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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue caracterizar la estructura cromosémica
de Trachemys dorbigni (Testudinata, Emydidae) aportando informa-
cién a los escasos antecedentes citogenéticos reportados. Se analiza-
ron 14 ejemplares alojados en instalaciones de la Estacion Zooldgica
Experimental “Granja La Esmeralda” de la ciudad de Santa Fe prove-
nientes de diferentes decomisos, por lo que sus lugares de origen
no pudieron ser establecidos. Las preparaciones se obtuvieron a par-
tir de cultivo de sangre entera y el analisis de metafases se realizé
mediante tincion convencional Giemsa y tinciones diferenciales C y
NOR. Los resultados determinaron un nimero cromosémico diploide
de 2n =50, y los cromosomas se clasificaron seguin su morfologia en
6 pares de metacéntricos/submetacéntricos, 10 pares de acrocéntri-
cos/telocéntricos y 9 pares de microcromosomas; dicha clasificacién
fue corroborada mediante promedio de relacién de brazos e indice
centromérico. No se observaron diferencias morfoldgicas entre ca-
riotipos de machos y hembras, mientras que los bandeos C revelaron
heterocromatina en posicion telomérica y en bloque y los bandeos
NOR determinaron una regién organizadora nucleolar en el par 13,
en posicién terminal en ambos telémeros. Este trabajo permite am-
pliar los escasos antecedentes citogenéticos en esta especie, debién-
dose profundizar el estudio mediante bandeo con fluorescencia para

corroborar o complementar los resultados obtenidos.
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ABSTRACT
The aim of the present study was to characterize the karyotypic
structure of Trachemys dorbigni (Testudinata, Emydidae) contributing
information to the scarce cytogenetic data reported. Fourteen speci-
mens housed on the premises of the Estacion Zooldgica Experimen-
tal “Granja La Esmeralda” of Santa Fe City were analyzed. The exact
place of origin could not be determined since they came from various
confiscations. Preparations were obtained from whole blood culture.
The analysis of metaphases was performed by conventional Giemsa
staining and differential banding. The results showed a diploid chro-
mosome number of 2n=50. Chromosomes were classified according
to their morphology in 6 pairs of metacentric/submetacentric, 10
pairs of acrocentric / telocentric and 9 pairs of microchromosomes;
this classification was corroborated by average arm ratio and centro-
meric index. No morphological differences were observed between
the karyotypes of males and females, whereas C banding showed
heterochromatin telomeric position, and NOR staining determined a
nucleolar organizer region in pair 13, in both telomeres in terminal
position. This work allows broadening the limited cytogenetic back-
ground regarding this species, being necessary further studies using

fluorescence banding to corroborate or supplement our results.
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INTRODUCCION

La especie Trachemys dorbigni (Testudinata, Emydidae) estuvo sujeta durante muchos
afnos a una permanente discusién taxonémica. Es importante mencionar la sinonimia
que esta especie ha presentado a lo largo de los afos, antes de adoptar su nombre
actual (Cabrera, 1998). Inicialmente fue denominada Emys dorbigni o Trachemys dor-
bigni por Dumeril & Bibron (1835); luego fue adoptando diferentes denominaciones:
Pseudemys dorbigni (Wermuth & Mertens, 1961); Pseudemys dorbignyi brasiliensis (Frei-
berg, 1969); Pseudemys dorbignyi dorbignyi (Freiberg, 1969); Pseudemys scripta dorbigni
(Moll & Legler, 1971); y en la actualidad se denomina Trachemys dorbigni (Seidel, 1989).
Seidel (2002) propuso mediante un andlisis filogenético de caracteres morfoldgicos del
género Trachemys, que T. dorbigni brasiliensis es una subespecie de T. dorbigni, siendo
éstas dos formas muy similares que pueden entrar en contacto en el sur de Brasil. Sin
embargo, Del Barco & Larriera (1993), Hahn (2005) y Bickham et al. (2007) consideran
que T. dorbigni no posee diferenciaciéon de subespecies.

