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RESUMEN. Las tortugas son organismos con alta vulnerabilidad por el impacto en los ecosistemas y falta de conocimiento
biologico. Los estudios hematoldgicos en los quelonios son limitados por la carencia de técnicas-procedimientos especificos; por
ello, se adoptan metodologias que no siempre resultan las apropiadas. El objetivo del estudio fue comparar variaciones de la
concentracion de fijadores y del colorante Giemsa contra los tiempos de exposicion, sobre frotis sanguineos de Trachemys venusta
venusta, Staurotypus triporcatus y Rhinoclemmys areolata. La comparacién de metanol absoluto (99.8%) en contraste con el etanol
desnaturalizado (70%), se realizé con exposicion de 0.5, 1.0, 5.0 y 10 min. En los ensayos de tinciéon con Giemsa (10%), se utilizo
la exposicion de 1, 5, 10 y 20 min; y en los de Giemsa en soluciéon madre, la tincién de 5, 10, 20 y 30 s. Los resultad os muestran,
que el incremento del tiempo de exposicion al metanol incrementa significativamente las células con dafio en la membrana y
estructura celular. En las muestras con etanol se observaron bajos registros de atrofia. Con Giemsa al 10% y el incremento de la
tincion, se observé descenso significativo de eritrocitos sin dafio en la membrana. Con la soluciéon madre de Giemsa, hubo
incremento de células sin dafio. El mejor fijador fue el etanol desnaturalizado y la tincion recomendada es empleando tiempos
de tincién de 10 segundos con Giemsa en solucion madre. Con el método recomendado, sera posible obtener células sanguineas
de alta calidad para estudios en ciencia basica, aplicada y en practicas clinicas.
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ABSTRACT. Turtles are organisms with high vulnerability due to the impact on their ecosystems and the lack of biological
knowledge. Hematological studies in chelonians are limited by the absence of specific techniques-procedures; for this reason,
adopted methodologies are not always appropriate. The study aim was to compare variations in fixatives concentrations,
Giemsa staining versus exposure times on blood smears from Trachemys venusta venusta, Staurotypus triporcatus and
Rhinoclemmys areolata. The comparison of pure methanol (99.8%) against denatured ethanol (70%) was carried out with exposure
of 0.5, 1.0, 5.0 and 10 min. In the staining tests with Giemsa (10%), the exposure of 1, 5, 10 and 20 min was used and with the
Giemsa stock solution the staining of 5, 10, 20 and 30 seconds was tested too. The results shown that increasing the exposure
time in methanol, significantly increases the number of cells with damage to the membrane and cellular structure. In the samples
with ethanol, low records of atrophy were observed. When 10% Giemsa was used together with the staining increase, a
significant decrease in erythrocytes without membrane damage was observed. The employment of Giemsa stock solution rises
the cells without damage. The best fixative was the denatured ethanol and staining with 10 seconds in Giemsa stock solution.
With the suggested method, it will be possible to obtain high-quality blood cells for studies in basic and applied science as well
as in clinical practices.
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INTRODUCCION

Las tortugas o quelonios (Testudines), son un grupo de vertebrados acudticos y terrestres,
ampliamente distribuidos en el mundo, desde los arroyos, charcas, rios, lagunas, mares, hasta los
desiertos, bosques y selvas tropicales. A pesar de la diversidad de ecosistemas, donde se
encuentran las tortugas; los estudios bioldgicos y ecoldgicos en el orden Testudines, es reducido, y
al parecer solo el grupo de las tortugas marinas ha sido el que mas se ha estudiado en disciplinas
como ecologia, reproduccion, genética; incluyendo estudios celulares e intracelulares en sangre
periférica (Flower et al. 2018, Ramakrishnan et al. 2018, Sinaei et al. 2019). Lo anterior, debido al
desarrollo creciente de proyectos de ecologia y conservacion, en zonas costeras donde se
distribuyen y se reproducen tales especies (Garcia-Grajales et al. 2017, Macip-Rios et al. 2018). En la
mayoria de las tortugas dulceacuicolas registradas, la informacion cientifica oportuna es reducida,
basicamente la concerniente a la historia natural y biologia basica (Macip-Rios et al. 2015). Solo un
caso excepcional, es el de la tortuga orejas rojas o Trachemys scripta, especie en la que se han
realizado diversos estudios de biologia, entre los que destacan por su importancia los de
hematologia (Martinez-Silvestre y Cuenca 2011, Allender y Mitchell 2013, Carrascal-Veldsquez et
al. 2014, Hernandez et al. 2017, Hadzimusic¢ et al. 2020).

En el mundo hay registros de aproximadamente 352 especies de tortugas, siendo 345 de origen
dulceacuicola y terrestre, y siete especies marinas (Rhodin et al. 2021); del total de registros, 61 taxas
(tortugas de agua dulce y terrestres) estan presentes en México, distribuidos en 48 especies, 13
géneros y siete familias (Macip-Rios et al. 2015, Rhodin et al. 2021). En la region tropical del sureste
mexicano, compartida con Guatemala, Belice, El Salvador y Honduras, existen 22 especies
integradas en ocho géneros, Kinosternon, Staurotypus, Claudius, Trachemys, Dermatemys,
Rhinoclemmys, Chelydra y Terrapene (Flores-Villela y Garcia-Vazquez 2014, Rhodin et al. 2021);
lamentablemente cada una de ellas estd en diferentes estatus de conservacion de acuerdo con la
norma oficial mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y Lista Roja de Especies Amenazadas de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Rhodin ef al. 2021, Barragan-Vazquez
et al. 2022). En tales especies, muy pocos estudios formales han sido abordados y documentados;
limitandose al conocimiento de la alimentacién, distribucion geogréfica, fisiologia, citogenética,
manejo, parasitologia y reproduccion (Arias-Rodriguez et al. 2019). Sin embargo, se ha evidenciado
que los programas de conservacion, requieren de amplio conocimiento de la biologia basica de las
especies sujetas a manejo; en dicho contexto los estudios hematoldgicos son importantes de
considerar, dado que se emplean basicamente para el diagndstico de enfermedades (Zhang et al.
2011, Corrales-Ramirez y Caycedo-Lozano 2020), asi también para el andlisis de otros atributos
fisioldgicos y genéticos, como el estrés, dano celular, nivel de ploidia, entre otros aspectos celulares
de importancia bioldgica (Hadzimusic et al. 2020, Machado et al. 2020, Radisic et al. 2020).

En dicho contexto, tales metodologias han sido desarrolladas a partir de estandares para humanos
y otros mamiferos como los ratones, vacas, caballos, entre otros (Perpifian y Sanchez 2009,
Campbell 2015). Algunas de estas técnicas, han sido adaptadas para su aplicacién en el estudio
hematologico en pequefios vertebrados; a través de diversos campos como la acuicultura en amplia
variedad de especies acuaticas y en zootecnia para herpetofauna, aves y mamiferos (Stacy et al.
2011, Zhang et al. 2011). Dada la importancia de los estudios hematoldgicos para la comprension
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de la estructura y dindmica de las células sanguineas, las adaptaciones de dichas metodologias no
siempre repercuten con el procedimiento mas apropiado, lo que resulta en detrimento del tiempo,
de recursos econdmicos y de falsas interpretaciones. Actualmente, no hay metodologias
hematologicas especificas para las tortugas dulceacuicolas, puesto que los métodos estandar
actuales, son aparentemente apropiados para observar y evaluar la morfologia celular; aunque la
calidad de las tinciones basado en las observaciones de las imagenes, no son las éptimas, debido a
los artefactos originados por las propiedades quimicas, fisicas y bioquimicas de las células en cada
especie (Dessauer 1970, Snyder y Sheafor 1999, Arikan y Cigek 2010, 2014).

