, 10 y 20 min en R. areolata; se observó también decremento 

significativo del número y porcentajes de células sin daño en la membrana celular con el 

incremento del tiempo de exposición de las muestras celulares a la tinción o exposición al 

colorante Giemsa al 10% (Tabla 3, Figura 7). Con el análisis estadístico de Kruskal-Wallis y 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



40 
 

la prueba a posteriori de Dunn´s, en todas las especies y en todos los tratamientos de 1, 5, 10 

y 20 min de tinción con Giemsa 10%, se observó 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 teñidas con Giemsa en solución madre (Figura 9); 

las observaciones realizadas mostraron ausencia (cero=0) de eritrocitos atrofiados (o 100% 

de células sin daño en la membrana celular) en el tratamiento control y en las muestras del 

tratamiento con 5 segundos (5 s) exposición a la tinción de solución madre en las tres especies 

de tortugas dulceacuícolas T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata (Tabla 3, Figura 9). Por 

el contrario, en los extendidos celulares de las tres especies de tortugas dulceacuícolas, se 

observó incremento significativo (P≤0.001) del número y de los porcentajes de células con 

daños en la membrana celular con el incremento del periodo (10, 20 y 30 segundos) de tinción 

con Giemsa en solución 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 daño en la membrana celular (Dmc). 

Mientras que en el tres lomos S. triporcatus, a los 10 s, 20 s y 30 s de tinción se observaron 

41 (2.85%), 101 (5.98%) y 370 (18.7%) células con Dmc respectivamente. Así también en 

la tortuga mojina R. areolata a los 10 s, 20 s y 30 s de tinción con Giemsa en solución madre, 

se observaron 135 (8.68%), 317 (19.6%) y 729 (52.8%) células con daños en la membrana 

celular eritrocitaria respectivamente. Por el contrario, se observó incremento significativo de 

los porcentajes de células sin daño en la membrana y estructura celular con el decremento en 

los tiempos (10 s, 20 s y 30 s) de exposición al colorante Giemsa en solución madre desde 

100 % de eritrocitos sin daños en membrana en el tratamiento control y a los 5 s de exposición 

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 en relación 

con el resto de tratamientos.  
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Figura 7. Células hematopoyéticas con pérdida severa de simetría en la estructura 

extracelular, intracelular y del citoplasma por efecto del metanol (a, c, e) y tinción 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 microfotografía equivale a 10 μm.  

Tabla 3. Resultados de la fase experimental II y respuesta de la estructura celular expuesta a dos 

métodos de tinción. 

Tinción: Giemsa 10% 

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata 

T.e. Dmc Smc Total Dmc Smc Total Dmc Smc Total 

Control 0 2504a 2504 0 1450a 1450 0 1441a 1441 

1 min 2045 234b 2279 1262 246b 1508 972 641b 1613 

5 min 2299 225c 3108 1174 376c 1550 914 385c 1299 

10 min 2275 0d 2275 1362 39d 1401 1332 81d 1413 

20 min 2336 0d 2336 1339 0e 1339 1451 0e 1451 

Total de células: 11918  7248   7217 

Tinción: Giemsa madre 

 T. v. venusta S. triporcatus R. areolata 

Control 0 2504a 2504 0 1402a 1402 0 1373a 1373 

5 s 0 2237a 2237 0 1411a 1411 0 1490a 1490 

10 s 11 2577b 2588 41 1396b 1437 135 1419b 1554 

20 s 184 2251c 2435 101 1586c 1687 317 1294c 1611 

30 s 881 1676d 2557 370 1606d 1976 729 817d 1546 

Total de células: 12321  7913  7574 

T.e.= Tratamiento experimental, Dmc= Daño en membrana celular, Smc= Sin daño en membrana celular, 

min= minutos, s= segundos. Literales iguales en cada gráfico, representa que no hay diferencias 

significativas con P ≤ 0.05 y en caso contrario las diferencias existen. 

c a e 

b d f 
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Figura 8. Comportamiento de la estructura celular eritrocitaria post-tinción (Giemsa 10% vs 

Giemsa madre) en T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y R. areolata (e, f). Literales 

iguales en cada gráfico, representa que no hay diferencias significativas con P ≤ 0.05 y en 

caso contrario las diferencias existen. 

a b 

c d 

e f 
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Figura 9. Células hematopoyéticas con la estructura celular integra y normal de muestras 

sanguíneas de tres especies de tortugas dulceacuícolas T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, 

d) y R. areolata (e, f), que fueron tratadas con el mejor procedimiento de fijado (etanol 

desnaturalizado, 5 min) y tinción (Giemsa madre, 10 s). La barra en cada microfotografía 

equivale a 10 μm.  

a b 

c d 

e f 
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2.4. DISCUSIÓN 

En el caso particular de la tinción de Giemsa diluida al 10%, además de requerir más tiempo 

expuesto al colorante, esta técnica tiene mayor impacto en la integridad de las membranas 

celulares, llegando a registrar hasta 100% de células con alguna alteración en su morfología 

a los 20 min de exposición en las tres especies de tortugas, y en el caso particular de T. v. 

venusta, esta condición se presentó a partir de 10 min de exposición. 

Estudios previos dirigidos a la simulación de dinámica molecular de células, sostienen que 

la presencia de alcoholes puede causar estrés reflejados en la membrana celular, los cuales 

actúan como surfactantes e incrementando la interacción entre el área superficial y el número 

de cadenas hidrofílicas 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 y el 

etanol (Gurtovenko & Anwar, 2009; Kaye et al., 2011; Rivera & Lima, 2013). Otros estudios 

en simulación de dinámica molecular entre alcoholes como el etanol y metanol sugieren que 

el etanol tiene mayor efecto sobre las propiedades estructurales de la membrana celular a 

escalas de prolongación expuesta a nanosegundos, específicamente impactando a la bicapa 

lipídica, ocasionando mayor fluidez y permeabilidad en su funcionalidad (Patra et al., 2006; 

Collin et al., 2014). Además, estudios experimentales en fármacos aplicados a células 

cancerígenas, apuntan que los alcoholes (etanol y metanol) tienen efectos adversos en las 

células, inhibiendo la proliferación celular a concentraciones elevadas, sin embargo, este 

efecto se reduce al disminuir las concentraciones de estos alcoholes a 0.15 y 2.5% (Nguyen 

et al., 2020). 

También, se ha documentado que la presencia de alcoholes ocasiona deformación de la 

membrana celular de los eritrocitos a bajas concentraciones que van de 0.5 a 5% en metanol, 

0.5 a 7% en etanol y propanol, así como 0.5 a 2% en butanol, existiendo diferentes niveles 

de hemólisis de acuerdo a la concentración de estos alcoholes (Sonmez et al., 2013). Dicho 

modelo experimental aplicado en eritrocitos, concuerda con el presente estudio a una escala 

de concentración más alta con etanol desnaturalizado (70%) y metanol absoluto (99.8%) 

expuestos a tiempo más prolongados de 0.5 a 10 min, siendo el metanol absoluto el que 

ocasiona mayor daño a la membrana de las células en el proceso de fijación de los frotis 

sanguíneos. Nuestro estudio difiere con el trabajo de Sonmez et al. (2013), donde reporta 
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mayor daño 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 señala que el etanol puede 

llegar a producir cambios en la membrana celular y el citoesqueleto de eritrocitos por la 

adsorción de macromoléculas, cargas superficiales, empaquetamiento de lípidos y proteínas 

de la membrana y anomalías en la bomba electrolítica. 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-butanol) y aplicado a células humanas, mismas que han sido estudiadas 

posteriormente en muestras sanguíneas de voluntarios en Corea del Sur (Lee et al., 2015). 

Así mismo, las membranas celulares que reportamos en las especies T. v. venusta, S. 

triporcatus y R. areolata presentaron etapas de comportamiento bifásico, aumentando el 

daño a la membrana celular y después disminuyendo el daño conforme aumentaba el tiempo 

de exposición a los dos tipos de alcoholes (Etanol desnaturalizado y metanol absoluto), 

comportamiento que ha sido reportado en estudios de curvas de elongación y tensión 

tangencial de alcoholes en eritrocitos (Sonmez et al., 2013; Lee et al., 2015). 

Por otro lado, actualmente no existen estudios que comparen la calidad de los eritrocitos 

teñidos y la calidad de imagen de los campos hematológicos, los cuales, se manifiestan con 

distintos tipos de morfología en la membrana celular de eritrocitos y otras células. Estos 

efectos aún no han sido caracterizados desde el punto de vista anatómico o morfológico en 

los eritrocitos, por lo que, solo puede compararse actualmente a células con algún tipo de 

deficiencia y con una asociación clínica de células humanas (Tyrrell et al., 2021). Este trabajo 

no aborda dicha caracterización, sin embargo, abre un paradigma para estudios posteriores 

en la citología experimental de las tortugas. 

Sin embargo, es posible describir y comparar la calidad de las imágenes que esta nueva 

técnica ofrece con otros estudios hematológicos aplicado a diferentes especies, donde la 

membrana celular de los eritrocitos presentan anormalidades en su morfología, 

presumiblemente por un inadecuado método de fijación o tinción; dichas evidencias han sido 

publicadas de manera indirecta en diferentes especies de organismos acuáticos como 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 microfotografías de eritrocitos teñidos 

incorrectamente, las cuales pueden llegar a tener baja diferenciación de coloración entre el 

núcleo y la membrana celular, así como alteraciones en la morfología de la membrana celular, 

principalmente en la tortuga Lepidochelys olivacea (Ramírez-Acevedo et al., 2012; 

Ramakrishnan et al., 2018). 

En conclusión, se determinó que el etanol desnaturalizado es el medio fijador que causa el 

menor impacto en la membrana celular de eritrocitos con exposición a tiempo de 0.5 a 10 

min en las tres especies de tortugas dulceacuícolas T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata. 

En la segunda fase experimental, se determinó que el método de tinción más eficiente y 

rápido es empleando el colorante Giemsa madre a 5 (s) de exposición. Además, con los 

resultados obtenidos en este estudio, se elaboró este nuevo protocolo de frotis sanguíneo para 

el estudio hematológico de tortugas dulceacuícolas: 

Ubicar la vena coccígea. Lavar la zona de punción con agua de grifo, hasta eliminar la posible 

suciedad. Limpiar la zona de punción con 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 especímenes 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 ángulo de 45°. Extraer la cantidad de sangre requerida, según las 

réplicas en el estudio y el tamaño de los ejemplares de tortugas. Retirar la jeringa y colocar 

una torunda por un minuto en el sitio de punción para prevenir infecciones. Preparar 

portaobjetos debidamente limpios para depositar las muestras sanguíneas y portaobjetos 

guías para la extensión de la sangre. Depositar aproximadamente 40 µl de sangre en el 

portaobjeto. (Esto disminuye el número de células traslapadas y una mejor extensión de las 

células). Realizar el frotis a toda longitud del portaobjeto. Etiquetar debidamente el frotis 

sanguíneo. 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 frío a 4 °C. Sumergir las muestras de frotis sanguíneo 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 algún daño en la membrana celular. Transcurrido el tiempo de fijado, 

retirar el portaobjeto sumergido y escurrir el excedente de alcohol desnaturalizado en 

posición vertical. Secar las muestras a temperatura de 26±1.0 °C durante 60 min (tiempo 
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mínimo) o envejecer las muestras de 12 h (tiempo mínimo) a 24 h (tiempo máximo) en una 

zona aislada y libre de polvo (Es una recomendación basada en experiencias previas de este 

autor). Añadir colorante Giemsa madre de forma homogénea en el portaobjetos. Teñir 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 teñida con agua destilada. Evitar usar agua 

de grifo para prevenir posible contaminación. 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 microscopio óptico. La calidad de las microfotografías de las muestras 

sanguíneas fijadas y teñidas con este nuevo protocolo deben ser igual o similar a la Figura 9, 

aplicado a T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata. 
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CAPÍTULO III 

ESTUDIO DEL CONTENIDO DE ADN Y EL TAMAÑO DEL GENOMA EN 

NUEVE ESPECIES DE TORTUGAS DULCEACUÍCOLAS TROPICALES 

Javier Hernández-Guzmán1, Viridiana Peraza-Gómez2 & Lenin Arias-Rodriguez1 

 

Resumen: En este estudio se aborda nuevo conocimiento sobre la genética de las tortugas 

dulceacuícolas tropicales, principalmente en Tabasco, sureste de México. Existen diversos 

reportes de la composición del genoma en tortugas en el mundo, pero las nueve especies de 

tortugas que habitan en Tabasco no tienen información genética de este tipo. El objetivo de 

esta investigación fue identificar el contenido de ADN y calcular el tamaño del genoma 

inédito en nueve especies de tortugas dulceacuícolas y aportar nuevo conocimiento a la 

genética de estas especies. El contenido de ADN 2C en picogramos (pg) y el tamaño 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 pg y TG= 6.67 pb (6669.96 Mpb), K. scorpioides cruentatum 2C= 7.30 pg 

y TG= 7.13 pb (7139.40 Mpb), Saturotypus triporcatus 2C= 7.43 pg y TG= 7.26 pb (7266.54 

Mpb), Claudius angustatus 2C= 7.58 pg y TG= 7.41 pb (7413.24 Mpb), Rhinoclemmys 

areolata 2C= 5.85 pg y TG= 5.72 pb (5721.30 Mpb), Trachemys venusta venusta 2C= 5.36 

pg y 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 poliploidía celular. En este trabajo proponemos dos hipótesis 

principales que podrían dar respuesta a estos resultados, como es el caso de la hibridación 

natural o la exposición a contaminantes genotóxicos; por lo que tenemos una mejor 

comprensión sobre el contenido de ADN en las tortugas dulceacuícolas que habitan en el 

sureste mexicano. 

Palabras clave: Aneuploidía, genoma, poliploidía, tortugas dulceacuícolas. 
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3.0. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE ADN Y EL TAMAÑO DEL GENOMA EN 

NUEVE ESPECIES DE TORTUGAS DULCEACUÍCOLAS 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 2C= 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 polyploidy were identified. In this work 

we propose two main hypotheses that could explain 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 inhabit southeastern Mexico. 

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

En el estado de Tabasco, sureste de México, habitan en total nueve especies de 

tortugas dulceacuícolas que se distribuyen en cinco familias: pochitoque común Kinosternon 

leucostomum leucostomum leucostomum, pochitoque escorpión K. scorpioides cruentatum, 

pochitoque jahuactero K. acutum, tortuga tres lomos S. triporcatus y la tortuga taimán 

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 Geoemydidae (Barragán-Vázquez et al., 2022).  

A pesar de que estas especies se encuentran con estatus de conservación por la norma oficial 

mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 con la excepción de C. rossignonii y T. v. venusta 

(Barragán-Vázquez et al. 2022), en Tabasco existen muy pocos estudios de genética en las 

tortugas dulceacuícolas (Zenteno-Ruiz et al., 2019), como los estudios cromosómicos y 

cariotípicos en las tortugas K. l. leucostomum, S. triporcatus y T. v. venusta de Hernández-

Guzmán et al. (2014, 2015, 2019) y los estudios de variación genética poblacional en D. 

mawii de Gallardo et al. (2019) y en T. v. venusta de Recino-Reyes et al. (2020). 

Otro estudio que aportaría información relevante a la genética de estas tortugas es el 

contenido de ADN o valor C para calcular el tamaño del genoma, el cual se define como el 

contenido de ADN de un genoma holoploide con número cromosómico n, es decir, de 

acuerdo con la información cuantitativa el número del prefijo que indica el nivel de ADN 

puede variar de 1C, 2C, 4C, entre otros (Greilhuber et al., 2005), así como la naturaleza del 

organismo o de su dinámica celular y genética como en los individuos híbridos y los 

poliploides espontáneos (Greilhuber & Doležel 2009). 

En las tortugas dulceacuícolas existen numerosos reportes del contenido de ADN o valor C, 

los cuales han sido analizados y calculados con diversos métodos y herramientas como 

citometría de Feulgen, citometría de flujo, fluorometría de célula estática, densitometría por 

análisis de imagen Feulgen y flujo cariotípico entre otras variantes, así como la base de datos 

“Animal Genome Size Database (AGSD)” que recopila los avances del contenido de ADN 

en las especies, complementado con información inédita (Doležel et al., 1998; Kasai et al., 

2012; Gregory, 2023). Sin embargo, las nueve especies de tortugas dulceacuícolas 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 estudio, aplicamos el método de citometría de Feulgen por su utilidad y practicidad, 

es decir, por la ventaja de visualizar núcleos interfásicos G1 individuales, control de 

imagenología, por la calidad en el almacenamiento de muestras a largo plazo y la nula 

presencia de picos residuales en el histograma (Doležel et al., 1998; Greilhuber, 2008), con 

el objetivo de determinar el contenido de ADN 2C en picogramos “pg”, calcular el tamaño 

del genoma en pares de bases “pb” y Mega pares de bases “Mpb”, y otros caracteres genéticos 

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

 

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. Área de estudio y recolecta 

Se recolectaron 127 individuos de tortugas dulceacuícolas tropicales por observación 

visual en ambiente silvestre, distribuidas en nueve especies: la tortuga mojina Rhinoclemmys 

areolata (29: 19 hembras y 10 machos), la hicotea T. v. venusta (22: 12 hembras y 10 

machos), el tres lomos S. triporcatus (12: ocho hembras y cuatro machos), el pochitoque 

común K. l. leucostomum (15: siete hembras y ocho machos), el pochitoque jahuactero K. 

acutum (10: seis hembras y cuatro machos), el pochitoque escorpión K. scorpioides 

cruentatum (10: siete hembras y tres machos), el taimán C. angustatus (10: cuatro hembras 

y seis machos), el chiquiguao C. rossignoni (nueve: tres hembras y seis 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 la Villa Luis Gil Pérez, 

así como el área conservada de tintal de la División Académica de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del Centro, de los 

márgenes de los pantanos de la Villa Sánchez Magallanes, municipio de Cárdenas, de los 

humedales del poblado Federico Álvarez, municipio de Jonuta y de las lagunas tres lomos en 

los pantanos del municipio de Centla, todas las localidades del estado de Tabasco, México. 

