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Abstract: The egg shells of Pseudemys scripta have two layers, one extemal of calcium salts and the intemal of a proteic
nature. The multishaped structures (“units”) of the calcareous layer are bordered by groves that allow some expanssion
when the egg becomes turgent. Those units are made of series of concenttic lamellae, rich in thin or short needles. The
proteic layer has two regions, the external one with fibers interdigitated in several directions; the intemal layer is a thin

invaginated film.
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Laprimera descripcién detallada de la ultraes-
tructurade lacéscarade los huevos de una tortuga
se realiz6 en Chelonia mydas (Solomon y Baird,
1979). La cdscara estd compuesta en su mayor
parte de aragonito y en menor grado (aproxima-
damente en un 5%) de calcita, con una capa de
agregados aciculares, interpenetrados de material
orgénico, lo queledaflexibilidadal huevo. Ewert
(1979) comparalas cascaras de loshuevosdedicz
familias en cuanto a si son muy flexibles, flexi-
bles o rigidas. Posteriormente (Acuiia 1980 y
1984) describe la cascara de los huevos de Lepi-
dochelys olivacea sefialando que posec una capa
de unidades estructurales semiglobosas, con
agujeros que presumiblemente funcionan como
poros y una capa internacompacta. Al corte trans-
versal se observa que las unidadcs estructurales
poseen numerosas agujas de salcs de calcio que se
acomodan a manera de abanico.

*  Investigacién financiada por la Vicerrectoria respectiva
de la Universidad de Costa Rica (Proyecto No. 111-86-
039).

Estudios comparativos:

Recientemente numerosos estudios han caracterizado la
morfologia fisica y fisiolégica de los huevos de otros
quelonios. Por ejemplo, Ewert et al. (1984) describen la
ultraestructura de las cdscaras nonnales y miitiples de las
tortugas batagutinas (Melanochelys trijuga y Rhinoclemmys
areolata) y dicen que en esta tltima la ciscara difiere de
aquella en que posee unos poros complejos con la abertura
basal parcialmente ocluida por cristales. La fonmacién de las
capas miiltiples de una ciscara se debe a la retencién de los
huevos, comtin en tortugas. Por su parte Packard (1980)
describe la ultraestructura de las cascaras de los huevos de
Chelydra serpentina. En esta especie la capa mineral estd
organizada por unidades de cdscara de fonna nodular y posee
numerosos espacios o poros entre cada una de ellas. Las
unidades tienen una estructura compleja consistente en
miiltiples agujas o cristales. Los grandes espacios entre las
unidades probablemente le otorgan a la ciscara gran
capacidad de absorcién de agua. Packard y Packard (1979)
investigaron otra ultraestructura en Trionyx spiniferus. Este
quelonio ponc huevos de ciscara rigida y su morfologia es
muy similar a la de las cdscaras dc los huevos de aves. Posee
una capa externa cristalina compuesta de agregados
columnares (o unidades de cidscara) de aragonito. Muestra
numerosos poros localizados en la interseccién de 4 o mas
unidades de ciscara. Debajo de esta capa estan localizadas la
membrana extema y la intema. Packard y Hirsch (1986)
infoninan de 1a morfologia comparada de las ciscaras de los
huevos de los reptiles actuales, enfatizando la de las tortugas
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Trionyx spiniferus, Kinosternon flavescens, Sthernotherus
minor, Chrysemys picta y Emidoidea blandingti y M.J.
Packard et al. (1982) se refieren a la ultraestructura de las
céscaras de los huevos de los kinostémidos Sthernotherus
minor, Kinosternon flavescens, K. bawrii, K. hirtipes y K.
alamosae y nos dicen que la estructura de sus céscaras es
similar. Tienen céscaras rigidas con una capa calcérea de ara-
gonito. Esta capa estd organizada en unidades individuales
de cristales que fornan agujas que radian de un centro comiin.
Los poros se localizan en esta capa pero no son nunerosos.
La descalcificacién de la misma observada en huevos eclo-
sionados se debe presumiblemtente al desarrollo em-
brionario. M.J. Packard ez al. (1984 b) postulan una hipdtesis
sobre la manera como se forman las céscaras de los huevo.
Cada unidadestructural se forma independientemente porin-
fluencia de las glandulas mamilarias. Aquellas, al principio
son pequenas pero poco a poco aumentande tamano. Packard
et al. (1979, 1981 a 1981 b) realizaron un estudio exhaustivo
de las interrelaciones entre la ultraestructura de las céscaras
de los huevos y el medio en donde se desarrollan, enfatizando
especialmente en Trionyx spiniferus, el valor adaptativo de
las céscaras y los cambios de masa en condiciones de
humedad naturales y artificiales.