Lo anterior, eventualmente ha dilucidado con la escasez de estudios hematologicos en las tortugas,
principalmente en las especies dulceacuicolas de origen tropical. El mencionado hecho, ha
conducido mediante el presente estudio al disefio comparativo de los métodos de mayor uso para
estudios hematologicos en vertebrados, con el fin de establecer un procedimiento especifico; y
economicamente viable para especies dulceacuicolas, empleando como modelo bioldgico a tres
especies de tortugas nativas del sureste mexicano, la jicotea Trachemys venusta venusta, el tres lomos
Staurotypus triporcatus y la mojina Rhinoclemmys areolata.

MATERIALES Y METODOS

Origen de los especimenes y taxonomia

Los especimenes adultos fueron recolectados del entorno silvestre en acuerdo con el siguiente
esquema: tortuga jicotea T. v. venusta (12 hembras y 10 machos), tres lomos S. triporcatus (ocho
hembras y cuatro machos) y mojina R. areolata (9 hembras y 5 machos), fueron capturados por
observacion y tomados manualmente de las lagunas del Pueblo y Huapacal de la Villa Luis Gil
Pérez del municipio del Centro, de los margenes de los pantanos de la Villa Sdnchez Magallanes,
municipio de Cardenas y de los humedales del poblado Federico Alvarez, municipio de Jonuta,
respectivamente, todas las localidades del estado de Tabasco, México. La recolecta de los
ejemplares en vida silvestre se llevo a cabo con el permiso federal de la SEMARNAT
(SGPA/DGVS/04315). Los ejemplares recolectados, se mantienen vivos y en condiciones dptimas
de mantenimiento, calidad de agua y alimentacion en las Instalaciones del Laboratorio en Genética
y Ecofisiologia de la DACBiol-UJAT. La identificacién taxonomica especifica, se basé en la
nomenclatura de Legler y Vogt (2013), Ernst y Barbour (1989), Smith y Smith (1979); atendiendo la
ultima actualizacién en taxonomia, sinonimia, distribucién y estatus de conservacion de todas las
especies de tortugas en el mundo de Rhodin et al. (2021). El desarrollo del presente protocolo de
Investigacién, fue evaluado y autorizado por la Comisién Institucional de Etica en Investigacién
(CIEI) de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (Folio: 0985-30/Enero/2022).

Extraccion de sangre y extendido celular

La sangre periférica se extrajo de la vena coccigea, desinfectando la region terminal de la cola con
algodon humedecido de alcohol etilico al 70%. En dependencia del peso de cada espécimen; se
empled jeringas estériles de 0.5 mL para organismos con pesos entre 300-900 g, jeringas de 1 mL
para especimenes con peso de 1 a2 kg y de 3 mL para organismos con pesos mayores a los 2 y hasta
los 6 kg, extrayendo maximo 300 pL (0.3 mL) de sangre por cada tortuga. Inmediatamente, se coloco
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una gota (20 uL aproximadamente) de sangre sobre cada portaobjetos (45 portaobjetos por cada
espécimen) limpios y estériles; luego fue extendida por capilaridad suave y homogéneamente,
evitando danar las células, secando cada extendido celular o frotis al aire a temperatura ambiente
(28.0 0.5 °C) por 60 min.

Fijado post-frotis (Fase experimental I)

Las muestras control consistieron de cinco frotis sanguineos sin tratamiento o fijado, las cuales
fueron analizadas inmediatamente después del secado de los extendidos sanguineos. Para
experimentar el efecto del tiempo de fijado, se prepararon dos fijadores, el metanol absoluto al
99.8% y el fijador elaborado con etanol al 70% que fue desnaturalizado con benzoato de denatonio
(0.7 mg 100 mL), ambos mantenidos a 4 °C. Posteriormente, los cinco frotis sanguineos por
tratamiento, fueron sumergidos de modo individual a los tiempos (o tratamientos) de exposicion
de: 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 min. Luego, fueron secados a 26 + 1.0 °C sobre una bandeja de polipropileno,
extrayendo cuidadosamente el exceso del fijador (metanol absoluto y etanol desnaturalizado).

Tincion post-frotis (Fase experimental II)

Las muestras control fueron analizadas inmediatamente después del secado del frotis.
Posteriormente, las muestras que fueron fijadas, se dejaron a temperatura ambiente (28.0 °C)
durante 12 h previo a la aplicacion del colorante. Subsiguientemente, se aplicd la tincion con
Giemsa al 10% y con Giemsa en solucion madre. La Giemsa al 10% o tincion de Romanosky a 4.0
°C, se empled con modificaciones del protocolo de Campbell (2015), utilizando como diluyente el
buffer de fosfatos a pH 7.0 y las preparaciones citoldgicas fueron tefiidas por 1.0, 5.0, 10.0 y 20.0
min, respectivamente. Por otro lado, para la tincion con Giemsa en solucién madre a 4.0 °C (sin
diluyente), las muestras citologicas respectivas se expusieron a 5.0, 10.0, 20.0 y 30.0 s de tincion con
el colorante. Transcurridos los tiempos de tincion, a cada una de las muestras, se les retiro el exceso
de colorante, colocando las preparaciones citoldgicas en posicién vertical sobre un recipiente
cilindrico de polipropileno y luego se aplicd agua destilada para lavar los restos de colorante y
permitir el escurrido y secado rapido.

Microscopia dptica y criterios de la calidad celular

Los campos hematologicos fueron analizados, utilizando las herramientas de contraste de fases en
campo claro/oscuro y seleccionados al azar en el microscopio AxioScope Al (Carl Zeizz®) con el
objetivo 10X+1.25X del optovar (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011). Después, se
fotodigitalizaron con el médulo de adquisicion de imagenes de la cAmara AxioCam ERc5s y con el
objetivo 40X + 1.25X del optovar. Las imagenes procedentes de la fase experimental I, se analizaron
detalladamente con las herramientas digitales para el procesamiento posterior y filtrado mediante
canales fluorescentes falsos (LUTS) del programa ZEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).
Las imagenes procedentes de la fase experimental II, se analizaron detalladamente con las
herramientas digitales para el procesamiento a posteriori y filtrado de canales en campo claro,
basado en los patrones de tincion de Giemsa con el programa ZEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy
GmbH, 2011).

