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Ultraestructura de la cascar a de huevos eclosionados y no eclosionados
de Kinosternon angustipons (Testudinata: Kinoster nidae)
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Abstract: The ultrastructure of eggshells of Kinosternon angustiponsis described and compared with the ones
of K. leucostomum and K. scorpioides. Four eggs from captive turtles (30 sections) were studied with Scanning
Electron Microscopy (SEM). The shell has three layers: cuticle or external, calcareous or intermediate and tes-
tacean or internal. Hatched and non hatched eggs have similar characteristics in their external surface: fanned
units and proteic fibers superposed at random. They differ in the presence of spongelike structures and more
external porosity in non hatched eggs. The intermediate and testacean layers of the hatched eggs have lance
point like spaces and are thin in the proteic fibers. The ultrastructural evidence shows that during the embryon-
ic development the thickness of the peel decreases. Non hatched K. angustipons shells are thicker than in the

other two kinosternon species of Costa Rica.
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El conocimiento sobre la ultraestructura
de la cascara de los huevos de | os reptiles con-
tribuye a una visién més profunda de su fisio-
logiay més redlista sobre |os procesos que se
dan entre e huevo y el ambiente. Es un sistema
estructura sobre el que ha actuado la seleccién
natural y que, por ende, ayuda a plantear con
mas claridad las relaciones filogenéticas y evo-
Iutivas entre los distintos grupos taxondémicos
(Ewert 1979). La céscara de los huevos de los
reptiles escamosos y de las tortugas contempo-
raneas muestra rasgos muy particulares corres-
pondientes a cada especie y que son de utilidad
taxonémica. Por gemplo, se ha determinado
gue sus cascaras pueden ser flexibles o rigidas
y usua mente estdn compuestas por una capa fi-
brosa que descansa sobre una capa calcérea de
carbonato de calcio. El material cristalino de
los huevos de |os escamosos se encuentra, por
lo general, en forma de calcita

Ewert (1979) propuso paralas observacio-
nes macroscopicas de las cascaras de los hue-
vos de las tortugas, una clasificaciéon en tres
categorias. 1. Con céscaras apergaminadas y
tendencia a expanderse a absorber agua en la
incubacion (g. Dermochelys coriacea); 2. Con
cascaras fragiles o quebradizas, no expansibles
durante la incubacién (gf. Kinosternon scor-
pioidesy Rinochlemmys pulcherrima) y 3. Con
cascaras durasy expansibles (gj. Chelydra ser-
pentina). Pero para poder establecer compa
raciones mas precisas entre génerosy especies,
también debe realizarse microscopicamente un
estudio exhaustivo. A este nivel se observa
que las céscaras rigidas o flexibles estan com-
puestas por bloques estructurales o unidades
de cascara. En los huevos de céscara dura las
unidades cal céreas colindan muy estrechamen-
tey la penetran muy pocos poros. En contraste,
|os de cascara flexible exhiben gran nimero de
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espacios 0 poros en el materia cristalino
(Packard y Hirsch 1986). Existen descripcio-
nes sobre la ultraestructura de la céscara de
los huevos de varias especies de quelonios.
De la familia Kinosternidae, se descrithié la
cascara del huevo de siete especies: Sernothe-
rus minor, K. flavescens, K. baurii, K. hirtipes,
K. alamosag, K. leucostomumyy K. scorpioides
(Packard et al. 1984, Packard y Hirsch 1986,
Acuia-Mesén 1990) y en la familia Emydi-
dae se describieron las cascaras de Pseu-
demys scripta (AcufiaMesén 1989). Quimi-
camente sus cascaras estan compuestas por
sales de calcio, en la forma de aragonito
(Silyn-Roberts y Sharp 1985), tienen un
centro comun o nucleo de cristalizacion del
cual radian estructuras en forma de agujas.
Esto ha sido determinado por observaciones
al microscopio de barrido o por andlisis de
difraccién de rayos X (Packard et al. 1982,
Acuia-Mesén 1987, 1990). También la poro-
sidad en las superficies externa e interna po-
dria ser un rasgo importante en la caracteri-
zacion de la ultraestructura de estas casca-
ras. En los kinostérnidos y probablemente en
otras tortugas las diferencias se deben ade-
mas al espesor de la cascara y al ondula-
miento de su superficie externa (Packard
et al. 1984).