Los individuos recolectados, se mantienen vivos y en condiciones óptimas de mantenimiento, 

calidad de agua y alimentación en las instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical 

de la UJAT. La identificación taxonómica, se basó en la nomenclatura de Legler y Vogt 
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(2013), Ernst y Barbour (1989), Smith y Smith (1979) y atendiendo la última actualización 

en taxonomía, sinonimia, distribución, estatus de conservación y lista anotada de las especies 

de tortugas dulceacuícolas en el mundo (Rhodin et al., 2021). Todas las especies fueron 

tratadas de acuerdo a los estándares bioéticos nacionales, cumpliendo con las normas 

oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000 y NOM-059-SEMARNAT-2010 

(SEMARNAT 2019). Este documento se realizó con el permiso federal de colecta de 

SEMARNAT SGPA/DGVS/04315/11, y con la aprobación de la Comisión Institucional de 

Ética en Investigación “CIEI” con número de Folio: 0985, por la Universidad Juárez 

Autónoma de Tabasco, en México. 

 

3.2.2. Muestra sanguínea, fijado y tinción 

La muestra de sangre se extrajo de la vena coccígea, desinfectando la región 

seleccionada con algodón humedecido de alcohol etílico 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 especímenes de 2 kg y de 3 ml para organismos con peso de 2 a 6 kg, extrayendo 

máximo 300 microlitros (0.3 ml) de sangre por cada tortuga. Inmediatamente, se colocó una 

gota (40 µl aproximadamente) de sangre individualmente en tres portaobjetos (por cada 

espécimen) limpios y estériles, efectuando el deslizamiento por capilaridad, extendiendo 

suave y homogéneamente. Los frotis sanguíneos se dejaron secar a temperatura ambiente 

(29.0 ± 0.5 °C) por 60 min. Después, los frotis sanguíneos 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 durante 12 h. Por último, todas las 

muestras fueron teñidas con colorante Giemsa madre, dejando a exposición 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. Elaboración de muestras por microscopía electrónica 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 crítico 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 dispersión con la recubridora SCD-050 Sputter Coater (Bal-Tec AG Balzers, 

Liechtenstein). Las preparaciones de eritrocitos se escanearon y digitalizaron con el 

Microscopio Electrónico de Barrido 6380- LV (JEOL Ltd. Japan) a 25 V del Departamento 

de Zoología de la Facultad de Ciencias en la Universidad de Charles en Praga, República 

Checa (Unión Europea). Los mejores campos de eritrocitos fueron seleccionadas y analizadas 

para su biometría nuclear (Arias-Rodriguez, 2007; López-Hernández, 2017). 

 

3.2.4. Microscopía óptica y biometría nuclear 

Se utilizó un microscopio óptico Carl Zeiss®, equipado con cámara digital AxioCam 

ERc5s (Carl Zeiss), utilizando el objetivo de 10x para la búsqueda de dispersiones celulares 

(eritrocitos) y el objetivo de 40x + 1.25x optovar para la toma de microfotografías. Las 

mejores imágenes fueron seleccionadas y tratadas para su optimización en el software 

ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH, 2011). La medición del área nuclear en μm2, fue 

elaborado con el software ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, USA). Las matrices 

de mediciones nucleares se llevaron a cabo con Microsoft® Office Excel LTSC Profesional 

Plus 2021. 

 

3.2.5. Tamaño del genoma por análisis nuclear en microscopía y citometría 

Para calcular el tamaño del genoma de las nueve especies de tortugas dulceacuícolas 

tropicales de Tabasco, primero se determinó el peso en picogramos (pg) del núcleo 

interfásico G1 por citometría de imágenes de Feulgen (Olmo, 1976), empleando la siguiente 

fórmula modificada para reptiles, partiendo del modelo original de Doležel y Bartoš (2005): 

2C ADN= [(Media del área nuclear G1 de la muestra de especie en estudio) / (Media del área 

nuclear G1 de la muestra estándar)] × Contenido 2C ADN de la muestra estándar en pg. 

 

Donde: La media del área nuclear G1 de la muestra de especie en estudio, corresponde 

a la especie de tortuga. La media del área nuclear G1 de la muestra estándar utilizada, 

correspondió a células sanguíneas de clones de Oncorhynchus mykiss con registro 

previamente calculado de 17.97±1.32 μm2 (Tabla 4). El contenido de ADN de la muestra 

estándar fue el de O. mykiss con 2C= 5.5±0.05 pg (Tiersch et al., 1989; Doležel et al., 2003). 
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Posteriormente, se calculó el tamaño del genoma o valor “C” en pares de bases “pb”, 

empleando la fórmula estandarizada de Doležel et al. (2003) (Doležel & Bartoš 2005; Doležel 

& Greilhuber 2010): 

TGpb= 1pg ADN x 2Cpg 

Dónde: TGpb= Tamaño del genoma en pares de base, 1pg ADN= 0.978x109 pb, 2Cpg= 

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

 

Además, se hizo la conversión del tamaño del genoma a mega pares de bases “Mpb” a partir 

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

 

Tabla 4. Citometría de núcleos interfásicos en G1 y tamaño del genoma de la muestra 

estándar en clones de O. mykiss. 

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

NG1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Tamaño 

del núcleo 

(μm2) 

19.32 17.96 18.84 18.19 18.33 17.42 17.17 17.13 17.34 18.05 

D.E. 1.13 0.94 1.20 1.28 1.30 1.21 1.01 1.04 1.12 1.01 

Media del área nuclear G1: 17.97 μm2 

D.E.= 1.32 

TGpg= 5.5±0.05 pg* 

N= Número de individuos clones de O. mykiss, NG1= Núcleos interfásicos en G1, D.E.= 

Desviación estándar, TGpg= Tamaño del genoma en picogramos “pg”. *= Valor calculado 

por Tiersch et al. (1989) y Doležel et al. (2003). 

 

 

3.2.6. Análisis estadístico 

Una vez calculado el contenido de ADN o valor 2C y el tamaño del genoma fueron 

analizados en acuerdo al cumplimiento de las pruebas de homogeneidad y homocedasticidad 

con análisis de Kruskal-Wallis (K-W); y en el caso de observase diferencias significativas 

(cuando P≤0.05), se aplicó la prueba de Dunn´s a P≤0.05 (Zar, 1984), aplicando el software 

estadístico SigmaPlot® (12.3 de Systat Software Inc®). 
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3.3. RESULTADOS 

Se analizaron en total 19935 núcleos interfásicos en G1. Las nueve especies de 

tortugas dulceacuícolas presentaron el valor 2C diferente. En la familia Kinosternidae, los 

núcleos interfásicos G1 variaron de 17.19±1.19 μm2 y con contenido de ADN 2C= 5.30 pg 

(5.183 x109 pb ó 5183.40 Mpb) en K. l. leucostomum y núcleos interfásicos G1 de 24.59±1.60 

y contenido de ADN 2C= 7.58 pg (7.413 x109 pb ó 7413.24 Mpb) en la especie C. angustatus 

(Tabla 5). Las otras tres especies 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 núcleo interfásico G1 más pequeño con 16.19±1.45 μm2 y contenido de 

ADN 2C= 4.99 pg (4.880 x109 pb ó 4880.22 Mpb) (Tabla 5). Las otras especies de tortugas 

dulceacuícolas T. v. venusta, R. areolata y D. mawii tuvieron contenido de ADN de 5.36, 

5.85 y 6.56 pg respectivamente (Figura 11A, B, C, D). 

Tabla 5. Contenido de ADN o valor-2C en las tortugas dulceacuícolas de Tabasco. 

 

Especie 

N Núcleos 

interfásicos 

G1 

Promedio 

nuclear 

(μm2)±D.E 

Valor 

2C (pg) 

TG x109 

(pb) 

TG (Mpb) 

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 7.139a 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 5.721a 5721.30ª 

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= número de individuos, D.E.= Desviación estándar, TG= Tamaño 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 

En la especie pochitoque común K. l. leucostomun se identificó a tres especímenes 

con núcleos interfásicos G1 triploides, presentando tamaños promedios de 23.33±2.9 μm2 y 

con contenido de ADN 3C= 7.19 pg (7.032 x109 pb/7031.82 Mpb) y cuatro especímenes de 

la tortuga mojina R. areolata con núcleos interfásicos promedio de 22.07±1.75 μm2 y 

contenido de ADN 3C= 6.81 pg (6.660 x109 pb/6660.18 Mpb) (Tabla 6). También se 

identificaron individuos con núcleos interfásicos 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 descubrió la presencia de 

núcleos interfásicos G1 aneuploides en la especie S. triporcatus (un individuo), donde el 

promedio nuclear varió de 16.27±0.58 μm2, 19.81±1.51 μm2 y 36.15±1.04 μm2 y con 

contenido de ADN de 5.02 pg (4.910 x109 pb/4909.56 Mpb), 6.11 (5.976 x109 pb/5975.58 

Mpb) pg y 11.14 pg (1.089 x1010 pb/10894.92 Mpb). Asimismo, en la especie K. s. 

cruentatum (un individuo), con variación nuclear de 14.43±1.08 μm2, 23.32±1.97 μm2 y 

30.91±3.07 μm2 y con contenido de ADN de 4.45 pg (4.352 x109 pb/4352.1 Mpb), 7.19 

(7.032 x109 pb/7031.82 Mpb) y 9.53 pg (9.320 x109 pb/9320.34 Mpb) (Figura 10D). 

 

Tabla 6. Individuos con anomalías genéticas: triploidía y tetraploidía. 
 

Especie 

N Núcleos 

interfásicos 

G1 

Promedio 

nuclear 

(μm2)±D.E 

Valor 3C 

(pg) 

Valor 4C 

(pg) 

TG (pb/Mpb) 

Familia Kinosternidae 

K. leucostomum 3 335 23.33±2.91 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= número de individuos, TG= Tamaño del genoma, *= Población de K. leucostomum I, **= 

Población de K. leucostomum II, += Población R. areolata de Jonuta, ++= Población R. areolata de la 

Villa Luis Gil Pérez, +++= Población R. areolata de Tenosique, a= no hay diferencias significativas a 

p=0.05. Letras diferentes “b, c” tienen diferencias significativas entre poblaciones. 
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Figura 10. Histograma del contenido de ADN o valor 2C de la muestra estándar O. mykiss 

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

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

(F). 

A B 

E F 

C D 
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Figura 11. Histograma del contenido de ADN o valor 2C de la muestra estándar O. mykiss 

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

 

 

3.4. DISCUSIÓN 

3.4.1. Familia Kinosternidae 

En este estudio se observó a un primer grupo donde el contenido de ADN o valor 2C 

fue menor a 6.0 pg, y donde el pochitoque común K. l. leucostomum de Tabasco, México, 

presentó el valor 2C idéntico a los reportes de Olmo (1976) y Gregory (2023) en la especie 

Sternotherus odoratus con valor 2C= 5.30 pg, además, son similares a la especie K. 

subrubrum, el cual ha presentado variación en el contenido de ADN en sus poblaciones, de 

A B 

C D 
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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). El segundo grupo está conformado por cuatro especies, donde el contenido de ADN 

es mayor a 6.0 pg. Las especies S. triporcatus y C. angustatus forman parte de este segundo 

grupo como 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 relacionó 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 variación genética en las poblaciones a nivel geográfico, 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 Iverson et 

al. (2013), Spinks et al. (2014) y López-Luna et al. (2021). Además, lo anterior es reforzado 

por el estudio genómico y filogeográfico en Sudamérica, donde descubrieron la presencia de 

tres nuevas unidades evolutivamente significativas para la subespecie K. s. scorpioides, una 

para la región del noroeste y Caribe de Colombia, así como dos al este y sureste de Colombia 

a partir de 1047 pb del Intron R35 y más de 35000 polimorfismos de un solo nucleótido 

(Caballero et al., 2022). Así como otros estudios previos que han confirmado variaciones 

genéticas en sus poblaciones, como es el caso de K. flavescens al sur de Estados Unidos de 

América y K. durangoense al norte de México 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 kinosternidos (principalmente a K. l. 

leucostomum y K. s. cruentatum) y de la subfamilia Staurotypinae, ya que es la única especie 

en este estudio que presentó el contenido de ADN 2C= 6.82 pg, es decir, mayor que 5.0 pg y 

menor que 7.0 pg (Figura 12A). Esto, se ha manifestado en los distintos árboles filogenéticos 

que se han elaborado en la familia Kinosternidae por diversas técnicas en genómica por otros 

autores como Iverson et al. (2013), Spinks et al. (2014) y López-Luna et al. (2021). 

Las variaciones genéticas encontradas en algunos individuos de K. l. leucostomum como la 

triploidía, tetraploidía y aneuploidía en K. s. cruentatum, y aneuploidía en S. triporcatus, 

forman parte de una lista de estudios con reportes de anomalías celulares y genéticas en las 

tortugas dulceacuícolas de la familia Kinosternidae de Tabasco, México, en las especies K. 

l. leucostomum y S. triporcatus previamente (Hernández-Guzmán et al., 2014; 2015).  
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Figura 12. Dendograma de relación con distancias euclideanas de todos los registros del 

contenido de ADN o valor 2C (pg) en la familia Kinosternidae (A) y Chelydridae (B). Las 

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

anomalías genéticas en esta familia de tortugas dulceacuícolas:  

1) La introgresión génica a través de la posible hibridación entre las especies del género 

Kinosternon que comparten hábitat, esto podría ser posible ya que, a nivel cromosómico, 

especies como K. l. leucostomum y K. s. cruentatum comparten el mismo número de 

cromosomas diploide 2n=56 (Killebrew 1975, Hernández-Guzmán et al. 2014), aunque 

algunas poblaciones presenten diferenciación en la morfología cariotípica (Hernández-

Guzmán et al. 2014, 2015). En la familia Kinosternidae, se ha reportado la hibridación entre 

las especies K. bauri × K. subrubrum hippocrepis en Estados Unidos de América (Farkas & 

Sasvári, 1993). Aunque en tortugas dulceacuícolas, la introgresión génica y la hibridación se 

ha identificado con mayor frecuencia en el género Trachemys¸ entre las especies T. decussata 

decussata × T. terrapen y T. decorata × T. stejnegeri vicina con distribución en las islas del 

Caribe, T. grayi emolli × T. v. uhrigi en Centro América (Parham et al., 2013), además de T. 

gaigeae × T. scripta elegans y T. s. elegans × T. s. scripta en Norte América (Parham et al., 

2020). Una situación similar ocurre actualmente en otros reptiles como los cocodrilos, los 

cuales comparten distribución, caracteres genéticos y cromosómicos compatibles con 2n=32 

(Srikulnath et al., 2015), donde se ha confirmado la presencia de híbridos originados de 

Crocodylus moreletii y C. acutus en poblaciones silvestres de la Península de Yucatán en 

México, con distribución potencial en el Golfo 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 híbrido en el Parque Museo La Venta (Sigler & Gallegos-Michel, 

2017) y vivo a la elaboración del presente documento; así como la presencia de híbridos de 

las mismas especies en la costa del Pacífico, principalmente en Oaxaca y Guerrero (Soria-

Ortis et al., 2022). 

2) La presencia e interacción de contaminantes genotóxicos en los diferentes ambientes 

acuáticos o terrestres, los cuales, pueden causar daños en el ciclo celular (Dourado et al., 

2017; Arias-Rodriguez et al., 2019; Upadhyay et al., 2022). Estudios citogenéticos previos 

en tortugas dulceacuícolas de Tabasco, en México, han reportado la presencia de 

microcromosomas “B” en células somáticas y germinales, los cuales varían de 1 a 3 en las 

especies K. l. leucostomum, S. triporcatus y T. v. venusta (Hernández-Guzmán et al., 2014), 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



68 
 

además, de variaciones en la morfología cariotípica en algunas poblaciones de K. l. 

leucostomum expuestas a los ambientes contaminados (Hernández-Guzmán et al., 2015). 

Dicha relación de la presencia de cromosomas supernumerarios y los ambientes 

contaminados de Tabasco, también ha sido retomado en otros grupos taxonómicos, 

principalmente en peces nativos como Astyanax aeneus y Petenia splendida (Arias-

Rodriguez et al., 2008; D´artola-Barceló et al., 2019). Además, también existe evidencias de 

anfibios triploides en el estado de Tabasco, México, como en la especie Rhinella horribilis 

donde aún se continúa estudiando el origen de estas anomalías genéticas en este grupo 

taxonómico (Hernández-Guzmán 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 aneuploidía, las cuales van desde aspectos proteotóxicos (proteoma), 

metabólicos (metabolómica), replicación (genómica) y mitóticos (citogenéticos), los cuales 

tiene efectos genotípicos y fenotípicos (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, nuestros resultados representan el primer 

reporte para la especie, sin embargo, el contenido 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 

variación en el tamaño 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). Además, a pesar de 

que el estudio del contenido de ADN 2C resultó ser similar entre C. rossignonii de Tabasco 

y con distribución en Mesoamérica vs C. serpentina con distribución en Norte América 

(Figura 12B), existen estudios de biología molecular que señalan diferencias entre estas dos 

especies, las cuales van de diferenciación de aminoácidos y variación en la secuencia de 

nucleótidos a nivel genotípico y variaciones en caracteres morfológicos a nivel fenotípico, 

los cuales pueden estar correlacionados con la amplitud geográfica de estas especies (Baek 

et al., 2020; Das et al., 2020). Por otro lado, la nula presencia de organismos con anomalías 

nucleares como la triploidía y tetraploidía, puede deberse al área de recolecta, ya que los 
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individuos tienen origen de lagunas adyacentes al área natural protegida “ANP” de la Reserva 

de la Biósfera Pantanos de Centla “RBPC”, conservando la integridad desde el punto de vista 

de los núcleos interfásicos G1 en C. rossignonii. 