Los eritrocitos se evaluaron y contabilizaron, tomando dos criterios esenciales en la integridad de
la membrana celular: a) Dafio en la membrana y citoplasma celular (Dmc): Son aquellas células
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eritrocitarias que manifiestan alteraciones morfologicas o pérdida de simetria como son
contraccion, fractura del citoplasma, fractura de la membrana y pérdida parcial o total de la
integridad de la membrana celular. En estas dispersiones, las células y el perimetro, muestran
presencia de residuos e impurezas de origen organico y bioldgico. B) Sin dafio en la membrana y
citoplasma celular (Smc): Son aquellas células eritrocitarias que no presentan alteraciones
morfoldgicas del citoplasma, de la membrana y mantienen simetria celular integra. Ademas, la
coloracion del drea nuclear, es homogénea con tincion en tonalidad purpura o azul intenso. Por
otro lado, las dispersiones celulares y perimetro, deben observarse (externamente) libres de
impurezas (quimica o bioldgica) como estructuras refractarias, residuos de la tincion, bacterias y
hongos.

Analisis de datos y estadisticos

Los valores obtenidos, se registraron en bases de datos individuales y les fueron calculados el
promedio y la desviacidon estandar (D.E.), con el empleo del programa Excel para Windows
(Microsoft® 2022). Los porcentajes, fueron calculados basados en la siguiente férmula:

Numero de células sin daio en la membrana celular por espécimen

Células sin dafio en la membrana celular (%) = ( )x 100

Numero total de células por espécimen con o sin daflo

Los porcentajes, fueron analizados en acuerdo al cumplimiento de las pruebas de homogeneidad
y homocedasticidad, luego se aplicé el analisis de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn’s a P <0.05
(Zar 2010), en todos los casos se empled el programa SigmaPlot® (12.3 de Systat Software Inc®).

RESULTADOS

Fijado post-frotis o fase experimental I

El fijado de los frotis sanguineos con metanol absoluto y etanol desnaturalizado, permitio el analisis
total de 57 626 células eritrocitarias; de las cuales 26 852 correspondieron a los eritrocitos de la
jicotea T. v. venusta, 15 835 células a la tortuga tres lomos S. triporcatus y 14 939 eritrocitos a la
tortuga mojina R. areolata (Tabla 1). Con el empleo del metanol absoluto, se observo que, en las
muestras de sangre de las tres especies empleadas como modelo, hubo incremento
significativamente progresivo del nimero y de los porcentajes de células con dafio en la membrana
celular (Dmc) en relacion con los tiempos de exposicion (0, 0.5, 1, 5 y 10 min) (Tabla 1).

En dicho sentido, en la tortuga T. v. venusta, se registrd nula presencia de células con dafio en las
muestras del tratamiento control y 12 células con dafio en la membrana celular, por efecto del
metanol absoluto con el tiempo de exposicion mas bajo de 0.5 min, hasta los 3 108 eritrocitos
atrofiados por exposicion al metanol absoluto por exposicion de 10 min. Los conteos mas bajos, de
células que no tuvieron dafno en la morfologia de la membrana celular (Smc), se observaron a los
10 min de exposicion, con presencia de 329 eritrocitos y los registros mas altos de Smc, fueron
significativamente notables en los tiempos de exposicion menores de 0, 0.5, 1 y 5 min (Tabla 1). En
S. triporcatus, no se identificaron eritrocitos dafiados en las muestras control (sin presencia de
alcohol), pero se logrd observar aumento en el nimero de células con dafio (Dmc,) con el
incremento en los tiempos de exposicion al metanol (Tabla 1). Fue asi, que se logré observar 19
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eritrocitos con dafnos en la membrana celular eritrocitaria, por exposicion al metanol absoluto de
0.5 min y hasta 1 254 eritrocitos dafiados por el tiempo de exposicion de 10 min (Tabla 1). En la
tortuga tres lomos, las células que manifestaron estructura celular normal o sanas (sin dafio en la
membrana celular, Smc), presentaron registros bajos de 78 eritrocitos a los 10 min de exposicion al
metanol absoluto y conteos altos con el decremento de los tiempos de exposicion (Tabla 1).

Tabla 1. Niimero de células con dafo y sin dafio en la membrana celular, que
fueron expuestas a diferentes tiempos de exposicién con metanol absoluto y
etanol desnaturalizado.

Medio fijador: Metanol absoluto

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
T.e. Dmc Smc Total Dmc Smc Total Dmc Smc Total
Control 0 25042 2504 0 15082 1508 0 13942 1394
0.5min 12 23432 2355 19 1644> 1663 0 1563 1563

1 min 181 2927> 3108 284 16726 1956 134 13862 1520
5 min 1248 1804 3052 1270 270¢ 1540 1078 303> 1381

10min 3108 3294 3347 1254 784 1332 1470 174 1644

Z;fllajf 14366 7999 7502
Medio fijador: Etanol desnaturalizado
T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
Control 0 25042 2504 0 15092 1509 0 14772 1477
05min 0 25022 2502 0 15982 1598 0 14922 1492
1 min 2 24082 2410 0 15752 1575 0 14812 1481
5 min 3 26192 2622 3 14602 1463 7 14742 1481
10 min 2 24462 2448 5 16862 1691 12 14942 1506
Z;fllaif 12486 7836 7437

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

Por otro lado, también en el caso particular de R. areolata, hubo muestras que carecieron (valores
de cero) de dafos en la membrana celular, en las observaciones microscdpicas de las preparaciones
hematolodgicas del control y de todas aquellas de los primeros 0.5 minutos de exposiciéon al metanol
absoluto. A partir de 1 min de exposicion al metanol absoluto, se inici6 el registro de 134 células
con Dmc y hasta 1 470 eritrocitos afectados por 10 min de exposicion al metanol. Las muestras que
presentaron el niimero mas bajo de eritrocitos sanos, fueron aquellas tratadas con 10 min de
exposicion, pues se observaron 174 células sin dafios. Mientras que valores mas altos de eritrocitos
Smc, fueron también observados con el decremento significativo de los tiempos de exposicion al
metanol como fijador.
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El metanol absoluto, como fijador de tejidos, causa mayor impacto en la estructura de los
eritrocitos, debido a que registrd una respuesta inmediata a los 0.5 min de exposicion de las
muestras hematopoyéticas de las tres especies de tortugas; en dicho sentido se lograron observar
porcentajes bajos de 9.37 + 7.79% (a 10 min) de células sin dafios en la estructura de la membrana
celular en T. v. venusta; en la tortuga tres lomos con 5.78 + 3.91% (a 10 min) y en R. areolata con 10.52
+2.97% (a 10 min) (Tabla 1). Lo anterior indica, que al incrementar el tiempo de exposicion de las
muestras o dispersiones de las células sanguineas (frotis sanguineo) al metanol absoluto, mayor
sera el dano en la estructura, morfologia y composicion celular eritrocitaria; en acuerdo con las
diferencias significativas (Dunn’s < 0.001) encontradas entre los valores reportados para las
muestras control y todos los tratamientos con el metanol absoluto (Figura 1).

En la observacion de las muestras fijadas con el etanol desnaturalizado, se registr6 baja frecuencia
de dafios en los eritrocitos, desde cero y hasta tres células en T. v. venusta, de 0 a 5 células en S.
triporcatus y de 0 a 12 células en R. areolata; incluso en los tiempos de exposicion mas prolongadas
(5 a 10 min). Asimismo, el nimero de células sanas o sin dano en la membrana celular, fueron
elevados desde 2 619 eritrocitos, con exposicion de 5 min en etanol desnaturalizado para los frotis
sanguineos expuestos de T. v. venusta. En S. triporcatus o tortuga tres lomos, se identificaron 1 686
eritrocitos sanos con el tiempo maximo de exposicion de 10 min y en R. areolata o mojina, fueron
identificados 1 494 eritrocitos sin dafios en la membrana y estructura intracelular; después de la
exposicion de 10 min o tiempo maximo de exposicion al etanol (Figura 1).

