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Resumen.

RESUMEN

En el presente trabajo se describid el cariotipo de la tortuga dulceacuicola Kinosternon
herrerai (Testudines: Kinosternidae), especie endémica que se localiza en los estados de
Tamaulipas, Veracruz, San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla. Para el andlisis citogenético se
realizaron cultivos de sangre periférica obtenida de la vena caudal de tortugas adultas
machos y hembras colectadas en el estado de Puebla. El procedimiento se basé en la
técnica empleada para el cultivo de linfocitos humanos. Las condiciones adecuadas para el
cultivo de linfocitos de esta especie son: 2ml de medio de cultivo RPMI 1640
complementado con 4 % de fitohemaglutinina, mds 50 pl de sangre heparinizada de la
arteria coccigea, con un tiempo de cultivo de 114 horas a una temperatura constante de
29 °C, aplicacién de 2 horas de incubacidn con colchina y 30 minutos de tratamiento
hipoténico (KCl) a 37 °C.

De acuerdo al tamafio de los cromosomas y la posicién del centrémero se clasificé el
cariotipo de Kinosternon herrerai en 28 pares de cromosomas (2n= 56), los cuales se
organizaron de la siguiente manera: Grupo A con 18 pares de macrocromosomas
metacéntricos y 2 pares de submetacéntricos; Grupo B en el que no se encontraron pares
de macrocromosomas telocéntricos o subtelocéntricos y Grupo C con 8 pares de
microcromosomas. No se encontraron cromosomas sexuales heteromérficos. La férmula
cromosdmica obtenida para Kinosternon herrerai mediante el andlisis morfoldgico de los
cromosomas es F. C. = 20(A):0(B):8(C). El nimero fundamental de la especie es de 72;
este pardmetro es definido como el nimero total de brazos en el complemento haploide.
Al comparar el cariotipo de Kinosternon herrerai con otras especies del mismo género,

asi como con los géneros Staurotypus 'y Claudius pertenecientes a la Familia

Kinosternidae, se podria inferir que hay relaciones filogéneticas entre los or‘ganismos.‘

Wm\fonio R.N.R.
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Introduccién.

1. INTRODUCCION.

Un fenémeno tan comin en la naturaleza que sigue interesando a cientificos de
diferentes dreas, es la presencia de gonocorismo (sexos separados; hembra y macho) en
la mayoria de las especies, principalmente del reino animal. La sexualidad entre los
vertebrados se ve expresada de diversas formas y a diferentes niveles, se pueden
observar peculiaridades a nivel anatémico, fisioldgico o conductual (Crews 1994). La
presencia de ovarios o de testiculos es una de las diferencias principales entre hembras
y machos en especies gonocoricas.

A pesar de que la morfogénesis de las génadas de los distintos grupos de vertebrados es
muy similar, se ha observado que los mecanismos que actdan para la determinacion y el
consecuente desarrollo de un sexo varian de manera considerable. El resto de los
caracteres que diferencian a machos y hembras son considerados como secundarios y en
general son el resultado de la influencia hormonal a la que se exponen las génadas a
partir de su diferenciacién. El desarrollo del sexo de un individuo depende
fundamentalmente de su genotipo, el cual es un equilibrio entre las dotaciones recibidas
de los progenitores en la fecundacién. Sin embargo, los mecanismos involucrados en la
definicion de un sexo u otro no actian de la misma forma en las diferentes especies de
vertebrados (Puertas 1999). La presencia de cierto fenotipo sexual en los adultos es el
resultado de una serie de eventos secuenciales que se llevan a cabo principalmente
durante la embriogénesis. Estos eventos se pueden dividir en tres fases:

1. La determinacion sexual cromosdmica, esta fase se establece al momento de la
fertilizacion y depende de la dotacidn de cromosomas proveniente de cada uno de
los progenitores. Es la fase inicial durante la cual se decide la direccién masculina
o femenina que va a tomar la génada embrionaria indiferenciada, mediante la
cascada de expresion de genes especificos.

2. La diferenciacién gonadal, en esta fase se llevan a cabo los procesos involucrados
en la diferenciacion de la génada, ya sea en un ovario o en un testiculo,

dependiendo del sexo genético del individuo.

@Anfonio R.N.R. 1



Introduccidn.

3. El desarrollo fenotipico, es la etapa en la cual se manifiestan los caracteres
sexuales secundarios y se establece definitivamente el sexo del organismo.
La expresion de los genes determinantes del sexo masculino inducirdn a que se
diferencien las células productoras de andrégenos, transformando la gdnada
indiferenciada en testiculo. En ausencia de dichos factores se activard la transformacién
de células secretoras de estrdgenos, dando lugar a un ovario (Parker et al. 1999). A pesar
de que no se conocen claramente los procesos, se sabe que el evento critico de
determinacién del sexo depende de la expresion sinérgica o en cascada de los genes
presentes en los cromosomas sexuales y/o autosomicos en la génada indiferenciada para
que se desarrolle hacia testiculo u ovario dependiendo de su carga genética (Parker et al.
1999). Una vez estimulados los primordios gonadales, se da inicio a la morfogénesis de las
gonadas. Durante la diferenciacién de los érganos reproductores ocurre una interaccion
entre células germinales (de origen extragonadal) y células somdticas mesodérmicas. En
general, el desarrollo gonadal es un proceso en el que se ven involucradas varias etapas,
las cuales se pueden resumir en:
1. Formacion de las crestas genitales a partir del epitelio celémico y de la
proliferacidn de células mesenquimdticas en ambos lados del mesenterio dorsal.
2. Migracién de las células germinales primordiales extraembrionarias hacia las
crestas genitales.
3. Desarrollo de cordones sexuales en la region medular de la génada indiferenciada
bipotencial y vascularizacién de la misma.
4. Proliferacién de un epitelio organizado, que se inicia con el depésito de una ldmina
basal delgada y de fibras de coldgena.
5. Desarrollo hacia testiculo u ovario mediante la diferenciacién de las células
propias de cada uno de los érganos reproductores.

Para que se lleven a cabo los eventos antes mencionados es necesaria la activacion de

genes especificos que ejercen el control de la diferenciacién sexual. %

®An?onia R.N.R.



Determinacién Sexual en Vertebrados.

1.1 Determinacién Sexual en Vertebrados.

Dentro de los grupos de vertebrados encontramos diversos mecanismos que determinan
el sexo que han de adquirir los individuos a partir de la diferenciacién de sus génadas. El
genotipo es el principal responsable de controlar el fenotipo sexual de cada uno de los
individuos de una misma especie. A este mecanismo se le conoce como determinacidn
sexual genotipica (DSG). Existen especies de animales en las cuales, tanto el genotipo
comn 2| ambiente en el cual se desarrollan los embriones, en conjunto, juegan un papel
importante en la diferenciacién sexual. A la forma anterior se le conoce como
determinacion sexual influenciada por el ambiente (DSA), en este (ltimo caso, la
temperatura (DST) es el factor ambiental mds estudiado (Bull 1980).

Los genes localizados en los cromosomas sexuales ejercen el control final sobre el sexo
que se expresard en la mayoria de los vertebrados, sin embargo, otros animales carecen
de estos cromosomas sexuales. Estas especies cuentan con activadores no genéticos,
tales como la temperatura, que guian la diferenciacién sexual; en este caso el sexo de un
individuo viene condicionado por el entorno en el cual se desarrollan los embriones (Crews
1994). En los mamiferos el sexo estd determinado genéticamente por la presencia del
gen SRY, ubicado en el cromosoma Y, el cual codifica para el factor determinante de
testiculos (FDT). En este caso se presentan cromosomas sexuales heteromérficos, donde
el macho es el sexo heterogamético (sistema X/Y). En aves el sexo se determina
genéticamente, sin embargo, en este caso el sexo heterogamético es la hembra (sistema
Z/W). Aunque no se conoce con detalle el mecanismo de determinacion sexual en aves, se
sugiere que en el cromosoma W se encuentra un gen determinante para ovario o que
posiblemente una dosis doble de genes ligados al cromosoma Z pueden disparar el
desarrollo hacia testiculos (Morrish y Sinclair 2002). En anfibios se presenta
determinacién sexual genotipica, con sistemas cromosdmicos tanto X/Y como Z/W,y
posiblemente la temperatura no influye en el desarrollo sexual. Contrario a los grupos

anteriores, en los reptiles podemos observar que se presentan tanto mecanismos de DSG

como DSA y sus variantes. b
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Determinacion Sexual en Reptiles.

1.2 Mecanismos de Determinacién Sexual en Reptiles.
Dentro de la Clase Reptilia (reptiles), se ha observado tanto determinacién sexual
genotipica como ambiental, las cuales varian en cada uno de los diversos Ordenes y
Familias (Bull 1980, Bull et a/ 1985, Janzen y Paukstis 1991 a, b, Wibbels et a/ 1994).
Considerables estudios en reptiles han demostrado que la temperatura en la que se
desarrollan los embriones, es uno de los factores ambientales que influye en la
diferenciacién sexual (Ciofi y Swingland 1997); esto se ha visto en todos los cocodrilos,
muchas tortugas y algunas lagartijas (Tabla I).
El Orden Squamata, que incluye a las serpientes, muestra sistemas cromosémicos
homomdrficos (sin cromosomas sexuales) y heteromérficos (con cromosomas sexuales ).
La presencia de cromosomas sexuales hace suponer que la determinacién sexual estd
bajo control genético (Ciofi y Swingland 1997). Por otro lado, no se ha encontrado sesgo
hacia alguno de los sexos cuando se incuban huevos a distintas temperaturas, por lo que,
en el caso de las serpientes se considera que el principal mecanismo es la determinacion
sexual genotipica (DSG). En este orden también se incluyen las lagartijas, en las cuales
se ha observado determinacion sexual influenciada por la temperatura y genotipica, en
donde se han evidenciado cromosomas hetermérficos (con hembras o machos
heterogaméticos) y homomérficos (Zug et al. 2001).
En el grupo de las Tortugas (Orden Testudines) se nota que la mayoria de las especies
muestran determinacion sexual influenciada por la temperatura de incubacién de los
embriones (DST) y solo un pequefio porcentaje de las especies exhiben DSG. Aquellas que
tienen el mecanismo de DSG se encuentran en las familias Emydidae, Chelidae (Bull et al.
1985), Trionychidae (Vogt y Bull 1982) y Bataguridae (Zug et a/ 2001) y en la subfamilia
Staurotypinae (Vogt y Flores-Villela 1992).
El tuatara Sphenodon punctatus (Orden Rhynchocephalia) manifiesta cromosomas
sexuales homomérficos y DST, en donde los machos se desarrollan a temperaturas
cdlidas. La otra especie de tuatara, S. guntheri, al parecer también muestra DST, sin
embargo, Cree et al (1995) no aseguran que la temperatura influya en la diferenciacién

del sexo de los adultos.
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Determinacién Sexual en Reptiles.

En cocodrilos, caimanes y gaviales (Orden Crocodylia) se sabe que no portan cromosomas

sexuales heteromdrficos y al parecer la temperatura influye en la determinacién del

sexo de la progenie. La presencia de DST se ha comprobado en aproximadamente 11 de

las 22 especies que existen en el mundo (Ciofi y Swingland 1997) por lo que la presencia

de este mecanismo en el resto de las especies es muy probable.

Tabla I. Mecanismos de determinacidn sexual genotipica y ambiental (temperatura) en Ordenes y
Familias de reptiles (Zug et a/ 2001).

[ Orden Reptilia.

Determinacién Sexual Genotipica.

Determinacién Sexual

. Machos Hembras Homogaméticos. | dependiente de la
\ heterogaméticos. | heterogaméticas. Temperatura.
Testudines Chelidae, Bataguridae. Chelidae. Pelomedusidae,
Bataguridae, Podocnemididae, Bataguridae,
Staurotipinae. Carettochelydae,
Cheloniidae, Chelydridae,
Dermatemydidae,
Dermochelyidae, Emydidae,
Kinosternidae, Testudinidae,
Trionychidae.
Crocodylia No presente. No presente. No presente. Alligatoridae, Crocodylidae,

Gavialidee.

Rhynchocephalia

No presente.

No presente.

No presente.

Sphenodontidae.

Squamata No presente. Boidae, Colubridae, | Colubridae, No presente.
(serpientes) Elapidae, Elapidae.
Viperidae.
Squamata Iguania, Teiidae, |Gekkonidae, Iguania, Teiidae, | Iguania, Gekkonidae,
(lagartijas) Gekkonidae, Lacertidae, Gekkonidae, Lacertidae.
Scincidae. Amphisbaenia, Lacertidae,
Varanidae. Scincidae.

En lagartijas y tortugas se halla gran variabilidad en cuanto a la presencia de los

mecanismos de determinacion sexual. En ambos grupos se han descrito tanto mecanismos

de DSG como de DST. A nivel de Familia presentan distintos mecanismos de

determinacién sexual, como en el caso de la Familia Emydidae (Ciofi y Swingland 1997).

En la tabla T se incluyen las Familias de reptiles para las cuales ya se reconoce la

presencia de algin mecanismo de determinacion sexual. »
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Determinacién Sexual Genotipica.

1.2.1 Determinacion Sexual Genotipica.

El mecanismo de determinacion sexual genotipico, se denomina asi debido a que la
diferenciacién de los sexos estd estrechamente ligada a genes especificos que disparany
controlan el desarrollo del sexo del individuo. En este caso el sexo de los individuos esta
determinado en el momento de la fecundacidn, dependiendo de la dotacidn cromosdmica
proporcionada por cada uno de los progenitores (Puertas 1999).