Por otra parte Silyn-Roberts y Sharp (1985 y 1986), desa-
rrollan un modelo matemético con el fin de detenninar los
4ngulos y laorientacién preferidos de la calcita y aragonitoen
los huevos de reptiles, usando para ello difractometria de
rayos X. Sus investigaciones se refieren también al proceso
de biomineralizacién de las ciscaras y el papel de la red
orgénica en dicho proceso. Ellos estudiaron dentro de los
quelonios a Siebenrockiella crassicollis y a Phrynops hi-
lairii. Asimismo, Lamby Congdon (1985) detenninan cuén-
toes el contenido inorgénico en las céscaras rigidas y flexi-
bles en quelonios. Por ejemplo, las céscaras rigidas poseen
un promedio de covananza de 0.3348 y las flexibles de
0.2529. Hirsch (1983 y 1985) present6 una comparacién de
la ultraestructura  de las céscaras de los huevos de reptiles
contemporaneos y f6siles. Dentro de los quelonios actuales
analiza la morfologia de las céscaras de los huevos de Lepi-
dochelys kempii y Geochelone elephantopus y dentro de los
fésiles a algunos provenientes del Creticico y del Plio-Pleis-
toceno (ain no descritas las especies). Para este autor los
huevos de las tortugas recientes poseen cdscaras compuestas
de aragonito y los de las tortugas extintas estén constituidos
de aragonito o una capa aragonitica que ha sido sustituida
parcial o completamente por calcita. En un articulo mis
reciente, Hirsch y Packard (1987) afinnan que los tipos de
céscaras de los huevos f6siles difieren de los tipos modemos.
La evidencia en tal sentido la proveen la microscopia de luz
polarizada y la de barrido. Por el microscopiode luz polari-
zada se observa cual es el patré6n f6sil y por el de barrido los
detalles que permiten identificar los grupos taxonémicos in-
feriores. Un estudio adicional, realizado por Acuiia (1987)
indica que en Rhinoclemmys pulcherrima, el huevo posee
una ciscara rigida semejante a la de Geochelone elephanto-
pus. La cuticula no presenta ondulaciones. La capa calcérea
estd formada por unidades estructurales constituidas por un
conjunto de agujas de aragonito que partenradialmente de un
centro o nicleo asociado a la membrana del huevo. lLa
membrana intema es muy lisa (Acuna 1987).

Considerando las investigaciones citadas y con el fin de
describir la ultraestructura intema de la céscara de los huevos
de Pseudemys scripta, se hizo indispensable realizar un
estudio anatémico al microscopio de barrido, ya que es la
base para comprender el conjunto de procesos fisiolégicos de
intercambio de sustancias entre el exterior y el interior del

huevo y viceversa con miras a un mejor manejo de los huevos
en incubaciones artificiales.

MATERIAL Y METODOS

Las céscaras mantenidas en formalina al 35 % p/v durante
24 horas se lavaron con agua destilada durante 15 minutos.
Después, unas se calentaron 15 minutos con NAOH con el fin
de disolver las proteinas adheridas a la porcién calcérea de la
céscara, otras se calentaron 15 minutos en HCL para
descalcificar parcialmente la porcién de unidades estructura-
les y asi observarmejor sus detalles intemos y el resto se dejé
como control. Estas fueron cepilladas con un cepillo de
dientes con el objetivo de visualizar sin alteraciones quirnicas
la estructura original subyacente a su superficie. Luego se
procedi6 a deshidratarlas empleando series de etanol de
gradacién creciente; se pasaron luego a una solucién 1:1
(V:V) de acetato de amilo y etanol absoluto. Posteriormen-
te se secaron y se depositaron en depésitos de aluminio
empleando como adherente pintura de plata. Los cortes
previos se hicieron llevando las muestias hasta el punto de
secado critico usando CO, en unasecadora. Estos cortes se
hicieron mediante fractura de las muestras, lo que permitié
realizar algunas observaciones del core radial de las
céscaras. Una vezmontadas las piezas se recubrieron con oro
en un cobertor i6nico. Se hicieron también observaciones