Altos porcentajes de células sin dafio en la estructura de la membrana y del citoplasma celular,
fueron observados en el tratamiento con etanol desnaturalizado, con registros desde 100% (a 0.5
min de exposicion) y hasta 99.93 + 0.22% (a 10 min de exposicion) en la hicotea T. v. venusta; en la
tortuga tres lomos S. triporcatus con 100% (a 0.5 min de exposicion) y hasta 99.69 + 0.51% (a 10 min
de exposicién). Mientras que en la tortuga mojina R. areolata se observé 100% (a 0.5 min de
exposicion) y hasta 99.25 + 0.85% (a los 10 min de exposicién). Lo anterior, fue también respaldado
al observarse que no existen diferencias significativas (Dunn’s < 0.001) entre las muestras control y
los tratamientos con etanol en las tres especies estudiadas (Figura 1).

Fase experimental II o tincion de muestras con Giemsa Madre y Giemsa al 10%

La segunda fase experimental, se basé en el andlisis total de 54 191 células eritrocitarias; en T. v.
venusta fueron observados 24 239 eritrocitos, en S. triporcatus 15 161 eritrocitos y en R. areolata 14
791 eritrocitos (Figura 2). En la tortuga T. v. venusta, se identifico nimero elevado de eritrocitos con
dafio o atrofia en la membrana celular (2 045 células); a partir de la tincién por 1 min de exposicion
con Giemsa al 10%.

Cuando las preparaciones fueron sometidas a 20 min de tinciéon con Giemsa al 10%, se registraron
2 336 células danadas. En la tortuga S. triporcatus, se identificaron 1 262 eritrocitos atrofiados a
partir de la tinciéon con 1 min de tratamiento y hasta 1 362 eritrocitos atrofiados, cuando las
muestras fueron tefiidas por 10 min (Figura 3). En la tortuga R. areolata, con 1 min de exposicion de
Giemsa al 10%, se obtuvieron registros de 972 eritrocitos con dafos en la membrana y hasta 1 451
eritrocitos atrofiados con 10 min de exposicion al colorante. Por otro lado, el niumero de células
sanas (sin dafo en la membrana celular) no llegaron a registrarse (cero células) con exposicion de
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10 y de 20 min para muestras de T. v. venusta; y con 20 min de tincién de las muestras de las tortugas
S. triporcatus y R. areolata (Tabla 2).
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Figura 1. Comportamiento de la membrana celular (eritrocitos sin dafios en porcentajes) expuestos a metanol y etanol en
las tortugas T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y R. areolata (e, f). Literales iguales en cada grafico, representa que no
hay diferencias significativas con P < 0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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Figura 2. Comportamiento de la estructura celular eritrocitaria post-tinciéon (Giemsa 10% vs Giemsa madre) en T. v.
venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y R. areolata (e, f). Literales iguales en cada grafico, representa que no hay diferencias
significativas con P < 0.05 y en caso contrario las diferencias existen.
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Figura 3. Células hematopoyéticas con pérdida severa de simetria en la estructura extracelular, intracelular y del
citoplasma por efecto del metanol (a, ¢, ) y tincion con Giemsa al 10% (b, d, f) en las tortugas tropicales T. v. venusta (a,
b), S. triporcatus (c, d) y R. areolata (e, f). La barra en cada microfotografia equivale a 10 pm.

El andlisis estadistico aplicado a los tratamientos de la tincién con Giemsa al 10%, revelo diferencias
significativas (Dunn’s < 0.001) respecto a las observaciones registradas con las muestras del
tratamiento control, lo que indica baja eficacia de aplicacion de dicha técnica en la tincion de las
células sanguineas (principalmente eritrocitos) de las tres especies de tortugas dulceacuicolas. En
las muestras o frotis sanguineos de las tres especies de tortugas dulceacuicolas T. v. venusta, S.
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triporcatus y R. areolata, que fueron tefiidas con Giemsa en solucion madre, se logrd registrar
ausencia de células sanguineas atrofiadas durante los primeros segundos de exposicion (5 s) al
colorante (Figura 4). El mayor nimero de células atrofiadas, se presentd a los 30 s de tincion en las
muestras de las tres especies de tortugas, registrandose 881 eritrocitos dafiados en T. v. venusta, 370
eritrocitos en S. triporcatus y 729 eritrocitos en R. areolata.

Tabla 2. Resultados de la fase experimental II y respuesta de la estructura
celular expuesta a dos métodos de tincién.

Tincion: Giemsa 10%

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
T.e. Dmc Smc Total Dmc Smc Total Dmc Smc  Total
Control 0 25042 2504 O 14502 1450 0 14412 1441

1 min 2045 234 2279 1262 246 1508 972 641° 1613
5 min 2299 225¢ 3108 1174 376¢° 1550 914 385¢ 1299
10 min 2275 0d 2275 1362 394 1401 1332 814 1413
20min 2336  0d 2336 1339 0e 1339 1451  Oe 1451

Total de células: 11918 7248 7217

Tincion: Giemsa madre

T. v. venusta S. triporcatus R. areolata
Control 0 25042 2504 O 14022 1402 0 13732 1373
5s 0 22372 2237 0 14112 1411 0 14902 1490
10s 11 2577> 2588 41 1396> 1437 135 1419 1554
20s 184 2251¢ 2435 101 1586¢ 1687 317 1294¢ 1611
30s 881 16764 2557 370 16064 1976 729 8174 1546
Total de células: 12321 7913 7574

T.e. =Tratamiento experimental, Dmc = Dafio en membrana celular, Smc= Sin
dafno en membrana celular, min = minutos, s = segundos. Literales iguales en
cada columna, representa que no hay diferencias significativas con P <0.05 y
en caso contrario las diferencias existen.

En el caso de las células normales (sin dafio en la membrana y estructura celular), se registré el
mayor numero de eritrocitos con esta caracteristica a los 10 s de exposicidn al colorante, con registro
de 2 577 células normales en T. v. venusta. Dicha particularidad, también se observd en las muestras
de S. triporcatus y R. areolata (Tabla 2). En términos de porcentajes, hubo registros de 100% de
eritrocitos sin dafos en la membrana y estructura celular a los 5 s en las tres especies de tortugas
(T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata), lo cual fue comprobado al no existir diferencias
significativas (Dunn’s < 0.001) en los porcentajes registrados para dicho tratamiento (Figura 2). El
analisis estadistico, aplicado a los tratamientos de la tincién con Giemsa madre, revelé que no
existen diferencias significativas entre las muestras control y los tratamientos de 5 y 10 s de
exposicion después de la comparacion multiple de Dunn’s < 0.001. Sin embargo, las muestras
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expuestas desde 20 hasta 30 s de tincion, manifestaron diferencias significativas respecto a los

demas tratamientos comparados (Figura 2).