Cuando se presenta el mecanismo de determinacion sexual genotipico, por lo general
estdn presentes cromosomas sexuales, los cuales se utilizan como indicadores de la
actividad genética relacionada con el sexo (Bull 1980). Debido a la presencia
caracteristica de cromosomas sexuales en este mecanismo, también se ha denominado
como determinacion sexual cromosdémica (Pieau et al 1999). De acuerdo al tipo de
cromosoma sexual existen bdsicamente tres sistemas cromosémicos de determinacion
del sexo (Ciofi y Swingland 1997):

1. Sistema XX/XY, en este caso las hembras poseen un par de cromosomas sexuales
homomérficos (XX) y los machos un par de cromosomas heteromérficos (XY). Una
variante de este sistema es el caso XO en donde se observa un solo cromosoma
sexual (el denominado X), que generalmente se presenta en los machos y las
hembras portan un par de este cromosoma (XX). Otras variantes implican la
presencia de varios cromosomas X 6 Y por lo que se observan cromosomas
sexuales multiples como por ejemplo el XXX/XXY.

2. En el sistema ZZ/ZW, las hembras son las que portan un par de cromosomas
sexuales heteromdrficos (ZW) y los machos un par homomdrfico (ZZ). En este
sistema también se han observado variantes de cromosomas mdltiples como
Z77/ZZW.

3. Sin cromosomas sexuales diferenciados, en este caso no se han identificado
cromosomas heteromérficos en ninguno de los sexos (Wibbels et a/ 1994), por lo
que no se conocen los cromosomas que contienen los genes relacionados con la

determinacién sexual de los individuos.
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Determinacion Sexual Genotipica.

Las letras X, Y, Z y W utilizadas en cada caso son notaciones con las que se indica la
presencia de cromosomas sexuales y no hacen referencia a su forma o tamafio.

Los cromosomas sexuales pueden contener un solo locus determinante del sexo o varios
loci estrechamente ligados para ese fin, ademds de otros loci autosdmicos (Puertas
1999).

En el sistema cromosémico, en el cual no se observan cromosomas sexuales
heteromorficos, los individuos presentan un cariotipo en el que cada uno de los
cromosomas tiene su homélogo morfoldgicamente idéntico, tanto en hembras como en
machos (Wibbels et a/ 1994). Esta forma de determinacién del sexo se observé en la
tortuga Apalone (Trionix) spiniferus cuando se incubaron sus huevos a 5 diferentes
temperaturas y se analizaron los radios sexuales de nidos naturales (Vogt y Bull 1982).
Los resultados indicaron que tanto en el laboratorio como en el campo se tenian radios
sexuales 1:1, lo que significa que no hay una inclinacién a favor de la diferenciacién hacia
hembras o machos al variar las temperaturas de incubacion. Estos datos difieren de los
que se presentan en trabajos de especies con deferminacién sexual que es influida por el
ambiente (DSA), en donde los radios sexuales se ven sesgados hacia hembras o machos
dependiendo de la temperatura de incubacién de los embriones. En la tortuga A.
spiniferus no se encontraron cromosomas sexuales, por lo que se sugiere que el control
genético de la determinacion sexual de esta especie puede haberse originado
recientemente (Vogt y Bull 1982).

En mamiferos, la determinacién sexual implica una cascada de sefiales de genes,
proteinas, hormonas, factores de transcripcion, asi como otras moléculas celulares que
estdn estrechamente relacionadas al sexo. Aunque no se conoce la funcidn exacta de
muchos de estos componentes se sabe que juegan un papel importante en el desarrollo

del sexo. Ademds, se ha observado que no solo los genes presentes en los cromosomas

sexuales participan en este proceso sino también los autosémicos. =
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Determinacién Sexual Ambiental.

1.2.2 Determinacion Sexual Ambiental (Temperatura /DST).

El principal factor ambiental que se ha considerado como inductor de la diferenciacion
sexual es la temperatura (DST; Crews 1994), aunque también se ha sugerido que la
humedad puede influir en la diferenciacién sexual en tortugas como Chrysemys picta,
pero ha sido poco estudiado (Gutzke y Paukstis 1983). En una especie con DST, la
proporcion de sexos de las crias que eclosionan de huevos incubados a diferentes
temperaturas muestran un sesgo, es decir, que la cantidad de machos y Hembr‘as no es 1:1
como ocurre con DSG (Janzen y Paukstis 1991a). En el caso de la DST se tiene una
temperatura umbral o zona de transicién en la cual la proporcién de hembras y machos es
1:1 y puede variar de una especie a otra. La determinacidn del sexo dependiente de la
temperatura se identificé hace mds de 40 afios, cuando Charnier (1966) encontré que la
tfemperatura a la que eran incubados los huevos del lagarto arco iris (Agama agama)
gobernaba su proporcién sexual (Bull 1980). Se han distinguido tres patrones generales
de la determinacidn sexual dependiente de la temperatura denominados:

1. Patrén tipo A: en este caso se producen hembras a temperaturas bajas de
incubacién en los embriones (menores a 31°C en Alligator mississippiensis) y
machos a temperaturas altas (mayores a 33°C en A. mississippiensis). En el
intervalo de 31 a 33°C se desarrollan tanto hembras como machos (Deeming y
Ferguson 1988).

2. El tipo B es el proceso inverso, en Trachemys scriptalas hembras se desarrollan a
temperaturas altas (mayores a 30°C)y los machos a bajas (menores a 27°C, Ewert
y Nelson 1991), en este caso las temperaturas de incubacién son muy diferentes
para A. mississippiensis y varia segtn las especies.

3. En el tipo C, conocido en la tortuga Chelydra serpentina, las hembras se
desarrollan a temperaturas altas (mayores a 30°C) y bajas (menores a 20°C) y los
machos en temperaturas intermedias (entre 23 y 26°C); en este caso se tienen
dos zonas de transicidn (de 21 a 23°C y de 26 a 29°C) en las cuales se desarrollan

tanto hembras como machos (Wilhoft et a/ 1988).
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Determinacién Sexual Ambiental.

El tipo A se ha reportado para lagartijas, caimanes y cocodrilos; el tipo B principalmente
en tortugas y el C en cocodrilos (3 especies), tortugas (3 especies) y una lagartija (Bull
1980, Head et al. 1987, Janzen y Paukstis 1991 a y b). Ewert et a/ (1994) reportan dos
patrones de DST en tortugas, el Iay el II (Tipos B y C: Bull 1980). El patrdn Ia se
encuentra en las familias Carettochelyidae, Cheloniidae, Dermochelyidae, Emydidae y
Testudinidae, y en la subfamilia Batagurinae. Tiene una sola zona de transicién de la
temperatura debajo de la cual la incubacién es un 100 % machos y sobre de esta se
produce un 100% de hembras. El patrdn II se conoce en Pelomedusidae, Kinosternidae,
Chelydridae y Bataguridae. Tiene dos zonas de transicién, con desarrollo de machos

predominantes en las temperaturas infermedias y hembras en ambos extremos.

Tabla IT. Patrones de determinacién sexual dependiente de temperatura (DST, Head et al 1987).

Bull |Ewerty |Zonade |Temperatura | Temperatura | Familias o subfamilias en | Graficas de
1980. | Nelson, | transicién. | de formacion |de formacion | las que se presenta. proporcién de
1991 de hembras | de machos. machos™
A Ib 1 Bajas Altas No registrada en tortugas. ol
05 f
o
20 40
B Ta 1 Altas Bajas Carettochelyidae, o
Emydidae Cheloniidae, s X
Dermochelyidae, o
Testudinidae y 20 w0
Batagurinae.
C II 2 Altas y bajas | Intermedias |Pelomedusidae, wod
kinosternidae, Chelydridae | . A
y Bataguridae o
20 40

La subfamilia Kinosterninae presenta mecanismos de determinacién sexual influenciados
por la temperatura de incubacién de los embriones en las especies Kinosternon
flavescens, Sternotherus (Kinosternon*) odoratus (Vogt et al 1982), K leucostomum
(Vogt y Flores-Villela 1992), K. scorpioides cruentatum, S. (K*) carinatusy S. (K*) minor
(Ewert y Nelson 1991). Estas especies no presentan cromosomas sexuales que son
caracteristicos de la DSG. *Actualmente las especies de Sternotherus se consideran

dentro del género Kinosternon segtn la revision mds reciente de la familia Kinosternidae

(Iverson 1997). =
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Diferenciacién Sexual.

1.3 Diferenciacion Sexual.
Independientemente del mecanismo de determinacién sexual que se presente en una
especie, es claro que el componente genético es el factor principal que actda en la
diferenciacién sexual. Tanto en la DSG como en la DST la regulacién de la expresidn
génica juega un papel importante en la diferenciacion, solo que a distintos niveles del
desarrollo embrionario. Lo anterior se debe a que, una vez activada la cascada de sefiales
que regulan la diferenciacién sexual, se sigue el patrén establecido en el componente
genético. En el caso de la DSG, la cascada de expresidn se inicia con la activacién de
genes que controlan la produccion de proteinas, hormonas y enzimas necesarias; en el
caso de la DST el ambiente externo (temperatura) es el activador de la cascada de

expresién que conducird a la expresidn de uno u otro sexo (Korpelainen 1990).

1.3.1 Gé6nada Bipotencial.
El desarrollo de las gonadas, de las gldndulas adrenales y del rifién estdn intimamente
relacionados. La temperatura de incubacién influye en la diferenciacién sexual
dnicamente durante un tiempo a lo largo del desarrollo embrionario, a este lapso se le
conoce como periodo termo-sensible (PTS 6 TSP por sus siglas en inglés). La duracién del
PTS es variable para las diversas especies y puede abarcar del 18 al 30 % del desarrollo
embrionario (Pieau et a/ 1999). La diferenciacién sexual de las génadas ocurre al final de
este periodo termo-sensible. Pieau et al 1999 describieron la diferenciacion gonadal
basados en estudios realizados en la tortuga Emys orbicularis'y en el cocodrilo Alligator
mississippiensis, los cuales presentan una morfologia gonadal similar (Figura 1). La
proliferacién del epitelio celdmico en la superficie ventromedia de los rifiones
mesonéfricos ubicados a cada lado del mesenterio dorsal da origen a los primordios
gonadales o crestas genitales. Las células germinales primordiales (CGP) migran al
primordio gonadal a través del mesenterio dorsal y se establecen dentro de las crestas
genitales. A partir del arribo de las C6P en etapas iniciales comienza la proliferacién de

células mesenquimdticas y del epitelio celémico que contribuyen a la formacién de los
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Diterenciacion gonadal.

cordones sexuales en la region medular de las crestas genitales, constituyéndose asi la
gdénada indiferenciada o bipotencial.
Posteriormente se inicia la acumulacién de una delgada ldmina basal y de fibras de

coldgena que participan en la organiacion de un epitelio organizado.

1.3.2 Diferenciaciéon Gonadal.

En tortugas, las células germinales primordiales migran desde la cresta germinal
posterior hacia la génada a través del mesenterio dorsal. El epitelio externo de la cdpsula
de Bowman de los corpudsculos de Malpighi, el epitelio celémico que rodea a los rifiones
mesonéfricos y el epitelio germinal son los sitios en los cuales las células epiteliales
proliferan y por acumulacién en el mesénquima constituyen una médula en la parte interna
de las gdnadas. Dichas células se organizan creando cordones denominados cordones
medulares o sexuales. Esta estructura gonadal se puede apreciar en ambos sexos hasta
antes del periodo termosensible y es considerada una génada indiferenciada. En la figura
1 se pueden observar los cambios morfoldgicos que se llevan a cabo desde la creacién del
primordio gonadal hasta el establecimiento de las génadas en el momento de la eclosién
de las crias.

En las génadas que responden a temperaturas masculinizantes se comienzan a diferenciar
los linajes celulares (células de Sertoli) caracteristicos de testiculos, observdndose un
desarrollo de cordones seminiferos en la médula. En general, la morfologia del testiculo
consiste de cordones seminiferos, rodeados de tejido intersticial muy vascularizado, con
una cdpsula de tejido conjuntivo constituida principalmente por fibras de coldgena. Al
final del desarrollo se diferencian las células de Leydig en el tejido intersticial.

En hembras, la migracidn de las células germinales hacia la corteza y la proliferacién de
células epiteliales son eventos caracteristicos que dan como resultado un arreglo
compacto. Al final del PTS las CGP generalmente entran en meiosis. Al momento de la

eclosidén, los ovocitos en crecimiento se encuentran contenidos en los foliculos

primordiales, los cuales parecen derivar de la proliferacién del epitelio germinal. b
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Diferenciacién gonadal.

Antes del PTS

Comlenzo del PTS

Final del PTS

Eclosion

Testiculo Ovario

Figura 1. Diferenciacién gonadal en reptiles con determinacion sexual dependiente de temperatura:
a, albuginea; BcMe, Capsula de Bowman del corpisculo de Malpighi; bv, vasos sanguineos; ¢, corteza;
ce, epitelio celdmico; dm, mesenterio dorsal; gc, células germinales: ge, epitelio germinal; J, lagunas:
Le, células de Leydig: m, médula; mc, cordones medulares; mm, mesénquima mesonéfrico; mt, tubo
mesonéfrico; oo, ovocitos; pf, foliculos primarios; rc, cordones: rca, red de cordones; sca, cordones
seminiferos (Pieau et a/ 1999).
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Estudios Citogenéticos en Tortugas.

1.4 Estudios Citogenéticos en Tortugas.

La realizacién de estudios de cardcter citogenético nos permiten conocer la presencia o
ausencia de cromosomas sexuales heteromorficos, los cuales, por lo general se utilizan
como indicadores de DSG. Esto es de gran importancia porque de esta manera se sabe
cual es el fragmento del genoma que contiene los genes determinantes del sexo y se
pueden observar las diferencias morfoldgicas entre dichos cromosomas (Bull 1980).

