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Resumen

Dentro de la familia Cheloniidae, los adul-
tos poseen un esqueleto 6seo, formado de
escamas, cubierto de piel y queratina; las
crias presentan un caparazon coriaceo (pre-
sencia unicamente de dermis) permitiendo
la aplicacién de técnicas de diafanizacion.
El principal problema en cuanto a la diafaniza-
cion de crias de tortugas marinas es que no existe
un proceso registrado adecuado para este tipo de
organismo. A pesar de que se ha utilizado técnicas
histopatoldgicas para observar los diferentes teji-
dos, estas no son adecuadas para la observacion de
los huesos. El objetivo de este trabajo fue probar
tres diferentes técnicas de diafanizacion para
estandarizar una para el caso de crias de tortuga
golfina (Lepidochelys olivacea), lo anterior, sin
dafiar la anatomia del espécimen. Se diafanizaron
noventa y nueve organismos tratados equitativa-
mente mediante tres técnicas diferentes: Técnica
de Dawson, Técnica de doble- tincion y Técnica
de doble-tincion modificada sustituyendo Tripsina
por Papaina. Se realizo una prueba de indepen-
dencia de ji cuadrada obteniendo que la Técnica de
Dawson y la Técnica de doble- tincion son las mds
efectivas para diafanizar este tipo de organismos;
sin embrago, la técnica que mds se recomienda es la
de doble-tincion ya que a pesar de su elevado costo,
arroja excelentes resultados.

Palabras clave: Doble-tincion, Técnica de
Dawson, Tripsina, Papaina, Clarificacién de
tortugas.

Abstract

Within the family Cheloniidae, adults have
a bony skeleton formed by scutes, covered
by skin and keratin. Hatchlings present a
coriaseous shell (dermal shell) that allows
the application of diaphanization tech-
niques. One of the most problems with using
diafanization on marine turtle hatchlings is that
a registered adequate process doesn 't exist for this
type of organism. Rather histopathological tech-
niques have been used previously to observe dif-
ferent tissues, but they didn’t being usefull for
observing bones. The objective of this work was
to compare different diaphanization techniques to
standardize to the case of olive ridley turtle hatch-
lings (Lepidochelys olivacea) searching optimal
results. Ninety nine organisms were tested using
three different techniques: Dawson technigue,
Double-staining technique and a modified Double-
staining technique replacing Tripsin with Papain.
Using independ dta applied to Chi2 statistical
test, the Dawson technique and Double-staining
technique are the most effective diaphanization
techniques in this organism, but we recommend
Double-staining technique because it shows excel-
lent results.

Key words: Double-staining, Dawson
Technique, Trypsin, Papain, Turtle clarification.
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Introduccion

En el periodo Creticico existieron cuatro
familias de tortugas marinas:Toxochelydae,
Protostegidae, Cheloniidae y Dermochelydae
(Frazier 1999, Dick et al. 2004). Las dos ulti-
mas son las tnicas que sobreviven actual-
mente, diferencidandose porque la familia
Dermochelyidae son tortugas que poseen un
caparazon sin placas o escamas y estan cubier-
tas por una gruesa capa de piel; mientras que
las tortugas de la familia Cheloniidae, presen-
tan un caparazon con escudos o placas eviden-
tes (Dick et al. 2004, Wyneken 2004). La familia
Dermochelyidae, incluye s6lo a una especie,
Dermochelys coriacea y la familia Cheloniidae,
incluye a seis especies: Caretta caretta, Chelonia
mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys
kempii, Lepidochelys olivacea y Natator depressus
(Frazier 1999).

Todas las especies de tortugas marinas
estan protegidas legalmente ya que se encuen-
tran en situacién vulnerable, peligro de extin-
cién o en peligro critico de extincion (Marquez
1990, Abella-Pérez 2010); a nivel nacional
estan protegidas por la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT)
y la Procuraduria Federal de Protecciéon al
Ambiente (PROFEPA), ademdas de algunas
leyes y programas, por ejemplo la Ley de
Especies Amenazadas y el Programa Nacional
de Protecciéon, Conservacién, Investigacion y
Manejo de Tortugas Marinas, mientras que a
nivel internacional las protege The Secretariat
of the Bonn Convention on Migratory Species
(CMS), WWE, Committee of Environmental
Protection, entre otras. Algunas causas que
las han colocado en estas condiciones son la
captura selectiva, captura incidental, la alte-
racion y destruccion del habitat, la contami-
naciéon marina, el consumo directo (tanto de
juveniles, adultos y huevos), la proliferaciéon
de especies invasoras, los cambios en el clima
y las enfermedades, entre otras (Marcovaldi
& Chaloupka 2007, Viejobueno et al. 2012).
Recientemente la mortalidad en crias ha
aumentado debido a malformaciones resul-
tantes de mutaciones y errores a la hora del
desarrollo embrionario (Blaustein & Johnson
2003), por lo que se hace necesario el contar

con técnicas que permitan analizar estos
problemas.

Para observar las malformaciones oseas
que presentan los organismos, se utilizan dis-
tintas técnicas de diafanizacién, como la desa-
rrollada por Hollister en 1934 que consistid
en la tincién del hueso o tejido calcificado del
esqueleto de peces con rojo alizarina. Esta téc-
nica es atin de gran utilidad para realizar estu-
dios esqueléticos porque proporciona gran
claridad de la estructura interna en pequefios
vertebrados (Conn 1960).