macroscépicas con fines comparativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones macro y microscopicas direc-
tas colaterales al presente estudio realizadas en
huevos de P. scripta destacan varias de sus
caracteristicas generales. Por ejemplo, sus hue-
vos reunen detalles que los sitian entre los de las
tortugas marinas y los de la mayoria de las tortu-
gas de agua dulce y terrestre. Los huevos de las
primeras poseen céscaras flexibles y son redon-
dos, los de las segundas, por lo general, son ova-
lados y tienen céscara dura, en cambio P. scripta
pone huevos con cascara flcxible y ovalados. Por
otraparte, la cdscara de sus huevos es lisa (al tacto
y asimple vista) y sinporos. Estas caracteristicas
coinciden con las de los huevos de otras especies
de reptiles (Acuila 1987). Sin embargo, muesta
algunos rasgos muy particulares evidenciados
con la microscopia de barrido, los cuales podrian
ser tomados como rasgos anatémicos diagnés-
ticos de la especie.

Huevos de P. Scripta

El relieve de las superficie de la c4scara de los
huevos de P. scripta muestra variaciones a dife-
rencia de lo descubierto por Silyn-Roberts y
Sharp (1985), y Hirsch (1985) en las c4scaras de
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Fig 1. Panorama general de la c4scara del huevo de Pseude-
mys scripta. Nétese varias de la unidades estructurales, las
grietas naturales entre ellas y una grieta provocada artifi-
cialmente (flecha) (Barra: 120 pm).

los huevos de las tortugas Cuora amboinensis,
Siebenrockiella crassicolis y Phrynops hilairii y
ala de los cocodrilos Melanosuchus niger, Cro-
codylus niloticus, C. acutus y Alligator mississi-
piensis, en los que la superficie no muestra ondu-
laciones significativas.

En P. scripta la superficie del huevo obser-
vada al microscopio de barrido muestra una serie
de unidades estructurales poligonales. Estas son
cuerpos formados por miltiples cristales de ara-
gonito. A unamagnificaciénde 350X, se eviden-
ciaademas, una serie de grietas que separa a cada
una de las unidades estructurales (Fig. 1). Las
grietas artificiales se diferencian de las naturales
en que aquellas se extienden fragmentando las
unidades por cualquier sitio de la estructura, en
cambio estas lo hacen entre unidad y unidad. Los
huevos de otras tortugas como R. pulcherrima, R.
funerea, K. scorpioides y K. leucostomum
poseen una cuticula externa. Los de P. scripta
carecen de ella. Por este motivo la superficie
externa exhibe una apariencia desnuda y
granulosa resultado de la expresién de los
multiples extremos en las agujas de calcio que
conforman las unidades estructurales.

El ordenamiento de las unidades estructurales
le da continuidad a la cdscara. Su contorno es

Fig 2. Detalle de las unidades estructurales y su relacién con
las vecinas. (Barra: 86 pm).

complementario con las que estan a la par. For-
man verdaderos bloques que no se traslapan
(Figs. 2 y 3). Adicionalmente, se nota que exis-
ten varios tipos de unidades. Las hay pequeiias,
medianas y grandes lo cual depende del nimero
de subunidades que las conforman. Las subuni-
dades consisten en conjuntos de cristales de sales
de calcio que unidas entre si constituyen una
unidad estructural. El nimero de estas, en una
unidad estructural, varia desde una hasta doce
(Fig. 4). Por ninguna parte de la superficie se
observan poros como los de la céscara de R.
pulcherrima y R. funerea. Estaevidencia me in-
duce a pensar que muy probablemente las grietas
que separan las unidades estructurales podrian
cumplirlamismafunciénque los poros. Ademas,
la ventaja que las grietas aportan al huevos de P.
scripta, consiste en que brindan el espacio apro-
piado para el dinamismo fisiolégico de expansién
del huevo durante el estado de turgencia. La
expansion de la cascaradel huevo no ocurre, por
ejemplo, en R. pulcherrima por poseer cascara
dura (Acuiia 1987).