e -
10 um
—

Figura 4. Células hematopoyéticas con la estructura celular integra y normal de muestras sanguineas de tres especies de
tortugas dulceacuicolas T. v. venusta (a, b), S. triporcatus (c, d) y R. areolata (e, f), que fueron tratadas con el mejor
procedimiento de fijado (etanol desnaturalizado, 5 min) y tincion (Giemsa madre, 10 s). La barra en cada microfotografia
equivale a 10 pm.
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DISCUSION

En las tortugas marinas, dulceacuicolas y terrestres, los estudios hematoldgicos siguen siendo
pocos en relacidon con los estudios enfocados a comprender aspectos de caracter ecoldgico, genético,
fisioldgico, de alimentacion, distribucion y comportamiento (Hernandez-Guzman y Arias-
Rodriguez 2019, Price et al. 2019, Phillips et al. 2022). La carencia de estudios hematologicos en las
tortugas, ha sido limitado por aspectos de tipo metodoldgico, debido a que son poco accesibles (se
debe pagar por acceder a la publicacion), no econdmicos (la serie de reactivos/equipos son variados
y costosos) y especie especificos, lo que no ha permitido el desarrollo de investigaciones con
resultados de buena calidad interpretativa y comparativa. En contraste, con la gran variedad de
métodos desarrollados para su empleo en citologia humana y en animales de importancia
economica en el sector pecuario, como las vacas, caballos y gallinas (Stephens et al. 2019, Chen et
al. 2022, Yang et al. 2022).

En dicho sentido, en esta investigacion en tres especies de tortugas tropicales nativas de
Centroamérica, se desarrollé un método que se aplica en dos fases (Fijado y tincidn), siendo su
aplicacion facil y econdmicamente accesible para su empleo en especies de tortugas tropicales. En
la fase I, que involucro el fijado con metanol absoluto o etanol desnaturalizado post-frotis, permitié
la observacion microscopica y el analisis detallado de miles de células eritrocitarias (en total 57 626)
de ejemplares adultos de la jicotea T. v. venusta, la tortuga tres lomos S. triporcatus y de la tortuga
mojina R. areolata. Durante las observaciones de las preparaciones hematoldgicas, fue evidente la
presencia de diversos dafnos en la integridad celular eritrocitaria en dependencia del tipo de fijador
(metanol absoluto y/o etanol desnaturalizado) y los tiempos de exposicion de las muestras de tejido
(Tabla 1).

Con el empleo del metanol absoluto y del etanol como fijadores, se observd incremento
significativamente (P < 0.001) progresivo del nimero y de los porcentajes de células eritrocitarias
con dafos en la membrana (Dmc) y citoplasma celular; en las preparaciones citologicas de las
especies empleadas como modelo experimental. Todo lo anterior, fue experimentado en relacion
con los tiempos de exposicion desde 0.5, 1, 5 y hasta los 10 min de tratamiento (Tabla 1). Mientras
que las células observadas en las muestras del tratamiento control (o cero minutos de exposicién),
no mostraron dafio o alteracion en la estructura de la membrana y citoplasma celular.

El andlisis estadistico comparativo de los tratamientos, sobre el efecto de los fijadores empleados,
mostrd que el metanol versus etanol, resulta significativamente (Dunn’s < 0.001) con mayores
lesiones (del metanol) sobre la estructura e integridad de las células mitoticas eritrocitarias. En el
caso especifico de las muestras fijadas con etanol desnaturalizado, presentaron conteos muy bajos
de eritrocitos danados, con registros desde cero y hasta tres células en T. v. venusta, de cero hasta
cinco células en S. triporcatus y desde cero a 12 células en R. areolata; incluso en los tiempos de
exposicion mas prolongados desde 5 y hasta 10 min. Fue asi, que el nimero de células sanas o sin
dafio en la membrana celular fueron elevados, desde 2 619 eritrocitos en la exposicion de 5 min al
etanol desnaturalizado en T. v. venusta, en S. triporcatus se identificaron 1 686 eritrocitos sanos con
el tiempo maximo de exposicidon (de 10 min) y en R. areolata, fueron identificados 1 494 eritrocitos
sin dafio en la membrana celular con 10 min de exposicion (Figura 1).

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era

©080 °


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Hernéndez-Guzmén et al.
Ecosistemas 7o . o] B
Nueva técnica citolégica en tortugas tropicales
y Recursos N
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. 12(1): e4103, 2025

https://doi.org/10.19136/era.a12n1.4103

El metanol absoluto como fijador de células sanguineas, causa mayor impacto en la estructura
extracelular e intracelular de los eritrocitos, llegando a dar respuesta inmediata a partir de los 0.5
min de exposicion de las muestras de células sanguineas. Dicho resultado fue contrastado, con los
porcentajes extremadamente bajos de células sin dano estructural, con observaciones a los 10 min
de exposicion con porcentajes de 9.37 + 7.79% en T. v. venusta; en la tortuga tres lomos con 5.78 +
3.91% y en R. areolata con 10.52 + 2.97% (Tabla 1). Lo anterior, indica que al incrementar el tiempo
de exposicion de las muestras o células sanguineas (frotis sanguineo) en el metanol absoluto, mayor
sera el dafio estructural y morfologico que recibird la membrana de las células eritrocitarias, siendo
corroborado por los resultados de los analisis estadisticos, al existir diferencias significativas
(Dunn’s < 0.001) entre los porcentajes registrados entre las muestras control y todas aquellas
correspondientes a los diferentes tratamientos con el empleo del metanol absoluto (Figura 1). De
acuerdo con los pocos estudios reportados respecto a las metodologias empleadas para la fijacion
y tratamiento de las dispersiones sanguineas (o frotis sanguineo) en las tortugas, la revision
bibliografica indica que no existe un método idéneo, aunque hay la tendencia hacia el empleo del
método rapido de tincidn general que esta basado en las tinciones tipo Romanowsky (Work et al.
1998) con diferentes grados de calidad celular en términos de morfologia, presencia de residuos y
diferenciacion de los diferentes grupos celulares del tejido hematopoyético. Autores como Lopez-
Olvera et al. (2003), Barrows et al. (2004), Montilla et al. (2006) y Casal y Ords (2009), sefialan que las
tinciones tipo Romanowsky, son tipicamente patentes de tipo comercial, las cuales otorgan “buena
calidad” en las dispersiones celulares sanguineas para la identificacion y descripcion apropiada de
las células en tortugas, dicho procedimiento se basa primero en el fijado por 5 segundos de las
dispersiones celulares en una solucion metilica de triarilmetano y la posterior tincion. Pero algunos
resultados ponen en duda la calidad de las células cuando son observadas bajo el microscopio,
como los estudios realizados en Chelonia mydas (Work et al. 1998, Montilla et al. 2006). Lo anterior,
hace pensar en la estandarizacion sistematica del método de fijacion como es el caso de lo que se
reporta en la presente investigacion. Al respecto, se sabe que pequefios cambios en la composicion
del ambiente de las membranas celulares, pueden modificar su composicion, principalmente de
todos aquellos componentes que estan integrados por proteinas, lipidos y canales de comunicacion
ionica e hidrica (Patra et al. 2006). Tales efectos, ocasiona deformacién de la membrana celular,
como se ha demostrado en células eritrocitarias humanas expuestas a bajas concentraciones
alcohdlicas, que van de 0.5 a 5.0% de metanol, de 0.5 a 7.0% de etanol, de 0.5 a 7.0% de propanol y
de 0.5 a 2.0% de butanol (Sonmez et al. 2013). En el caso particular del presente estudio, se observo
dafio severo o deformacion de la membrana celular eritrocitaria de las tres especies de tortugas
tropicales por exposicion al metanol absoluto (99.8%), desde 0.5, 1, 5 y hasta los 10 min de
tratamiento, como lo reporta Sonmez et al. (2013). Los estudios in vitro, reportan que los alcoholes
como el metanol, impactan de forma negativa la bicapa lipidica de la membrana celular (Patra et
al. 2006, Collin et al. 2014), con ello destruyen proporcionalmente a la concentracién y el tiempo de
exposicion, la estructura/estabilidad tipica del citoesqueleto celular, generando morfologia
irregular de la célula, como fue observado en la jicotea T. v. venusta, la tortuga tres lomos S.
triporcatus y la tortuga mojina R. areolata cuando se empled el metanol como fijador de las células
sanguineas. En dicho sentido, en estudios in vitro, en los que se ha simulado en membranas
artificiales la dinamica molecular de alcoholes, como el etanol y metanol; las observaciones indican
que el etanol tiene mayor efecto sobre las propiedades estructurales de las membranas celulares de
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humanos, incluso en tiempos de exposicion extremadamente rapidos (nanosegundos) (Patra et al.
2006, Collin et al. 2014). Sin embargo, en este estudio, cuando fueron fijadas con el etanol
desnaturalizado las células sanguineas de la jicotea T. v. venusta, la tortuga tres lomos S. triporcatus
y la tortuga mojina R. areolata, se tuvieron los mejores resultados en términos de ausencia de
pérdida de simetria celular y estabilidad morfoldgica (sin dafo en la estructura celular), requisitos
necesarios para estudios de citologia, sobre todo de aquellos donde el diagnostico es obligatorio
para generar reportes de estudios hematoldgicos comparativos y de sanidad acuicola. También, se
difiere con lo reportado por Sonmez et al. (2013), pues ellos senalan que la membrana celular tiene
efectos perjudiciales derivados de la exposicidn al etanol, en contraste, no se observaron efectos en
la membrana celular por exposiciones al metanol. En dicho sentido Mesquita et al. (1999), afirman
que el etanol en diferentes concentraciones, ocasiona empaquetamiento de lipidos/proteinas y con
ello cambios estructurales en la membrana y citoesqueleto de los eritrocitos, lo que origina cambios
drasticos en la morfologia y citometria celular como fue observado en el presente estudio cuando
se utilizé etanol al 70%. Se reporta que en células sanguineas humanas individuales sometidas
desde 0.1-0.3% de etanol, la anatomia o esfericidad de las células eritrocitarias incrementa y mejora
sustancialmente en acuerdo con los resultados de los tomogramas (indices refractivos
tridimensionales) y en comparacion con las células control y todas aquellas muestras que fueron
sometidas al 0.5% de tratamiento (Lee et al. 2015).