 

3.4.3. Familia Dermatemydidae 

La tortuga blanca D. mawii es una especie monotípica (Polisar & Horwich, 1994), y nuestro 

resultado del contenido de ADN por citometría es el primer reporte para la especie, por lo 

que no es posible una comparación directa en la familia o entre poblaciones, sin embargo, 

esta especie también se caracteriza por ser monofilética, compartiendo un ancestro común 

con otras dos familias como Chelydridae y Kinosternidae en la superfamilia Chelydroidea 

(Thomson et al., 2021; Rhodin et al., 2021). Por lo que, la comparación del contenido de 

ADN 2C= 6.56 pg de D. mawii con los reportes de todas las especies de las familias 

Kinosternidae y Chelydridae, solo tiene similitud con la tortuga K. acutum, la cual, se 

caracterizó con 2C= 6.82 pg en nuestro trabajo. Además, se confirmó la presencia de un 

adulto hembra tetraploide proveniente del río San Pedro y San Pablo en el municipio de 

Jonuta, Tabasco, México, lo cual podría estar influenciado por contaminantes en el cause, ya 

que existen múltiples reportes de la presencia de derivados de hidrocarburos y otros 

contaminantes como los metales pesados en el río principal del municipio “Río Usumacinta” 

(Ramos-Herrera et al., 2012; Salcedo-Garduño et al., 2022), así como en otros cuerpos 

acuáticos del estado de Tabasco (Musálem-Castillejos et al., 2018; Romero-Calderón et al., 

2016), donde recientemente se registraron niveles atípicos de metales pesados en tejidos 

musculares y óseos en la especie Trichechus manatus manatus (Romero-Calderón et al., 

2016; Núñez-Nogueira & Uribe-López, 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 tamaño del genoma, ya que existen reportes de 2C= 2.86 pg en 

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, presentó el contenido de ADN que 

corresponde al 56% de los estudios de citometría de esta familia, es decir, núcleos interfásicos 

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%). Además, T. v. venusta de Tabasco, comparte similitud del contenido 

de ADN con una población de T. s. scripta, el cual registró 2C= 5.30 pg (Tiersch et al., 1989; 

Gregory, 2023). En esta familia, se ha identificado variación en el contenido de ADN a nivel 

poblacional, principalmente en las 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 evidencias de anomalías del contenido de ADN, como la 

triploidía o tetraploidía, otros estudios en genómica empleando extracción de ADN y 

amplificación de microsatélites en T. v. venusta de Tabasco, México, han reportado la 

diversidad genética entre poblaciones silvestres y en cautiverio (Recino-Reyes et al., 2020). 

Además, como ya se ha mencionado previamente en este documento, hay evidencias 

contundentes que las tortugas del género Trachemys se hibridizan en diferentes áreas 

geográficas del continente americano como lo ha señalado 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 distribución de T. v. venusta en el 

sureste mexicano, limita con los rangos de distribución con otras subespecies como T. v. 

cataspila y T. v. iversoni en la costa del Golfo de México (McCord et al., 2010; Rhodin et 

al., 2021) y de acuerdo con Recino-Reyes et al. (2020), existen pruebas de la interacción 

genética entre diferentes poblaciones de T. v. venusta de Tabasco, por lo que es 

imprescindible no descartar la posible hibridación y la posible presencia de anomalías 

genéticas entre estas subespecies que habitan en el sureste de México. 
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Figura 13. Dendograma de relación con distancias euclideanas de todos los registros del 

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

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

 

3.4.5. Familia Geoemydidae 

En este grupo la variación del contenido de ADN 2C tiene un comportamiento similar a la 

familia Emydidae, ya que algunas especies se caracterizan por poseer núcleo interfásico G1 

pequeño que va de 2C= 3.64 pg en la tortuga Mauremys caspica (De Smet, 1981) a núcleos 

interfásicos G1 relativamente grandes de acuerdo a los estándares 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 tortuga R. areolata de Tabasco, no existen otros registros del contenido de ADN 2C en 

el género Rinochlemmys en el mundo para tener una comparación efectiva, sin embargo, la 

única especie en 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 a las anomalías genéticas, nuestro estudio reveló a dos grupos de individuos 

con el contenido de ADN 2C atípico; los cuales, con relación al contenido de ADN estándar 

para R. areolata (2C= 5.85 pg) corresponderían a núcleos interfásicos triploides (cuatro 

individuos) y tetraploides (cuatro individuos). En este caso, planteamos la posibilidad de que 

este fenómeno ocurrido en R. areolata tenga un origen relacionado con la contaminación 

ambiental de la zona de estudio, ya que, en una de ellas (Villa Luis Gil Pérez, municipio de 

Centro, Tabasco), existe un antecedente de triploidía en otras especies muy distintas a las 

tortugas, como es el caso de R. horribilis (Hernández-Guzmán et al., 2019), sin embargo, es 

claro que se requiere otros estudios que comprueben esta hipótesis para la población de R. 

areolata de la Villa Luis Gil Pérez, municipio de Centro, y la localidad La Palma, municipio 

de Tenosique, Tabasco, México. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Dendograma de relación con distancias euclideanas de todos los registros del 

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

representa a la especie R. areolata en este estudio. 
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En conclusión, mostramos una perspectiva genética general del ADN 2C en todas las 

especies de tortugas dulceacuícolas que se distribuyen en el estado de Tabasco, México, el 

cual no tiene precedentes. También, se identificaron tortugas con anomalías genéticas como 

la triploidía, tetraploidía y aneuplodismo, lo cual, no ha sido reportado en las especies 

involucradas en los estudios previos. Si bien, el origen de estas anomalías genéticas no está 

claro, proponemos dos hipótesis principales que podrían dar respuesta a estos resultados, 

como es el caso de la hibridación natural o la exposición a contaminantes genotóxicos; por 

lo que tenemos una mejor comprensión sobre el contenido de ADN en las tortugas 

dulceacuícolas de Tabasco. Finalmente recomendamos que se lleven a cabo estudios 

avanzados en genómica a través de microsatélites y análisis bioquímicos en los ambientes de 

origen de las tortugas para tener otras perspectivas sobre el posible origen de las 

anormalidades genéticas aquí encontradas. 
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ANEXO I 

 

 

Lámina I. Eritrocitos con tinción convencional de Giemsa y microscopía electrónica de 

barrido (MEB) en las tortugas K. l. leucostomum (A, B), K. acutum (C, D) y K. s. cruentatum 

(E, F). 
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ANEXO II 

Lámina II. Eritrocitos con tinción convencional de Giemsa y microscopía electrónica de 

barrido (MEB) en las tortugas S. triporcatus (A, B), C. angustatus (C, D) y C. rossignonii 

(E, F). 
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ANEXO III 

 

Lámina III. Eritrocitos con tinción convencional de Giemsa y microscopía electrónica de 

barrido (MEB) en las tortugas R. areolata (A, B), D. mawii (C, D) y T. v. venusta (E, F). 
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CAPÍTULO IV 

ESTANDARIZACIÓN DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO “IN VITRO” DE 

LINFOCITOS EN LAS TORTUGAS DULCEACUÍCOLAS Kinosternon 

leucostomum leucostomum, K. acutum Y K. scorpioides cruentatum 

 

Javier Hernández-Guzmán1 & Lenin Arias-Rodriguez1 

 

Resumen: Las tortugas son especies que tienen diferentes temperaturas preferenciales, por 

lo que hay algunas tortugas que prefieren temperaturas frías y otras temperaturas templadas. 

Existen diferentes protocolos para el cultivo in vitro de sangre periférica en tortugas, sin 

embargo, estos métodos están diseñados para especies con distribución y preferencia de 

temperatura baja. El objetivo es estandarizar algunos parámetros para un protocolo de cultivo 

in vitro de linfocitos, utilizando como modelo biológico a las tortugas dulceacuícolas 

tropicales Kinosternon leucostomum leucostomum, K. acutum y K. scorpioides cruentatum. 

Se demostró que la temperatura óptima 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 

dulceacuícolas. En este estudio se descarta el uso de temperatura a 25 °C para el cultivo de 

linfocitos en posteriores investigaciones, y se recomienda que el tiempo del cultivo no exceda 

80 h, ya que es cuando la fase estacionaria inicia su proceso de decrecimiento en la 

reproducción celular. Con la aplicación de dichos parámetros, se podrá implementar un 

protocolo de cultivo in vitro de células linfocitarias óptimo para tortugas de clima tropical. 

Palabras clave: Células, cultivo celular, in vitro, linfocitos, tortugas tropicales. 

 

1División Académica de Ciencias Biológicas, Universidad Juárez Autónoma de Tabasco. 

Carretera Villahermosa- Cárdenas Km. 0.5 S/N, Entronque a Bosques de Saloya. CP. 86150, 

Villahermosa, Tabasco, México. 

 

Enviado a: The Biologist 

Nombre de la Editorial: Universidad Nacional Federico Villarreal 

Fecha de envío programada: 30 de marzo de 2026  

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



85 
 

4.0 ESTANDARIZACIÓN DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO “IN VITRO” DE 

LINFOCITOS EN LAS TORTUGAS DULCEACUÍCOLAS Kinosternon 

leucostomum leucostomum, K. acutum Y K. scorpioides cruentatum 

 

 

Abstract: Turtles are species with varying temperature preferences, with some preferring 

cold temperatures and 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 in turtles; 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 lymphocyte culture protocol using the tropical freshwater turtles 

Kinosternon leucostomum leucostomum, 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 productivity rate achieved at 72 h in all three freshwater turtle 

species. This study rules out the use of 25 °C for lymphocyte culture in future research and 

recommends that the culture time not exceed 80 h, 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 protocol for tropical turtles can be implemented. 

Keywords: Cells, cell culture, in vitro, lymphocytes, tropical turtles. 
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4.1. INTRODUCCIÓN 

El cultivo celular es una técnica con diversas aplicaciones, desde el uso como una 

herramienta de estudio para el diagnóstico médico humano, diagnóstico veterinario y su uso 

en la investigación biológica y genética de aspectos básicos y aplicados (Bianchi & van Wijk 

2021; Connor et al., 2021). 

Las células cultivadas por el método “in vitro” fue iniciado por Jolly en 1903 y Ross Harrison 

en 1906, es decir, a principios del siglo XX con sus experimentos de sobrevivencia de células 

y división celular de leucocitos en salamandra y experimento en fibras nerviosas de ranas 

respectivamente, dicho trabajos magistrales fueron publicados en 1903 con el título de “Sur 

la durée de la vie et de la multiplication des cellules animales en dehors l´organisme” y en 

1906 con el título de “Observations on the living developing nerve fiber” (Jolly, 1903; 

Harrison, 1906; Abercrombie, 1961; Jedrzejczak-Silicka, 2017). 

Los avances en el cultivo celular convencional han evolucionado desde entonces con las 

nuevas biotecnologías, como es el caso del cultivo de células sanguíneas bidimensional o 2D, 

así como por el método de impresión 3D, los cuales, se han desarrollado por la alta demanda 

en la biomedicina por problemas relacionados con la donación de sangre y la escasez de 

plasma en los centros hospitalarios (Bhagat & Singh, 2022; Kweon et al., 2023). De la misma 

manera, los protocolos de cultivo celular sanguíneo siguen actualizándose con pruebas 

experimentales, desde el mejoramiento de rendimiento de células (Claessen et al., 2024), 

hasta la eficiencia de lectura de CO2 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 mecánica de células humanas, mamíferos y aves, mientras 

que en especies de reptiles se carecen de técnicas especie específicas (Golkar-Narenji et al., 

2023). 

La carencia de técnicas de cultivo celular para especies específicas de reptiles puede estar 

relacionada con la naturaleza poiquilotérmica de dicho grupo de vertebrados, ya que, a 

diferencia de los mamíferos y aves, en los reptiles existe un rango mucho mayor del posible 

éxito reproductivo de las células que están relacionadas con la variación de temperatura y los 

días de cultivo (Clark, 1973). Lo anterior es sustentado por diversos reportes, señalando que 

las tortugas dulceacuícolas tropicales tienen variaciones preferenciales de temperatura, entre 

25 y 28 °C como en la tortuga de río 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 América prefiere temperaturas de 29 °C (Ulsh et al., 2001) y la tortuga de caparazón 

blando espinosa Apalone spinifera que se distribuye en Estados Unidos de América y el norte 

de México han registrado rangos superiores a los 30 °C (Tamplin et al., 2020). 

Dichas variaciones en la temperatura corporal y diferencias fisiológicas de las especies de 

tortugas dulceacuícolas en distintas zonas geográficas en el mundo, plantea incógnitas sobre 

la temperatura ideal en los cultivos celulares in vitro, ya que los protocolos actuales son 

basados en metodologías aplicadas a mamíferos, los cuales están muy bien establecidos, a 

diferencia de los reptiles (Ulsh et al., 2001). 

Por lo anterior, en este trabajo de investigación se planteó elaborar un experimento de 

temperatura óptima de cultivo celular (linfocitos) in vitro en tres especies de tortugas 

dulceacuícolas, los pochitoques K. l. leucostomum, 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 región mesoamericana. 

 

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1. Área de estudio y recolecta de especímenes 

Se recolectaron 30 individuos de tortugas pochitoques tropicales por observación 

visual en ambiente silvestre, el pochitoque común K. l. leucostomum (10: cinco hembras y 

cinco machos), el pochitoque jahuactero K. acutum (10: seis hembras y cuatro machos) y el 

pochitoque escorpión K. s. cruentatum (10: siete hembras y tres machos). Las tortugas fueron 

observadas y recolectadas manualmente de las lagunas del Pueblo y Huapacal de la Villa 

Luis Gil Pérez, así como el área conservada de tintal de la División Académica de Ciencias 

Biológicas de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del 

Centro y de los humedales del poblado Federico Álvarez, municipio de Jonuta, todas las 

localidades del estado de Tabasco, México. Los individuos recolectados, se mantienen vivos 

y en condiciones óptimas de mantenimiento, calidad de agua y alimentación en las 

instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT. 

La identificación taxonómica, se basó en la nomenclatura de Legler y Vogt (2013), y 

atendiendo la última actualización en taxonomía, sinonimia, distribución, estatus de 
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conservación y lista anotada de las especies de tortugas dulceacuícolas en el mundo (Rhodin 

et al., 2021).  

Todas las especies fueron tratadas de acuerdo a los estándares bioéticos nacionales, 

cumpliendo con las normas oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000 y NOM-059-

SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2019). Este documento se realizó con el permiso federal 

de colecta de SEMARNAT SGPA/DGVS/04315/11, y con la aprobación de la Comisión 

Institucional de Ética en Investigación “CIEI” con número de Folio: 0985, por la Universidad 

Juárez Autónoma de Tabasco, en México. 

 

4.2.2. Procedimiento de cultivo in vitro 

La técnica de cultivo in vitro de sangre periférica de linfocitos que se utilizó es la de 

Fujiwara et al. (2001) una técnica general para organismos acuáticos, atendiendo las 

modificaciones de Rohilla et al. (2006) para tortugas dulceacuícolas y Majtánová et al. (2017) 

para organismos acuáticos. El diseño experimental fue elaborado por triplicado de acuerdo 

con la recomendación experimental de Keller et al. (2005) aplicado en cada especie y con las 

variables señaladas en la Tabla 7. La técnica aplicada consistió en lo siguiente: se extrajo 1 

ml de sangre de la vena coccígea con una jeringa previamente heparinizada (Inhepar®) con 

aguja ultrafina de 6 mm y con capacidad de 100 unidades (1 ml) y desinfectando la zona de 

punción con etanol 70% (Haskell & Pokras, 1994). El aislamiento de linfocitos consistió en 

añadir 3 ml de Ficol (Ficoll-PaqueTM Plus 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 sanguínea diluida 

en disolución salina en proporción 1:1 (sin mezclar el Ficol con la muestra sanguínea diluida). 

Los tubos fueron esterilizados previamente en una cámara de PCR UV 825-UVC (PlasLabs, 

Lansing, Michigan, USA) utilizando las lámparas germinicidas fluorescentes y luz 

ultravioleta durante 15 min. Luego se centrifugó 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. 
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Tabla 7. Diseño experimental para el desarrollo de procedimiento de cultivo “in vitro” de sangre periférica de las tortugas 

K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum. 

Tratamiento Sangre 

periférica 

Aislamiento 

de linfocitos 

Medio 

de 

cultivo 

Antibiótico Fitohematoglutinina Temperatura 

 

Replicas 

Por 

especie 

Control/a Si No No Si No 25°C 3 

A I Si Si  Si Si Si 25°C 3 
 

Control/b Si No No Si No 28°C 3 

B I Si Si  Si Si Si 28°C 3 

 

Una vez extraído el plasma, con una jeringa estéril nueva se extrajo la capa de células 

mononucleares y se transfirió a un nuevo tubo con Medium preparado, que consistió 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 solución 

antibiótica antimicótica con proporción de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P 

(Lectina de Phaseolus vulgaris de Sigma-Aldrich®) en proporción 90 mg/5 ml de Medio, 

Benzatina bencilpenicilina (solución antibacteriana de Amsa Laboratorios®) con 0.3 mg/5 

ml de Medio y 0.175 µl de metanol al 10%. 