La tortuga pecho en cruz (K. angusti-
pons) pone huevos de color blanco, elipticos
y miden aproximadamente 40 x 22 mm. Su
superficie es irregular. Muestra poros que
semejan crateres simétricos de 0.4 mm de
didametro y la mitad de profundidad (Acufia-
Mesén 1998). Esta tortuga es calificada co-
mo rara por la UICN (Unién Internacional
parala Conservacién de la Naturaleza). Ade-
mas, es el Unico kinostérnido de Costa Rica
Cuya cascara no ha sido descrita en detalle,
lo cual ha motivado la realizacion de este
trabajo. Se plantean como objetivos: prime-
ro, comparar interespecificamente la cascara
de los huevos de K. angustipons con la de
|os otros congéneres costarricenses y, segun-
do, investigar similitudes y diferencias in-
traespecificas entre sus huevos eclosionados
y no eclosionados.

MATERIALESY METODOS

Por ser K. angustipons una tortuga rara,
los cuatro huevos (recién puestos): dos eclo-
sionados y dos no eclosionados, se obtuvieron
de tortugas en cautiverio debido a la fuerte li-
mitacion de recolectarlos en el campo. Se se-
leccionaron zonas equivalentes de ambas cas-
caras, se fracturaron manualmente, se fijaron
en bases metalicas con cintade caradobley con
un cobertor i6nico se les aplicd un recubrimien-
to de oro-paladio de 20 nm de grosor, a6 mAmp
durante 4 min. Luego fueron observadas en un
microscopio electrénico de barrido. Los au-
mentos que se utilizaron para las observacio-
nes microscopicas abarcaron desde 250 hasta
10 000 X. Con base en este registro fotografico
se tomaron las medidas promedio y desviacién
estandar del grosor de cada una de las capas,
longitud maximay minima de la dturay de la
base delos intersticios punta de lanzay se reali-
Zaron comparaciones para determinar las seme-
janzas y diferencias intraespecificas entre los
huevos eclosionados y no eclosionados e inte-
respecificas de los huevos no eclosionados

RESULTADOS

Ladescripcion de la céascara de los huevos
no eclosionados y eclosionados se muestra en
loscuadros 1,2y 3y enlasFigs. 1-1a1-8y
2-1 a2-8. Ambostipos de huevos presentan tres
regiones: cuticula o capa externa; calcarea o
intermediay membrana testcea o interna.

Huevos no eclosionados:

Cuticula o capa externa: Al tacto esta
superficie se percibe lisa pero presenta granu-
los ( Fig. 1-1). Su matriz es irregular y porosa
(Fig. 1-2y 1-3). Sobre elladescansan ciertas es-
tructuras morfol 6gicamente muy variables de-
nominadas estructuras esponjoides (Fig. 1-3),
las cuales son irregulares en su formay tamafio
y estan distribuidas al azar. Su tamafio promedio
es 4.4+ 1.8 um (Cuadro 1).

Calcarea o capaintermedia: Estacapatie-
ne un grosor promedio de unos 574.8 + 3.4 um
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Fig. 1-1 a 1-3. Capa externa de la céascara de un huevo no eclosionado de K. angustipons. 1-1. Granulos. 1-2. Estructuras
esponjoides. 1-3. Detalle de las estructuras esponjoides.

Fig. 1-1 to 1-3. Externad layer of the eggshell of a non hatched egg of K. angustipons. 1-1. Granules. 1-2. Spongelike
structures. 1-3. Detail of the spongelike structures.