Los cromosomas pueden ser observados al microscopio cuando se obtienen a partir de
cultivos celulares /n vitro. Los mds frecuentes son obtenidos a partir de linfocitos de
sangre periférica u otras fuentes como biopsias de piel o de diferentes tejidos. Los
cromosomas se capturan en preparaciones cuando se encuentran en profase tardia o en
metafase, una vez que se ha replicado y estd compuesto por dos cromdtidas hermanas
que se encuentran unidas por el centrémero (Hare y Singh 1979, Salamanca 1990).

En cada especie, los cromosomas se encuentran en ndmero constante y presentan
estructura y morfologia definidas (Sdez y Cardosc 1978). En células somdticas hay dos
series de cromosomas homdlogos (ndmero diploide; 2n) provenientes de las lineas
materna y paterna (Clarck y Wall 1996). Es por lo anterior que la expresion génica estd
sujeta a la modulacién adecuada de la interaccién de un gen con uno o varios genes
distintos. En células germinales solo se encuentra una serie de cromosomas (nimero
haploide; n), que serdn aportados a la siguiente generacién durante la fertilizacién (Séez
y Cardoso 1978, Hare y Singh 1979). El ordenamiento de todos y cada uno de los
cromosomas en grupos que van de acuerde a su tamafio y segin la localizacion del
centrémero es a lo que se le denomina cariotipo y éste se presenta en forma de un
esquema denominado idiograma (Clarck y Wall 1996, Tamarin 1996). El cariotipo se
establece por medio de su férmula cromosdmica, la cual consta del nimero total de
cromosomas (ntimero diploide, 2n) y el complemento gonosémico o sexual (Salamanca
1990). A los cromosomas que no son los sexuales se les denomina cromosomas
autosémicos (Paniagua et al 2000). Con el estudio del cariotipo es posible saber cual de
los dos sexos es el que presenta los cromosomas heteromdrficos (Hare y Singh 1979,

Tamarin 1996, Puertas 1999).
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Estudios Citogenéticos en Tortugas.

El desarrollo de diversas técnicas de tinciéon denominadas "de bandas” han permitido

identificar con mayor precisién a cada uno de los pares de cromosomas durante la

realizacion de un cariotipo. Estas técnicas se basan en la tincidén diferencial de los

cromosomas que se observa como segmentos claros y obscuros o fluorescentes y no

fluorescentes dependiendo de la solucidn utilizada (Hare y Singh 1979, Salamanca 1990).

Los cromosomas se clasifican en 4 tipos de acuerdo a su morfologia en metafase. Para

distinguir los brazos formados por la posicion del centrémero, se designa como p al brazo

pequefio y como g al brazo largo (Sdez y Cardoso 1978, Tamarin 1996). Los tipos son:

1. Metacéntricos, con los brazos de igual o mas o menos el mismo tamafio.

2. Submetacéntricos, un brazo tiene de la mitad a un tercio de la longitud del otro.

3. Acrocéntrico o subtelocéntrico, uno de los brazos solo es de la tercera a la séptima
parte del famafio del otro brazo.

4. Telocéntrico, el centrémero se localiza muy cercano al extremo del cromosoma, de
tal modo que tiene un solo brazo.

Para describir el cariotipo de tortugas, Bickham y Carr (1983) sugieren organizar tres

grupos de cromosomas que se describen con una férmula cromosdmica (F. C.) en la que se

indica la cantidad de cromosomas en cada grupo (A:B:C) segun la siguiente clasificacién:

e Grupo A, se incluyen los macrocromosomas (Mc) submetacéntricos y metacéntricos.

e Grupo B, aqui se colocan los macrocromosomas subtelocéntricos y telocéntricos.

e Grupo C, este incluye a todos los microcromosomas (mc, Figura 2). 2

AK_ ol 2% 33 :
au &lln»u
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C o i&«u!oofeun«.nug
b 2y gy

Fiéurc 2.-C_a;i-otipo de la tortuga Kinosternon scorpioides
cruentatum 3 (2n=56, 6:6:16) con bandas G (Sites et al.
1979a).
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Obtencién del Cariotipo en Tortugas.

1.4.1 Obtencion del Cariotipo en Tortugas.
Las técnicas mds utilizadas para la elaboracidn de cariotipos en tortugas, por lo general,
requieren del sacrificio de los individuos con el propdsito de hacer cultivos celulares. A
partir de dichos cultivos se obtienen células mitéticas que proporcionan los cromosomas
gue son fijados durante la metafase y los cuales pueden ser analizados al microscopio
gracias a diversas técnicas de tincion (Goyenechea 2001).
Entre las técnicas a las que se recurre cominmente estdn las siguientes:
1. Las que se elaboran a partir de cultivos celulares de fibroblastos provenientes de
musculo cardiaco (Sites et al 1979a).
2. Uso de cultivos de células sanguineas obtenidas por:
a) Puncién cardiaca de individuos recién eclosionados.
b) De la vena yugular de ejemplares adultos.
¢} Uso de drganos completos como el bazo o el rifién (Goyenechea 2001).
3. Realizacidn de preparaciones cromosdmicas por medio de acoplamiento en
monocapa a partir de epitelio cérneo (Killebrew 1975).
4. Elaboracién de preparaciones a partir de diversos tejidos como médula dseaq,
testiculo, bazo y epitelio intestinal, entre otros (Goyenechea 2001).
Una técnica empleada para la obtencién de cariotipos que no requiere del sacrificio de los
ejemplares consiste en obtener muestras sanguineas tomadas de la cola. Sin embargo, se
requiere de un tratamiento previo, durante el cual se inyecta a los individuos con
fitohemaglutinina (para estimular a los leucocitos a que entren en mitosis),
posteriormente se les inyecta colcemida, se mantienen por 20 minutos a 40° C para
estimular la produccién de leucocitos y finalmente se obtienen las muestras sanguineas
con las cuales se elaboran las preparaciones cromosomicas después de centrifugar la
sangre durante 5 minutos a 1000 revoluciones por minuto en tres ocasiones consecutivas
para decantar el plasma (Goyenechea 2001).
En particular, la Familia Kinosternidae se ha estudiado poco (Tabla III), actualmente se
cuenta con el cariotipo de 13 de las 22 (59 %) especies reconocidas por Iverson (1997,

Anexo 1).
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Obtencion dei Cariotipo en Tortugas.

El cariotipo de esta familia muestra un componente cromosdmico constante dentro de los
distintos grupos. Se observan componentes de 2n=56 y 2n=54, que se organizan en 28 y
27 pares de cromosomas respectivamente (Tabla III). Para cada una de las especies, la
organizacion de los cromosomas en los diversos grupos varia dependiendo del autor de
cada uno de los trabajos.

Sites et al (1979a) establecieron el cariotipo de 4 especies de Kinosternon, una de
Sternotherus (actualmente es el género Kinosternon) y una de Staurotypus (todos estos
son géneros de la familia Kinosternidae). En Kinosternony Sternotherus encontraron un
componente cromosémico de 2n=56. Describen 24 macrocromosomas (Mc) y 32
microcromosomas (mc) con una formula cromosdmica de 6:6:16. Esta distribucidn difiere
con la reportada por Killebrew (1975) para otras especies de los mismos géneros.
Staurotypus salvinii tiene una formula cromosdémica de 7:5:15 con 54 cromosomas.
Killebrew en 1975 determiné el cariotipo de 10 especies de tortugas del género
Kinosternon y una de Staurotypus. En su trabajo encontré que todas las Kinosternon
tienen el mismo ndmero cromosdmico diploide (2n=56). Todas las especies que analizé
exhibieron 26 Mc y 30 mc. En los 13 pares de macrocromosomas incluye 7 pares
metacéntricos, 4 submetacéntricos y 2 tfelocéntricos, por lo que tienen una férmula
cromosémica de 11:2:15. La especie Staurotfypus tripocatus tiene un total de 54
cromosomas y una férmula cromosémica de 22:2:14.

Las especies de Staurotypus poseen cromosomas sexuales (Bull et al 1974, Sites et al.
1979b), a diferencia del resto de las especies, para las cuales no describen dichos
cromosomas, por lo que machos y hembras muestran cariotipos idénticos. La existencia
de cromosomas sexuales en Staurotypus concuerda con la expresion del mecanismo de
determinacion sexual genotipico descrito por Ewert y Nelson (1991) y por Vogt y Flores
Villela (1992). La especie Claudius angustatus es otra de las tortugas de la subfamilia
Staurotypinae que manifiesta determinacion sexual genotipica (Vogt y Flores Villela

1992), sin embargo no se han identificado cromosomas sexuales.
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Obtencién del Cariotipo en Tortugas.

Tabla III. Especies y subespecies de la Familia Kinosternidae de las que se ha descrito el cariotipo. Mc macrocromosomas, mec microcromosomas, A grupo
que incluye metacéntricos (M) y submetacéntricos (5m), B grupo que incluye telocéntricos (T) y subtelocéntricos, C grupo que incluye los microcromosomas,
F. €. férmula cromosémica, ND no se cuenta con la informacién disponible, C. S. Cromosomas sexuales, XY cromosomas sexuales, NP no presentes, M D 5
mecanismo de determinacién sexual, NR no reportado, DST determinacién sexual influenciada por la temperatura, DSG determinacién sexual genotipica.

\Taxén. 2n. | Mc. | mc. A. B. | C F. C. C.S. | M. D. S |Fuente.
Kinosternon bauri. 56 | 24 | 32 12M 127 | 32 | 6:6:16 NP NR Sites et al 197%a.
K. bauri bauri 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 1215 NP NR Killebrew 1975.
k._b. palmarum. 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 11:2:15 NP NR Killebrew 1975.
K._cruentatum cruentatum. 56 | 26 | 30 | 14M-8Sm | 4T | 30 | 1L:2:15 NP NR Killebrew 1975.

K flavescens. 56 | ND | ND | 16(M-Sm) | 85t | ND ND NP DST Stock 1972.

K f. flavescens. 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 11:2:15 NP NR Killebrew 1975.

K hirtipes 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 1L:2:15 NP NR Killebrew 1975.

K._subrubrum 56 | ND | ND | 16(M-Sm) | 85t | ND ND NP NR Stock 1972.

K. s. hippocrepis 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 11:2:15 NP NR Killebrew 1975.

K s. steindachneri 56 | 26 | 30 | 14M-8Sm | 4T | 30 | 11:2:15 NP NR Killebrew 1975.
56 | 24 | 32 12M 12T | 32 | 6:6:16 Sites et al 1979a.

K. leucostomum 56 | ND | ND ND ND | ND ND NP DST Gorman 1973,

K. [ postinguinale 56 | 26 | 30 | 14M-8Sm | 4T | 30 | 11215 NP NR Killebrew 1975.

K. scorpioides 56 | 26 | 30 14M 12T | 30 | 7:6:15 NP NR Bickham y Baker 1976.

K. s. scorpiodes 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 11:2:15 NP NR Killebrew 1975.

K. s. carajasensis 56 | ND | ND ND ND | ND ND NP NR Barros et al 1972.

K s. abaxillare 56 | 24 | 32 12M 12T | 32 | 6:6:16 NP NR Sites et al 1979%a.

K. s. cruentatum 56 | 24 | 32 12M 127 | 32 | 6:6:16 NP DST Sites et al 1979a.

K. spurrelli 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 1:2:15 NP NR Killebrew 1975.

Sternotherus odoratus.§ 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 1:2:15 NP DST Killebrew 1975.

S. carinatus.§ 56 | 26 | 30 | 14M-85m | 4T | 30 | 11:2:15 NP DST Killebrew 1975.

S. minor minor. § 56 | 24 | 32 12M 12T | 32 | 6:6:16 NP DST Sites ef al 1979a.

Staurotypus triporcatus™ 54 | 26 | 28 | 16M-6Sm | 4T | 28 | 22:2:14 XY DS6 Killebrew 1975.

S. salvinii* 54 | 24 | 30 14M 10T | 30 | 7:5:15 XY DSG Sites et al 1979a.

Claudius angustatus 54 | ND | ND ND ND | ND ND NR D56 Moon 1974.

* Estas dos especies estdn en conflicto en cuanto a su posicién taxonémica ya que algunos autores como Ernest y Barbour (1989) e Iverson (1997) las
incluyen en la subfamilia Staurotypinae en la familia Kinosternidae. Otros como Bickham y Carr (1983) y Alderton (1988) las consideran en una familia
diferente, la Staurotypidae. § Actualmente estas especies se conocen como Kinosternon odoratus, K, carinatus y K minor minor (Iverson 1997).
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Obtencién del Cariotipo en Tortugas.

Stock (1972) reportd el cariotipo de dos especies de Kinosternon, las cuales mostraron
tener 56 cromosomas en los que reconocié 16 metacéntricos y submetacéntricos y 8
subtelocéntricos. También trabajé con dos especies de Sternotherus, en estos casos se
describié un cariotipo similar a las especies de Kinosternon (2n=56).

Bickham y Baker (1976) elaboraron el cariotipo de K. scorpioides en el cual determinan la
presencia de 56 cromosomas con una férmula cromosdmica de 7:6:1. Barros et al. en 1972
describen el cariotipo de K scorpioides carqjasensisy reportan la presencia de un total
de 56 cromosomas. Gorman (1973) y Moon (1974) detallan el cariotipo de K. leucostomum.
En esta especie se observa un cariotipo compuesto por 56 cromosomas.

Las especies de los géneros Kinosternon y Sternotherus presentan un cariotipo
conformado por 28 pares de cromosomas (2n= 56), a diferencia de las dos especies del
género Staurotypus, las cuales poseen 27 pares de cromosomas (2n=54). Por lo que se
sugiere que Kinosternony Sternotherus estdn mds estrechamente relacionados entre si,
y autores como Iverson (1997) y Ernest y Borbour (1989) las ubican en un sélo género, el

Kinosternon.

o Idiogramas correspondientes a las especies y subespecies reconocidas de

tortugas de la Familia Kinosternidae.