Por mucho tiempo T. dorbigni estuvo considerada como una subespecie de Trache-
mys scripta (Moll & Legler, 1971). Por otro lado, Williams (1956), Wermuth & Mertens
(1961, 1977); Seidel (1989); Del Barco & Larriera (1993), Hahn (2005) y posteriormente,
Bickham et al. (2007) la propusieron como una especie distinta. Seidel (1990) considera
que T. dorbigni'y T. scripta estdn ampliamente separadas, en cuanto a su distribucién,
impidiendo el flujo genético entre las poblaciones, y justificindose asi la entidad espe-
cifica de T. dorbigni (De La Fuente et al., 2002).

Existen escasos antecedentes en relacién con la citogenética en este género. Bickham
& Baker (1976) y posteriormente Bickham & Carr (1983) determinaron un cariotipo en
T. decorata de 2n = 50 constituido por 26 macrocromosomas (16 metacéntricos/sub-
metacéntricos y 10 telocéntricos/subtelocéntricos) y 24 microcromosomas. Killebrew
(1977) establecioé para Pseudemys (= Trachemys) scripta callirostris un nUmero de 2n =
50. Pseudemys (= Trachemys) ornata callirostris, Pseudemys scripta elegans y Pseudemys
scripta callirostris presentan un complemento cromosdmico de 2n = 52 segiin De Smet
(1978). En otros géneros dentro de la familia Emydidae como Graptemys barbouri (Kille-
brew, 1977) y dos especies del género Clemmys (Bickham, 1975; 1976) se pudo observar
un numero diploide de 50 cromosomas.

En cuanto a la caracterizacién citogenética de T. dorbigni podemos citar a Cleiton &
Giuliano-Caetano (2008) y Martinez et al. (2009) quienes establecieron un numero di-
ploide de 2n = 50, distribuidos en 13 pares de macrocromosomas y 12 pares de micro-
cromosomas. Los bandeos cromosémicos para T. dorbigni descriptos por Martinez et al.
(2009), indican para el bandeo C presencia de heterocromatina centromérica en varios
de los macrocromosomas y para el bandeo NOR, presencia de la regién organizadora
nucleolar en sitios intersticiales de un par acrocéntrico. Estos resultados difieren de los
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de Cleiton & Giuliano—Caetano (2008), quienes localizan esta region en sitios intersticia-
les en un par de los microcromosomas.

Debido a los escasos datos a nivel citogenético de esta especie, no sélo en el pais,
sino en toda el area de distribucion, y a que esta sujeta a la comercializacién o trafi-
co para mascotismo, por ser confundida la coloracion de su cabeza con una especie
nativa de los Estados Unidos T. scripta elegans (Cleiton & Giuliano-Caetano, 2008), se
considera que este trabajo constituye un aporte para la caracterizacién cromosémica
de esta especie autdctona, que puede permitir la diferenciacién a nivel genético de los
ejemplares expuestos a esta metodologia de explotacién.

MATERIALES Y METODOS

EXTRACCION DE MUESTRAS
Se emplearon catorce ejemplares de T. dorbigni alojados en instalaciones de la Estacién
Zooldgica Experimental “Granja La Esmeralda” de la ciudad de Santa Fe que forman par-
te de una poblacion establecida a partir de diferentes decomisos. La captura de los in-
dividuos se realizé en forma manual, siendo sexados teniendo en cuenta la forma de la
colay posicién de la cloaca (Rueda Almonacid et al., 2007). Se extrajo 1 ml de sangre por
individuo utilizando una jeringa heparinizada (Heparina Sobrius), siguiendo la técnica
de puncién de los senos cervicales dorsales de Owen y Ruiz (1980).