Si se cepilla suavemente la cascara del huevo
de la tortuga resbaladora, se pone en evidencia
una de las caracteristicas diagndsticas mas sobre-
salientes de esta especie. Las subunidades com-
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Fig 3. Vista lateral de una unidad estructural integra. Fig 4. Aspecto presentado por las unidades estructursles
Obsérvese la pared granulosa que presenta debido a las nu- cuando la cdscara ha sido previamente cepillada suavemente.
merosas agujas de sales de calcio que la componen. (Barra: Se observan las subunidades que la componen. (Barra: 86
38 pm). pm).

Fig. 6. Secci6n radial de la céscara en la que se muestranlas

dos unidades quela constituyen: la capa calcdrea (externa) y
Fig. 5. Unidad estructural sometida al tratamiento indicado la membrana del huevo (intema). Se pueden visualizar las
en la figura anterior con el fin de mostrar las diferentes capas lamelas de una de las unidades estructurales. (Barra: 120
de lamelas. (Barra: 25 pm). nm).



Fig. 7. Las lamelas de las unidades centrales est4n compues-
tas de innumerables agujas de sales de calcio y se colocan
fonnando capas concéntiicas. (Barra: 30 um).

Fig. 8. Seccién radial de una de las unidades estructurales en
la que se observa el material calcdreo que le sirve de anclaje
sobre 1a membiana proteica (flecha). Asi mismo, se visua-
liza el nicleo de cristalizacién. (Barra: 86 um).

Fig. 9. La membrana del huevo est4 constituida por dos
regiones: la externa con numerosas fibras y la intema o
pelicula con ondulaciones. (Barra: 86 um).

puestas por pequefias agujas de sales de calcio
forman un conjunto de capas concéntricas
llamadas lamclas, que son obscrvables a 1200X
desde la superficie externa (Fig. 5) y a 250X al
corte radial (Fig. 6). Este tipo dc anatomia no ha
sido observado en los huevos dc otras especics de
quclonios. Cada lamela esti compuesta por agu-
jas sumamente finas y cortas. El corte radial

Fig. 10. Detalle amplificado de la membrana en el que se
capta la relacion fisica entre las dos regiones que la confor-
man. Se observan las invaginaciones de la pelicula. (Barra:
15 um).

observado a 1000X (Fig. 7) muestra la super-
posicion de unas lamclas sobre otras. Ademds, sc
nota que las agujas se distribuycn perpendicula-
res al plano de acomodo de las lamelas. A 350X
sc descubre que las unidades estructurales estin
colocadas sobrc una base amplia de matcrial
calcireo que invade a mancra de raices, la mem-
brana del huevo (Fig. 8). Este tipo de estructura



sirve de anclaje a las unidades de aragonito para
pegarse a la membrana proteica. Las unidades
estructurales se desprenderian con relativa facili-
dad si dicho rasgo anatémico no existiera. Parti-
cularmente, la intimarelacion fisica aquieviden-
ciada, demuestra que la cdscara funciona como
una unidad anatémica y fisiolégica. Adicional-
mente, en la figura anterior se muestra que en la
base de cada una de las unidades estructurales se
localiza un niicleo de cristalizacién de forma
hemiesférica, respecto a él, las lamelas se acomo-
dan en forma concéntrica.

Debajo de la capa calcdrea se encuentra la
membrana. Existen enellamuchoscanalesinter-
comunicados a través de los cuales ocurre el
intercambio de liquido y gases provenientes del
exterior o de las membranas extraembrionarias.
Una de sus funciones es probablemente seleccio-
nar el tipo de sustancias que entran y salen del
huevo. Otra funcién suya es separar la region
interna del huevo de la cubierta calcarea. Posee
dos partes: 1) una que limita por la superficie
externacon los extremos intermos de las unidades
estructurales y 2) otra que limita con su superficie
interna con la membrana corioalantoidca (Figs. 9
y 10). A una magnificacién de 350X se observa
que la primera estd formada por fibras largas,
delgadas y numerosas que se entrelazan azarosa-
mente y la segunda por una pelicula delgada. A
pesar de ello toda la membrana tiene la apariencia
de ser mds gruesa que en las c4scaras de los hue-
vos de otras especies y ademads no tiene aspecto
liso. Como se observa a2000X en ella se forman
invaginaciones causadas por los espacios que
dejan las fibras proteicas. Pero las partes mds
profundas de las invaginaciones no muestran
perforaciones o poros.

. Por qué la ultraestructura de la ciscara de
los huevos de Pseudemys scripta es diferente
a la de los otros emididos?