Fig. 2-1 a2-3. Capa externa de la cascara de un huevo eclosionado de K. angustipons. 2-1. Superficie exfoliaday pequefios
poros. 2-2. Detalle de las exfoliaciones superpuestas. 2-3. Detalle de un poro.

Fig. 2-1 to 2-3. External layer of the eggshell of a hatched egg of K. angustipons. 2-1. Exfoliated surface and small pores.
2-2. Detail of the superimposed exfoliations. 2-3. Detail of a pore.
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CUADRO 1

Medidas (*m) de las estructuras de la cascara de los huevos eclosionados y no eclosionados

de la tortuga Kinosternon angustipons (n = 30)

TABLE 1
Measurements of the structures of the eggshells of hatched and non hatched eggs
of the turtle Kinosternon angustipons (n = 30)

Eclosionados
221 + 2.7 (Fig. 2-4)
?

No eclosionados
574.8 + 3.4 (Fig. 1-4)
90 + 2.4 (Fig. 1-4)

Estructura
Capaintermedia
Capa proteica

Estructuras esponjoides 44+ 1.8 (Fig. 1-2) Ausentes
Intersticios punta de lanza Ausentes Méximo: h*= 80
(Fig. 2-4) b**=75
Minimo: h*= 55
b**=30
Capa mamilaria ? Grosor: 22.3
(Fig. 2-5)
|sosferita de la capa basal ? Grosor: 23.6
(Fig. 2-5)

h* = atura, b**=base

(Fig. 1-4, Cuadro 1). Su corte transversal
muestra unidades cal céreas semejantes alas de
las otras especies del género. Se determinaron
depdsitos de calcitay agujas agrupadas forman-
do abanicos (Fig. 1-5). Las agrupaciones de
agujas se colocan unaalapar delaotraamane-
rade columnas. Es notorialalinea de contacto
entre cada una de estas unidades. Las agujas
muestran diferentes angulos de contacto desde
laregion proximal haciala distal (desde agudo
hasta cercano a los 180 « respectivamente), lo
gue provoca que en su parte distal el empate sea
suave, pero en la parte proxima e mismo es
mas fuerte. En labase de estas unidades se loca-
liza € nucleo de cristalizaciéon del cua parten
las agujas calcareas (Figs. 1-4 a 1-6).
Membrana testacea o capa interna: Es
de naturaleza proteica. Su superficie interna
es de apariencia tenuemente ondulada. Mues-
tra restos de la membrana corionica (Fig. 1-
7). Como se observa en la Fig. 1-8 es suma-
mente fibrosa. Estas fibras forman una red
tridimensional que interviene seleccionando la
entrada y salida de sustancias a través de la
cascara. Constituye una verdadera red de fi-
bras colocadas en aparente desorden. Su gro-
sor promedio es de 90 = 2.4 ym (Cuadro 1).

Huevos eclosionados:

Cuticula o capa externa: Esunamatriz irre-
gular de superficieescamosao exfoliada, méso me-
nos rugosa, con poros grandes, medianos y
pequefios (Figs. 2-1 a 2-3). No estén presentes las
edructuras esponjoides de |os huevos no eclosiona-
dos (comparar las Figs 1-2y 1-3conla2-2y 2-3).
Ademés, pruebas de raspado en la superficie mues-
tran que esta capa es propensa ala descamacion.

Calcérea o capa intermedia; Tiene un
grosor de promedio de 221 + 2.7 um (Cuadro 1).
Radialmente se observa la misma ultraestructu-
raen los huevos no eclosionados, con la excep-
cién de que en los eclosionados hay levanta
mientos en la parte proximal entre las uniones
delos abanicos. Pero ademés, aqui seintercalan
intersticios o grandes espacios en forma de pun-
tadelanza (Fig. 2-4).