Para la obtencién de metafases se empled la técnica de cultivo de sangre entera de
Rohilla et al. (2006) con modificaciones, segun se detalla a continuacién:

Para cada muestra se utilizé un medio de cultivo conteniendo 4 ml de medio RPMI
1640 con L-glutamina y sin bicarbonato de sodio (HyClone), 0,1 ml de fitohemaglu-
tinina (GIBCO BRL), 0,1 ml de penicilina/ estreptomicina (GIBCO BRL) y 1Tml de suero
fetal bovino (SUERMER Biotecnoldgico R.A.). A éste se incorporaron 10 a 20 gotas de
sangre y el periodo de incubacion fue de 72 hs a 28 °C. Luego se agregaron 0,20 ml de
Colcemid (GIBCO), con un tiempo de accion de 6 hs a 28 °C. Luego se realizé un trata-
miento con 3 ml de solucién hipoténica (CIK 0.075 M) dejando actuar una hora, a igual
temperatura. A continuacion se realizé una prefijacion y luego tres lavados con fijador
metanol-acido acético (3:1).

Se realizaron goteos con las muestras fijadas y se tifleron con colorante Giemsa al
10% en buffer fosfato a pH 6.8 durante 25 minutos. Para los bandeos diferenciales C
se empled la metodologia de Sumner (1972): Se hidroliza el preparado en 4cido clor-
hidrico (HCI) 0,2 N por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se lava con agua
destilada, se seca y se sumerge durante 1 minuto en una solucién de hidréxido de bario
(BaOH) al 5% a 60° C. Posteriormente se incuba en solucién salina de citrato de sodio
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(2xSSC) a 60 °C por una hora. Finalmente, el vidrio se colorea con una solucion de Giem-
sa 10 % (pH 6.8) durante 10 minutos.

Para el bandeo NOR se sigui6 la metodologia de Howell & Black (1980): sobre las pre-
paraciones se afiaden tres gotas de solucién de gelatina (2 %) a pH 4 y dos gotas de
solucién acuosa de nitrato de plata (NO,Ag) al 50 % y se lleva a bafio termostatizado a
60 °C, de 13 a 15 minutos.

ANALISIS DE MUESTRAS
Las preparaciones fueron analizadas bajo microscopio éptico a 1000 aumentos totales
y fotografiadas con microscopio Olympus trinocular (Modelo XSZ-011312) y camara
digital Olympus c-5000 200M (5.0 megapixels 3X).

Para el armado de los cariogramas, los cromosomas fueron clasificados segun Le-
van et al. (1964) y Dos Santos Guerra (1986). Ademas se determiné el promedio de in-
dice Centromérico y de Relacién de Brazos para cada par cromosémico utilizando las
siguientes formulas:

longitud del brazo corto (p)
longitud total del cromosoma (p+q)

indice centromérico: x 100

longitud del brazo largo (q)
longitud del brazo corto (p)

Relacién de brazos:

Estos datos permitieron una clasificacién morfolégica mas precisa de los cromosomas
siguiendo las relaciones de Levan et al. (1964) y Dos Santos Guerra (1986). La medicién
de los cromosomas se llevd a cabo a través del Programa Motic Images Plus 2.0 ML.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudio un total de 14 individuos de Trachemys dorbigni: tres machos, ocho hembras
y tres a los que no se pudo determinar el sexo. Se logré ajustar la técnica de cultivo de
linfocitos en relacién con el tiempo y temperatura de incubacion, como asi también las
condiciones de coloracién de los cromosomas para la especie T. dorbigni. Se analizaron
un total de 917 metafases mitéticas, utilizando 225 para la medicién y el armado de los
cariogramas (Fig. 1). Se determind un complemento cromosémico diploide de 50 cro-
mosomas, coincidiendo con Cleiton & Giuliano-Caetano (2008) y Martinez et al. (2009).

El complemento diploide de 2n = 50 caracteriza a la familia Emydidae (Bickham, 1975
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en Rohilla, 2006). Bickham & Baker (1976) y posteriormente Bickham & Carr (1983) de-
terminaron un cariotipo para el género Trachemys (T. decorata y T. scripta elegans) de
2n=50. Killebrew (1977) establecié para Pseudemys (=Trachemys) scripta callirostris un
numero de 50 cromosomas. Sin embargo De Smet (1978), determind para Pseudemys
(=Trachemys) ornata callirostris, Pseudemys scripta elegans y Pseudemys scripta callirostris
un complemento cromosémico igual a 52.