Kinosternon flovescens flavescens
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K Flavescens f/c;vescens, 2n=56

Kinosternon flavescens, 2n=56 (Killebrew 1975)

(Stock 1972).
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Ubtencion del Cariotipo en Tortugas.

Kinosternon subrubrum
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K subrubrum steindachneri, 3 2n=56
(Sites ef al 1979a).

Kinosternon subrubrum steindachneri
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K postinguinale, 2n=56 (Killebrew 1975).

kinosternon hirtipes
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K hirtipes, 2n=56 (Killebrew 1975).

2n=56 (Killebrew 1975).
Kinosternon subrubrum hippocrepis
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K. subrubrum. %ocrep/'s, 2n=56
(Killebrew 1975).

Kinosternon scorpioides scorpioides
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K. scorpioides scorpiodes, 2n=56
(Killebrew 1975).
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Obtencién del Cariotipo en Tortugas.
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Ciclo Celular y Mitosis.

1.5 Ciclo Celular y Mitosis.
La proliferacion de las células es la base del desarrollo, crecimiento y reproduccién de
los seres vivos. En los organismos multicelulares, la divisién mitdtica sucesiva de las
células del cigoto determina desarrollo del individuo (Sdez y Cardoso 1978).
En general todas las células pasan por dos periodos, los cuales son los siguientes (Sdez y
Cardoso 1978, Paniagua et a/. 2000)

e Periodo de no divisidn o intermitético, el cual se le denomina de interfase o
infercinesis .

e Periodo de divisidn o mitoesis, en el que se producen dos células hijas. Debido a que
este evento se lleva a cabo por las células del cuerpo o soma, también se le conoce
como division celular somdtica.

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que culmina con la produccion de dos
células hijas (Figura 3). Aunque con algunas variantes en cuanto al tiempo en el que se

llevan a cabo los eventos en los diferentes tipos celulares, el ciclo se repite en cada

generacion celular (Sdez y Cardoso 1978). 2

Interfase Ciclo Celular

Figura 3. Etapas del ciclo celular. Periodos 61, Sy 62
de la Interfase. Profase, Metafase, Anafase y
Telofase de la Mitasis. Citocinesis (Snustad et al
1997).
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Interfase.

1.5.1 Interfase.
La interfase se subdivide en tres periodos G1, S y 62 (Figura 3). Durante dichos
periodos la célula estd en actividad metabdlica prepardndose para la mitosis. Los
cromosomas no se distinguen claramente en el nicleo (Snustad et a/ 1997). Cada uno de
los periodos se diferencia por las siguientes caracteristicas.
e El estado 61 quiere decir "GAP 1" (intervalo 1).
Es la primera fase de crecimiento; durante este periodo la célula aumenta de tamafio
debido a la sintesis de nuevo material citopldsmico, principalmente proteinas y ARN;
tienen lugar los eventos celulares como: secrecién, conduccidn, endocitosis, etc. A partir
de la citocinesis de la divisién anterior, la célula hija es pequefia y posee un bajo
contenido de ATP resultante del gasto experimentado en el ciclo anterior, por lo que se
produce la acumulacién del ATP necesario y el incremento de tamafio celular. Es el
periodo que mds variacién de tiempo presenta, puede durar dias, meses o afios. Las
células que no se dividen nuevamente (como las nerviosas o del misculo esquelético)
pasan toda su vida en esta fase, que en estos casos se denomina Go para distinguirlas de
las células que se encuentran en un estado de Gl transitorio (Snustad ef al 1997,
Paniagua et al/. 2000).
o El estado S representa "Sintesis".

En ésta etapa ocurre la replicacién del ADN, por lo que al finalizar, el nicleo contiene el
doble de proteinas nucleares y de ADN. Dado que el ADN lleva la informacion genética
de la célula, antes de la mitosis deben generarse dos moléculas idénticas para ser
repartidas entre las dos células hijas. La cromatina (ADN asociado a histonas y no
histonas) se encuentra desenrollada en largas hebras de doble hélice, la cual se abre y
cada cadena es usada como molde para la produccidon o sintesis de una nueva cadena, que
queda unida a la original que se utilizé como modelo. A esta forma de replicacién del ADN
se denomina semiconservadora. El ADN recién sintetizado queda unido a su molde por el
centrémero hasta la mitosis, formdndose asi las cromdtidas hermanas (Snustad et al.

1997, Paniagua et a/ 2000).
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o Elestado 62 representa "GAP 2"(Intervalo 2).

Es la segunda fase de crecimiento durante la cual se sigue sintetizando ARN y proteinas.
Es el tiempo que franscurre entre la duplicacién del ADN y el inicio de la mitosis. Dado
que el proceso de sintesis consume una gran cantidad de energia la célula entra
nuevamente en un proceso de crecimiento y adquisicién de ATP. La energia adquirida en
esta fase se utiliza para el siguiente proceso que es la mitosis (Snustad et al 1997,
Paniagua et al. 2000).

Los factores ambientales tales como cambios en la temperatura, el pH, la edad,
disminucién de los niveles de nutrientes entre otros, lievan a la disminucién de la
velocidad de la divisién celular. Cuando las células detienen su divisién generalmente lo

hacen en una fase tardia del periodo 61, al cual se le denomina como punto R o punto de

restriccion (Paniagua et a/. 2000). b
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1.5.2 Mitosis.

El estado M representa "mitosis", y es el proceso de formacién de dos células idénticas
por medio de la replicacién y divisién de los cromosomas de una célula madre (figura 4).
Durante la mitosis ocurre la divisién nuclear (las cromdtidas hermanas se separan) y
citoplasmdtica (citocinesis). Mediante este proceso se conserva la informacién genética
contenida en los cromosomas, y pasa a subsiguientes generaciones. La Mitosis consta de
dos procesos interrelacionados: 1) la mitosis o cariocinesis, que consiste en la divisién del
nlcleo y 2) la citocinesis o division del citoplasma y por consiguiente de la célula.
Asimismo, el primer proceso se divide en 4 fases (Tamarin 1996, Snustad et al. 1997):

s Profase.
La cromatina en el nicleo comienza a condensarse y se vuelve visible en el microscopio
dptico como cromosomas filamentosos (constituidos por dos cromdtidas). El nucleolo
desaparece, la membrana nuclear se desintegra, los centriolos (si se encuentran
presentes) se dividen y los pares migran a los polos opuestos de la célula, se forma el
huso mitético. Los centrémeros (o constricciones primarias) se vuelven claramente
visibles, debido a que se le han asociados placas proteicas a ambos lados del cinetocoro
(Tamarin 1996, Snustad et al 1997). En el citoplasma, el reticulo endopldsmico y el
complejo de Golgi se fragmentan en vesiculas, se desorganiza el citoesqueleto por lo que
la célula pierde su forma original y se hace esférica.

* Prometafase.
La membrana nuclear y el nucleolo se desintegran, marcando el comienzo de la
prometafase. Las proteinas se adhieren a los centrémeros creando los cinetocoros
(Paniagua et al. 2000). Los microtibulos se adhieren a los cinetocoros y los cromosomas
comienzan a moverse hacia el ecuador de la célula formando la placa ecuatorial de la
metafase (Sdez y Cardoso 1978).

¢ Metafase.
Se inicia con la aparicién del huso acromdtico, que es dénde interactian los cromosomas y
se van desplazando hasta situarse en el ecuador de la célula, formando la placa

metafdsica o ecuatorial. Esta organizacién asegura que en la préxima fase, cuando los
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Mitosis.

cromosomas se separan, cada nicleo reciba una copia de cada cromosoma. Los
cromosomas consisten en dos cromdtidas mantenidas juntas por el centrémero y que
alcanzan su mdxima condensacion (Snustad et al 1997). La observacién de la metafase
permite determinar el nimero, dimensiones y forma de los cromosomas (Tamarin 1996,
Paniagua et al. 2000).

e Anafase.
La anafase constituye la fase crucial de la mitosis, porque en ella se realiza la
distribucién de las dos copias de la informacién genética original. El centréomero se divide
y cada cromosoma se separa en sus dos cromdtidas. Los cromosomas migran a lados
opuestos de la célula a lo largo de las fibras del huso. El movimiento es resultado de la
combinacién del movimiento del cinetocoro a lo largo de los microtibulos del huso y el
acortamiento de los microtibulos polares (Tamarin 1996, Snustad et a/ 1997).

¢ Telofase.
Las cromdtidas llegan a los polos opuestos de la célula, comienzan a descondensarse para
formar la cromatina por lo que ya no son visibles bajo el microscopio dptico. Se
reconstruye la membrana nuclear, alrededor de cada conjunto cromosémico, lo cual
originard los nuevos nicleos. A continuacion tiene lugar la division del citoplasma
(Tamarin 1996, Snustad et al 1997, Paniagua et a/ 2000).

¢ Citocinesis.
La citocinesis es el proceso de separacién de las células formadas mediante la divisién
del citoplasma. Durante este proceso ocurre la division y la distribucién de los organelos
citopldsmicos de manera equitativa. El Aparato de Golgi y el reticulo endopldsmico se
reparten en partes iguales a la nueva célula después de fragmentarse. Se reestablece el
citoesqueleto (Tamarin 1996, Snustad ef al 1997, Paniagua et al. 2000).
Al finalizar el periodo de mitosis, a partir de una célula ahora existen dos pequefias con
exactamente la misma informacién genética y nimero cromosémico. Estas células pueden
luego diferenciarse en diversas formas durante el desarrollo. Sin embargo, los

diferentes procesos involucrados en la mitosis no se producen de la misma forma en

todas las células eucariotas (Paniagua et a/ 2000). b
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) Figura 4. Principales eventos y estructuras celulares implicadas en las fases de la mitosis y

citocinesis (Snustad et al 1997). La metafase temprana equivale a la Prometafase (Sdez y Cardoso

1978, Paniagua et a/. 2000).
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Regulacién molecular del Ciclo Celular.

1.5.3 Regulacién molecular del Ciclo Celular.
Para que se lleven a cabo cada uno de los eventos del ciclo celular, la célula cuenta con un
sistema de control que propicia que el ciclo se detenga cuando no se cumplen las
condiciones adecuadas para pasar de una etapa a otra. El ciclo celular mitético tiene dos
puntos de regulacién muy importantes (Zentella et a/. 1995, Paniagua et a/ 2000):

o El punto de inicio o punto de restriccidn, el cual es el trdnsito de 61 a S.

¢ El paso de 62 a M (mitosis), el cual se considera que es regulado por un factor
promotor de la maduracién o factor promotor de la fase mitética (FPM).

El FPM es un complejo protéico compuesto por dos subunidades de 34 KDa (p34,
catalitica) y de 62 KDa (p62, reguladora). Este complejo controla el paso de G1a S en el
caso de ovocitos de rana recién fecundados (Zentella et al 1995).

En Gl las células son susceptibles a estimulos que activan o bloquean la proliferacion
celular. Una vez que ha sido estimulada y que ha pasado e! punto de restriccion (en 61), la
célula entra a la fase S; y cuando no son estimuladas entran a Go (Zentella et al 1995).
La activacion del ciclo celular y su posterior control esta regulado por proteinas
nucleares que se han ubicado en dos grupos (Paniagua et a/. 2000):

o La familia de las CDKs (siglas del ingles cyclin dependent kinase; ciclinas
dependientes de cinasas) incluye a las proteinas cinasas que fosforilan residuos
de serina y treonina.

e La familia de las ciclinas que son proteinas que se unen a las CDKs.

Estas ciclinas y CDKs no son las mismas en todas las especies, pero se han visto
involucradas en el control del ciclo celular de forma conjunta. Sin embargo, para que
funcionen de correctamente se requiere que se sinteticen y se ensamblen
adecuadamente, estos procesos estdn controlados por sefiales que son disparadas por
factores de crecimiento, los cuales son polipéptidos que modulan la proliferacién celular
(Paniagua et al. 2000).

Actualmente se conocen mds de 50 genes que participan en la regulacién del ciclo celular
y que hacen posible que la célula complete su ciclo de manera normal, a estos genes se les

conoce como cdc por sus siglas en inglés "cell divisién cycle” (Zentella et al. 1995).
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Regulacidn molecular del Ciclo Celular.

Muchos de los genes involucrados han sido caracterizados y se conoce su participacién en
el ciclo celular. Por ejemplo, una mutacién en el gen cdc3! no permite la formacion de
centriolos y husos acromaticos lo que lleva a una segregacién cromosémica defectuosa,
dando origen a células no viables (Zentella et a/. 1995).

Los genes cdcZ (en Schizosaccharomyces pombe)y cdcZ8 (en Saccharomyces cerevisiae)
codifican para elementos centrales de la maquinaria de regulacién del ciclo celular. Estas
proteinas son homoldgas de p34 (FPM en rana) por lo que la proteina recibe el nombre
conjunto de p34cdcZ. La actividad de p34cdc? es regulada por otras proteinas, por
ejemplo las que son producto de los genes weel, mikl, niml sucly cde25. El primero de
estos tiene un efecto negativo cuando hay sobreproduccion de la proteina, ya que esta
interrumpe el ciclo celular interfiriendo en la funcion de fosforilacion de p34cdc2, mikl
también tiene un efecto negativo en el ciclo, mientras que cdc25y niml! presentan un
efecto positivo sobre la actividad de cdc2 Sin embargo, la funcién de sucl ain no es
clara (Zentella et al 1995, Jiménez y Merchant 2003).

El arresto celular entre 61 y M se ha observado en células que presentan mutaciones en
el gen cdc25, esto se evita inhibiendo la actividad de wee! y la sobreproduccién de
edcZ5b, lo cual estimula a la célula a que entre de manera prematura a mitosis (Jiménez y
Merchant 2003).