Otra de las caracteristicas més sobresa
lientes de la capa son sus nlicleos de cristaliza-
cion. Si hacemos un recorrido por estos, des-
de laregién externa a la interna, encontramos
dos estructuras: la capa mamilariay la esfera
primaria (Fig. 2-5). Ambas porciones son se-
miglobosas. De la primera surgen las agujas
calcareas abanicadas (Fig. 2-6). La segunda
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CUADRO 2
Anatomia comparada de |a ultraestructura de la cascara de los huevos no eclosionados y eclosionados
de Kinosternon angustipons (n= 30)

TABLE 2
Compared anatomy of the ultrastructure of the eggshell of hatched and non hatched eggs of Kinosternon angustipons (n = 30)

Capa Caracteristica No eclosionados Eclosionados

Cuticula

(Figs. 1-2y 2-2) Superficie porosa ++ +
Superficie lisa - -
Superficie escamosa - ++
Estructuras esponjoides +
Superficie plana + +

Capa intermedia

(Figs. 1-4y 2-4) Intersticios (punta de lanza) - +
Columnas atas + -
Columnas cortas - +
Unidades abanicadas + +

Membrana testacea

(Figs. 1-8y 2-8) Fibras superpuestas a azar + +
Corion adherido + -
Poros visibles - +

(++)= Mucho, (+)=Poco, (-)=Ausente

descansa sobre 1o que se Ilama isosferita de
capa basal que pertenece ala membrana testa-
cea. Generalmente en la base de |os nticleos de
cristalizacion se ven nodulos. Estos son abun-
dantes alrededor del poro y se extienden por
los rayos de calcita pero en menor densidad.

Membrana testacea o capa interna: Es
semgante a la de los huevos no eclosionados,
con la diferencia de que sus fibras son mas del-
gadas en los huevos (Fig. 2-7). Son similaresen
que lared que forman carece de ordenamiento.
Las fibras estén dispuestas a azar y se inter-
conectan (Fig. 2-8). Toda lared de fibras con-
stituye una unidad anatdmicay fisioldgica. Se
observan incontables orificios que la atraviesan
alolargo, aloanchoy alo alto, que podrianin-
terconectarse con los poros 0 espacios de las ca
pas més externas (Fig. 2-7). Los orificios a
internalizarse semejan un filtro.

DISCUSION

La aparicién de los intersticios o grandes
espacios en forma de punta de lanza (Fig. 2-4)
Unicamente en |la capa cal carea de huevos eclo-

sionados, sugiere sustraccion de salesde calcio
in situ durante e desarrollo embrionario. La
aparicion de estas estructuras nos remite a un
aumento de lacirculacién de gases haciay des-
de el embrion.

En general los huevos eclosionados po-
seen una cascara mas delgada que los no eclo-
sionados por varias razones: 1-) aquellos care-
cen de estructuras esponjoides, 2-) la capain-
termedia es menos gruesa puesto que las co-
lumnas de unidades calcéreas se acortan y 3-)
las fibras de la capa testacea se adelgazan, lo
gue trae como consecuencia el adelgazamiento
de esta misma capa. Tal condicion facilita
eventuamente el rompimiento de la cascara
durante el nacimiento de las tortugas.

Por otro lado, es probable que la forma-
cion de grandes espacios (como por gemplo
|os punta de lanza) contribuya aaumentar €l ai-
reamiento (entrada de oxigeno y la salida del
CO,) resultado del metabolismo embrionario.
Contrario a lo esperado, en la cuticula de los
huevos no eclosionados se observa més densi-
dad de poros que en los eclosionados (Cuadro
2). Esta evidencia sugiere que el intercambio
de sustancias entre el huevo y € medio sufre
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Fig. 1-4 a 1-6. Corte transversal de la cascara del huevo no eclosionado de K. angustipons. 1-4. Capa calcarea (parte supe-
rior) con dos nlcleos de cristalizacion y membrana testacea (parte inferior). 1-5. Detalle de una unidad estructural de la
capa calcarea. Notese el abanico de agujas largas y finas de constitucion calcarea que parten del nucleo de cristalizacion
en la parte mediainferior de lafotografia. 1-6. Capa calcérea (parte superior) y membrana testacea (parte inferior).