Las muestras de células blancas se dejaron en incubación por 144 h a temperaturas de 25 y 

28 °C en una incubadora Ecoshel DH2500AB de convección natural, monitoreando los 

siguientes parámetros: niveles de Dióxido de Carbono (CO2 en ppm), Temperatura (T en °C), 

Humedad Relativa (HR en porcentaje %) y Compuestos Orgánicos Volátiles Totales (TVOC 

en mg3/m3), parámetros que son fundamentales durante el desarrollo del cultivo celular y a 

como se describe en la Figura 15. Las horas de incubación fueron implementadas 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 

consideración el patrón de crecimiento de células en cultivo, el cual se caracteriza por las 

siguientes fases: 1) Fase de retraso, que es un período de crecimiento lento en el que las 

células se adaptan al medio de cultivo. 2) Fase logarítmica, cuando las células proliferan 

exponencialmente y consumen los nutrientes del medio para el crecimiento. 3) Fase 

estacionaria, cuando se agotan los recursos nutrimentales del medio y la proliferación se 

reduce drásticamente o cesa por completo (Mani, 2023). Por otra parte, las temperaturas (25 

y 28 °C) fueron establecidas de acuerdo con las características poiquilotérmicas de este grupo 

de vertebrados y a los estudios previos de temperatura preferencial en tortugas dulceacuícolas 
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tropicales, publicados por Shen et al. (2013) y Kidman et al. (2023). Mientras que los 

parámetros de TVOC fueron monitoreados para dar un seguimiento óptimo sobre el 

comportamiento de estos gases, para detectar contaminación y proliferación de bacterias en 

el cultivo (Reese et al., 2020; Euler et al., 2022). El CO2 por otra parte, fue monitoreado para 

evitar el desbalance en los niveles de pH en el cultivo celular sanguíneo (Yang & Xiong, 

2012; Mani, 2023). 

Los tubos del cultivo celular fueron agitados con ligereza durante repetidas ocasiones al día 

para favorecer la dispersión celular, la oxigenación y evitar la concentración o traslape de 

células en un punto específico del tubo (Prakash & Srivastava, 2008; Gallego-Murillo et al., 

2022). Además, las propiedades celulares de las tortugas generan adherencia a las paredes de 

poliestireno con las que están elaborados los tubos de ensayo empleados en este cultivo, 

similar a lo reportado por Ulsh et al. (2001). 

Al finalizar la incubación, con la ayuda de una micropipeta se añadió 40 μl aproximadamente 

de células blancas en portaobjetos, donde se realizó el frotis aplicando la técnica de Perpiñán 

et al. (2006), utilizando portaobjetos de borde biselado y haciendo ángulo de 30° se extendió 

la muestra por capilaridad. Después de este procedimiento, 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 °C durante 1 min y dejando secar a temperatura 

ambiente, luego se realizó la tinción con Giemsa madre dejando a exposición durante 10 s, 

para luego ser lavadas con agua destilada y retirar los excesos del colorante, dejando secar a 

temperatura ambiente. 

 

4.2.3. Microscopía óptica y conteo celular 

Se utilizó un microscopio óptico Carl Zeiss®, equipado con cámara digital AxioCam 

ERc5s (Carl Zeiss®), utilizando el objetivo de 10x para la búsqueda de dispersiones celulares 

de linfocitos y el objetivo de 40x + 1.25x optovar para la toma de microfotografías. Las 

mejores imágenes fueron seleccionadas y tratadas para su optimización en el software 

ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH, 2011). El conteo de linfocitos, fue elaborado con 

el software ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, USA) aplicando las herramientas de 
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conteo por puntos individuales y con trazo de cuadrícula con 575 μm2. Las matrices de conteo 

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

 

4.2.4. Análisis de datos y estadísticos 

Los valores obtenidos, se registraron en bases de datos individuales y les fueron 

calculados, el promedio X̅ y la desviación estándar (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 aplicó la prueba de Dunnett´s a P≤0.05 (Dunnett, 1955; Dunnet, 1964), 

en todos los casos se empleó el programa SigmaPlot® (12.3 de Systat Software Inc®). 

Figura 15. Parámetros monitoreados en la incubación de células mononucleares: CO2 (a), 

TVOC (b), Temperatura (c), Humedad relativa (d). 

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0 1 2 3 4 5 6

T
V

O
C

 (
m

g
3
/m

3
) 

Días de cultivo celular

360

370

380

390

400

410

420

1 2 3 4 5 6

D
ió

x
id

o
 d

e 
ca

rb
o

n
o

 (
p

p
m

)

Días de cultivo celular

CO2: 386±1.20 ppm  
CO2: 386±0.73 ppm 

TVOC: 0.013±0.001 mg3/m3  
TVOC: 0.012±0.001 mg3/m3  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

1 2 3 4 5 6

T
em

p
er

a
tu

ra
 (

°C
)

Días de cultivo celular

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1 2 3 4 5 6

H
u

m
ed

a
d

 r
e
la

ti
v

a
 (

R
H

%
)

Días de cultivo celular

T: 28.89±0.81 °C 
T: 25.39±0.27 °C 

HR: 52.10±2.33 % 
HR: 70.33±0.69 % 

a b 

c d 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



92 
 

4.3. RESULTADOS 

En este estudio fue posible contabilizar 31200 linfocitos en total, de los cuales, en el 

pochitoque común K. l. leucostomum fueron analizadas 11621 linfocitos (control a: 1236, 

experimento AI: 1487 linfocitos; control b: 2697, experimento BI: 6201 linfocitos). Se 

determinó 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 día del cultivo celular. El pico de reproducción de células 

más alto ocurrió al tercer día del cultivo (72 h) con promedio de 62±1.34 linfocitos vs control 

“b” con promedio de 38±2.05 linfocitos. 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, además, se observó la reducción de la reproducción celular a partir 

del tercer día de cultivo, situación que también fue observada en los cultivos a 28 °C, pero a 

partir del cuarto día del cultivo celular. El pico de reproducción de células más alto en las 

variables A1 (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 escorpión K. s. cruentatum se analizaron 10205 linfocitos 

(control a: 1155, experimento AI: 1204 linfocitos; control b: 2622, experimento BI: 5224 

linfocitos). En esta especie se determinó 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 día del cultivo celular. 

El pico de reproducción de células más alto ocurrió al tercer día 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 escorpión 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 comparación, el control “a” vs las variables A1 no presentaron 

diferencias significativas, observándose la reducción de la reproducción celular a partir del 

tercer día de cultivo, este comportamiento también fue observado en los cultivos de 28 °C, a 

partir del cuarto día del cultivo celular. El pico de reproducción de células más alto en las 

variables A1 (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: 

1396, experimento AI: 1430 linfocitos; control b: 2529, experimento BI: 4019 linfocitos). Al 

igual que en las otras dos especies K. l. leucostomum y K. s. cruentatum se determinó 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 día del cultivo celular. El pico de reproducción de células más alto 

ocurrió al tercer día del cultivo (72 h) con promedio de 62±1.34 linfocitos vs control “b” con 

promedio de 47±2.90 linfocitos. 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, además, se observó la reducción de la reproducción celular a partir 

del tercer día de cultivo, situación que también fue observada en los cultivos a 28 °C, pero a 

partir del cuarto día del cultivo celular. El pico de reproducción de células más alto en las 

variables A1 (25 °C) fue de tan solo 23±1.27 linfocitos en promedio (al segundo día de 

cultivo) vs control “a” con 17±1.77 linfocitos en promedio (al segundo día de cultivo). Dicho 

comportamiento se observó en las tres especies de tortugas dulceacuícolas K. l. leucostomum, 

K. s. cruentatum y K. acutum. 
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Tabla 8. Promedio del conteo de linfocitos por día de cultivo y desviación estándar del cultivo celular a 25 °C vs 28 

°C en la tortuga pochitoque común K. l. leucostomum. 

Cultivo de linfocitos a 25 °C 

Control a 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
A I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 

Kl-1 20±2.12 23±0.71 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 

Kl-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 12±1.41 22±2.12 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 

Kl-5 18±2.12 13±2.12 16±0.71 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 

Kl-6 14±0.00 18±1.41 15±2.83 13±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 

Kl-7 15±2.12 17±1.41 9±1.41 16±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 

Kl-8 14±2.12 14±1.41 10±2.83 10±1.41 4±0.71 3±1.41 12±2.83 21±1.41 17±0.00 13±0.71 9±0.71 3±2.12 

Kl-9 14±1.41 11±2.12 10±2.83 12±2.12 2±2.12 1±0.71 17±0.71 23±2.83 14±0.71 14±2.83 5±1.41 2±1.41 

Kl-10 12±0.71 21±0.71 15±2.12 12±1.41 5±1.41 2±1.41 13±3.54 26±2.83 16±0.71 11±0.00 4±2.12 3±1.41 

Totales: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
15±1.56 

a 

17±1.77 

a 

12±2.05 

a 

12±1.06 

a 

4±1.27 

a 

2±0.92 

a 

15±2.12 

a 

24±2.33 

a 

17±1.91 

a 

12±1.70 

a 

5±2.05 

a 

2±0.99 

a 

             

Cultivo de linfocitos a 28 °C 

Control b 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
B I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 

Kl-1 22±0.71 33±0.71 42±2.12 33±2.83 26±0.00 11±1.41 66±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±1.41 68±0.71 64±1.41 46±2.12 43±0.71 33±2.12 

Kl-3 19±0.71 30±2.12 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 

Kl-5 15±1.41 27±1.41 42±2.83 33±2.83 17±1.41 6±2.12 59±0.71 61±1.41 61±0.71 56±0.71 45±3.54 44±1.41 

Kl-6 18±0.71 31±0.71 34±1.41 31±1.41 14±2.12 9±1.41 55±1.41 66±2.12 59±0.71 46±4.95 44±3.54 33±2.12 

Kl-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 

Kl-8 15±2.83 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 

Kl-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 

Kl-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: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
17±1.34 

a 

30±0.99 

a 

38±2.05 

a 

29±2.12 

a 

15±1.13 

a 

7±1.20 

a 

57±1.56 

b 

60±1.70 

b 

62±1.34 

b 

51±2.26 

b 

46±1.84 

b 

34±1.70 

b 
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Tabla 9. Promedio del conteo de linfocitos por día de cultivo y desviación estándar del cultivo celular a 25 °C vs 28 

°C en la tortuga pochitoque común K. s. cruentatum. 

Cultivo de linfocitos a 25 °C 

Control a 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
A I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 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 7±1.41 3±2.12 1±1.41 

Ks-5 16±3.54 15±1.41 17±3.54 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±1.41 6±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±1.41 9±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 17±1.41 21±2.12 14±2.12 6±1.41 4±0.71 1±0.71 17±2.12 21±3.54 16±1.41 9±0.71 1±0.71 1±1.41 

Ks-9 15±3.54 18±3.54 13±2.12 7±1.41 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 20±5.66 15±2.12 7±2.12 1±1.41 1±0.71 16±5.66 16±1.41 16±1.41 4±2.83 1±0.00 0±0.00 

Totales: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
15±2.26 

a 

17±2.76 

a 

14±1.48 

a 

8±1.13 

a 

3±0.83 

a 

1±0.85 

a 

16±2.76 

a 

19±1.98 

a 

16±1.41 

a 

6±1.41 

a 

2±1.20 

a 

1±0.57 

a 

             

Cultivo de linfocitos a 28 °C 

Control b 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
B I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 

Ks-1 22±4.95 32±4.24 42±2.83 33±3.54 17±0.71 8±0.71 42±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±0.71 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±2.12 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±1.41 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 57±2.83 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 55±3.54 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 64±2.83 45±1.41 36±1.41 27±0.00 

Ks-9 13±1.41 37±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 37±2.12 54±2.83 62±2.83 52±3.54 27±3.54 21±1.41 

Totales: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
15±2.05 

a 

31±2.12 

a 

39±2.69 

a 

30±2.33 

a 

12±1.48 

a 

5±1.20 

a 

36±1.91 

b 

54±2.62 

b 

66±2.47 

b 

49±2.83 

b 

31±2.26 

b 

26±2.33 

b 
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Tabla 10. Promedio del conteo de linfocitos por día de cultivo y desviación estándar del cultivo celular a 25 °C vs 

28 °C en la tortuga pochitoque común K. acutum. 

Cultivo de linfocitos a 25 °C 

Control a 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
A I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 

Ka-1 16±2.12 18±1.41 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±2.83 11±1.41 4±0.00 1±1.41 19±1.41 21±0.71 17±2.83 8±2.12 4±1.41 2±0.71 

Ka-7 15±2.83 16±4.24 17±0.71 14±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 12±1.41 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±1.41 3±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±0.71 3±0.71 1±0.71 20±0.71 23±2.12 12±2.12 8±1.41 4±2.83 2±2.12 

Totales: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
17±2.12 

a 

18±2.12 

a 

16±0.93 

a 

12±0.99 

a 

5±0.85 

a 

1±0.57 

a 

20±1.84 

a 

23±1.27 

a 

15±1.91 

a 

9±1.98 

a 

4±1.56 

a 

1±0.64 

a 

             

Cultivo de linfocitos a 28 °C 

Control b 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 
B I 

(X̅) Linfocitos por día±D.E. 

 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 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 29±5.66 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±2.12 43±4.24 47±0.00 48±2.12 27±6.36 15±0.71 

Ka-4 14±1.41 27±2.83 32±0.71 29±2.12 19±0.71 4±1.41 30±1.41 42±3.54 47±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±0.71 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±0.00 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±0.71 49±0.71 42±2.12 27±2.12 13±2.83 

Ka-9 17±2.12 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 26±2.83 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 

Totales: 

X̅±D.E. 

P=0.05 
16±2.19 

a 

29±2.05 

a 

31±2.55 

a 

27±2.12 

a 

18±2.26 

a 

6±1.20 

a 

30±1.84 

b 

42±2.12 

b 

47±2.90 

b 

44±2.76 

b 

26±3.39 

b 

12±1.63 

b 
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Figura 16. Comparación experimental de cultivo in vitro a temperatura 25 °C vs 28 °C en 

las tortugas dulceacuícolas K. l. leucostomum (a, b), K. s. cruentatum (c, d) y K. acutum (e, 

f). Literales iguales en cada gráfico, representa que no hay diferencias significativas a P ≤ 

0.05 y en caso contrario las diferencias existen. 
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Figura 17. Comparación del cultivo celular in vitro de linfocitos: Control vs Temperaturas 

A1 “25 °C” y B1 “28 °C” en las tortugas dulceacuícolas K. l. leucostomum (a), K. s. 

cruentatum (b) y K. acutum (c). Literales iguales en cada gráfico, representa que no hay 

diferencias significativas a P ≤ 0.05 y en caso contrario las diferencias existen. 
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4.4. DISCUSIÓN 

La técnica empleada para la extracción sanguínea en las tres especies pochitoques 

resultó exitosa, ya que se lograron obtener 31200 linfocitos. La especie en la que se obtuvo 

mayor número de linfocitos fue el pochitoque común K. l. leucostomum con 11621 linfocitos, 

seguido del pochitoque escorpión K. s. cruentatum con 10205 linfocitos y el pochitoque 

jahuactero K. acutum con 9374 linfocitos. Esta variación en el conteo de células linfocitarias 

en las tres especies de tortugas dulceacuícolas puede deberse a varios factores, como los 

caracteres fisiológicos en las tres especies, la manipulación previa a la extracción de la 

muestra sanguínea y factores ambientales, los cuales se detallan enseguida: 

1) Caracteres fisiológicos: La movilidad y fuerza de las extremidades, tamaño del plastrón y 

del carapacho, tamaño de la cola y el tamaño de la vena coccígea pueden influir en el conteo 

de linfocitos, por ejemplo, en las hembras de los kinosternidos la longitud de la cola es 

reducida (Iverson & Vogt, 2011; Silva-da Silva et al., 2021), por lo que la vena coccígea 

también es pequeña en comparación de los machos (Jenkins-Perez, 2012), además, el tamaño 

reducido de la cola con relación a la capacidad de movilidad del plastrón 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 sanguínea (Ulsh et al., 2001), los repetidos impulsos provocan 

que el tiempo de la extracción de la sangre se reduzca a segundos y en consecuencia la 

cantidad de la muestra sea insuficiente, así también debido a que el sitio de punción es muy 

cercano a los vasos linfáticos y en combinación con lo anterior, se aumenta el riesgo de 

hemodilución (Rodríguez-Almonacid et al., 2022). Por ello, algunos autores han señalado 

que en especies de tortugas dulceacuícolas (que por lo regular corresponden a especies 

pequeñas), la extracción de sangre por vena coccígea resulta con mucha dificultad (Rohilla 

& Tiwari, 2008). Sin embargo, otros autores han recomendado trabajar con la vena coccígea 

porque facilita la toma de muestra en comparación de otras zonas de punción como la vena 

yugular y la vena cardiaca, donde las tortugas suelen defenderse con mordidas que pueden 

llegar amputar dedos o partes de la piel para quien los manipule (Johnson & Nielsen, 2016), 

por tal motivo, al trabajar en esta zona, se debe llevar a cabo la aplicación de sedantes (Mans, 
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2008), lo que convierte la técnica en un proceso invasivo (Haskell & Pokras, 1994; Ulsh et 

al., 2001). 

Otro factor a considerar es el sexo de los organismos estudiados, ya que se ha reportado que 

los niveles de linfocitos pueden variar significativamente más altos en las hembras que en 

los machos (Dickinson et al., 2002). 

2) Manipulación de los especímenes: Se ha documentado que la manipulación incorrecta de 

las tortugas, así como su mantenimiento en cautiverio fomenta el estrés en los organismos, 

lo cual provoca disminución en los conteos de células linfocitarias, ya que causa desequilibrio 

en los componentes del sistema inmunológico, aumentando las hormonas suprarrenales 

(Caliani et al., 2019). Además, un inadecuado sistema de nutrición o la malnutrición crónica, 

también es una causa en la disminución del conteo de linfocitos (Martínez-Silvestre et al., 

2011). 