Primeramente hay que recordar que fue en la
clase Reptilia que se alcanzd, por primera vez, la
reproduccién por medio de huevos con céscara.
Entonces es 16gico esperar que el aumento en
diversidad anatémica de las céscaras de los hue-
vOS en este grupo sea mayor que en las clases
Aves y Mammalia. Ello se aplica con mayor ra-
z6n al orden Chelonia. El proceso evolutivo de
estosreptiles, originados en grandes pantanos, los

llevé a colonizar tres tipos de ambientes: el mari-
no, el terrestre y el de aguadulce. Susorganismos
cambiaron adaptidndose a cada uno de estos ha-
bitats y su estrecha relacién con el ambiente
permitié que algunos rasgos anatémicos, diri-
gidos desde su acervo genético ( y que funcio-
naban bien en las nuevas circunstancias) se man-
tuvieran. La presencia de huevos de tortuga re-
dondos u ovalados, con cdscara dura o flexible,
con cuticula o sin cuticula, con unidades estruc-
turales globosas, columnares o lameladas, que
son depositados sobre la arena de playa, de rio o
sobre la tierra cerca de las raices de plantas o lejos
deella, en nidos verdaderos o pseudonidos; seiia-
la una fuerte radiacién adaptativa que se inicié
posiblemente en el Pérmico y alcanzd su apogeo
enel Jurasico con el grupo de los anfiquélidos, de
los cuales parten en el 4rbol filogenético los
criptodiros (originados en el Cretacico temprano)
y los pleurodiros (del Cretécico tardio). Fue den-
tro de los criptodiros que surgi6 la familia Emy-
didae. LafamiliaEmydidae (ala que pertenece P.
scripta ) es un conjunto grande y variable de
tortugas estrechamente relacionadas con los
quelonios terrestres de lafamilia Testudinae. Sus
especies poseen habitos acudticos y semiacud-
ticos. Segiin Pritchard (1979), algunos autores
recientes incluyen a Emydidae y Testunidae
dentrode una familianica. Ellosedebea queen
la familia Emydidae se presentan ciertos rasgos
mostrados por tortugas terrestres. Porlo tanto,no
es extrafio quedentro de ladiversidad de especies
de la familia Emydidae, existan tortugas que se
reproduzcan utilizando huevos de muy variados
tamafios, formas y texturas. Por ejemplo, los
huevos de Cuora amboinensis, Siebenrockiella
crassicolis (Silyn Roberts y Sharp 1986);
Rhinoclemmys areolata, Melanochelys trijuga,
Mauremys mutica (Ewert 1979 y 1984) y
Rhinoclemmys pulcherrima (Acuiia 1987) son
distintos en muchas caracteristicas observadas en
sus cdscaras respecto a los de P. scripta. Sin em-
bargo, por pertenecer a la misma familia, todas
ellas mantienen la forma ovalada en sus huevos.
Es precisamente por este hecho que se deben
tomaren cuenta, ademas de la formadel huevo, su
textura, estructura macro y microscdépica, capaci-
dad de soportar los miltiples factores externos,
sus dimensiones, su relacién peso-volumen, su
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composicién quimica y su fisiologia. Cada uno
de estos factores debe estudiarse profundamente
en las diferentes especies. Ello traeria como con-
secuencia, que con mucha seguridad, laubicacién
taxonémica y filogenética de las especies, apare-
jadas especialmente del manejo de sus huevosen
condiciones seminaturales o artificiales, sea mas
beneficiosa y util.

RESUMEN

La cascara del huevo de Pseudemys scripta
constade unacapaextema de salesde calcioy una
membrana proteica. La primera est4 formada por
unidades estructurales que tienen muy variadas
formas y tamarios seglin su niimero de subunida-
des. Entre cada unidad estructural se localizan
grietas que sustituyen en su funcién a los poros
observados en huevos de otras especies y que
facilitan la expansién del huevo cuando est4 tur-
gente; superficial y radialmente, éstas estin com-
puestas por series de lamelas concéntricas en las
que se destacan muchas agujas de sales de calcio
finas o cortas (caracteristica diagnéstica mas
sobresaliente de esta especie). La membrana tie-
ne dos regiones: una que limita exteriormente con
la capa calcéarea y owra que limita interiormente
con las membranas exwaembrionarias, aquella
con miiltiples fibras que se enwrelazan en todas
direcciones y ésta que formauna pelicula delgada
con invaginaciones.
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