Las ciclinas (proteinas asociadas a p34cdcZ) CLN1, CLN2 y CLN3 se expresan durante G1
y se asocian a la cdc28 permitiendo el inicio del ciclo celular. En la regulacién del punto
de restriccion en G1 participa la ciclina E unida a la €DK 2 (ciclina dependiente de cinasa
2); se sugiere que este complejo (CDK2/CLNE) participa en un fendmeno irreversible que
probablemenete es el dltimo punto de control antes de iniciar la duplicacién del ADN en
la fase S (Zentella ef a/ 1995).

La entrada al ciclo celular parece estar regulada por la actividad de la ciclina D, la cual
actia como un censor de factores de crecimiento. Cuando no hay actividad del complejo
CLN-cdk4 (0 ¢dk6), justo antes del punto de restriccion se evita que las células entren a

fase S (Jiménez y Merchant 2003).
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En 61, el factor proteico E2F induce la expresion de genes cuyos productos serdn
utilizados en la fase S. En la fase S se requieren proteinas que son producto de genes
que se que se han transcrito en Gl. Se sugiere que esta transcripcidn es inducida por la
actividad del complejo p34cdc2-CLN de 61. La ciclina A es una proteina importante en la
fase Sy necesaria para que la célula pase de G1 a M. Para que prosiga el ciclo en fase S
es necesaria la activacion de E2F (Jiménez y Merchant 2003).

La entrada a fase M se promueve con la activacién cinasa producida por la unién de
p34cdeZ con ciclinas de tipo A o B. La actividad cinasa del complejo p34cdc2-CLN B
desencadena los procesos necesarios para que la célula entre en mitosis (Jiménez y
Merchant 2003).

Existen proteinas cuya funcién solo ocurre en casos de emergencia, por ejemplo cuando
hay dafios en el ADN o se detiene su replicacién. Estas son proteinas no esenciales
conocidas como checkpoint o punto de control; una de estas proteinas, la p53 es un
modulador transcripcional que actia activando o reprimiendo la expresién de genes
especificos (Jiménez y Merchant 2003).

Es claro que los puntos de control ubicados a lo largo del ciclo celular estdn regulados por
los diferentes complejos de ciclinas-cinasas, ya que estos son los responsables de cada
una de la etapas del ciclo se activen adecuadamente y de permitir el avance correcto de
los siguientes evento. Lo anterior es de gran interés debido a que el mal funcionamiento
de algunas de las ciclina y proteinas con las que interactian permiten la proliferacién en

condiciones inadecuadas; por lo que se han reconocido como factores oncogénicos

(Jiménez y Merchant 2003). =
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2. ANTECEDENTES
2.1 Orden Testudines.

El registro fésil indica que en el pasado vivieron sobre la Tierra, por lo menos 17 Ordenes
de Reptiles, trece de los cuales ya estdn extintos. Actualmente la clase Reptilia estd
conformada por dnicamente cuatro Ordenes (Goin et al. 1978), los cuales son:

1) Rhynchocephalia (tuatara)

2) Testudines (tortugas)

3) Crocodylia (cocodrilos) y

4) Squamata (serpientes y lagartijas).
El registro fdsil del Orden Testudines data del Tridsico Superior, hace unos 200 millones
de afios y desde entonces hasta hoy se observan pocos cambios en su morfologia (Goin et
al. 1978, Hickman 1994).
El Orden Testudines incluye 257 especies de tortugas tanto marinas, como
dulceacuicolas y terrestres (Iverson 1997). Las tortugas son reptiles inconfundibles por
su caracteristico caparazén que protege a los drganos internos blandos. Este caparazén
consta de una parte dorsal llamada espaldar y una ventral denominada plastrén. Ambas
partes estdn fusionadas y sélidamente unidas a las costillas y a las vértebras, asi como a
las cinturas tordxica y pélvica. El caparazén consta de una capa externa cdérnea de
queratina y otra interna formada de hueso (Hickman 1994). En lugar de dientes poseen
un pico corneo en la mandibula superior e inferior que son utilizadas para aprehender y
masticar el alimento. Aunque tienen oido medio e interno, su percepcion del sonido no es
muy buena, lo que se compensa con un buen sentido del olfato y de la vision (Hickman
1994). Su longevidad se atribuye a su bajo metabolismo, ya que algunas especies se
piensa que llegan a vivir mds de 250 afios. Todas las especies son oviparas, presentan
fecundacién interna y colocan sus huevos en la tierra, donde después de cubrirlos los
abandonan. Un fenémeno interesante de la reproduccion de las tortugas es el hecho de

que en muchas especies la temperatura del nido determina el sexo de las crias (Hickman

1994). B
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2.2 Familia Kinosternidae.
El registro fésil de esta familia solo se ha encontrado en el continente Americano, donde
parece que evolucionaron. Aunque los fésiles mds antiguos se han encontrado en
depdsitos del Oligoceno de Dakota del Sur, su centro de diversificacién se encuentra en
México (Ernest y Borbour 1989). Actualmente se distribuye desde el este de Canadd
hasta Sudamérica (Goin et al. 1978).
En esta familia exclusiva de América (Figura 5) se incluyen a las tortugas dulceacuicolas
mds pequefias; su longitud varia entre los 11y 25 cm pero las especies tropicales pueden
alcanzar tamafios de hasta cerca de 40 cm de longitud (Alderton 1988). Son comdinmente
llamadas tortugas de fango, de lodo o tortugas almizcleras (Merchdn 1992).
En la actualidad la familia Kinosternidae estd dividida en dos Subfamilias denominadas
Staurotypinae y Kinosternidae; cuenta con tres géneros, los cuales son Claudius,
Staurotypus y Kinosternon Yy se conocen 22 especies, asi como varias subespecies
(Anexo 1, Iverson 1997, Ernest y Borbour 1989).
La ubicacién taxonémica de los distintos grupos dentro de la familia Kinosternidae ha
estado en conflicto debido a que algunos autores colocan a ciertos grupos en una posicion
diferente a otros investigadores. Ernest y Barbour (1989) e Iverson (1991 y 1997)
reconocen dos subfamilias en la familia Kinosternidae, estas son la Staurotypinae que
contiene a los géneros Staurotypus'y Claudiusy la Kinosterninae con un solo género, el
Kinosternon. Otros investigadores como Bickham y Carr (1983) y Alderton (1988)
consideran a Staurotipinae como una familia diferente, denominada Staurotypidae, la
cual sitdian como grupo hermano de Kinosternidae.
A nivel de género, las especies que se encontraban en Sternotherus actualmente se
ubican en el género Kinosternon (Iverson 1997). En la revisién mds reciente sobre las
tortugas del mundo realizada por Iverson en 1997, el género Sternotherus ha sido
eliminado y sus especies actualmente se conocen como Kinosternon odoratus, Kinosternon

carinatus y Kinosternon minor.
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El cariotipo de las especies analizadas del genero Kinosternon se compone de 56
cromosomas (Tabla IITI), los cuales estdn agrupados de la siguiente manera: de 24 a 26
macrocromosomas y de 30 a 32 microcromosomas (Ernest y Borbour 1989). En este
género se ha observado el efecto de mecanismos de determinacién sexual influenciada
por la temperatura de incubacién de los embriones (Vogt et al 1982, Vogt y Flores-
Villela 1992, Ewert y Nelson 1991).

Los géneros Claudius y Staurotypus presentan un cariotipo compuesto por 54
cromosomas, teniendo de 24 a 26 macrocromosomas y de 28 a 30 microcromosomas
(Killebrew 1975, Sites et al 1979a, Moon 1974). Las especies de Staurotypus poseen
cromosomas sexuales diferenciados (Bull et al 1974, Sites et al. 1979b) y tanto éstas

como Claudius exhiben mecanismos de determinacién sexual de tipo genotipico (Ewert y

Nelson 1991, Vogt y Flores Villela 1992). b

Figura 5. Mapa de distribucién de la Familia
Kinosternidae (Ernest y Borbour 1989).
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Especie de estudio Kinosternon herrerar.

2.3 Especie de estudio, Kinosternon herrerai.
e Generalidades.

Kinosternon herrerai es una especie descrita por primera vez por Stejneger en 1925
(Smith y Smith 1976). Se conoce cominmente como tortuga del fango, tortuga casquito o
tortuga del fango de Herrera (Figura 6). No se han registrado subespecies (Ernest y
Borbour 1989). Su nombre especifico es en honor al cientifico mexicano Alfonso L.
Herrera, quién registré cuatro especimenes de la especie en el U. S. National Museum
(Smithy Smith 1976).

Los individuos de esta especie lucen caparazones en forma de domo, los cuales son mds
anchos por detrds de la parte media y cuya longitud es de aproximadamente 17 cm
(Smith y Smith 1976). En los adultos el caparazén es de color olivo a café con grietas
negruzcas. El plastrén y el puente son de color amarillo a un café tenue. La piel es
grisdceo marrén amarillento y las extremidades tienen manchas negras. La mandibula es
de un color marrén manchado y el pico en los adultos es fuertemente aguilefio (Ernest y
Borbour 1989). Tanto hembras como machos ostentan una ufia terminal en la cola y sobre
la parte superior de cada muslo tienen un drea de escamas con tubérculos. En juveniles
generalmente se observan dos quillas laterales y en los adultos puede haber una simple o
media quilla. Los escudos marginales 10 y 11 son mds altos que los anteriores a estos. El
plastrén es estrecho y con muescas en la parte posterior. En machos, el I6bulo anterior
es casi tan largo como el posterior, pero en hembras el I6bulo posterior es ligeramente
menor que el anterior. Tienen poca movilidad en la charnela posterior (es acinética). Con
un par de barbillas en la parte anterior de la sinfisis mandibula y otro par de menor
tamafio ubicado en la parte posterior a los timpanos (Ernest y Borbour 1989). Esta
especie manifiesta dimorfismo sexual en el tamafio de la cola y en la longitud del
individuo. Las hembras tienen una cola corta y gruesa mientras que los machos la tienen
larga y gruesa con una espina terminal y un drea de escamas con tubérculos sobre la
superficie posterior de cada muslo. Los machos alcanzan mayor tamafio que las hembras
sin embrago, su plastrén a diferencia de las hembras, es proporcionalmente menor y el

caparazén es mds angosto y menos profundo (Ernest y Borbour 1989).
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Especie de estudio, Kinosternon herrerai.

Figura 6. Macho (izquierda) y hembra (derecha) adultos de tortuga casquito,
Kinosternon herrerai utilizados en el presente estudio.

e Reproduccién
Las hembras alcanzan la madurez sexual cuando el caparazén llega a medir de 115 a 130
mm de largo. Ponen de 2 a 4 huevos por nido y probablemente pueden tener mds de una
puesta al afio. Los huevos miden 35 por 18 mm y pesan 7.1 gramos en promedio. La
temporada de ovoposicion de esta tortuga se ha registrado en el mes de diciembre
(Herndndez 2002).

e Hadbitat.
Se localiza en elevaciones de hasta 800 metros sobre el nivel del mar (Smith y Smith
1976) halldndose en cuerpos de agua con corriente, en lugares lodosos y obscuros, y en
arroyos cubiertos por bosques de galeria. Ocasionalmente se localiza caminando sobre
tierra firme (Ernest y Borbour 1989). Se han realizado colectas en estanques de fondo
lodoso y aguas bastante turbias, con vegetacién acudtica abundante (Herndndez 2002).

e Alimentacion.
Su dieta es omnivora, el principal componente vegetal en su alimentacion consiste de
frutos de Ficus sp. y el animal consta de gasterdpodos, larvas de odonatos y
lepidépteros, asi como milpiés. Carne y pescado son cominmente utilizados como alimento

cuando se mantienen en cautiverio (Ernest y Borbour 1989).
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Especie de estudio Kinosternon herrerai.

e Asociaciones.
Este organismo se ve asociado con dos especies de gusanos segmentados pertenecientes
al género Placobdella (en donde se incluyen a los gusanos de tierra y las sanguijuelas)
ubicado en el Phylum Annelida. También se relaciona con especies del género Basicladie
que son algas verdes filamentosas de agua dulce incluidas en la Division Clorophyta
(Hernédndez 2002).

¢ Distribucidn.
La distribucién de K herrerai , es endémica para México localizandose a lo largo del
Golfo (Figura 7), en Tamaulipas, Veracruz, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla (Iverson
1997) y posiblemente en Querétaro (Smith y Smith 1976).

e Situacidn legal.
Se encuentra sujeta a Proteccién Especial (NOM-ECOL-059-2002). Es una especie de
importancia econdmica, ya que frecuentemente se observa en las tiendas de mascotas y

en algunas localidades es utilizada como alimento o en la elaboracién de artesanias

(Merchdn 1992). 2

L

Figura 7. Mapa de distribucién de Kinosternon
herrerai en México (Iverson 1997).
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3. JUSTIFICACION
3.1 Implicaciones para la especie de estudio.
En al mayoria de los reptiles la determinacién sexual es dependiente de la temperatura
(DST), en algunas especies este factor ambiental activa una cascada de genes sinérgicos
que ocasionan la diferenciacién gonadal. Los mecanismos implicados en la diferenciacién
sexual en los reptiles atn no han sido aclarados. La DST llama mucho la atencién cuando
se manifiesta en aquellas especies amenazadas o en peligro de extincion ya que si
aparecen problemas asociados con la alteracién del hdbitat de anidacidn se pone aun mds
en peligro a tales organismos. Cuando se provoca un cambio en las dreas de anidacién se
alteran también las temperaturas de los nidos, lo que lleva a una modificacion de las
tasas sexuales en las poblaciones naturales. Lo anterior puede tener graves
consecuencias ya que se podria favorecer la formacion de un solo sexo en las nuevas

dreas de anidacién.