3) Factores ambientales: También fomentan el estrés citológico en las tortugas, ya que dicho 

estrés provoca que algunas hormonas como los glucocorticoides aumenten 

descontroladamente, lo que causa que las células como los linfocitos se adhieran a las paredes 

de los vasos sanguíneos y migren a otros tejidos como el bazo, médula ósea, piel, entre otros, 

dando como resultado que disminuyan los linfocitos circundantes, de tal modo que los 

análisis y perfiles hematológicos, así como en los citoquímicos se vean alterados, generando 

información poco fiable en los estudios. (Caliani et al., 2019). Además, otros autores han 

señalado 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 condición fisiológica de los organismos también puede influir en los niveles de linfocitos 

(Dickinson et al., 2002; Martínez-Silvestre et al., 2011). 

Sin dudas, las diferentes técnicas que existen para la extracción de muestra sanguínea en 

tortugas dulceacuícolas tienen ventajas y desventajas (Rodríguez-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 investigación no está enfocada al perfil 

hematológico, sino a la productividad de células linfocitarias implementando un diseño 

experimental. En este contexto, aunque se determinó variación en el conteo de linfocitos en 
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las tres especies de pochitoques K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acucutm, para este 

estudio se determinó como una condición normal por los caracteres fisiológicos-

morfológicos, relacionados con la técnica de extracción de muestra sanguínea en las tres 

especies de tortugas. Esto no influyó en los resultados y su interpretación estadística. 

Por otra parte, el pico de reproducción de linfocitos más alto ocurrió al tercer día del cultivo, 

es decir, a 72 h de iniciar el cultivo celular, condición que fue observado en las tres especies 

de tortugas dulceacuícolas K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum del presente 

estudio. Este resultado concuerda con el reporte de Rohilla et al. (2006), donde 

implementaron el tiempo de cultivo celular a 72 h (tiempo óptimo) en las especies de tortugas 

dulceacuícolas Lissemys punctata y Geoclemys hamiltoni de Uttar Pradesh, en India; al igual 

que en el reciente estudio de Hong et al. (2023) en la tortuga gigante de caparazón blando 

asiática 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). Además, el 

resultado encontrado en este trabajo de las tortugas pochitoques del estado de Tabasco es 

similar a la recomendación de Silva et al. (2011), donde señalan que el período de incubación 

óptimo para la reproducción celular es de 70 h, demostrado en la tortuga Chelonoidis 

carbonaria de São Paulo, Brasil. 

Estos resultados difieren con el estudio comparativo de cultivo celular de sangre periférica 

en la tortuga dulceacuícola de orejas rojas Trachemys scripta de Ulsh et al. (2001), donde 

determinaron el tiempo óptimo de cultivo, encontrando que de 48 a 60 h la cantidad de células 

era prácticamente nula, mientras que a partir de 72 y hasta 80 h no hubo diferencias con 

respecto al rango anterior (48-60 h), pero aumentó drásticamente la producción de células a 

partir de 84 h y hasta 96 h. En otras especies de tortugas, especialmente en las marinas como 

la tortuga cabezona Caretta caretta, también se han establecido protocolos donde el cultivo 

de linfocitos debe realizarse por 95.5 h (aproximadamente 4 días) con especímenes de Santa 

Marta, Colombia (López et al., 2008), y otros reportes incluso incrementan drásticamente 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). 
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En cuanto a la temperatura óptima de cultivo, las tres especies del presente estudio K. l. 

leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum presentaron mayor número 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 óptimo de cultivo, este trabajo concuerda con 

Rohilla et al. (2006), donde implementa la temperatura óptima de cultivo de linfocitos a 28 

°C en las tortugas L. punctata y G. hamiltoni, así como con el estudio de Hong et al. (2023) 

en la tortuga gigante de caparazón blando P. cantorii (con 28 °C) y en el reporte de Liu et al. 

(2022) sobre la tortuga galápago amarilla asiática Mauremys mutica (con 28 °C). Además, 

es comparable con el estudio de Ulsh et al. (2001) en la tortuga dulceacuícola 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 López 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 elaboración del 

cultivo celular a 37 °C en la tortuga C. mydas, al igual que en Silva et al. (2011) en la tortuga 

C. carbonaria. 

De acuerdo a lo anterior, es evidente que en las tortugas existe variación en las técnicas y 

protocolos para el cultivo in vitro de linfocitos; tal situación se manifiesta en especies de 

tortugas dulceacuícolas como en tortugas marinas. En el caso especial de las tortugas 

dulceacuícolas, al cual pertenecen las tres especies estudiadas en este trabajo, tuvieron un 

comportamiento o ritmo de producción celular idéntico, lo cual puede estar asociado a las 

temperaturas preferenciales de dichas especies, como lo señala Ulsh et al. (2001), y lo cual 

está respaldado por diversos reportes de temperatura preferencial de tortugas en zonas 

tropicales, donde la temperatura presenta variaciones entre 25 y 30 °C, dependiendo de la 

zona geográfica, 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 °C (Ulsh 

et al., 2001) y A. spinifera con 30 °C (Tamplin et al., 2020), razón 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 conclusión, la evidencia mostrada en esta investigación usando como modelo biológico a 

las tres especies de kinosternidos (K. l. leucostomum, K. s. cruentatum y K. acutum) que 

habitan en el estado de Tabasco, demostró que la temperatura óptima 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 estacionaria inicia su proceso de decrecimiento en la reproducción celular. 

Es importante continuar con estudios de cultivo in vitro de células linfocitarias en las tortugas 

dulceacuícolas en el estado de Tabasco y otros estados en el país, ya que la naturaleza 

poiquilotérmica de estos reptiles y los distintos climas que prevalecen en la extensión del 

territorio mexicano genera temperaturas preferenciales diferentes, por lo que estudios 

experimentales como el presente documento ayudaría a comprender y elaborar protocolos 

específicos para especies o familias de tortugas que habitan en nuestro país. 
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ANEXO IV 

 

 

Lámina IV. Linfocitos (flechas) de las tortugas dulceacuícolas K. l. leucostomum (A, B), K. 

acutum (C, D) y K. s. cruentatum (E, F). 
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CAPÍTULO V 

COMPOSICIÓN CARIOTÍPICA DE TRES KINOSTERNIDOS DEL SURESTE DE 

MÉXICO, K. leucostomum leucostomum K. acutum Y K. scorpioides cruentatum 

(TESTUDINES: KINOSTERNIDAE) 

 

Javier Hernández-Guzmán & Lenin Arias-Rodriguez 

 

Resumen: En el estado de Tabasco, sureste de México, habitan tres especies del género 

Kinosternon, el pochitoque común K. leucostomum leucostomum, el pochitoque jahuactero 

K. acutum y el pochitoque K. scorpioides cruentatum. Los antecedentes en las tortugas 

dulceacuícolas de la familia Kinosternidae han demostrado variedad cromosómica y 

cariotípica entre las especies. El objetivo fue describir la estructura cromosómica en mitosis 

de las hembras y machos de las tortugas K. l. leucostomum K. acutum y K. s. cruentatum. Se 

determinó que el número modal diploide fue 2n=56 cromosomas en las tres especies de 

pochitoques. Se identificó variación cariotípica en: K. l. leucostomum con 17 pares 

metacéntrico-submetacéntrico “msm” + 11 pares telocéntrico “T” (NF= 90), mientras que las 

especies K. acutum y K. s. cruentatum con 28 pares “msm” (NF= 112). El pochitoque K. l. 

leucostomum, fue la única 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 heteromórficos. Se reveló la morfología, morfometría 

y el cariotipo inédito de K. acutum, y la comparación cariotípica de K. l. leucostomum y K. 

s. cruentatum con otros estudios ratificó la variación citogenética entre poblaciones. 

Palabras clave: Cariotipo, cromosomas, kinosternidos, microcromosomas, tortugas. 
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5.0. COMPOSICIÓN CARIOTÍPICA DE TRES KINOSTERNIDOS DEL SURESTE 

DE MÉXICO, K. leucostomum leucostomum K. acutum Y K. scorpioides cruentatum 

(TESTUDINES: KINOSTERNIDAE) 

 

Abstract: In the state of Tabasco, southeastern Mexico, three species of the genus 

Kinosternon are found: the common freshwater turtle (K. leucostomum leucostomum), the 

Mexican freshwater turtle (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 scarce, and some species still lack chromosomal and karyotypic 

information. Therefore, the objective of this study was to describe in detail the mitotic 

chromosomal structure of female and male turtles K. l. leucostomum, K. acutum, and K. s. 

cruentatum. The diploid modal number was determined to be 2n = 56 chromosomes in all 

three freshwater turtle species. Karyotypic variation was identified according to the following 

chromosomal formulas: K. l. leucostomum with 17 metacentric-submetacentric “msm” pairs 

+ 11 telocentric “T” pairs (NF = 90), while the species K. acutum and K. s. cruentatum had 

28 “msm” pairs (NF = 112). The common pochitoque, K. l. leucostomum, was the only 

species in which supernumerary chromosomes or “B” microchromosomes could be 

identified, ranging from 2 to 5 microchromosomes. The presence of heteromorphic 

chromosomes could not be identified in the karyotypes of the three species. The morphology, 

morphometry, and previously unpublished karyotype of K. acutum were revealed, and the 

karyotypic comparison of K. l. 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. INTRODUCCIÓN 

La citogenética es una técnica que se emplea para el estudio de todos los caracteres 

morfológicos de los cromosomas que posee un organismo (Balajee & Hande, 2018). Si bien, 

es una técnica considerada para el estudio de la biología básica en las especies, también es 

útil para descubrir información genética inédita en las especies, incluso en la actualidad con 

todos los avances y opciones que se ofrecen en su metodología (Balajee & Hande, 2018; 

Kang, 2018). 

A diferencia de otros grupos taxonómicos, en los Testudines, el cual es el Orden en el que se 

ubican todas las especies de tortugas, la composición cariotípica está conformada por 

diferentes tipos de cromosomas (Rovatsos et al., 2017; Mezzasalma et al., 2024), desde 

aquellos que son considerados como cromosomas grandes o largos, cromosomas medianos 

y cromosomas muy pequeños (Waters et al., 2021; Viana et al., 2022).  

En la historia citogenética de las tortugas, estos cromosomas que son muy pequeños 

resultaron problemáticos cuando se trataba de clasificarlos con nomenclatura clásica de 

Levan et al. (1964), ya que su diminuto tamaño dificultaba diferenciar la composición 

morfológica de dichos cromosomas, es decir, los brazos p y q no se diferenciaban con 

relación al centrómero, por ello, en la publicación de Bickham (1975) considerando esta 

problemática en los cromosomas pequeños, estableció una nomenclatura nueva de 

clasificación cromosómica en su época, especialmente para tortugas y basándose en los 

parámetros propuestos por Levan et al. (1964). Esta nueva nomenclatura, clasificaba a los 

cromosomas en tres grupos principales: los cromosomas tipo A, los cromosomas tipo B y los 

cromosomas tipo C ó también llamados microcromosomas, los cuales eran todos aquellos 

microcromosomas que no podían ser medidos (Bickham, 1975). 

Con el tiempo y el desarrollo de nuevas tecnologías en microscopía, fotomicroscopía, así 

como el desarrollo de programas bioinformáticos (Chadarevian, 2015; Kirov et al., 2017; 

Agbleke et al., 2021; Liehr, 2021), estos microcromosomas o cromosomas tipo C, al fin 

pueden ser correctamente identificados con la nomenclatura clásica de Levan et al. (1964), 

la cual se considera como la más completa e importante en el campo de la citogenética. En 

este contexto, la gran mayoría de los estudios cromosómicos y cariotípicos en las tortugas 

dulceacuícolas datan de hace más de 60 años (Deakin & Ezaz, 2019), por lo que es necesario 
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una revisión minuciosa de los cromosomas, en lo particular, de aquellos complementos 

cromosómicos 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, dónde sólo se han estudiado 

algunas poblaciones en K. l. leucostomum, Staurotypus triporcatus (ambos de la familia 

Kinosternidae) y T. v. venusta (de la familia Emydidae) (Hernández-Guzmán, 2018; 

Hernández-Guzmán & Arias-Rodriguez, 2019). Con todos los estudios cariotípicos 

históricos existentes en la familia Kinosternidae, desde los estudios de Barros et al. (1972), 

Killebrew (1975), Sites et al. (1979), entre otros, aún existen especies con nula información 

citogenética, uno de ellos es el pochitoque jahuactero K. acutum donde no hay nigún 

antecedente de análisis cromosómico y cariotípico, posiblemente, a que su distribución es 

más restringida que las otras especies de pochitoque K. l. leucostomum y K. s. cruentatum de 

acuerdo con los mapas de distribución de Rhodin et al. (2021). Además, los estudios 

genéticos más recientes en kinosternidos ha permitido develar especies cripticas, 

especialmente en Kinosternon scorpioides, donde posiblemente, más de una especie pudiera 

estar coexistiendo con kinosternidos; lo anterior a llevado a formular que como consecuencia 

se reajuste la taxonomía en este grupo en particular (Hurtado-Gómez et al., 2024). 

Además, los estudios cariotípicos en poblaciones del pochitoque común K. l. leucostomum 

de Tabasco, en el sureste mexicano, por Hernández-Guzmán et al. (2014, 2015) revelaron la 

presencia de variación morfométrica de cromosomas entre poblaciones, lo que podría estar 

ocurriendo en otras poblaciones de pochitoques por causas diversas, desde contaminación de 

los cuerpos acuáticos de Villahermosa y sus alrededores (Osorio-Pérez et al., 2024), hasta 

posibles zonas de hibridación que han dado origen a las anomalías cariotípicas en especies 

de vertebrados de esta región (Hernández-Guzmán & Arias-Rodriguez, 2024). 

Por ello, la presente investigación se llevó a cabo con el objetivo de describir caracteres 

citogenéticos, desde el número modal diploide 2n en células linfocitarias, hasta la morfología, 

morfometría, número fundamental y clasificación de los cromosomas, así como la posible 

identificación de citotipos particulares y atípicos como la presencia de microcromosomas 

“B” y cromosomas heteromórficos en las tres especies de Kinosternon que se distribuyen en 

el estado de Tabasco en México, el pochitoque común K. l. leucostomum, el pochitoque 

jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpión K. s. cruentatum. 
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5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.2.1. Área de estudio y recolecta 

Se recolectaron 35 individuos de tortugas pochitoques por observación visual en 

ambiente silvestre: el pochitoque común K. l. leucostomum (15: siete hembras y ocho 

machos), el pochitoque jahuactero K. acutum (10: seis hembras y cuatro machos) y el 

pochitoque escorpión K. s. cruentatum (10: siete hembras y tres machos). Las tortugas fueron 

observadas y recolectadas manualmente de las lagunas del Pueblo y Huapacal de la Villa 

Luis Gil Pérez, así como el área conservada de tintal de la División Académica de Ciencias 

Biológicas de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco “UJAT” en el municipio del 

Centro, de los márgenes de los pantanos de la Villa Sánchez Magallanes, municipio de 

Cárdenas, y de las lagunas tres lomos en los pantanos del municipio de Centla, todas las 

localidades del estado de Tabasco, México. Los individuos recolectados, se mantienen vivos 

y en condiciones óptimas de mantenimiento, calidad de agua y alimentación en las 

instalaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT. La identificación 

taxonómica, se basó en la nomenclatura de Legler y Vogt (2013), y atendiendo la última 

actualización en taxonomía, sinonimia, distribución, estatus de conservación y lista anotada 

de las especies de tortugas dulceacuícolas en el mundo (Rhodin et al., 2021). Todas las 

especies fueron tratadas de acuerdo a los estándares bioéticos nacionales, cumpliendo con las 

normas oficiales mexicanas NOM-126-SEMARNAT-2000 y NOM-059-SEMARNAT-2010 

(SEMARNAT 2019). Este documento se realizó con el permiso federal de colecta de 

SEMARNAT SGPA/DGVS/04315/11, y con la aprobación de la Comisión Institucional de 

Ética en Investigación “CIEI” con número de Folio: 0985, por la Universidad Juárez 

Autónoma de Tabasco, en México. 

 

5.2.2. Muestra sanguínea y cultivo de linfocitos 

Se extrajo 1 ml de sangre de la vena coccígea con una jeringa previamente 

heparinizada (Inhepar®) con aguja ultrafina de 6 mm y con capacidad de 100 unidades (1 

ml) y desinfectando la zona de punción con etanol 70% (Haskell & Pokras 1994). El 

aislamiento de linfocitos se llevó a cabo aplicando la metodología modificada de Fujiwara et 

al. (2001), Rohilla et al. (2006), Majtánová et al. (2017) y a como se describe en el Capítulo 

3 del presente trabajo, el cual consistió en añadir 3 ml de Ficol (Ficoll-PaqueTM Plus 
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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 sanguínea diluida en disolución salina en proporción 1:1 

(sin mezclar el Ficol con la muestra sanguínea diluida). Los tubos fueron esterilizados 

previamente en una cámara de PCR UV 825-UVC (PlasLabs, Lansing, Michigan, USA) 

utilizando las lámparas germinicidas fluorescentes y luz ultravioleta durante 15 min. Luego 

se centrifugó 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 extraído el plasma, con una jeringa estéril nueva se extrajo la capa de células 

mononucleares y se transfirió a un nuevo tubo con Medium preparado, que consistió 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 solución 

antibiótica antimicótica con proporción de 0.5 mg/5 ml de Medio, Fitohemaglutinina-P 

(Lectina de Phaseolus vulgaris de Sigma-Aldrich®) en proporción 90 mg/5 ml de Medio, 

Benzatina bencilpenicilina (solución antibacteriana de Amsa Laboratorios®) con 0.3 mg/5 

ml de Medio y 0.175 µl de metanol al 10%. 