Las observaciones registradas en las células eritrocitarias de T. v. venusta, S. triporcatus y R. areolata,
muestran que presentaron comportamiento bifdsico progresivo en la dindmica estructural de las
membranas (Figura 1 y 2), aumentando el volumen o dano celular y después reduciéndolo
conforme aumentaba el tiempo de exposicion al etanol desnaturalizado o al metanol absoluto,
comportamiento que ha sido reportado en estudios mediante curvas de elongacion y de capacidad
de turgencia en eritrocitos humanos (Sonmez et al. 2013, Lee et al. 2015).

En el caso particular de los procedimientos de tinciéon empleados y comparados en el presente
estudio con Giemsa diluida al 10%, al requerirse mas tiempo de exposicion al colorante, la
aplicacion del procedimiento tiene mayor impacto en la integridad de las membranas celulares,
llegando a registrar hasta 100% de células con alguna alteracién morfoldgica a los 20 min de
exposicion en las tres especies de tortugas, y en el caso particular de las células de T. v. venusta,
tales efectos se presentaron a partir de los 10 min de exposicion (Tabla 2). En contraste, fue evidente
el resultado cuando se emple6 la solucion madre de Giemsa, con tiempos de exposicidn cortos que
mejoraron la calidad de las preparaciones hematoldgicas, en las muestras de las tres especies de
tortugas; pues la estructura celular observada en los eritrocitos presentd integridad celular y
homogeneidad de la tincion (coloracion electrodensa). No cabe duda, que la relacion entre los
beneficios proporcionados por la capacidad de fijacion del etanol (al 70%) desnaturalizado y la
calidad de la tincion rapida proporcionada por la solucién madre de Giemsa, fue crucial para que
las preparaciones hematoldgicas de las tres especies de tortugas tropicales muestren buenos
atributos para que se recomiende su empleo en estudios de biologia celular.

Actualmente, los estudios hematoldgicos realizado en las especies nativas de tortugas, son
complejos de comparar, principalmente por la carencia de técnicas hematoldgicas en especies
especificas. Un ejemplo de ello, es que los resultados de estudios hematoldgicos en varias especies
de organismos acudticos, muestran fotografias de eritrocitos con anormalidades morfoldgicas y
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evidente pérdida de simetria celular, presumiblemente por un inadecuado método de fijacion y
tincion; dichas evidencias han sido publicadas en diferentes especies de organismos acuaticos como
los peces Clarias batrachus, Heteropneustes fossilis, Anabas testudineus, Channa punctatus, C. striatus,
Oreochromis niloticus, Labeo rohita, Catla catla, Cirrhinus mrigala, C. reba y Notopterus notopterus
(Osman et al. 2018, Acharya y Mohanty 2019). Mientras que, en otros estudios, se observa que los
eritrocitos han sido tefiidos incorrectamente, ya que es evidente la poca diferenciacion de la tincién
entre el nucleo y la membrana celular; asi como alteraciones en la morfologia de la membrana
celular, principalmente en estudios citoldgicos realizados en la tortuga Lepidochelys olivacea
(Ramakrishnan et al. 2018). Tales particularidades morfoldgicas y de tincion celular inapropiadas,
pueden conducir a interpretaciones incorrectas y resultados artificiales cuando se trate de un
diagnostico, sobre todo de tipo clinico. Por ello, es recomendable desarrollar o adaptar protocolos
hematoldgicos apropiados o especie especificos, como ha sido demostrado con el presente estudio
mediante la eficacia de los resultados obtenidos.

CONCLUSIONES

Se determinoé que el etanol desnaturalizado, es el mejor medio fijador, ya que causa menor impacto
en la membrana celular de los eritrocitos con tiempos de exposicion de 0.5 a 10 minutos en T. v.
venusta, S. triporcatus y R. areolata. En la segunda fase experimental, se demostré que el método de
tincion mas eficiente, rapido y econdmico, es empleando como colorante la Giemsa en solucién
madre a 5 segundos de exposicién. Con el empleo del protocolo hematoldgico desarrollado en el
presente estudio, se abre una ventana de oportunidades para ampliar las fronteras de estudios
hematologicos en todas las especies de tortugas dulceacuicolas tropicales, desde el punto de vista
bioldgico, evolutivo, clinico, de ciencia basica y aplicada.