3.2 Implicaciones para la conservacion.
Las poblaciones de tortugas han estado declinando de manera alarmante en todo el
mundo durante los dltimos afos. Una gran cantidad de factores ha contribuido a este
descenso. La explotacion de los adultos de muchas especies para el consumo como
alimento es un problema importante. Debido al bajo indice de maduracién de las tortugas,
no pueden soportar dicha explotacidn y al mismo tiempo mantener su poblacién. Por otro
lado, el deterioro y la desaparicién de ambientes naturales han eliminado poblaciones
enteras (Merchdn 1992). Se han sugerido planes dirigidos hacia la conservacién de
especies amenazadas, en los que se propone la manipulacion de los procesos de
determinacidn del sexo influenciado por la temperatura, ya sea por medio de incubadoras
o por la remocién de los nidos, principalmente en tortugas marinas (Girondot et al. 1998).
Sin embargo, los protocolos empleados hasta la fecha han dejado fuera ciertos aspectos
importantes de la biologia de estos organismos. En primer lugar se debe tfomar en cuenta
los sitios de anidacidén, ya que se ha visto que su eleccién por parte de las hembras

influye en la proporcién de los sexos en su ambiente natural.
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Por otro lado se ha reportado que mediante la manipulacién de estos mecanismos, en
ocasiones las temperaturas utilizadas para la incubacién de los huevos provocan el
desarrollo de intersexos, los cuales son infértiles. También se ha observado que las
hembras desarrolladas mediante incubacién controlada no llegan a ser receptivas

sexualmente en la madurez (Girondot et al. 1998).

3.3 Empleo de técnicas para la obtencion del cariotipo en reptiles.
Las técnicas de laboratorio hasta ahora empleadas requieren del sacrificio de uno o
varios individuos de la misma especie, con el fin de extraer los érganos que proporcionen
las células adecuadas de las cuales se obtienen los cromosomas. En el caso de especies en
peligro de extincidon y amenazadas es de gran importancia que la aplicacidn de técnicas de
laboratorio para su estudio no requieran del sacrificio de los individuos, por lo que es
necesario el implemento de nuevas técnicas que permitan tanto el estudio como la

conservacion de dichas especies.

3.4 Aplicacion en estudios taxondémicos.
Desde mediados del siglo XX, el andlisis del cariotipo (nimero cromosémico) se ha
manejado como cardcter taxondmico adicional en los trabajos de clasificacion
filogenética. Con el progreso de las técnicas de obtencién de preparaciones
cromosdmicas se ha hecho posible el estudio detallado que permite la obtencion de gran
cantidad de datos que pueden ser empleados como caracteres taxondmicos (Goyenechea
2001). Los trabajos citogenéticos se integran a los andlisis morfoldgicos, anatémicos,
fisiolégicos, paleontoldgicos, bioquimicos y moleculares, con el fin de aumentar la
cantidad de datos que proporcionen mejores resultados en las investigaciones dirigidas a
resolver problemas taxonémicos en diversos grupos de organismos; los cuales son
abordados por la Taxonomia y Sistemdtica modernas. En la Familia Kinosternidae se hace

necesaria la obtencién de mds caracteres que puedan ser utilizados en este tipo de

andlisis y que permitan aclarar sus relaciones filogenéticas 2
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4. HIPOTESIS
Dentro del género Kinosternon se ha observado que las especies estudiadas exhiben
determinacion sexual dependiente de la temperatura (DST), tienen un cariotipo
compuesto de 56 cromosomas dispuestos en dos grupos denominados macro vy
microcromosomas, asi como ausencia de cromosomas sexuales por lo que se espera que la

tortuga dulceacuicola Kinosternon herrerai perteneciente a este género, muestre un

cariotipo con el patrén anterior. 2

5. OBJETIVOS:
» Estandarizacién de la técnica de cultivo de linfocitos de sangre periférica de la
vena dorsal coccigea de la tortuga dulceacuicola Kinosternon herrerai.
> Reconocer los grupos cromosémicos (macro y microcromosomas) de los cuales se
compone el cariotipo de la tortuga K. herrerai.
> Detectar la presencia de cromosomas sexuales heteromérficos en dicha especie.

> Comparar el cariotipo de K herrerai con los cariotipos de otras especies de

tortugas del mismo género y géneros relacionados. =
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6. MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron un total de cuatro tortugas adultas (dos hembras y dos machos)
previamente sexadas. Estas fueron obtenidas por los siguientes medios:
e Los individuos (hembras y machos) fueron proporcionados por el Bidlogo Francisco
Soberdn, de la Direccion General de Vida Silvestre, SEMARNAT.
e Las restantes fueron colectadas manualmente en pozas de agua ubicadas en la

localidad de Santiago Yancuictlalpan en Cuetzalan del Progreso, Puebla.

6.1 Obtencion de sangre periférica de la vena coccigea de la tortuga.
Para obtener las muestras sanguineas se utilizaron tortugas (hembras y machos) adultas
y sanas de la especie Kinosternon herrerai previamente sexadas.

A los individuos se les lavé la cola con agua corriente y jabdn, en la misma drea se les
limpié con un algoddn bafiado en alcohol. En la region mds préxima a la ufia de la cola se
realizé un corte transversal utilizando un bisturi o una navaja de doble filo estéril,
produciendo una herida en la cual se provocé el sangrado de la vena caudal (coccigea) y en
este sitio se colecté la muestra sanguinea empleando una jeringa de 3 ml previamente
heparinizada (Heparina sddica, Inhepar, PiSA). A dicha jeringa se le sustituyé la aguja
por un tubo de pldstico estéril, con el cual se ejercié presién en la vena mencionada y por
succidn se extrajo la sangre, evitando contaminacidn por tejido epidérmico.

Durante la toma de la muestra sanguinea se eliminé el almizcle que es una secrecién que
podia provocar contaminacién de la sangre y se lavé nuevamente el drea de colecta. De

cada individuo se obtuvieron entre 0.5 y 1.0 ml de sangre.

6.2 Cultivo de linfocitos.
Se realizaron experimentos preliminares con el fin de defterminar las condiciones
adecuadas del cultivo de linfocitos periféricos de la tortuga Kinosternon herrerai, el
procedimiento utilizado se basé en la técnica de cultivo de linfocitos humanos, con

algunas modificaciones que a continuacidn se describen.
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Cosecha de linfocitos.

Los cultivos de sangre periférica se realizaron en la campana de flujo laminar, en
condiciones extremas de esterilidad para evitar contaminacién. En frascos de cultivo de
vidrio esterilizados se agregaron 2 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco)
complementado con fitohematoglutinina (Gibco) al 4% y el 0.1% de Antibidtico-
antimicético (Gibco) previamente esterilizado por filtracién con membranas miliporo de
0.45 pm. A cada uno de los frascos con el medio de cultivo se les agregé 50 pl de sangre
heparinizada. Los frascos de cultivo se incubaron a una temperatura constante de 29 ° €
en una estufa de cultivo (BG, E-41). Después de 96 y 114 horas de iniciado el cultivo de
linfocitos, se agregaron 100 pl de solucién de colchicina (10 pg/ml) y se dejaron
incubando por 2 horas mds a 29 ° C para bloquear la divisién celular en metafase y
visualizar los cromosomas. Posteriormente los cultivos fueron transferidos a tubos de
centrifuga estériles de 15 ml para obtener el botén celular por centrifugacién a 1000

rpm (200g) y de esta manera cosechar linfocitos exclusivamente.

6.3 Cosecha de linfocitos.
Al transcurrir 96 y 114 hr de incubacién de los cultivos a 29° C, y después de las dos
horas de haber agregado la colchicina, los cultivos fueron centrifugados a 1000 rpm (200
g) por 10 min, el sobrenadante fue eliminado cuidadosamente y se afiadieron 8 ml de una
solucién hipoténica de cloruro de potasio (KCl, 0.075 M) previamente calentado a 37 ° C.
Los cultivos se dejaron reposar en incubacién por 30 minutos mds a 37° C.

Posteriormente se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos.

6.4 Fijacion y preparacion de laminillas.
A continuacién se elimind el sobrenadante, el botén celular se resuspendié en 10 ml de
fijador frio (solucion de Carnoy preparada con metanol-dcido-acético 3:1) y se dejé
reposar por 20 minutos a temperatura ambiente. Los botones celulares fueron lavados
tres veces por medio de centrifugacién a 1000 rpm durante 10 minutos con el mismo
fijador a temperatura ambiente. El botén de linfocitos fue mezclado suavemente con 1 ml

de fijador para realizar las preparaciones con las células metafdsicas.
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Las laminillas se elaboraron por goteo (6 portaobjetos por cada tubo), dejando caer
varias gotas de la suspensién celular desde una altura aproximada de 1.3 metros con el
fin de lograr una dispersin adecuada de los cromosomas. Se dejaron secar
verticalmente al aire y se etiquetaron para su posterior revisién en el microscopio de

contraste de fases.

6.5 Tincion.
Para tefiir los cromosomas metafdsicos se utilizaron dos métodos, los cuales son los
siguientes:

e Una parte de las laminillas se sumergieron en una solucidn de Giemsa (Merck) al 10%
a temperatura ambiente durante dos o tres horas. Posteriormente se enjuagaron
con agua corriente y se dejaron secar al aire verticalmente.

e El resto de las laminillas se sometieron a un tratamiento con una solucidn de
colorante de Aceto-Orceina (Sigma) al 2% por dos horas a temperatura ambiente,

estas se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar verticalmente al aire.

6.6 Andlisis microscopico de los cromosomas

Las laminillas elaboradas en los diferentes experimentos se observaron en un
microscopio de luz (40x), se localizaron aquellas preparaciones en las que se obtuvieron la
mayor cantidad de metafases asi como de linfocitos estimulados. Se marcaron las
metafases con cromosomas dispersos en plantillas elaboradas para cada uno de los
portaobjetos revisados. Se localizaron un total de 100 metafases para cada individuo.

Las metafases con cromosomas bien tefiidos y dispersos se digitalizaron para su
posterior andlisis. De algunas metafases se adquirieron microfotografias en aumentos de
100 a 500X con aceite de inmersién. Las microfotografias se capturaron en el
Laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias, UNAM empleando con un
microscopio de luz (Olyimpus, modelo Provis AX70), con cdmara integrada de 35 mm. Se
usaron rollos fotogrdficos a color (Kodak, ProImage 100) y se revelaron en papel

fotogréfico mate.
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Andlisis microscépico de los cromosomas.

Una vez adquiridas las microfotografias, se digitalizaron y se examinaron con el resto de
las imdgenes. Se seleccionaron de cada individuo 10 células que se revisaron con detalle
para conocer su nimero cromosémico. Los cromosomas individuales se cortaron, se
parearon los homdlogos de acuerdo a su tamafio y posicién del centrémero y los pares se
acomodaron en orden decreciente formando tres grupos de acuerdo con Bickham y Carr
(1983).

Los cromosomas se midieron con un objetivo micrométrico (100X), tomando los datos de
longitud de los brazos py ¢ asi como el total de cada cromosomas. La longitud del brazo
corto (p) y del brazo largo (q) se midieron en micrométros; con la suma de p mds ¢ se
obtuvo la longitud total del cromosoma. Posteriormente las medidas se convirtieron a
porcentajes para comparar las medidas realizadas a partir de diferentes metafases. Los

cromosomas se clasificaron segln los pardmetros establecidos por Levan et al. en 1964

(Anexo 3). »
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7. RESULTADOS.
7.1 Estandarizacion de la Técnica de Cultivo.

En los mamiferos existe gran variedad de técnicas genéticas estandarizadas como las
aberraciones cromosémicas, aductos microarreglos, entre otras, sin embargo no es lo
mismo para otros grupos taxondémicos como en los reptiles para los cuales se tienen
relativamente pocas técnicas citogenéticas y estas llegan a ser laboriosas, tardadas y no
son aplicables a todas las especies.
El protocolo anteriormente descrito se utilizé para determinar las condiciones adecuadas
para el cultivo linfocitos de sangre periférica de la tortuga Kinosternon herrerai basado
en la técnica de cultivo de linfocitos humanos y modificada en algunos aspectos,
estableciéndose los siguientes pasos como los dptimos:

e El volumen del medio de cultivo fue de 2 ml .

e La cantidad de sangre heparinizada adicionada al medio de cultivo fue de 50 yl.

e El tiempo y temperatura de incubacién fue 114 horas a 29° C.

e El volumen de colchicina fue de 50 pl, aplicado por 1:30 horas.

e Lavelocidad de centrifugacién a 1000 rpm (200 g).

e El volumen, el tiempo y temperatura de incubacién con KCl, fueron de 5 ml, 30

miny 37° C, respectivamente.
e El tiempo de tincidn con Giemsa fue de 2 horas y en algunos casos se tuvieron
que dejar hasta por 24 horas.