Las muestras de células blancas se dejaron en incubación por 72 h a temperatura de 28 °C en 

una incubadora Ecoshel DH2500AB de convección natural, con las siguientes condiciones 

de cultivo: 386±1.20 ppm de CO2, Humedad Relativa de 52.10±2.33 % y 0.013±0.001 

mg3/m3 de Compuestos Orgánicos Volátiles Totales (TVOC), parámetros que son 

fundamentales durante el desarrollo del cultivo celular in vitro de linfocitos. El CO2 fue 

monitoreado para evitar el desbalance en los niveles de pH en el cultivo celular sanguíneo 

(Yang & Xiong, 2012; Mani, 2023). Por otra parte, la humedad relativa fue monitoreada para 

prevenir la desecación celular y ayudar la proliferación de linfocitos (Spurbeck et al., 1996; 

Zavala et al., 2017) y el TVOC para dar un seguimiento óptimo sobre el comportamiento de 

los gases, para detectar contaminación y proliferación de bacterias en el cultivo in vitro 

(Reese et al., 2020; Euler et al., 2022). 

Los tubos del cultivo celular fueron agitados con ligereza durante repetidas ocasiones al día 

para favorecer la dispersión celular, la oxigenación y evitar la concentración o traslape de 

células en un punto específico del tubo (Prakash & Srivastava, 2008; Gallego-Murillo et al., 

2022). 
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5.2.3. Protocolo de preparación cromosómica 

Posterior a las 72 h de cultivo, se añadió 50 µl de colchicina al 0.1% diluida en citrato 

de sodio al 1% por cada 5 ml de Medium, agitando suavemente la preparación. 

Inmediatamente las muestras fueron incubadas a 28 °C durante 30 min. Posteriormente, la 

muestra se centrifugó a 7000 r.p.m. durante 10 min; al finalizar este procedimiento, se 

descartó el sobrenadante con la ayuda de una pipeta de polietileno, dejando únicamente el 

botón de células linfocitarias. Posteriormente, el botón celular fue removido cuidadosamente 

con ligeras vibraciones; después, se aplicó tratamiento con solución hipotónica de citrato de 

sodio al 1% (10 ml) y se dejó incubando a 28 °C por 60 min. Después, se añadió 2 ml de 

fijador frío 4 °C en proporción 4:1 (4 ml de metanol: 1 ml de ácido acético glacial) y se 

mezcló suavemente, dejando reposar durante 5 min. El siguiente paso, fue extraer 2 ml del 

cultivo de linfocitos preparado con la ayuda de una micropipeta y se transfirió a tubos de 2 

ml de capacidad. Cada tubo fue centrifugado a 7000 r.p.m. durante 10 min y al finalizar, el 

sobrenadante fue eliminado, dejando únicamente el botón celular.  

Posteriormente, se realizó el siguiente paso repitiéndolo tres veces: Se añadió 1.5 ml de 

fijador 3:1 (3 ml de metanol: 1 ml de ácido acético glacial) y con la ayuda de una pipeta de 

polipropileno se resuspendió el botón celular, dejando reposar a temperatura gélida de -18 

°C durante 5 min, después se agitó la muestra para homogeneizar y se dejó en reposo durante 

10 min a temperatura ambiente, después, cada tubo fue centrifugado a 7000 r.p.m. durante 

10 min.  

El último paso consistió en eliminar el sobrenadante, dejando únicamente el botón celular; 

luego se añadió 0.5 ml de solución hipotónica y 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 utilizó una placa térmica regulando la temperatura a 35 °C y se colocaron 

portaobjetos pretratados con etanol frío a 4 °C para realizar el goteo de las muestras (con 

choque térmico). Antes de realizar el goteo, la muestra se resuspendió 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. Tinción de muestras 
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Cada muestra de portaobjeto fue debidamente etiquetada. Las preparaciones 

cromosómicas se dejaron envejecer por 12 h a temperatura ambiente. Después (utilizando el 

método estandarizado de tinción del Capítulo 1 en el presente trabajo), se llevó a cabo la 

tinción con Giemsa en solución madre a 4.0 °C (sin diluyente) con el empleo de cajas petri 

como base de soporte de los cubreobjetos. El tiempo de exposición de las muestras al 

colorante Giemsa fue de 10 s. Inmediatamente después, se retiró el exceso de colorante con 

la ayuda de una piseta y chorros de agua destilada. Luego, las muestras fueren colocadas en 

posición vertical sobre papel absorbente en un recipiente cilíndrico 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. Microscopía óptica y conteo cromosómico 

Se utilizó un microscopio óptico Axio Scope A1 (Carl Zeiss®), equipado con cámara 

digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®), utilizando el objetivo de 10x para la búsqueda de 

dispersiones celulares de linfocitos y el objetivo de 40x + 1.25x optovar para la toma de 

microfotografías. Dicha búsqueda de dispersiones cromosómicas fue realizada tomando los 

criterios de selección cromosómica de Hernández-Guzmán (2018). Las mejores imágenes de 

campos cromosómicos fueron seleccionadas y tratadas para su optimización en el software 

ZEN/2011 (Carl Zeiss® MicroscopyGmbH, 2011). El conteo de cada cromosoma en las 

dispersiones para determinar el número modal diploide 2n fue elaborado con el software 

ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, USA) aplicando las herramientas de conteo por 

puntos individuales. Las matrices de cada conteo cromosómico fueron transferidos a bases 

de datos en el software de Microsoft® Office Excel LTSC Profesional Plus 2021. 

 

5.2.6. Elaboración de cariotipos y estadística 

Para determinar el cariotipo típico, se emplearon en total 30 metafases mitóticas de 

excelente calidad, 10 del pochitoque común K. l. leucostomum (5 de hembras + 5 de machos), 

10 del pochitoque jahuactero K. acutum (5 de hembras + 5 de machos) y 10 del pochitoque 

escorpión K. s. cruentatum (5 de hembras + 5 de machos). Las mejores imágenes de 

dispersiones cromosómicas fueron recortadas en cromosomas individuales, de los cuales se 
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tomaron las medidas en micrómetros (µm) del brazo corto (p) y brazo largo (q) que sirvieron 

de base para constituir los pares homólogos de cromosomas (cariotipo). 

A los valores de p y q, de cada par homólogo de cromosomas, les fue calculada la media y 

desviación estándar y posteriormente se les calculó la longitud relativa (LR), es decir, la 

longitud promedio en μm de p ó de q, fue dividida por la sumatoria total de p más q del 

complemento cromosómico en μm, multiplicando el valor por 100. 

Los cromosomas, se ordenaron con base en los parámetros bioestadísticos citogenéticos 

propuestos por Levan et al. (1964), como se describe a continuación: proporción de brazos 

r=q/p, índice centromérico i=100(p/p+q) y la diferencia entre brazos cromosómicos d=r-

1(10)/r+1, donde “p” corresponde al brazo corto y “q” al brazo largo. Con dichos parámetros, 

los cromosomas fueron clasificados de acuerdo con la siguiente tabla (Tabla 11) propuesta 

por Levan et al. (1964): 

 

Tabla 11. Nomenclatura de clasificación cromosómica. 

Clasificación Valor r Valor d 

M 1 0 

msm 1 - 3 0 - 5 

stt 3 - ∞ 5 - 10 

T ∞ 10 

M= metacéntrico, msm= metacéntrico-submetacéntrico, 

stt= subtelocéntrico-telocéntrico, T= telocéntrico. 

 

Los ideogramas fueron elaborados seleccionando las dispersiones cromosómicas para la 

elaboración del cariotipo estándar, tomando los caracteres morfométricos del brazo corto “p”, 

centrómero y brazo largo “q” de los cromosomas y calibrando las microfotografías a 10 μm, 

utilizando el software IdeoKar 1.3 de Mirzaghaderi y Marzangi (2015). 

 

5.3. RESULTADOS 

Se analizaron 629 dispersiones cromosómicas, siendo 244 de hembras y 385 de machos en 

el pochitoque común K. l. leucostomum. El número modal diploide en ambos sexos 

correspondió 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 dispersiones 

cromosómicas 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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cromosomas con respecto al número modal, llegando a contabilizar hasta 112 cromosomas 

por dispersión; dicha característica fue observada con muy bajo porcentaje, es decir, 2.0% en 

hembras y 3.1% en individuos machos. El análisis de los parámetros citogenéticos de K. l. 

leucostomum permitió identificar la presencia de cromosomas birrámeos y monorrámeos, 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 

morfología cromosómica fue idéntica en ambos sexos.  

En los pochitoques hembras, el primer par de cromosomas birrámeos presentó medidas 

promedio de 1.41±0.06 μm del brazo corto “p” y 3.15±0.24 μm del brazo largo “q”, mientras 

que el último par de cromosomas birrámeos presentaron medidas promedio de 0.48±0.08 μm 

del brazo “p” y 0.86±0.06 μm. En cuanto a los cromosomas monorrámeos, la longitud 

promedio fue de 1.01±0.08 μm en su primer par y 0.67±0.04 μm en su último par de 

cromosoma. Por otro lado, en los individuos machos los cromosomas birrámeos midieron 

2.20±0.33 μm en su primer par de cromosoma y 0.37±0.12 μm en su último par, mientras 

que los cromosomas monorrámeos tuvieron la longitud promedio de 1.81±0.09 μm en su 

primer par y 0.60±0.08 μm en su último par de cromosoma (Tabla 12). 

Tabla 12. Parámetros citogenéticos de los cromosomas homólogos en hembras y machos del pochitoque 

común K. l. leucostomum. Longitud promedio (µm), longitud relativa promedio (L.R.) y su clasificación. 

Par 

Cromosómico 

Longitud 

(µm) 

p ± D.E. 

Longitud 

(µm) 

q ± D.E. 

 

L.R. de 

p 

 

L.R. de 

q 

 

r 

 

i 

 

d 

 

Clasificación 

Hembras 

1 1.41±0.06 3.15±0.24 2.47 5.53 2.23 30.91 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 33.14 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 1.98 33.54 3.35 msm 

7 0.98±0.08 1.94±0.07 1.73 3.41 1.97 33.62 3.36 msm 

8 0.94±0.08 1.87±0.08 1.65 3.28 1.98 33.51 3.35 msm 

9 0.92±0.10 1.81±0.09 1.61 3.18 1.97 33.66 3.37 msm 

10 0.88±0.07 1.75±0.07 1.55 3.06 1.98 33.59 3.36 msm 

11 0.83±0.06 1.68±0.10 1.45 2.94 2.02 33.13 3.31 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 2.12 32.08 3.21 msm 

14 0.71±0.06 1.34±0.09 1.24 2.34 1.89 34.64 3.46 msm 

15 0.66±0.07 1.24±0.06 1.15 2.17 1.88 34.67 3.47 msm 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



120 
 

16 0.59±0.05 1.16±0.07 1.04 2.03 1.96 33.76 3.38 msm 

17 0.48±0.08 0.86±0.06 0.83 1.51 1.81 35.62 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 34.89 3.02 msm 

2 1.46±0.12 2.82±0.11 2.35 4.52 1.92 34.21 3.42 msm 

3 1.37±0.15 2.51±0.34 2.21 4.03 1.83 35.38 3.54 msm 

4 1.16±0.11 2.62±0.17 1.87 4.21 2.25 30.76 3.08 msm 

5 0.99±0.09 2.36±0.40 1.59 3.79 2.38 29.56 2.96 msm 

6 0.90±0.06 2.46±0.16 1.45 3.95 2.72 26.85 2.69 msm 

7 0.90±0.06 2.10±0.27 1.45 3.37 2.32 30.09 3.01 msm 

8 0.87±0.05 1.96±0.32 1.40 3.15 2.25 30.73 3.07 msm 

9 0.75±0.12 1.78±0.27 1.21 2.85 2.36 29.76 2.98 msm 

10 0.69±0.13 1.57±0.08 1.11 2.51 2.26 30.65 3.06 msm 

11 0.60±0.15 1.54±0.34 0.96 2.47 2.58 27.93 2.79 msm 

12 0.57±0.13 1.53±0.13 0.91 2.46 2.70 27.02 2.70 msm 

13 0.53±0.12 1.33±0.08 0.86 2.13 2.49 28.68 2.87 msm 

14 0.50±0.14 1.24±0.11 0.80 2.00 2.49 28.69 2.87 msm 

15 0.46±0.14 1.18±0.07 0.74 1.89 2.55 28.16 2.82 msm 

16 0.44±0.14 1.11±0.02 0.70 1.79 2.54 28.25 2.82 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  2.91   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   10.0 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.= Desviación estándar, p= brazo corto de cromosoma, q= brazo largo de cromosoma, msm= metacéntrico-

submetacéntrico, T= telocéntrico. 
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De acuerdo con los parámetros bioestadísticos citogenéticos, el armado del cariotipo y el 

ideograma (Figura 18, Figura 19), se logró identificar seis pares de cromosomas grandes (par 

1 al 6), mientras que el resto de los pares homólogos de cromosoma resultaron ser de tamaño 

medio (par 7 al 17) y el resto correspondió a cromosomas de tamaño pequeño (par 18 al 28).  

 

Figura 18. Dispersiones cromosómicas y cariotipo estándar de hembras (A y C) y machos 

(B y D) en el pochitoque común K. l. leucostomum. La barra equivale a 10 μm. 

A B 

C 

D 
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El número fundamental (NF) estandarizado en este estudio para el pochitoque común K. l. 

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

investigación no se logró observar la presencia de cromosomas heteromórficos (Figura 18). 

Adicionalmente, fue posible contabilizar cromosomas supernumerarios o 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. Determinación cromosómica en mitosis de hembras y machos de la tortuga K. 

l. leucostomum. 
 Frecuencia cromosómica  

 2n= 54 2n= 56 2n= 112 Subtotal  
Hembras 10 (4.1%) 229 (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%) 2 (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” 

 

 

Figura 19. Ideograma de pares homólogos de cromosomas del cariotipo estándar en el 

pochitoque K. l. leucostomum. Representación del brazo p cromosómico (en gris), 

centrómero (circunferencia) y brazo q cromosómico (en negro). La barra equivale a 10 μm.  
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En el pochitoque jahuactero K. acutum se identificaron 520 dispersiones cromosómicas, de 

los cuales, en los individuos hembras se analizaron 286 campos cromosómicos y en machos 

234. Se logró estandarizar el número modal diploide, siendo 2n=56 cromosomas el más 

frecuente con el 93.4% (267 dispersiones cromosómicas) en las hembras y el 96.6% (226 

dispersiones) en los individuos machos. El porcentaje restante, se diversificó en dispersiones 

cromosómicas aisladas con 54 cromosomas y con porcentaje de 2.1% en hembras y 1.3% en 

individuos machos. También, se encontraron dispersiones con 58 cromosomas; lo cual, fue 

observada con muy bajo porcentaje de 4.5% en hembras y 2.1% en individuos machos. En 

esta especie solo se identificaron cromosomas birrámeos, siendo en total 56 cromosomas 

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

Los datos biométricos de los cromosomas birrámeos estuvieron conformados por tamaños 

promedio de 1.63±0.19 μm de brazo “p” y 4.25±0.41 μm de brazo “q” en sus primeros pares, 

mientras que, en su último par alcanzaron el tamaño promedio de 0.31±0.08 μm de brazo “p” 

y en brazo “q” con promedio de 0.49±0.05 μm en individuos hembras. En los ejemplares 

machos, los cromosomas tuvieron medida promedio de 1.65±0.15 μm en el primer par de 

brazo corto y 4.05±0.22 μm en su primer brazo largo, mientras que, los cromosomas finales 

tuvieron medidas promedio de 0.40±0.04 μm de brazo “p” y 0.67±0.10 μm de brazo “q”. 

Tabla 14. Parámetros citogenéticos de los cromosomas homólogos en hembras y machos del pochitoque 

jahuactero K. acutum. Longitud promedio (µm), longitud relativa promedio (L.R.) y su clasificación. 

Par 

Cromosómico 

Longitud 

(µm) 

p ± D.E. 

Longitud 

(µm) 

q ± D.E. 