AGRADECIMIENTOS

El primer autor ].H.G. agradece al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias
(CONAHCYT) de México el apoyo otorgado mediante el Programa Nacional de Becas de
Doctorado (CVU: 378486). A la Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, por todas las facilidades
para realizar los estudios de Doctorado en Ciencias en Ecologia y Manejo de Sistemas Tropicales.
La investigacion fue realizada con los fondos del Laboratorio en Genética y Ecofisiologia DACBiol-
UJAT, cuyo responsable es L.A.R.

CONFLICTO DE INTERES

Los autores declaran que no tienen intereses en competencia.

LITERATURA CITADA

Acharya G, Mohanty PK (2019) Comparative cytomorphometry of red blood cells of some fishes. African
Journal of Biological Sciences 1(1): 23-32.

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era

©080 *


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Hernéndez-Guzmén et al.
Ecosistemas 7o . o] B
Nueva técnica citolégica en tortugas tropicales
y Recursos N
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. 12(1): e4103, 2025

https://doi.org/10.19136/era.a12n1.4103

Allender MC, Mitchell MA (2013) Hematologic response to experimental infections of frog Virus 3-Like virus
in red-eared sliders (Trachemys scripta elegans). Journal of Herpetological Medicine and Surgery 23(1-
2): 25-31. https://doi.org/10.5818/1529-9651-23.1.25

Arias-Rodriguez L, Indy JR, Paramo-Delgadillo S, Alvarez-Gonzélez CA (2019) Avances en el conocimiento
genético de la biodiversidad. En: Cruz-Angén A, Cruz-Medina ], Valero-Padilla J, Rodriguez-
Reynaga FP, Melgarej ED, Mata-Zayas EE, Palma-Loépez DJ (Coords) La biodiversidad en Tabasco.
Estudio de estado. Vol. 2. CONABIO. Ciudad de México, México. pp. 399-404.

Arikan H, Cicek K (2010) Morphology of peripheral blood cells from various species of Turkish herpetofauna.
Acta Herpetologica 5(2): 179-198. https://doi.org/10.13128/Acta_Herpetol-9032

Arikan H, Cicek K (2014) Haematology of amphibians and reptiles: a review. North-Western Journal of
Zoology 10(1): 190-209.

Barragan-Vazquez MR, Rios-Rodas L, Fucsko LA, Porras LW, Mata-Silva V, Rocha A, DeSantis DL, Garcia-
Padilla E, Johnson JD, Wilson LD (2022) The herpetofauna of Tabasco, Mexico: composition,
distribution, and conservation status. Amphibian & Reptile Conservation 16(2): 1-61.

Barrows M, McArthur S, Wilkinson R (2004) Diagnosis. In: McArthur S, Wilkinson R, Meyer ] (eds) Medicine
and surgery of tortoises and turtles. Blackwell Publishing Ltd. Oxford, UK. pp. 109-140.

Campbell TW (2015) Exotic animal hematology and cytology. Fourth Edition. Wiley Blackwell. lowa, USA.
402p. https://doi.org/10.1002/9781118993705

Carrascal-Veldsquez J, Negrete-Cartajena H, Rojano-Bolafio C, Alvarez-Otero G, Chacén-Pacheco J, Linares-
Arias ] (2014) Caracterizacién hematoldgica de hicoteas (Trachemys callirostris Gray, 1856) en
Cordoba, Colombia. Revista de Medicina Veterinaria 28: 43-55. https://doi.org/10.19052/mv.3180

Casal AB, Oros ] (2009) Plasma biochemistry and haematology values in juvenile loggerhead sea turtles
undergoing rehabilitation. The Veterinary Record 164(21): 663-665.
https://doi.org/10.1136/vr.164.21.663

Chen H, Yu B, Liu C, Cheng L, Yu ], Hu X, Xiang M (2022) Hematology reference intervals for Holstein cows
in Southern China: A study of 786 subjects. Veterinary Science 9(10): 565.
https://doi.org/10.3390/vetsci9100565

Collin A, Hardonniére K, Chevanne M, Vuillemin J, Podechard N, Burel A, Dimanche-Boitrel MT, Lagadic-
Gossmann D, Sergent O (2014) Cooperative interaction of benzo [a] pyrene and ethanol on plasma
membrane remodeling is responsible for enhanced oxidative stress and cell death in primary rat
hepatocytes. Free Radical Biology and Medicine 72: 11-22.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2014.03.029

Corrales-Ramirez LC, Caycedo-Lozano L (2020) Principios fisicoquimicos de los colorantes utilizados en
microbiologia. NOVA 18(33): 73-100. https://doi.org/10.22490/24629448.3701

Dessauer HC (1970) Blood chemistry of Reptiles: Physiological and evolutionary aspects. In: Gans K, Parsons
TS (eds) Biology of the Reptilia. Volume 3. Academic Press Inc. London, UK. pp. 1-72.

Ernst CH, Barbour RW (1989) Turtles of the world. 1st edition. Smithsonian Institution Press. Washington,
USA. 313p.

Flores-Villela O, Garcia-Vazquez UO (2014) Biodiversidad de reptiles en México. Revista Mexicana de
Biodiversidad 85: 467-475. https://doi.org/10.7550/rmb.43236

Flower JE, Norton TM, Andrews KM, Parker CE, Romero LM, Rockwell KE, Mitchell MA (2018) Baseline
corticosterone, hematology, and biochemistry results and correlations to reproductive success in
nesting loggerhead sea turtle (Caretta caretta). Journal of Zoo and Wildlife Medicine 49(1): 9-17.
https://doi.org/10.1638/2017-0051R1.1

Garcia-Grajales ], Arcos-Garcia JL, Ramirez-Fuentes E, Meraz ] (2017) La investigaciéon cientifica sobre
tortugas marinas en México: Una revision a las actividades y acciones de investigacion y
conservacion. Ciencia y Mar 21(63): 3-12.

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era

©080 Y


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Hernéndez-Guzmén et al.
Ecosistemas 7o . o] B
Nueva técnica citolégica en tortugas tropicales
y Recursos N
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. 12(1): e4103, 2025

https://doi.org/10.19136/era.a12n1.4103

Hadzimusi¢ N, Rukavina D, Skapur V, Veli¢ L (2020) Effects of storage duration on haematological
parameters of the red eared slider Trachemys scripta elegans. Veterinarska Stanica 51(6): 639-644.
https://doi.org/10.46419/vs.51.6.3

Hernandez JD, Castro P, Saavedra P, Ramirez P, Oros ] (2017) Seasonal variations in haematological
parameters in yellow-bellied slkider turtle (Trachemys scripta scripta). Veterinari Medicina 62(7): 394-
400. https://doi.org/ 10.17221/159/2016-VETMED

Hernandez-Guzman ], Arias-Rodriguez L (2019) Los estudios de citogenética basica en la herpetofauna
nativa de Tabasco. Kuxulkab” 25(53): 27-39. https://doi.org/10.19136/kuxulkab.a25n53.3402

Lee SY, Park HJ, Best-Popescu C, Jang S, Park YK (2015) The effects of ethanol on the morphological and
biochemical properties of individual human red blood cells. PLOS ONE 10(12): e0145327.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0145327

Legler J, Vogt RC (2013) The turtles of Mexico: Land and freshwater forms. 1st Edition. University of
California Press. Berkeley, USA. 416p.