El resto de las soluciones utilizadas en la técnica, asi como el tiempo de su aplicacidn en
las muestras se manejé de acuerdo a la técnica para linfocitos humanos in vitro, ya que

se observé que estos pardmetros no afectaron a los cultivos celulares, obteniéndose

buenos resultados (Anexo 2). »
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7.2 Composicion del Cariotipo de Kinosternon herrerai.
Se analizaron aproximadamente 500 laminillas con cromosomas metafdsicos tefiidos con
Giemsa correspondientes a 11 cultivos consecutivos de sangre periférica de tortugas
machos y hembras. Con base en los criterios morfoldgicos y estructurales se procedis al
arreglo de cada par cromosémico de acuerdo a la longitud y a la posicién del centrémero.
Se encontré que en las metafases analizadas el nimero de cromosomas oscilaba entre 50
y 60 o mds, siendo de 56 el nimero de cromosomas mds constante, ademds de que las
metafases se veian demasiado dispersas y se confundian con otras de los alrededores.
Esto puede ser provocado por que algunos cromosomas quedan incluidos en diferentes
campos mitéticos o se pierden en el proceso de la preparacién de laminillas. Para lo cual,
se eligieron los sitios en los cuales las metafases se observaron bien definidas y sin otras
mitosis cercanas.
Se determind el cariotipo de la tortuga dulceacuicola Kinosternon herrerai de acuerdo al
tamafio y posicién del centrémero de cada cromosoma (Anexo 4), el cual estd constituido
de 28 pares de cromosomas (2n= 56) (figuras 8-10), los cuales se organizaron de la
siguiente manera:
Grupo A: 18 Pares de macrocromosomas metacéntricos y 2 pares submetacéntricos.
Grupo B: no se encontraron pares de macrocromosomas telocéntricos o subtelocéntricos.
Grupo C: 8 Pares de microcromosomas (figuras 8-10).
No se observaron cromosomas sexuales heteromdérficos por lo que todos los individuos
examinados presentan un cariotipo idéntico (figuras 8-10).
La férmula cromosémica obtenida para Kinosternon herrerai mediante el andlisis
morfoldgico de los cromosomas es F. C. = 20(A):0(B):8(C) (figuras 8-10). El nimero
fundamental de la especie es de 72; este pardmetro es definido como el nimero total de
brazos en el complemento haploide (figuras 8-10). La longitud total mds grande
pertenece a un par cromosémico metacéntrico, el cual se consideré como base para
obtener el porcentaje del resto de los cromosomas y poder clasificarlos segin sus

medidas micrométricas. Todos los cromosomas en los que no se localizé el centrémero se

consideraron como unirrameos y se ubicaron en el grupo de los microcromosomas. h

@Anfonio R.N.R. =
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Figura 8. Cromosomas en metafase de linfocitos de la tortuga K. herrerai (3)
teflidos con Giemsa, con 2n= 56.

AV 1 st ws g1 s
1 2 3 4 5 6

GraPod aw &% 4t as 31 ea
7 8 9 0 11 12

S B8 p% 21 88 gy o8 we
13 14 15 16 17 18 19 20

Grupo BL 88 g e ow AY ¥ 5i
c | 21 22 23 2a 25 26 27 28

Figura 9. Cromosomas de la tortuga Kinosternon herrerai (3) ordenados en los Grupos
correspondientes (A:B:C) segtin su morfologia y estructura (Bickham y Carr 1983). El
cariotipo consta de 28 Pares de cromosomas (2n=56).

ﬁAn?onio R. N.R.

46



Composicién del Cariotipo de Kinosternon herrerai.

f" {'{ AL \

\

[+ L °

Figura 10. Cromosomas en metafase de linfocitos de la tortuga K. herrerai (?)
tefiidos con Giemsa, con 2n= 56.
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Discusidn.

8. DISCUSION
Desde hace una década algunas especies de tortugas acudticas se estdn utilizando como
bioindicadores de contaminantes ambientales, en especial para conocer niveles de
metales pesados y de hidrocarburos aromdticos policiclicos en los tejidos, sin embargo
son pocos los andlisis citogenéticos.
Dentro de las especies de tortugas reconocidas por Iverson (1997), los organismos de la
familia Kinosternidae son un grupo de animales dulceacuicolas poco estudiadas
genéticamente, debido a que son limitadas las técnicas citogenéticas que se aplican para
estos fines. Killebrew (1975) obtuvo cromosomas metafdsicos por medio de "squash” de
epitelio cdrneo y Sites et al (1979a) utilizaron cultivos celulares de fibroblastos
preparados con misculo cardiaco de tortugas recién sacrificadas.
En el presente trabajo se lograron establecer las condiciones y los pardmetros
adecuados para el cultivo de linfocitos de sangre periférica de la tortuga Kinosternon
herrerai, con los cuales fue posible conseguir cromosomas de células en metafase, que
nos permitieron organizar el cariotipo de dicha especie. Para tener buenos resultados en
la adquisicion de los cromosomas es necesario considerar varios aspectos importantes
antes y durante la realizacidn del cultivo de linfocitos, tales como los frascos de cultivo,
el volumen medio de cultivo, la temperatura, el pH, la humedad y las condiciones de
esterilidad en las que se deben obtener las muestras sanguineas. A través de otros
métodos se han logrado proliferar in vitro a los linfocitos de reptiles utilizando medios
de cultivo especificos y enriquecidos con suero andlogo al de las tortugas, lipolisacdridos
o interleucina-2 (Ulsh et al 2001). Sin embargo en este estudio, el medio de cultivo
RPMI 1640 (Gibco) complementado Unicamente con fitohemaglutinina al 4% fue
adecuado para la proliferacidn de los linfocitos a partir de sangre periférica completa de
las tortugas adultas machos y hembras.
Con la técnica estandarizada se captaron cromosomas metafdsicos con el centroméro
evidente no obstante que no se lograron observar las cromdtidas hermanas separadas, lo

cual concuerda con otros estudios (Ulsh et al. 2001).
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La presencia del centrémero en cada cromosoma nos permitié identificar estructural o
morfolégicamente a los cromosomas metacéntricos, submetacéntricos y acrocéntricos y
realizar el cariograma de K. herrerai e incluso los cromosomas mds pequefios pudieron
ser colocados en los grupos A o B con base a los criterios de Sites et al (1979a). Sin
embargo, en aquellos cromosomas en los que no se pudo idenficar el centrémero por el
tamatio se reunieron en el Grupo C de los microcromosomas ( Sites ef al. 1979a).

Los idiogramas presentados por Sites et al (1979a) son los tnicos que se dispusieron en
los Grupos A, By C; a diferencia del resto de los cariotipos en los cuales los cromosomas
se organizan de acuerdo al tamafio de manera decreciente (figuras 8-10), en la mayoria
de los trabajos se observa que en los cromosomas metafdsicos no se distinguen
claramente las cromdtidas hermanas, con excepcién de pocos idiogramas. Sin embargo, si
es posible la identificacion de la posicion del centrémero. De todas las especies
analizadas, Unicamente en las tortugas del género Staurotypus se ha reportado la
presencia de cromosomas sexuales heteromdrficos (Bull et al 1974, Sites et al. 1979b).
En el resto de los casos dichos cromosomas no son distinguibles.

De acuerdo a estudios citogenéticos realizados en las especies del Género Kinosternon
se advierte que no hay variacion en la composicion cromosdmica. Todas las especies
analizadas tienen 56 cromosomas, distinguiéndose cambios solo a nivel de ubicacién de los
cromosomas en cada uno de los grupos A, B o C (Barros et al. 1972, Stock 1972, Gorman
1973, Killebrew 1975, Bickham y Baker 1976, Sites et al. 1979a). El nimero cromosémico
del género Kinosternon no muestra variacién, notdndose que todas las especies hasta
ahora analizadas poseen un componente de 28 pares de cromosomas homélogos con un
ndmero diploide de 2n= 56. Las diferencias encontradas en este grupo se registran en la
morfologia de los pares cromosémicos de acuerdo con Ernest y Borbour (1989) quienes
describen una diferencia en cuanto a la cantidad de cromosomas en cada uno de los
grupos de macro y microcromosomas, sin embargo no hacen una revision detallada. Sites
et al (1979a) estudiaron 4 especies de Kinosternony para todos los casos, los cariotipos

presentan 24 macrocromosomas y 32 microcromosomas teniendo una fdrmula
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Discusién.

cromosémica de 6:6:16 en la que se distinguen 12 cromosomas metacéntricos, 12
telocéntricos y 32 microcromosomas.

La forma de ordenar el cariotipo utilizada por Sites et al (1979a) difiere a la que
establecié Killebrew (1975) para otras especies de Kinosternon en las que describe un
grupo de 30 microcromosomas y un grupo de 26 macrocromosomas en el que se incluye a
14 metacéntricos, 8 submetacéntricos y 4 telocéntricos. Por lo tanto su férmula
cromosémica es 11:2:15. Estas disimilitudes pueden deberse a las distintas técnicas de
clasificacién utilizadas, en estos casos no se explica a detalle la forma en que se ordenan
los cromosomas y no se hace mencién de las medidas utilizadas como pardmetros de
andlisis. La especie estudiada en este trabajo presenta un cariotipo que coincide con el
ndmero cromosémico de 56 de la familia y género.

Es importante mencionar que algunos de los cariotipos reportados son obtenidos
Unicamente de machos o de hembras de manera independiente, a diferencia del presente
trabajo en el que se estudié el cariotipo de ambos sexos. Dentro de la familia
Kinosternidae se observa un patrén conservado del niimero cromosémico, las especies de
los géneros Staurotypus y Claudius muestran cariotipos con un nimero cromosémico
diploide de 54. Este es un cardcter que se puede considerar de importancia para
investigaciones con cardcter filogenético. Sin embargo, también en este grupo se
observa que hay discrepancias en cuanto a la clasificacién de los cromosomas, ya que las
especies tienen férmulas cromosdmicas variables, tal vez debido a los pardmetros
utilizados por cada uno de los investigadores que las analizaron. Ademds del nimero
cromosdmico, otra distincién clara es la presencia de cromosomas sexuales, y por lo tanto
de determinacién sexual genotipica en estas especies ya que son las Unicas de la familia
Kinosternidae que los poseen (Vogt y Flores-Villela 1992).

En la especie estudiada no identificamos cromosomas sexuales, por lo que es posible que
el mecanismo de determinacion sexual dependa de la temperatura, como ocurre en
Kinosternon flavescens, Sternotherus (Kinosternon*) odoratus (Vogt et al. 1982), K
leucostomum (Vogt y Flores-Villela 1992), K. scorpioides cruentatum, S. (K*) carinatusy

5. (K*) minor (Ewert y Nelson 1991), cuyos individuos no portan cromosomas sexuales.
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Con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos inferir que la
determinacidn sexual de Kinosternon herrerai no es de tipo cromosémico (DSG), por lo
que la diferenciacion gonadal y el posterior desarrollo fenotipico de los individuos podria
ser influenciado por factores ambientales tales como la temperatura (DST) de
incubacién de los embriones. Sin embargo, es necesario que se realicen mds pruebas
genéticas y moleculares que confirmen la influencia de la temperatura en la proporcidn
de machos o hembras incubados de manera controlada.

El sistema cromosdmico que se ha reportado en estos casos es el XX/XY con machos
heteromérficos (Sites et al 1979b). Los cromosomas al igual que los caracteres
fenotipicos se modifican gradualmente en el transcurso de la evolucién debido a las
presiones selectivas del medio. El andlisis de la evolucién de grupos especificos se
complementa con el estudio de las caracteristicas de los complementos cromosdémicos,
los cuales pueden proporcionarnos informacién acerca de las posibles trayectorias que
han seguido las especies a lo largo del tiempo.

Observando los cariotipos reportados hasta la fecha de las diferentes especies de la
familia Kinosternidae se puede ver que en cuanto a los mecanismos de determinacion
sexual, estos se mantienen constantes dentro de cada una de las subfamilias. De esta

manera, la subfamilia Staurotypinae presenta DSG con un sistema XX/XY y la subfamilia

Kinosternidae manifiesta DSA con sistemas cromosémicos homomérficos. 2
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Conclusiones.

9. CONCLUSIONES
. El nimero cromosémico diploide de K herreai es de 2n= 56, sin diferenciacién
sexual, por lo que el haploide es de 28 y el fundamental es de 76 brazos cromosémicos.
La formula cromosémica de esta especie de acuerdo a los criterios de Bickham y Carr
(1983) y Levan et al (1964) consta de 18 macrocromosomas metacéntricos y 2
submetacéntricos en el Grupo A; 8 microcromosomas en el Grupo C, y no presenta
macrocromosomas subtelocéntricos del Grupo B. Los datos obtenidos en el presente
estudio, en cuanto a nimero cromosémico, concuerdan con los reportes de cariotipos de

especies relacionadas.

. La técnica de cultivo de linfocitos humanos modificada para sangre periférica de
la tortuga Kinosternon herrerai resulté adecuada, ya que es un método sencillo, rdpido y
eficaz en la obtencion de células mitéticas. Permite el manejo de individuos sin la
necesidad de sacrificarlos como ocurre con el empleo de otros métodos de laboratorio
que tienen el mismo propdsito. Con la estandarizacion de dicha técnica, ahora es posible
que se obtengan los cariotipos de las especies de la familia Kinosternidae que aun faltan
por trabajarse, lo cual permitird en un futuro establecer una relacidn filogenética del

grupo aun mds clara.

. Este andlisis citogenético de la especie, permitird contribuir al conocimiento de
sus relaciones filogenéticas dentro del género Kinosternon. La especie K. herrerai a
nivel cromosémico, efectivamente estd mds emparentada con las especies de este
género debido a que presenta semejanza en su clasificacion cromosémica., que con otras
de la misma familia como Staurotypus. Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que las especies del género Kinosternon (Sternotherus) mantienen un componente
cromosémico constante, y estos a su vez difieren del cariotipo encontrado en el género

Staurotypus por lo que se sugiere que dicho género puede no estar relacionado

directamente con los anteriores.‘
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ANEXOS.

1. Especies y subespecies reconocidas de la Familia Kinosternidae. La informacién se

tomd de la revisién mds reciente elaborada por Iverson en 1997.

Familia Kinosternidae Agassiz, 1857 Tortugas americanas almizcleras y de fango.

Subfamilia Kinosterninae Agassiz, 1857.
Género Kinosternon Spix, 1824.

Especie. Subespecie. Descripcién. Nombre original o anterior. | Nombre en inglés.