 

L.R. de 

p 

 

L.R. de 

q 

 

r 

 

i 

 

d 

 

Clasificación 

Hembras 

1 1.63±0.19 4.25±0.41 2.16 5.63 2.61 27.69 4.46 msm 

2 1.37±0.12 3.35±0.14 1.82 4.44 2.45 29.03 4.19 msm 

3 1.25±0.05 3.15±0.10 1.66 4.18 2.52 28.42 4.32 msm 

4 1.19±0.03 2.89±0.05 1.57 3.83 2.44 29.08 4.18 msm 

5 1.14±0.05 2.71±0.10 1.51 3.59 2.38 29.60 4.08 msm 

6 1.10±0.07 2.58±0.11 1.46 3.42 2.34 29.93 4.01 msm 

7 1.08±0.08 2.49±0.05 1.43 3.31 2.31 30.20 3.96 msm 

8 1.02±0.11 2.39±0.10 1.36 3.16 2.33 29.99 4.00 msm 

9 0.97±0.09 2.35±0.08 1.28 3.12 2.43 29.13 4.17 msm 

10 0.93±0.08 2.25±0.06 1.23 2.99 2.43 29.19 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 2.46 28.92 4.22 msm 

13 0.83±0.05 1.99±0.07 1.10 2.64 2.39 29.50 4.10 msm 
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14 0.76±0.03 1.82±0.06 1.01 2.41 2.39 29.52 4.10 msm 

15 0.74±0.05 1.73±0.05 0.98 2.30 2.35 29.86 4.03 msm 

16 0.71±0.03 1.61±0.04 0.93 2.13 2.28 30.52 3.90 msm 

17 0.70±0.03 1.54±0.04 0.93 2.04 2.20 31.22 3.76 msm 

18 0.68±0.04 1.49±0.05 0.90 1.97 2.18 31.41 3.72 msm 

19 0.67±0.03 1.40±0.04 0.88 1.85 2.10 32.24 3.55 msm 

20 0.63±0.06 1.36±0.06 0.83 1.80 2.17 31.52 3.70 msm 

21 0.58±0.05 1.26±0.04 0.77 1.67 2.16 31.63 3.67 msm 

22 0.58±0.05 1.16±0.09 0.77 1.54 2.00 33.31 3.34 msm 

23 0.55±0.04 1.02±0.12 0.73 1.36 1.87 34.86 3.03 msm 

24 0.49±0.05 0.87±0.06 0.65 1.15 1.76 36.18 2.76 msm 

25 0.46±0.07 0.79±0.06 0.61 1.04 1.70 37.05 2.59 msm 

26 0.40±0.07 0.72±0.05 0.53 0.96 1.79 35.83 2.83 msm 

27 0.39±0.07 0.60±0.07 0.51 0.80 1.56 39.07 2.19 msm 

28 0.31±0.08 0.49±0.05 0.42 0.64 1.55 39.16 2.17 msm 

Machos 

1 1.65±0.15 4.05±0.22 1.99 4.88 2.45 28.96 4.21 msm 

2 1.44±0.09 3.40±0.09 1.73 4.10 2.36 29.73 4.05 msm 

3 1.31±0.09 3.27±0.07 1.58 3.94 2.50 28.59 4.28 msm 

4 1.20±0.08 3.13±0.08 1.45 3.77 2.60 27.76 4.45 msm 

5 1.09±0.07 2.96±0.09 1.31 3.57 2.72 26.91 4.62 msm 

6 1.06±0.07 2.88±0.08 1.28 3.48 2.71 26.92 4.62 msm 

7 1.03±0.05 2.78±0.07 1.24 3.35 2.70 27.03 4.59 msm 

8 0.98±0.04 2.65±0.11 1.19 3.19 2.69 27.09 4.58 msm 

9 0.94±0.03 2.45±0.06 1.14 2.95 2.60 27.81 4.44 msm 

10 0.92±0.03 2.39±0.08 1.10 2.88 2.61 27.72 4.46 msm 

11 0.90±0.03 2.31±0.08 1.09 2.79 2.56 28.10 4.38 msm 

12 0.88±0.04 2.25±0.06 1.06 2.71 2.55 28.19 4.36 msm 

13 0.85±0.03 2.20±0.05 1.02 2.66 2.60 27.81 4.44 msm 

14 0.82±0.03 2.16±0.09 0.99 2.60 2.63 27.55 4.49 msm 

15 0.79±0.00 2.10±0.10 0.95 2.53 2.67 27.22 4.56 msm 

16 0.75±0.03 1.99±0.08 0.91 2.40 2.65 27.40 4.52 msm 

17 0.73±0.00 1.79±0.12 0.88 2.16 2.45 28.97 4.21 msm 

18 0.69±0.03 1.71±0.10 0.84 2.07 2.47 28.80 4.24 msm 

19 0.64±0.04 1.64±0.08 0.78 1.97 2.54 28.24 4.35 msm 

20 0.63±0.05 1.58±0.06 0.76 1.90 2.52 28.42 4.32 msm 

21 0.61±0.04 1.53±0.07 0.74 1.84 2.50 28.57 4.29 msm 

22 0.59±0.03 1.49±0.09 0.72 1.79 2.51 28.51 4.30 msm 

23 0.56±0.04 1.39±0.11 0.68 1.68 2.47 28.86 4.23 msm 

24 0.54±0.05 1.32±0.08 0.65 1.59 2.43 29.13 4.17 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 2.36 29.74 4.05 msm 

27 0.45±0.06 0.95±0.17 0.55 1.15 2.10 32.27 3.55 msm 

28 0.40±0.04 0.67±0.10 0.49 0.80 1.65 37.69 2.46 msm 

D.E.= Desviación estándar, p= brazo corto de cromosoma, q= brazo largo de cromosoma, msm= metacéntrico-

submetacéntrico. 
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Los parámetros bioestadísticos del cariotipo y el ideograma (Figura 20, Figura 21), se logró 

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

homólogos de cromosoma resultaron ser de tamaño medio (par 7 al 17) y el resto 

correspondió a cromosomas de tamaño pequeño (par 18 al 28). 

Figura 20. Dispersiones cromosómicas y cariotipo estándar de hembras (A y C) y machos 

(B y D) en el pochitoque jahuactero K. acutum. La barra equivale a 10 μm. 

A B 

C 

D 
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El número fundamental (NF) que fue estandarizado en este trabajo para el pochitoque 

jahuactero K. acutum fue de NF= 112, tanto para individuos hembras y machos. En esta 

investigación no se logró observar la presencia de cromosomas heteromórficos ó 

cromosomas sexuales, al igual que estructuras secundarias como los microcromosomas tipo 

“B” (Figura 21). 

Figura 21. Ideograma de pares homólogos de cromosomas del cariotipo estándar en el 

pochitoque jahuactero K. acutum. Representación del brazo p cromosómico (en gris), 

centrómero (circunferencia) y brazo q cromosómico (en negro). La barra equivale a 10 μm. 

 

En el pochitoque escorpión K. s. cruentatum se analizaron 539 dispersiones cromosómicas, 

en las hembras se contabilizaron 204 dispersiones y 335 en los machos. El número modal 

diploide en ambos sexos correspondió a 2n=56 cromosomas, con el 96.6% del total de células 

analizadas en hembras, y 95.8% en individuos machos. Algunas dispersiones cromosómicas 

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 dispersión; dicha 

característica fue observada con muy bajo porcentaje, es decir, 1.5% en hembras y 2.7% en 

individuos machos. El análisis de los parámetros citogenéticos en el pochitoque escorpión 

permitió identificar la presencia de cromosomas birrámeos, de los cuales, se identificaron 28 

pares de cromosomas metacénctricos-submetacéntricos “msm”. Esta morfología 

cromosómica fue idéntica en ambos sexos. 
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En los pochitoques hembras, el primer par de cromosomas birrámeos presentó medidas 

promedio de 1.83±0.15 μm del brazo corto “p” y 3.53±0.25 μm del brazo largo “q”, mientras 

que el último par de cromosomas birrámeos presentaron medidas promedio de 0.58±0.06 μm 

del brazo “p” y 0.82±0.18 μm del brazo largo “q”. Por otro lado, en los individuos machos 

los cromosomas midieron en promedio 1.53±0.17 μm del brazo corto “p” y 3.89±0.59 μm 

del brazo largo “q” en su primer par de cromosoma, mientras que, en sus últimos pares las 

medidas promedio fueron 0.39±0.07 μm del brazo “p” y 0.96±0.07 μm del brazo largo “q” 

(Tabla 15). 

Tabla 15. Parámetros citogenéticos de los cromosomas homólogos en hembras y machos del pochitoque 

escorpión K. s. cruentatum. Longitud promedio (µm), longitud relativa promedio (L.R.) y su clasificación. 

Par 

Cromosómico 

Longitud 

(µm) 

p ± D.E. 

Longitud 

(µm) 

q ± D.E. 

 

L.R. de 

p 

 

L.R. de 

q 

 

r 

 

i 

 

d 

 

Clasificación 

Hembras 

1 1.83±0.15 3.53±0.25 2.35 4.53 1.93 34.14 3.17 msm 

2 1.55±0.17 3.29±0.19 1.99 4.22 2.12 32.04 3.59 msm 

3 1.28±0.23 3.01±0.31 1.64 3.87 2.35 29.82 4.04 msm 

4 1.25±0.18 2.51±0.28 1.60 3.23 2.01 33.20 3.36 msm 

5 1.10±0.18 2.48±0.05 1.41 3.19 2.26 30.72 3.86 msm 

6 1.02±0.21 2.31±0.19 1.31 2.97 2.26 30.66 3.87 msm 

7 1.02±0.19 2.42±0.18 1.30 3.11 2.39 29.54 4.09 msm 

8 1.02±0.21 2.33±0.13 1.30 2.99 2.29 30.36 3.93 msm 

9 0.96±0.18 2.16±0.12 1.24 2.77 2.29 30.41 3.92 msm 

10 0.94±0.16 2.17±0.10 1.21 2.78 2.25 30.75 3.85 msm 

11 0.92±0.17 2.05±0.05 1.18 2.63 2.22 31.05 3.79 msm 

12 0.91±0.15 2.01±0.05 1.17 2.58 2.20 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 32.23 3.55 msm 

15 0.86±0.11 1.76±0.07 1.11 2.26 2.03 32.99 3.40 msm 

16 0.82±0.12 1.71±0.11 1.10 2.19 2.09 32.33 3.53 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 36.58 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 2.73 msm 

21 0.74±0.06 1.36±0.37 0.95 1.78 1.87 34.86 3.03 msm 

22 0.73±0.07 1.25±0.30 0.93 1.60 1.72 36.82 2.64 msm 

23 0.70±0.07 1.18±0.30 0.90 1.52 1.68 37.29 2.54 msm 

24 0.68±0.07 1.13±0.27 0.88 1.45 1.66 37.66 2.47 msm 

25 0.66±0.07 1.05±0.22 0.85 1.35 1.59 38.63 2.27 msm 

26 0.63±0.08 0.98±0.22 0.81 1.26 1.54 39.33 2.13 msm 

27 0.61±0.08 0.91±0.21 0.78 1.17 1.50 40.06 1.99 msm 
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A través de los parámetros bioestadísticos citogenéticos del cariotipo y el ideograma en el 

pochitoque escorpión K. s. cruentatum (Figura 22, Figura 23), se logró identificar seis pares 

de cromosomas grandes (par 1 al 6). El resto de los pares homólogos de cromosoma 

resultaron ser de tamaño medio (par 7 al 17) y el resto correspondió a cromosomas de tamaño 

pequeño (par 18 al 28).  

28 0.58±0.06 0.82±0.18 0.74 1.05 1.42 41.24 1.75 msm 

Machos 

1 1.53±0.17 3.89±0.59 2.07 5.27 2.55 28.20 4.36 msm 

2 1.18±0.09 3.40±0.21 1.59 4.60 2.89 25.71 4.86 msm 

3 1.05±0.08 2.81±0.39 1.43 3.81 2.67 27.27 4.55 msm 

4 0.98±0.08 2.76±0.26 1.33 3.74 2.81 26.23 4.75 msm 

5 0.94±0.03 2.61±0.22 1.28 3.53 2.77 26.56 4.69 msm 

6 0.90±0.04 2.42±0.33 1.21 3.28 2.70 27.04 4.59 msm 

7 0.87±0.06 2.46±0.27 1.18 3.33 2.81 26.22 4.76 msm 

8 0.85±0.09 2.36±0.16 1.10 3.20 2.91 25.57 4.89 msm 

9 0.81±0.10 2.06±0.27 1.15 2.80 2.44 29.09 4.18 msm 

10 0.80±0.04 1.94±0.23 1.09 2.63 2.42 29.23 4.15 msm 

11 0.79±0.10 1.88±0.20 1.03 2.55 2.47 28.79 4.24 msm 

12 0.78±0.05 1.87±0.14 1.07 2.53 2.37 29.66 4.07 msm 

13 0.77±0.05 1.76±0.21 1.05 2.38 2.27 30.60 3.88 msm 

14 0.77±0.04 1.71±0.16 1.04 2.32 2.24 30.91 3.82 msm 

15 0.76±0.04 1.63±0.17 1.04 2.21 2.13 31.95 3.61 msm 

16 0.72±0.04 1.60±0.16 0.97 2.09 2.16 31.69 3.66 msm 

17 0.73±0.08 1.54±0.16 0.99 2.17 2.20 31.27 3.75 msm 

18 0.68±0.05 1.47±0.11 0.92 1.99 2.15 31.73 3.65 msm 

19 0.65±0.05 1.46±0.08 0.87 1.98 2.27 30.62 3.88 msm 

20 0.63±0.04 1.39±0.07 0.85 1.88 2.21 31.17 3.77 msm 

21 0.61±0.04 1.36±0.08 0.83 1.84 2.22 31.05 3.79 msm 

22 0.60±0.03 1.32±0.10 0.81 1.78 2.21 31.14 3.77 msm 

23 0.57±0.04 1.25±0.15 0.77 1.69 2.20 31.26 3.75 msm 

24 0.53±0.06 1.25±0.07 0.71 1.69 2.36 29.77 4.05 msm 

25 0.51±0.02 1.16±0.16 0.69 1.58 2.28 30.47 3.91 msm 

26 0.51±0.06 1.13±0.09 0.68 1.53 2.23 30.95 3.81 msm 

27 0.46±0.05 1.03±0.10 0.62 1.39 2.23 30.92 3.82 msm 

28 0.39±0.07 0.96±0.07 0.53 1.30 2.44 29.08 4.18 msm 

D.E.= Desviación estándar, p= brazo corto de cromosoma, q= brazo largo de cromosoma, msm= metacéntrico-

submetacéntrico. 
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Figura 22. Dispersiones cromosómicas y cariotipo estándar de hembras (A y C) y machos 

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

 

El número fundamental (NF) estandarizado en este estudio para el pochitoque escorpión 

corresponde a NF= 112 para individuos hembras y machos. En esta investigación no se logró 

observar la presencia de cromosomas heteromórficos, ni otras estructuras secundarias al 

complemento cariotípico (Figura 23). 

A B 

C 

D 
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Figura 23. Ideograma de pares homólogos de cromosomas del cariotipo estándar en el 

pochitoque escorpión K. s. cruentatum. Representación del brazo p cromosómico (en gris), 

centrómero (circunferencia) y brazo q cromosómico (en negro). La barra equivale a 10 μm. 

 

5.4. DISCUSIÓN 

El estudio citogenético en las tres especies de pochitoques que se distribuyen en el estado de 

Tabasco, en México, indicó que la cantidad de cromosomas que poseen las células mitóticas 

como en los linfocitos es de 2n=56 cromosomas, lo que es congruente con los reportes 

tempranos en diferentes especies de tortugas dulceacuícolas en kinosternidos por Barros et 

al. (1972), Killebrew (1975), Sites et al. (1979) y los estudios más recientes en dicha familia 

por Hernández-Guzmán (2018) y Hernández-Guzmán et al. (2019). 

De acuerdo con la última investigación citogenética previo al presente estudio, el pochitoque 

común K. l. leucostomum podría tener poblaciones genéticamente diferentes, evidenciado 

por la composición cariotípica particular, a través de la morfología y morfometría de los 

cromosomas, tema que fue abordado por primera ocasión en el estudio de Hernández-

Guzmán et al. (2014, 2015), ya que, en dichos trabajos se logró describir cromosomas 

birrámeos y monorrámeos en los cariotipos de dos poblaciones diferentes en el estado de 

Tabasco, sureste de México, así como diferencias en la clasificación cromosómica, esta 

condición fue reveladora, ya que previamente, solo se habían descrito cromosomas de tipo 
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birrámeos en K. l. leucostomum (Gorman, 1973; Moon, 1974), así como en la especie 

hermana K. l. postinguinale (Killebrew, 1975). 

Puntualmente, las diferencias a nivel de clasificación cromosómica en el pochitoque común 

radican en lo siguiente: mientras que las poblaciones reportadas por Gorman (1973), Moon 

(1974) y Killebrew (1975) describen únicamente cromosomas birrámeos de tipo 

Macrocromosomas “M” y microcromosomas “m” (26 M + 30 m), Hernández-Guzmán et al. 

(2014, 2015) describen dos clasificaciones distintas, la primera constituida por la fórmula 12 

metacéntrico-submetacéntrico “msm” + 22 subtelocéntrico-telocéntrico “stt” + 22 

telocéntrico “T”, la segunda constituida por la fórmula 34 msm + 22 T, siendo esta última, 

idéntico a lo encontrado en el presente estudio. Por otro lado, algunas especies de 

kinosternidos donde si se ha encontrado cromosomas telocéntricos “T” (cromosomas 

monorrámeos), son las tortugas K.  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, 1972; Killebrew, 1975).  

Con respecto al número fundamental, el presente estudio también estuvo conformado por 

NF=90 como se describió en los trabajos de Hernández-Guzmán 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 están constituidos por NF=80 (Stock, 1972). 

De todos los reportes existentes en citogenética de los kinosternidos, solo en el pochitoque 

común se han descubierto estructuras secundarias como los microcromosomas tipo “B” 

Hernández-Guzmán et al. (2014). El número de cromosomas supernumerarios o 

microcromosomas “B” puede variar, ya que son microestructuras con ADN que no cumplen 

con la segregación mendeliana (Houben, 2017; Houben et al., 2019), por lo que, en K. l. 

leucostomum se ha reportado de 1 a 4 cromosomas supernumerarios “B” (Hernández-

Guzmán et al., 2014) y en el presente estudio se lograron identificar de 2 hasta 5 

microcromosomas “B”. 