Fig. 1-4 to 1-6. Transversal cut of the eggshell of non hatched eggs of K. angustipons. 1-4. Calcareus layer (superior part)
wtih two crystalization nuclei and testcean membrane (inferior part). 1-5. Detail of a structural unit of the calcareus layer.
Note the fan of long and fine needles of calcareus constitution that part from the crystalization nucleus in the median infe-
rior part of the fotograph. 1-6. Calcareus layer (superior part) and testacean membrane (inferior part).

Fig. 2-4 a 2-6. Capa calcarea de un huevo eclosionado de K. angustipons. 2-4. Intersticios en punta de lanza, los vértices
apuntan hacia la parte externa del huevo. 2-5. Estructuras semiglobosas (cuarta parte inferior de la fotografia) que consti-
tuyen los nucleos de cristalizacion. 2-6. Superficie interna. Son visibles a manera de flor los extremos internos de las
unidades célcareasy |os agujeros correspondientes a sus respectivos ncleos de cristalizacion. El material evidencia desor-
ganizacion debido ala sustraccion de las sales de calcio durante el desarrollo embrionario.

Fig. 2-4 to 2-6. Calcareus layer of a hatched egg of K. angustipons. 2-4. Interstices in spear point, the apex point towards
the externa part of the egg. 2-5. Semiglobose structures (fourth inferior part of the photograph) that constitute the crystal-
ization nuclei. 2-6. Internal surface. The internal ends of the calcareus units in the form of a flower and the corresponding
holes to their respective crystalization nuclei are shown. The material evidences disorganization due to the substraction of
calcium salts during the embryonic devel opment.
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Fig. 1-7 a 1-8. Membrana testacea de un huevo no eclosionado de K. angustipons. 1-7. Membrana testacea. Se observan
pegada a ella algunos restos de membrana corionica. 1-8. Corte radial. Son visibles sus fibras.

Fig. 1-7 to 1-8. Testacean membrane of anon hatched egg of K. angustipons. 1-7. Testacean membrane. Rests of the chori-
onic membrane adhered to it are shown. 1-8. Radial cut. Fibers are shown.

Fig. 2-7 a 2-8. Membrana testacea de un huevo eclosionado de K. angustipons. 2-7. Fibras proteicas y poros. 2-8.
Apariencia general muy amplificada de fibras de un corte radial.

Fig. 2-7 to 2-8. Testacean membrane of a hatched egg of K. angustipons. 2-7. Proteic fibers and pores. 2-8. Amplified gen-
era appearance of aradial cut. Fibers randomly located and interconected.
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CUADRO 3
Comparacion de las caracteristicas presentes (+) o ausentes (-) en la cascara de los huevos no eclosionados
de los kinostérnidos costarricenses

TABLE 3
Comparison of the characteristics present (+) and absent (-) in the eggshell of the non hatched
eggs of Costarican kinosternids

Capa Caracteristica K. leucostomum K. scorpioides K. angustipons
Cuticula Superficie ornamentada - + +
Superficie lisaa tacto + - -
Constitucién organica + + +
Poros + - +
Grietas sustituyendo |os poros - + -
Intermedia Constitucién inorganica + + +
Unidades estructurales con + - +
superficie externa plana
Unidades estructurales con - + -
superficie externa redondeada
Depositos de calcita en forma + + +
de abanicos
Membrana Constitucién proteica + + +
testacea Membrana de la cascara con + + +