1. | K acutum Ninguna Gray, 1831 K. scorpioides var. acuta Tabasco mud turtle

2. | K alamosae | Ninguna Berry y legler, | Ninguno Alamos mud turtle
1980

3. | K angustipons | Ninguna Legler, 1965 Ninguno Narrow-bridged mud

turtle

4. | K baurii Ninguna Garman, 1891 Cinosternon baurii Striped mud turtle
5. | K carinatum | Ninguna Gray, 1855 Aromochelys carinatum Razor-backed musk
Sternotherus carinatus turtle
6. | K creaseri Ninguna Hartweg, 1934 | Ninguno Creaser's mud turtle
7. | K depressum | Ninguna Tinkle y Webb, | Sternotherus depressus Flattened musk turtle
1955
8. | K dunni Ninguna Schmidt, 1947 | Ninguno Dunn’s mud turtle
9. | K flavescens | K. f. flavescens | Agassiz, 1857 | Platythyra flavescens Yellow mud turtle
K. f. arizonense | Gilmore, 1922 Ninguno Arizona mud turtle
K f Iverson, 1979 Ninguno Durango mud turtle
durangoense
10. | K herrerai Ninguna Stejneger, 1925 | Ninguno Herrera's mud turtle
11. | K hirtipes K. h. hirtipes Wagler, 1830 Cinosternon hirtipes Mexican rough-footed
mud turtle
K h. Iverson, 1981 Ninguno Lake Chapala mud
chapalaense turtle
K h. Iverson, 1981 Ninguno San juanico mud
magdalense turtle
K h. Iverson, 1981 Ninguno Viesca mud turtle
megacephalum
K. h. murrayi Glass y Ninguno Mexican plateau mud
Hartweg, 1951 turtle
K. h. tarascense | Iverson, 1981 Ninguno Pdtzcuaro mud turtle
12.| K integrum | Ninguna LeConte, 1854 | Kinosternum integrum Mexican mud turtle
13. 1 K K Duméril y Cinosternum leucostomum White-lipped mud
leucostomum | leucostomum Bibron, 1851 turtle (Northern)
*
K/ Cope, 1887 Ninguno White-lipped mud
postinguinale turtle (Southern)
14.| K minor K. m. minor Agassiz, 1857 | Goniochelys minor Loggerhead musk

Sternotherus minor turtle
K. m. peltifer | Smithy Glass, | Ninguno Stripe-necked musk
1947 turtle
15. | K oaxacae Ninguna Berry e Ninguno Oaxaca mud turtle
Iverson, 1980
16. | K odoratum Ninguna Latreille, 1801 Testudo odorata Common musk turtle
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17.| K K. s. scorpioides | Linnaeus, 1766 Testudo scorpioides Scorpion mud turtle
scorpioides
K s. abaxillare | Baur in Stejneger, |Ninguno Central Chipas mud
1925 turtle
K. s. albogulare | Duméril y Bocourt, | Ninguno White-throated mud
1870 turtle
K s Da Cunha, 1970 Ninguno Carajds mud turtle
carajasensis
K. s. cruentatum | Duméril y Bibron, | Ninguno Red-checked mud
1851 turtle
K._s. seriei Freiberg, 1936 Ninguno Argentine mud turtle
18.| K K. s. sonoriense |lLeConte, 1854 Kinosternum sonoriense | Sonora mud turtle
sonoriense
K5 Iverson, 1981 Ninguno Sonoyta mud turtle
longifemorale
19.| K K. s. subrubrum | Bonaterre, 1789 Testudo subrubra Common mud turtle
subrubrum
K. s. hippocrepis | Gray, 1855 Ninguno Mississippi mud turtle
K s. Siebenrock, 1906 | Ninguno Florida mud turtle
steindachneri

* incluye a K spurrelli Boulenger (1913) de acuerdo a Berry (1978).

Familia Kinosternidae.
Subfamilia Staurotypinae Gray, 1869, Tortugas almizcleras tropicales.
Género Claudius Cope, 1865.

angustatus

Ninguna

Cope, 1865

Ninguno

Narrow-bridged musk
turtle

Familia Kinosternidae.
Subfamilia Staurotypinae Gray, 1869, Tortugas almizcleras tropicales.
Género Staurotypus Wagler, 1830 Tortugas almizcleras gigantes.

1. | S. salvinii Ninguna Gray, 1864 Staurotypus Pacific coast giant
(Stauremys) salvinii musk turtle
2. (55 Ninguna Wiegmann, 1828 Terrapene triporcata Mexican giant musk
triporcatus turtle

‘
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2. Preparacion de soluciones utilizadas en el cultivo de linfocitos y tincién de los
cromosomas.
e Colchicina (10 pg/ml).
Colchicine Lot. 84F-0193 Sigma Chemical Company.
Pesar 0.0022 gr. de Colchicina en oscuridad y aforar a 10 ml de agua destilada estéril.

Almacenar en un frasco dmbar a 4°C.

e Cloruro de potasio (KCl, 0.075 M).
Cloruro de Potasio (cristales) Lote No F 32332, Baker Analyzed.
Pesar 0.56 gr. de cristales de KCl y disolver en 100 ml de agua destilada o desiénizada

estéril. Almacenar en un frasco perfectamente cerrado a 4 °C.

e Giemsaal 10%.

e Solucién Madre del colorante Giemsa (Eosina-Azul de Metileno) .
Medir las siguientes sustancias:

1 gr. de Giemsa, Merck KgaA Hamatologie L265303.

66 ml de Glicerina J. T. Baker Glicerol Anhidro 2136-02.

132 ml de Metanol absoluto, Técnica Quimica, A1760.
Colocar la Giemsa en un mortero y disolver en la glicerina previamente calentada a una
temperatura de 60 ° C a bafio Maria. Agregarle el metanol absoluto y mezclar, esta
solucién se deja en el mortero a bafio Maria a 60° € durante 30 minutos. Posteriormente
se agrega la solucién en un frasco dmbar y se deja agitando con una barra magnética
durante un periodo minimo de 4 horas.
e Solucién Sorensen.
Pesar las siguientes sustancias:
0.64 gr. de fosfato de sodio dibdsico (cristales dodecahidratados) Na,HPO4-12H,0. J. T.
Baker, S. A. de C. V. (3822).
1.66 gr. de fosfato de potasio monobdsico KH.PO,. .J. T. Baker, S. A. de C. V. (3246-20).
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Cada uno se disuelve en 250 ml de agua destilada posteriormente se mezclan las dos
soluciones y se almacenan a 4° C.
e Solucién de colorante Giemsa al 10%. Para 100 ml de colorante mezclar 10 ml de

solucién madre del colorante con 90 ml de solucidn Sorensen y filtrar antes de usarse.

e Aceto-orceina.
Orceina Natural, Sigma No. 1242. Natural Red 28.
Disolver 2 gr. de Orceina natural en 90 ml de dcido acético glacial previamente calentado
a 70°C en bafio Maria. Dejar que la solucién se enfrie y agitar constantemente con una
barra magnética durante una hora. Posteriormente aforar a 200 ml con agua destilada y

almacenar en un frasco dmbar a temperatura ambiente. Filtrar antes de usarse.

=%
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3. Clasificacién de los cromosomas con base en la posicién del centrémero segin
Levan et al (1964)

Esta clasificacion se basa en las medidas obtenidas de cada uno de los cromosomas

metafdsicos. I. C. es el indice centromérico, P. B. es la proporcién de brazos y P. C. es la

posicién del centrémero.

P. G P.B. | I.C, P. C. P B. | LC.
Metacéntrico. 1 50 Subtelocéntrico. 3 25
1.05 475 344 | 225

1.22 45 4 20

1.35 425 471 175

L5 40 B.67 15

1.67 375 7 125

Submetacéntrico. 1.67 375 Telocéntrico. [4 12.5
1.87 35 9 10

2.08 325 12.23 7.9

2.33 30 19 5

2.64 275 39 25

3 25 o 0

Utilizando las medidas de longitud de los brazos py ¢ de los cromosomas se obtiene P. B.,

I.C.yP.C. utilizando las siguientes formulas:

e PB=g/p

.

H
O
"

{p/ (p+ @)} x 100.

e P.C. se obtiene comparando los resultados de I. C. y P. B. obtenidos de las

medidas de los cromosomas con la tabla de clasificacién anterior. 3
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4. Tabla de datos obtenidos a partir de las mediciones de los cromosomas
metafdsicos de cultivos celulares de Kinosternon herrerai.

Estos datos fueron obtenidos del cariotipo formado con los cromosomas
correspondientes a un macho. L. T. es la longitud total del cromosoma, B. q es la longitud
del brazo largo, B. p es la longitud del brazo corto, P. B. es la proporcion de brazos o
interbraquial, I. C. es el indice centromérico, P. C. es la posicién del centrémero de los
cromosomas y % es el valor de cada una de las medidas convertido a porcentajes.

Se obtuvieron un total de 18 cromosomas metacéntricos, 2 submetacéntricos y 8
microcromosomas.

ParcrolL. T.| % |B.g.| % [B.p. | % P.By L I.C: | P.C
1 222 |87.06| 118 |53.15| 104 |46.85| 1.13 46.85 M
1 22 |86.27| 116 |52.73| 104 |47.27| 112 47.27 M
2 184 | 7216 | 9.4 |51.09 9 48.91| 1.04 4891 M
2 18.2 | 7137 | 9.3 51.1 8.9 | 489 1.04 48.9 M
3 175 |68.63]| 9 5143 | 85 |4857| 106 48.57 M
3 175 |68.63| 9 5143 | 85 |4857| 106 48.57 M
4 17.2 |6745| 88 | 5116 | 84 |4884| 105 48.84 M
4 17 |66.67| 88 [5176| 82 |48.24| 107 48.24 M
B 148 |58.04| 8 |5405| 6.8 |4595| 118 45.95 M
5 15 |58.82| 8 |53.33| 7 [46.67| 114 | 46.67 M
6 155 [60.78| 82 [ 529 | 73 | 47.1 1.12 47.1 M
6 155 [60.78| 82 | 529 | 73 | 47.1 112 47.1 M
7 13 |5098| 6.8 |5231| 6.2 [47.69| 1.1 47.69 M
7 131 | 5137 | 6.6 |50.38| 6.5 [49.62| 102 | 49.62 M
8 13.7 |53.73{ 7 51.09 | 6.7 [4891| 1.04 48.91 M
8 135 |5294| 7 |5185| 65 |4815| 108 | 48.15 M
9 16.1 |63.14| 83 |51565| 7.8 |4845| 106 48.45 M
9 16.2 |6353| 83 |5123| 79 (4877| 105 48.77 M
10 12 |4706| 65 |5417| 55 |4583| 1.18 45.83 M
10 119 [46.67| 64 |53.78| 55 |46.22| 116 46.22 M
11 114 | 4471 6 5263| 54 4737 111 47.37 M
1 114 | 4471 6 5263| 54 |4737| 111 47.37 M
12 117 [45.88| 6.2 |5299| 55 |47.01 1.13 47.01 M
12 11.8 |46.27| 6.3 |53.39| 55 |46.61 1.15 46.61 M
13 165 | 64.71 9 5455| 75 [4545 1.2 45.45 M
13 16.2 |63.53| 89 [5494| 73 |4506| 122 45.06 M
14 21 |8235| 116 |5524| 94 |4476| 123 4476 M
14 211 [82.75| 11.7 |55.45| 94 |4455| 124 44 55 M
15 142 |55.69| 79 |b5.63| 6.3 |4437| 125 44.37 M
15 141 |55.29| 81 |5745| 6 |4255| 135 42.55 M
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Continuacion.

16 132 |5176| 73 [ 553 | 59 | 447 | 124 44.7 M
16 132 |51.76 | 74 [56.06| 58 [4394| 128 43.94 M
17 253 |99.22| 143 [56.52| 11 [43.48 1.3 43.48 M
17 255 | 100 | 145 [56.86| 11 [43.14| 132 43.14 M
18 101 |39.61| 5.7 [56.44| 44 |43.56 13 43.56 M
18 9.9 [38.82| 55 |5556| 44 [4444| 125 4444 M
19 143 |56.08| 89 |6224| 54 |37.76| 165 37.76 SM
19 143 |56.08| 88 |[6154| 55 |38.46 1.6 38.46 SM
20 13 |5098| 88 |67.69| 42 |3231 21 32.31 SM
20 13 |5098| 88 |67.69| 42 |3231 2.1 32.31 SM
21 11 14314 11 100 0 0 # 0 MC
21 10.8 |4235| 10.8 | 100 0 0 # 0 MC
22 15 |5882| 15 100 0 0 # 0 MC
22 151 [59.22] 151 | 100 0 0 # 0 McC
23 13 15098 13 100 0 0 # 0 MC
23 13 |5098| 13 100 0 0 ad 0 MC
24 128 | 50.2 | 12.8 | 100 0 0 # 0 MC
24 128 | 50.2 | 12.8 | 100 0 0 # 0 MC
25 139 | 5451 | 139 | 100 0 0 # 0 MC
25 13.8 | 54.12 | 13.8 | 100 0 0 # 0 MC
26 10.8 [42.35| 10.8 | 100 0 0 # 0 MC
26 10.6 | 4157 | 106 | 100 0 0 # 0 MC
27 8.8 |3451| 88 100 0 0 # 0 MC
27 89 | 349 | 89 100 0 0 # 0 MC
28 14 549 | 14 100 0 0 ¥# 0 MC
28 14 549 | 14 100 0 0 # 0 MC

Comparacion entre los datos obtenidos en Kinosternon herrerai (K. h.) y la

clasificacién propuesta por Levan et al. (1964).

P. C. P.B. |P.B.K. h. I.C. I.C.K. h.
Metacéntrico. 1-1.67 1.02-135 | 50-375 42 55
Submetacéntrico.| 1.67-3 16-2.1 37.5-25 |32.31-38.46
Subtelocéntrico. 3-7 | ----- 25-125 |  -----
Telocéntrico. 7-00 | —ee— 1250 |  -----
Especie. 2n. |Mc.|mc. |A. B. |€. |F:C.
Kinosternon herrerai. | 56 | 40 | 16 [36M-4SM |[OT |16 |20:0:8

tabla de
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