Estos cromosomas supernumerarios en las células mitóticas, puede tener diferentes orígenes, 

como la asimetría de los microtúbulos que ocasionan deformación 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 reestructuración del genoma, siendo una evidencia 

probable de un remanente de genoma ancestral, es decir, posiblemente los microcromosomas 

“B” sea una muestra de cómo 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 microcromosomas o con otros cromosomas grandes del complemento cromosómico 

“A” (Waters et al., 2021), razón por la que en tortugas se han perdido algunos de estos 

cromosomas o microcromosomas (Waters et al., 2021), lo que explicaría que especies como 

Staurotypus triporcatus, S. salvini y Claudius angustatus posean células somáticas 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 última condición, se ha planteado 

que los cromosomas sexuales en las tortugas S. triporcatus y S. salvini, los cuales son las 

únicas especies con heteromorfismo cromosómico en la familia Kinosternidae, pueden tener 

su origen en los microcromosomas (Sites et al., 1979), hipótesis que es apoyado por los 

últimos estudios en dichas especies por Kawagoshi et al. (2014), Radhakrishnan y Valenzuela 

(2017), donde definen que los cromosomas sexuales en S. triporcatus y S. salvini se encuentra 

en una etapa temprana de diferenciación. Otros autores, han señalado que posiblemente los 

cromosomas supernumerarios sea el resultado ocasional de hibridación interespecífica 

(Martis et al., 2012), incluso hasta un subproducto generado por la contaminación constante 

del ambiente en el que interactúan dichas especies con estas características (Hernández-

guzmán et al., 2014). 

En este estudio, así como en los reportes previos de citogenética en K. l. leucostomum 

(Killebrew, 1975; Hernández-Guzmán et al., 2014; 2015), no se encontraron cromosomas 

sexuales, y esto es debido a que la determinación sexual en esta especie es por el mecanismo 

de variación de temperatura de incubación, también conocida como la determinación 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 

mayoría de los Testudines posee este mecanismo de determinación sexual, y se contrasta con 

18 especies confirmadas que poseen el mecanismo de determinación genotípica del sexo 

“GSD” considerado un mecanismo relativamente moderno por Vogt y Bull (1982), de los 

cuales, y como ya se mencionó anteriormente, las tortugas S. triporcatus y S. salvini son las 

únicas 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 taimán 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. El número modal diploide de esta especie es idéntico a los 

kinosternidos con 2n=56 cromosomas, sin embargo, el cariotipo que representa a esta especie 

de pochitoque, resulta diferente a las clasificaciones cromosómicas descritas previamente en 

K. l. leucostomum por Hernández-Guzmán et al. (2014, 2015), ya que el pochitoque 

jahuactero K. acutum presenta 56 cromosomas metacéntricos-submetacéntricos “msm” vs 34 

cromosomas tipo “msm” del pochitoque K. l. leucostomum, además, manifestándose estas 

diferencias en el número fundamental, siendo NF=112 en K. acutum vs NF=90 en K. l . 

leucostomum de Hernández-Guzmán et al. (2014, 2015). En comparación con otros estudios 

de citogenética tempranos en la familia Kinosternidae, Killebrew (1975) y Sites et al. (1979), 

señalan que varias especies como K. l. postinguinale, K. hirtipes hirtipes, K. flavescens, K. 

baurii, K. subrubrum hippocrepis, K. steindachneri, Sternotherus carinatus, S. odoratus y S. 

minor poseen 24 cromosomas “msm” ó 16 sm + 8 st, así como 32 cromosomas T, con número 

fundamental NF=80. 

Con respecto al pochitoque escorpión K. s. cruentatum, su clasificación cromosómica resultó 

ser idéntico al pochitoque jahuactero K. acutum en el presente estudio, con el mismo número 

diploide 2n=56 cromosomas, con clasificación cromosómica idéntica de 56 cromosomas tipo 

msm, incluso, la morfología y morfometría de los cromosomas resulta muy similar, ya que 

en ambas especies, los pares cromosómicos del 1 al 6, resultan ser cromosomas relativamente 

grandes, mientras que los pares cromosómicos del 7 al 28 son considerablemente pequeños 

(Tabla 14 y 15; Figura 20 y 22). A esto se suma que el número fundamental de ambas especies 

también fue idéntico con NF=112. Además, estos caracteres descubiertos en K. s. cruentatum 

de Tabasco, en el sureste mexicano son reveladores, ya que contrastan con lo reportado por 

Killebrew (1975) en la misma especie con 24 cromosomas “msm” + 32 cromosomas T y 

número fundamental NF=100, datos que reportó de igual manera para la especie hermana K. 

s. scorpioides. 

Posiblemente, la variación cariotípica del pochitoque escorpión 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 dulceacuícolas 

poseen en su complemento cariotípico un conjunto de cromosomas diminutos y a la falta de 

herramientas tecnológicas que permitieran una resolución adecuada para la toma de 

microfotografías, era difícil identificar la morfología y la morfometría de dichos cromosomas 

diminutos, por ello, Bickham (1975), creó una nomenclatura a partir del trabajo de Levan et 

al. (1964) para ajustar y agrupar a los cromosomas grandes y pequeños, a los cuales 

denominó, cromosomas tipo A, tipo B y tipo C, donde a estos últimos los consideró 

microcromosomas, los cuales como característica principal era la nula capacidad de 

distinguir los brazos p y q, así como el centrómero de los cromosomas, teniendo como 

consecuencia de que todo aquel cromosoma pequeño que no fuera posible distinguir dichos 

parámetros se agruparían como microcromosomas ó cromosomas tipo C (Bickham, 1975). 

Esto en principio pareció una solución al problema de la clasificación de cromosomas en las 

tortugas dulceacuícolas, sin embargo, con el tiempo y el avance tecnológico en la 

microscopía, las nuevas existencias de herramientas complementarias al microscopio como 

los softwares especializados en citogenética y las técnicas modernas en citogenética han 

permitido una mejor comprensión y un mejor análisis cariomorfológico en las especies, por 

lo que, ahora es posible identificar la totalidad de los cromosomas que posee una célula 

(Hernández-Guzmán, 2018; Hernández-Guzmán et al., 2014; Hernández-Guzmán & Arias-

Rodriguez, 2024). 

Otra causa podría ser la diferenciación entre poblaciones, ya que, a como se ha confirmado 

la variación cariotípica en el pochitoque común K. l. leucostomum, también en el pochitoque 

escorpión podrían haber más de un cariotipo entre las poblaciones de diferentes zonas 

geográficas, esto podría tomar aún más fuerza, ya que en los últimos años se ha encontrado 

evidencia de cambios genéticos 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 más reciente en K. scorpioides, donde estudios de genética 

molecular y la implementación de árboles filogenéticos se develó nuevos linajes de 

subespecies en K. scorpioides, redefiniendo a las tortugas escorpiones en su genética y en la 

taxonomía (Hurtado-Gómez et al., 2024). 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico



135 
 

Por último, el pochitoque jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpión K. s. cruentatum 

se suman a la gran mayoría de las especies de los kinosternidos que no posee cromosomas 

sexuales, aunque 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 variación cromosómica (birrámeos y monorrámeos) no existe evidencia de caracteres 

heteromórficos diferenciados, por lo que su mecanismo de determinación sexual se basa en 

las variaciones de temperatura “mecanismo TSD” como ha sido documentado por 

Valenzuela (2004) y trabajos pioneros en reproducción y mecanismos de determinación 

sexual en las tortugas dulceacuícolas por Bull (1980), Vogt y Bull, (1982), Ewert y Nelson 

(1991). 

En conclusión, las tres especies de pochitoques presentaron el mismo número de cromosomas 

diploides 2n=56 cromosomas, sólo el pochitoque común K. l. leucostomum, presenta dos 

tipos de cromosomas (birrámeos y monorámeos) con NF=90, mientras que el pochitoque 

jahuactero K. acutum y el pochitoque escorpión sólo presentan cromosomas birrámeos con 

NF=112. El pochitoque común K. l. leucostomum puede ser considerado como una de las 

especies modelos para el estudio de la evolución cromosómica en las tortugas dulceacuícolas, 

basado en la fusión de cromosomas monorrámeos y respaldado por teorías citogenéticas 

tempranas en los kinosternidos, así como evidencias por análisis filogenéticos actuales en la 

familia Kinosternidae que complementan el presente estudio. Se describió el cariotipo inédito 

del pochitoque jahuactero K. acutum, conformado por 56 cromosomas de tipo metacéntricos-

submetacéntricos “msm” y se descubrió variación cariotípica en el pochitoque escorpión K. 

s. cruentatum en comparación con otras poblaciones reportadas previamente. Se descartó la 

presencia de cromosomas heteromórficos en las tres especies de tortugas dulceacuícolas. 
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ANEXO V 

 

 

Lámina V. Dispersiones cromosómicas típicas en hembras y machos de K. acutum (A, B), 

K. s. cruentatum (C, D) y K. l. leucostomum (E, F) aplicando el método de filtro LUT del 

software ZEN/2011 de Carl Zeiss. 

A B 

C D 

E F 
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CAPÍTULO VI 

6.0. CONCLUSIONES GENERALES 

Se desarrolló un nuevo método novedoso de tinción, incluyendo el proceso de fijado 

en muestras de frotis sanguíneos con el que se podrá estudiar a las células hematopoyéticas 

de tortugas dulceacuícolas en diferentes campos de la biología como la citología, citometría, 

genética, citogenética, entre otras, obteniendo imágenes de muy buena calidad que ayudan a 

comprender con mayor precisión dicho material biológico. El método de tinción que se 

propone en este estudio reduce los costos en reactivos durante el proceso metodológico, por 

lo que puede ser considerada una técnica de tinción de frotis económica. Con la calidad de 

imagen demostrado en esta investigación se pretende beneficiar desde el punto de vista 

económico, así como en la calidad de posibles diagnósticos en el campo de la investigación 

científica en biología y veterinaria, beneficiando tanto a la sociedad civil para el cuidado de 

sus mascotas (tortugas y otras especies), así como a los profesionales relacionados con dichos 

estudios. Este nuevo método de fijado y tinción, también fue aplicado en otras 

investigaciones presentadas en este documento, tanto para el estudio de citometría nuclear de 

Feulgen para el análisis de número total de nucleótidos y el cálculo del tamaño del genoma, 

así como para el análisis de linfocitos durante el desarrollo de un protocolo para el cultivo 

celular in vitro, así como para la preparación de muestras para el estudio de cromosomas y 

composición cariotípica en las tortugas tabasqueñas. 

El estudio del tamaño del genoma en las nueve especies de tortugas dulceacuícolas con 

distribución en el estado de Tabasco, reveló su composición genética básica, información 

que es inédita hasta el desarrollo del presente manuscrito. Esta nueva información se suma a 

una serie de esfuerzos en otros campos de la ecología y la biología molecular en tortugas 

tabasqueñas, que, en conjunto permitirán tener un conocimiento más amplio para el 

desarrollo de nuevas estrategias de conservación en el sureste mexicano y otras latitudes. 

Uno de los diversos datos en dicho estudio, fue la revelación del genoma en dos especies, 

como lo fue el caso del chiquiguao C. rossignonii y la tortuga taimán C. angustatus, 

determinándose que el tamaño del genoma más grande encontrado correspondió al taimán 

con 7.58 pg (7413.24 Mpb) y el tamaño del genoma más pequeño correspondió al chiquiguao 

con 4.99 pg (4880.22 Mpb). Además, se identificó variación genética entre especies y en 
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algunos de ellos variación genética entre poblaciones, generando hipótesis sobre el posible 

origen de dichas variaciones genéticas. Esto es importante para las fichas biológicas de las 

nueve especies de tortugas tabasqueñas y su comparación para futuros estudios a nivel 

poblacional en el país. 

Con la necesidad de emplear un método efectivo para el cultivo in vitro de linfocitos para el 

estudio de caracteres cromosómicos y cariotípicos, se desarrolló un protocolo de cultivo 

celular para tortugas dulceacuícolas con distribución tropical, encontrándose que la 

temperatura óptima en el presente estudio fue de 28 °C, mientras que el tiempo óptimo de 

exposición de cultivo fue 72 h. Los resultados contrastaron con varias publicaciones y 

metodologías preexistentes aplicadas en tortugas dulceacuícolas e incluso marinas, donde la 

temperatura de cultivo varía aproximadamente a ±2 °C, mientras que otros parámetros como 

el tiempo óptimo de cultivo también varió en relación de los antecedentes, donde se ha 

reportado hasta 96 h de cultivo. Es un claro ejemplo de la necesidad de estandarizar 

metodologías en especies o grupos taxonómicos específicos en relación a su área geográfica, 

ya que los métodos actuales no están diseñados con una finalidad universal. 

Finalmente, aunque los antecedentes cromosómicos y cariotípicos habían sido previamente 

descritos en los años 70 para las tortugas K. l. leucostomum y K. s. cruentatum, los 

cromosomas y el cariotipo de K. acutum había permanecido en total incógnito. El actual 

estudio demostró que, la resolución y calidad de las imágenes de la época donde se llevaron 

a cabo los estudios, no permitían la correcta identificación, desde caracteres morfológico 

hasta caracteres morfométricos, a diferencia de lo que se puede realizar en el presente. Esta 

hipótesis se comprobó al demostrar, que aquellos componentes que antiguamente eran 

llamados microcromosomas o cromosomas tipo “C” y que no podían ser medidos y 

clasificados, ahora con las herramientas digitales y la evolución microscópica, se pueden 

analizar correctamente, llegándose a medir y clasificar con la nomenclatura clásica de Levan. 

Por ello, los datos que se proporcionan en esta investigación son relevantes para actualizar la 

clasificación cromosómica, así como la estructura de los cariotipos de las especies aquí 

mencionadas, recomendando que dichos estudios continúen con otras especies, donde sus 

antecedentes sean antiguos. 
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Principios bioéticos 

 

El presente trabajo de investigación de Tesis doctoral que lleva como título “Comprendiendo 

el núcleo mitótico de las tortugas tropicales, nativas de Tabasco, México”, el cual fue 

desarrollado en la División Académica de Ciencias Biológicas (DACBIOL) de la 

Universidad Juárez Autónoma de Tabasco (UJAT) fue revisado y con dictamen ético de 

“Aprobado” (Folio 0985) por la Comisión Institucional de Ética en Investigación (CIEI) de 

la UJAT, en México. 

(Se anexa Dictamen ético de CIEI-UJAT). 

 

Para las colectas de las especies de tortugas dulceacuícolas utilizadas en la presente 

investigación, se obtuvo el permiso federal de colecta en territorio nacional ante la Secretaría 

de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) con número de oficio 

SGPA/DGVS/04315, dando cumplimiento a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana 

NOM-126-SEMARNAT-2000, así como para aquellas especies que se encuentran en la lista 

de especies protegidas por la NOM-059-SEMARNAT-2010. 
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Folio 0985

Y despues de haber integrado al expediente las recomendaciones emitidas y entregadas por la 

Subcomision de Biología, Química, Biotecnología Y Ciencias Agropecuarias

La CIEI resuelve lo siguiente

Aprobado

Comentarios/Recomendaciones *

Revisor 1
Proyecto muy interesante que va estudiar algunas especies de tortugas endémicas del estado 
de Tabasco. De acuerdo al documento el proyecto consiste en “un estudio citológico constituido 
por el desarrollo de una técnica hematológica nueva para el estudio de eritrocitos, un estudio 
cariotípico a través de cultivo in vitro de sangre periférica y aplicación de técnica de citometría 
para determinar el tamaño del genoma, con la finalidad de describir por primera ocasión la 
estructura genética de las especies de tortugas dulceacuícola de Tabasco”.

En el protocolo del proyecto mencionan que cuentan con los permisos de la SEMARNAT 
(SGPA/DGVS/04315), documento que les indica y limita acciones a realizar para estudiar estas 
especies. Asi mismo, según describen en materiales y métodos, solo extraerán muestras de 
sangre a las tortugas para su estudio, lo demás se llevará a cabo en laboratorios.

Cabe mencionar que los permisos de la SEMARNAT tiene fecha de 13 junio 2011.

Por lo que, salvo la fecha del permiso si es que ya se hizo el estudio, el mencionado proyecto 
cumple satisfactoriamente con todos los requisitos necesarios y solicitado por esta comisión, y 
se apega a los principios éticos generales y específicos aplicables en la materia para estudiar 
especies animales.

Revisor 2
Se solicita adjuntar el reporte que recibió de la oficina de posgrado.
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* Las recomendaciones se emiten en el entendido que será responsabilidad del investigador 
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un cordial saludo. 
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Resumen de la Tesis: 

 

El estado de Tabasco cuenta con nueve especies de 

tortugas dulceacuícolas. En los últimos años los 

estudios más frecuentes son los de espacio-temporal y 

microorganismos asociados a quelonios; mientras que 

los estudios de genética básica y molecular son 

insuficientes en el grupo de los testudines. En Tabasco 

solo se cuenta con un estudio de citogenética en 

Kinosternon leucostomum leucostomum, Staurotypus 

triporcatus y Trachemys venusta venusta, por lo que se 

desconoce totalmente la estructura citológica y 

genética de las seis especies restantes: Kinosternon 

acutum, K. scorpioides cruentatum, Claudius 

angustatus, Chelydra rossignonii, Rhinoclemmys 

areolata y Dermatemys mawii. Por ello, se realizó un 

estudio citológico constituido por el desarrollo de una 
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técnica hematológica nueva para el estudio de 

eritrocitos, un estudio cariotípico a través de cultivo in 

vitro de sangre periférica y aplicación de técnica de 

citometría para determinar el tamaño del genoma, con 

la finalidad de describir por primera ocasión la 

estructura genética de las especies de tortugas 

dulceacuícola de Tabasco; además de generar 

información inédita en las especies y fomentar una 

mejor descripción en sus fichas biológicas existentes, 

desde el punto de vista individual como especie o como 

poblaciones con fines de conservación, y de aclaración 

de controversias taxonómicas. 

 

 

Palabras claves de la Tesis: 

 

Citología, células, hematología, genética, citogenética, 

cromosomas, citometría, tamaño del genoma, tortugas 

dulceacuícolas, Tabasco. 
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