Lopez-Olvera JR, Montane J, Marco I, Martinez-Silvestre A, Soler J, Lavin S (2003) Effect of venipuncture site
on hematologic and serum biochemical parameters in marginated tortoise (Testudo marginata).
Journal of Wildlife Diseases 39(4): 830-836. https://doi.org/10.7589/0090-3558-39.4.830

Machado CRD, Glugoski L, Domit C, Pucci MB, Goldberg DW, Marinho LA, da Costa GWWF, Nogaroto V,
Vicari MR (2020) Comparative cytogenetics of four sea turtle species (Cheloniidae): G-banding
pattern and in situ localization of repetitive DNA units. Cytogenetic and Genome Research 160(9):
531-538. https://doi.org/10.1159/000511118

Macip-Rios R, Jones MT, Willey LL, Akre TS, Gonzalez-Akre E, Diaz-Gamboa LF (2018) Population structure
and natural history of creaser’s mud turtle (Kinosternon creaseri) in central Yucatan. Herpetological
Conservation and Biology 13(2): 366-372.

Macip-Rios R, Ontiveros R, Lépez-Alcaide S, Casas-Andreu G (2015) The conservation status of the
freshwater and terrestrial turtles of Mexico: a critical review of biodiversity conservation strategies.
Revista Mexicana de Biodiversidad 86(4): 1048-1057. https://doi.org/10.1016/j.rmb.2015.09.013

Martinez-Silvestre A, Cuenca SLR (2011) Hematologia y citologia sanguinea en reptiles. Clinica Veterinaria
de Pequefios Animales 31(3): 131-141.

Mesquita R, Gongalves MI, Dias S, Sargento L, Sladanha C, Silva JM (1999) Ethanol and erythrocyte
membrane interaction: a hemorheologic perspective. Clinical Hemorheology and Microcirculation
21(2): 95-98.

Montilla AJ, Herndndez JL, Arraga MC (2006) Valores hematolégicos de la tortuga verde (Chelonia mydas)
presente en la Alta Guajira. Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Veterinarias 16(3): 219-226.

Osman AGM, AbouelFadl KY, El Reheem AEBMA, Mahmoud UM, Kloas W, Moustafa MA (2018) Blood
biomarkers in Nile tilapia Oreochromis niloticus niloticus and African catfish Clarias gariepinus to
evaluate water quality of the river Nile. Journal of FisheriesSciences.com 12(1): 1-10.

Patra M, Salonen E, Terama E, Vattulainen I, Faller R, Lee BW, Holopainen J, Karttunen M (2006) Under the
influence of alcohol: The effect of ethanol and methanol on lipid bilayers. Biophysical Journal 90(4):
1121-1135. https://doi.org/10.1529/biophysj.105.062364

Perpifian D, Sanchez C (2009) Morphologic and cytochemical characteristics of blood cells from the European
pond turtle (Emys orbicularis) and the Mediterranean pond turtle (Mauremys leprosa). Journal of
Herpetological Medicine and Surgery 19(4): 119-127. https://doi.org/10.5818/1529-9651-19.4.119

Phillips KF, Martin KR, Stahelin GD, Savage AE, Mansfield KL (2022) Genetic variation among sea turtle life
stages and species suggest connectivity among ocean basins. Ecology and Evolution 12(11): €9426.
https://doi.org/10.1002/ece3.9426

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era

©080 °


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Hernéndez-Guzmén et al.
Ecosistemas 7o . o] B
Nueva técnica citolégica en tortugas tropicales
y Recursos N
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. 12(1): e4103, 2025

https://doi.org/10.19136/era.a12n1.4103

Price ER, Sotherland PR, Wallace BP, Spotila JR, Dzialowski EM (2019) Physiological determinants of the
interesting interval in sea turtles: a novel “water-limitation” hypothesis. Biology Letters 15(6):
20190248. https://doi.org/10.1098/rsbl.2019.0248

Radisic R, Owens SD, Manire CA, Montgomery N, Mader D, Zirkelbach B, Stacy NI (2020) Red blood cell
osmotic fragility in healhy loggerhead and green sea turtles. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation 32(6): 908-911. https://doi.org/10.1177/1040638720957117

Ramakrishnan A, Palanivelrajan M, Thangapadiyan M, Sumathi D, Senthilkumar K (2018) Haematology
analysis of rescued olive ridley sea turtles (Lepidochelys olivacea). Journal of Entomology and Zoology
Studies 6(4): 1128-1131.

Rhodin AG]J, Iverson JB, Bour R, Fritz U, Georges A, Shaffer HB, Van Dijk PP (2021) Turtles of the world.
Annotated checklist and Atlas of taxonomy, synonymy, distribution, and conservation status.
Chelonian Research Monographs 8: 1-472. https://doi.org/10.3854/crm.8.checklist.atlas.v9.2021

Sinaei M, Bolouki M, Ghorbanzadeh SG, Talebi Matin M (2019) Evaluation of hematological and plasma
biochemical parameters in green sea turtle (Chelonia mydas Linnaeus, 1758) from nesting colonies of
the northern coast the Sea of Oman. Iranian Journal of Fisheries Sciences 18(4): 891-902.
https://doi.org/10.22092/ijfs.2019.118320

Smith HM, Smith RB (1979) Synopsis of the Herpetofauna of Mexico: Guide to Mexican turtles: Bibliographic
addendum III, Volume 6. 1st Edition. John Johnson. Vermont, USA. 1044p.

Snyder GK, Sheafor BA (1999) Red blood cells: Centerpiece in the evolution of the vertebrate circulatory
system. American Zoologist 39(2): 189-198. https://doi.org/10.1093/icb/39.2.189

Sonmez M, Ince HY, Yalcin O, AjdZanovi¢ V, Spasojevi¢ I, Meiselman HJ, Baskurt OK (2013) The effects of
alcohols on red blood cell mechanical properties and membrane fluidity depends on their molecular
size. PLOS ONE 8(9): €76579. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0076579

Stacy NI, Alleman AR, Sayler KA (2011) Diagnostic hematology of reptiles. Clinics in Laboratory Medicine
31(1): 87-108. https://doi.org/10.1016/j.c11.2010.10.006

Stephens L, Bevins NJ, Bengtsson HI, Broome HE (2019) Comparison of different small clinical hematology
laboratory configurations with focus on remote smear imaging. Archives of Pathology & Laboratory
Medicine 143(10): 1234-1245. https://doi.org/10.5858/arpa.2018-0277-OA

Work TM, Raskin RE, Balazs GH, Whittaker SD (1998) Morphologic and cytochemical characteristics of blood
cells from Hawaiian green turtles. American Journal of Veterinary Research 59(10): 1252-1257.

Yang Y, Yang S, Tang J, Ren G, Shen J, Huang B, Lei C, Chen H, Qu K (2022) Comparisons of hematological
and biochemical profiles in Brahman and Yunling cattle. Animals 12(14): 1813.
https://doi.org/10.3390/ani12141813

Zar JH (2010) Biostatistical analysis. 5th Edition. Pearson. New Jersey, USA 960p.

Zhang F, Gu H, Li P (2011) A review of Chelonian hematology. Asian Herpetological Research 2(1): 12-20.
https://doi.org/10.3724/SP.].1245.2011.00012

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era

©080 ”


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