En el cariotipo de las tortugas puede darse ademas de los macrocromosomas, presen-
cia o ausencia de microcromosomas (Noleto et al,, 2006). En nuestro estudio hallamos
16 pares de macrocromosomas y 9 pares de microcromosomas. Los macrocromosomas
de acuerdo con Levan et al. (1964) se agruparon en 6 pares metacéntricos/submetacén-
tricos (M/SM) y 10 pares acrocéntricos/telocéntricos (A/T) (Fig. 2).

Teniendo en cuenta la relacion de brazos y el indice centromérico (Dos Santos Guerra,
1986) resultaron dentro del grupo de metacéntricos los pares 1, 2, 3,4, 5y 6; dentro de
los acrocéntricos los pares 7 y 8; y entre los telocéntricos los pares 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15y 16. Estos datos corroboran la clasificacion realizada mediante la nomenclatura de
Levan et al.,, 1964 y Dos Santos Guerra, 1986 (Tabla 1).

Nuestra clasificacion difiere de la realizada por Cleiton & Giuliano-Caetano (2008)
y Martinez et al. (2009), quienes agrupan los cromosomas en 13 pares de macrocro-
mosomas (8 pares metacéntricos/submetacéntricos y 5 pares acrocentricos/telocén-
tricos) y 12 pares de microcromosomas, empleando un software para la clasificacion
(Photoshop CS®) sin realizar ningun tipo de medicién cromosdmica. Las diferencias con
nuestros resultados pueden deberse a diferentes criterios de clasificacién o bien, a di-
ferencias reales entre los cariotipos de los ejemplares analizados: Martinez et al. (2009)
utilizan 4 ejemplares provenientes de las provincias de Entre Rios y Corrientes; mientras
que Cleiton & Giuliano-Caetano (2008) trabajaron con nueve ejemplares muestreados
en Brasil, sin definicién de las localidades de origen, como en nuestro caso. Considera-
mos que los datos para comparar nuestro cariotipo con los obtenidos por Martinez et
al. (2009) y Cleiton & Giuliano-Caetano (2008), son insuficientes, pudiendo existir dife-
rencias cromosdmicas poblacionales y/o locales entre los individuos.

No se observaron diferencias entre los cariogramas de machos y hembras coincidien-
do con los resultados de Cleiton & Giuliano-Caetano (2008), quienes no encontraron
cromosomas sexuales en T. dorbigni ni en T. elegans, y con datos de Wibbels et al. (1994)
y Humphrey et al. (2004), quienes indican en otra especie del mismo género (T. scripta)
la existencia de diferenciacién sexual por temperatura.

En cuanto al estudio de bandeos cromosémicos, se analizaron 24 metafases para es-
tablecer las bandas NOR y 51 metafases para las bandas C. Como en la mayoria de las
muestras de reptiles, se presentaron dificultades en la obtencién y observacién tanto
de las bandas C como de las NOR (Amavet et al., 2003). El bandeo C revelé la existencia
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de bandas heterocromaticas. Estas bandas se observaron regularmente en 5 pares de
macrocromosomas: en el par 1 del grupo meta/submetacéntrico, las bandas se obser-
van en los teldémeros. Mientras que en el par 2 meta/submetacéntrico y los pares 7 y
8 correspondientes al grupo acrocéntrico/ telocéntrico, en uno de los cromosomas la
heterocromatina se presenta en bloque, y en el cromosoma homdélogo solamente con
una disposicion telomérica. Sin embargo en el par 9 del grupo acrocéntrico/ telocéntri-
o, las bandas se presentan Unicamente en posicién telomérica (Fig. 3).

Martinez et al. (2009) hallaron para T. dorbigni evidencia de heterocromatina centro-
mérica en muchos de los macrocromosomas.