fibrasy una peliculainterna

ciertas variaciones a lo largo del desarrollo
embrionario, puesto que la disminucién en la
densidad de los poros esté relacionada princi-
palmente con tres factores: 1-) los poros pe-
quefios sufren obliteracion durante el desarro-
[lo embrionario por las excrecencias y exuda-
ciones provenientes del embrion, 2-) el diame-
tro de los poros no obliterados se incrementay
3-) ladescamacion superficia puede esconder,
pero no bloquear, la salida de muchos de ellos.
Adicionalmente, es interesante notar que la
membrana testécea en los huevos no eclosiona-
dos no presenta poros visibles, si los muestraen
los eclosionados. Larazon esque durantelaovo-
posicion es necesario retener el aguay las otras
sustancias en € interior del huevo, por tal moti-
vo inicialmente se prioriza la absorcion a través
de los poros de la cuticula hacia € embridn 'y
posteriormente, conforme avanza e desarrollo
embrionario estasituacion sevainvirtiendo, au-
mentando laporosidad de lacapainternaparafa
cilitar la eliminacion de los desechos.
Ultraestructura compar ada de la casca-
radeloshuevosde K. angustipons, K. leucos-

tomumy K. scorpioides. La morfologia de la
cuticula delos huevos de |os kinostérnidos de-
pende de la especie. Kinosternon angustipons
y K. scorpioides presentan una superficie or-
namentada no asi K. leucostomum que al tacto
se siente lisa. Ademés, los poros no se obser-
van en K. scorpioides, pero si en las otras dos
especiesy ello se debe aque en K. scorpioides
son sustituidos por grietas. Quimicamente, la
cuticula de las tres especies coincide en cuanto
a su composicion organica. También existe si-
militud de las tres especies en la capa interme-
dia. Sus depdsitos de aragonito tienen forma
abanicada. Sin embargo, cualitativamente se
parecen mas la capa intermedia de K. angusti-
ponsy lade K. leucostomum. En lade K. scor-
pioides se observan unidades estructurales con
superficie externa redondeada (Acufia-Mesén
1990), mientras en las otras dos es plana (Cua-
dro 3). Ademas, K. angustipons posee la capa
intermedia més gruesa de las tres especies. Mide
un promedio de 574.8 um. Mas del doble de la
de K. leucostomum (260 pm) y casi cinco veces
la de K. scorpioides (117 pm). La membrana



1130 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

testacea en las tres tortugas posee fibras protei-
cas. El grosor promedio de esta membrana en
K. angustipons es de 90 um, mientras que en
K. leucostomum y K. scorpioides es de 51 um
y 83 um (Acufia-Mesén 1990).

Por otra parte, llama poderosamente la
atencién que la cascara de los huevos no eclo-
sionados de K. angustipons es mas gruesa que
la de las otras dos. Podemos concluir que €l
huevo de K. angustipons es menos fragil.
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RESUMEN

Se describe la ultraestructura de la céscara de los
huevos de Kinosternon angustiponsy se comparacon lade
K. leucostomum y K. scorpioides. Esta investigacion se
realiz6 con cuatro huevos provenientes de tortugas en cau-
tiverio, para una muestra de 30 secciones analizadas en el
Microscopio Electrénico de Barrido. Esta constituida por
tres capas: la cuticula o externa, la calcérea o intermedia
y latestacea o interna. La comparacion entre huevos eclo-
sionados y no eclosionados de K. angustipons muestra si-
militudes en cuanto a su superficie externa que es plana,
unidades abanicadas y fibras proteicas superpuestas a
azar. Los huevos no eclosionados se diferencian por la
presencia de estructuras esponjoides y mayor porosidad
externa. Los espacios con forma de punta de lanza y el

adelgazamiento de las fibras proteicas son tipicos en la ca-
pa calcareay membrana testécea de |os huevos eclosiona
dos. La evidencia ultraestructural muestra que durante el
desarrollo embrionario disminuye el grosor de la cascara
y, ademés que, la de los huevos no eclosionados de K. an-
gustipons es mas gruesa que la de los otros dos kinostérni-
dos costarricenses.
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