Las bandas NOR revelaron la existencia de una regién organizadora nucleolar en
uno de los cromosomas telocéntricos del par 13, siendo dichas marcas terminales en
ambos telémeros (Fig. 4). Estos resultados no coinciden con los revelados por Cleiton
& Giuliano-Caetano (2008) quienes ubican a la regién organizadora nucleolar dentro
de los microcromosomas, con bandas intersticiales. Ademas encontramos diferencias
con la descripciéon de Martinez et al. (2009), quienes establecen para el organizador
nucleolar una ubicacién intersticial dentro de un par acrocéntrico. Esto, al igual que
las diferencias en el bandeo C, puede deberse a las diferencias metodoldgicas ya que
estos autores no realizan una descripcion completa del protocolo empleado. Nuestras
observaciones muestran que para T. dorbigni, tanto las bandas C como las NOR tienen

una ubicacién preferentemente terminal dentro de los macrocromosomas.

. .. . M/SM _"--~ - e aw—

(R WY

AT
J st

. MR [S-Sm s e-msmo—T
Figura 1. Metafase de T. dorbigni Figura 2. Cariotipo de T. dorbigni
con coloracién convencional de Giemsa. (M/SM:metacéntricos/submetacéntricos 6 pares;

A/T: acrocéntricos/telocéntricos 10 pares;
MICRO: microcromosomas 9 pares).
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32,20
2191
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55,10
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Promedio
q+p

174,22
141,37
65,63
5911
52,47
48,25
101,7
78,84
63,95
57,07
39,04
31,82
27,45
23,36
21,38
18,78

Promedio Promedio Indice

Relacion de Brazos  Centromeérico

145
131
1,35
1,30
1,27
1,23
47
3,10
63,95
57,07
39,04
31,82
27,45
23,36
21,38
18,78

37,76
39,47
36,15
36,25
36,72
36,74
15,92
22,48
0

o O O o o o o

Clasificacion

Morfoldgica

Meta/submetacentrico
Meta/submetacentrico
Meta/submetacentrico
Meta/submetacentrico
Meta/submetacentrico
Meta/submetacentrico
Acrocéntrico
Acrocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico
Telocéntrico

Telocéntrico

Tabla 1. Relaci6n de Brazos e Indice Centromérico para la identificacion correcta de macrocromosomas.

Figura 3. Metafase de T. dorbigni con bandeo C:

las flechas indican regiones heterocromaticas

enlos pares1,2,7,8y9.

Figura 4. Bandeo NOR en T. dorbigni:

la flecha indica un cromosoma marcado

perteneciente al par 13.
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CONCLUSIONES

Los datos que se han recabado constituyen una valiosa informacién acerca de las carac-
teristicas citogenéticas de esta especie regional, perteneciente a un grupo taxonémico
en permanente discusion.

Los resultados obtenidos permitieron ampliar los escasos antecedentes genéticos en
esta especie mediante la caracterizacion del cariotipo, aportando datos al conocimien-
to de su biologia general.

Se logré estandarizar la metodologia de cultivo de sangre entera, y el ajuste de las
técnicas de suspension celular y tiempos de tincién de los cromosomas.

Se establecié el promedio de relacion de brazos e indice centromérico para esta especie.

Se comprobd que los cromosomas de la especie responden a las técnicas de bandeo
Cy NOR. Si bien resulté dificultoso obtener las bandas diferenciales, se logré estandari-
zar la metodologia, determinando tiempos, temperatura y concentracién de los reacti-
vos para la obtencién de las mismas.

Se evidenciaron diferencias tanto en el patrén de bandas C y NOR como en la clasifi-
cacién de los cromosomas, en relaciéon con los antecedentes citogenéticos encontrados
en T. dorbigni, Por este motivo, consideramos de suma importancia profundizar este tra-
bajo con un muestreo amplio, que abarque toda el drea de distribucién para corroborar
o no la existencia de diferencias poblacionales en los cariotipos. Se deberia continuar
este estudio con la aplicacién de técnicas de bandeo mas especificas, como por ejemplo,
bandeos con fluorescencia, para comparar y complementar los resultados obtenidos.
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