En 1926 Alden B. Dawson creo otra técnica de
diafanizacién, la cual ha sido modificada gran
cantidad de veces, sin embargo actualmente
es utilizada en pequefios vertebrados (Estrada
et al. 2009). Otra de las técnicas que se ha utili-
zado es la de Taylor, que en 1967 emple6 enzi-
mas para aclarar el tejido de varios 6rganos de
tamafio pequefio para ser tefiidos posterior-
mente con el colorante azul alcian (Dingerkus
& Uhler 1977).

Dingerkus y Uhler (1977), inventaron una
técnica para aclarar la vista de estructuras
internas en pequefnos vertebrados, entre los
que estaban crias de tortuga terrestre utili-
zando una enzima digestora llamada Tripsina.

Las técnicas de clarificaciéon son distintas
unas de otras, ya que utilizan diferentes reacti-
vos y manejan tiempos desiguales durante los
pasos que las integran, pudiendo ser someti-
das a cambios o modificaciones para adap-
tarlas a cada tipo de organismo (Darias et al.
2010) debido a las diferencias en densidades
de tejidos y complejidad de los organismos a
ser estudiados.

Para algunos grupos taxonémicos ya esta
establecida la técnica de diafanizacién que
mejor se le adecua, sin embargo en el caso de
las tortugas marinas atin no ha sido estable-
cida por lo que se busca comparar y encontrar
la mejor técnica para estos organismos.

Material y métodos
Area de estudio

Parte del trabajo se realiz6 en el campa-
mento tortuguero Asociacion Sudcaliforniana
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de Proteccion al Medio Ambiente y la
Tortuga Marina, A.C. de Los Cabos, B.C.S
(ASUPMATOMA, A.C.), que tiene bajo su
proteccion dos playas de anidacion: Rancho
Punta San Cristobal (22°95734", 22°98°30"'N
y -110°06"11"", -110°07°88'E) de 5 km de lon-
gitud ubicado en el km 111 de la Carretera
Federal #19 del tramo Cabo San Lucas - Todo
Santos y El Suspiro (22°94°437", 22°87°40”"N y
-110°05°507", -109°96°83""E) de 16.5 km de lon-
gitud ubicado a la altura del km 119 (Fig. 1).

fancho Punta San Cristo g1 suspiro
229534 22.8741
-109.9684

Rancho Punta San Cristobal
22.9534

110.0611
El Suspiro

22.8741
-109.9684

Figura 1. Area de estudio. Campamento tortuguero
ASUPMATOMA A.C. donde se muestran las playas
de anidacién que tiene a su cargo en Baja California
Sur: 1. Playas Rancho Punta San Cristobal y 2. El
Suspiro.

Las muestras de crias de la tortuga golfina
(L. olivacea), se obtuvieron de los nidos del
corral del campamento ASUPMATOMA A.C.,
cuando se revisaron los nidos del corral extra-
yéndose las crias que murieron de causa natu-
ral y se coloc6 a cada espécimen en bolsas
ziploc, mismas que fueron guardadas en
una nevera con hielo para su transportacion
al laboratorio. Se obtuvo un total de 99 crias
muertas durante la temporada de anidaciéon
2014-2015 (permisos de colecta de la Direcciéon
de Vida Silvestre-SEMARNAT, Oficio nam.

SGPA/DGVS/07211/14 y Oficio nam. SGPA/
DGVS/01564/15).

Los ejemplares de tortuga golfina (L. oliva-
cea) se trasladaron al laboratorio de oceano-
grafia de la Universidad Auténoma de Baja
California Sur (UABCS), donde fueron des-
congelados para su procesamiento.

La diafanizacion, se logra con diferentes
técnicas que igualan los indices de refracciéon
de la luz interior del 6rgano con el individuo
que lo contiene y asi poder observar su estruc-
tura interna, principalmente su sistema 6seo.

El total de las 99 crias se dividi6 en tres
grupos: treinta y tres crias para la técnica de
Dawson, treinta y tres crias para la técnica de
doble-tincién y treinta y tres crias para la téc-
nica modificada de doble-tincién utilizando
semillas de papaya (Enzima Papaina). La
técnica de doble-tincion original (Tripina), se
modificé sustituyendo la enzima Tripsina por
la enzima Papaina, por lo que se consideraron
dos técnicas diferentes (Dawson, Tripsina y
Papaina).

Posteriormente los organismos fueron pre-
parados mediante la técnica de extracciéon de
6rganos, la cual consisti6 en hacer una incisiéon
a cada tortuga por la parte lateral del plastron
y retirar todos los 6érganos internos; se lavaron
y se dejaron secar agregando una solucion de
boratos para eliminar el mal olor y conservar
los organismos en las mejores condiciones
posibles, para esto fueron colocados en frascos
de vidrio con 150 ml de formol al 10% durante
3 dias, pasado este tiempo se lavaron con agua
para aplicar cada técnica.

Técnica de Dawson

Se colocaron treinta y tres crias de tortuga
golfina en 100ml de formol al 10% durante
ocho dias, haciéndose revisiones diarias.
Posteriormente se lavaron directamente con
agua, a continuacioén fueron puestas en frascos
y se agregaron 100 ml de una solucién sobre-
saturada de yodo en alcohol al 70% durante
dos dias. Cada vez que fueron cambiadas a
distintas soluciones, se realizaron lavados con
agua. Se colocaron en 100 ml de una solucién
de hidréxido de potasio (KOH) al 2% durante
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24 hrs. Se procedi6 al aclaramiento de tejidos
blandos poniendo los organismos en 100 ml
de una solucién de KOH al 2% - 5% NH,OH
y glicerina al 100%, el tiempo se determiné
hasta que se observé un cambio en la colora-
cion de la piel, se realizaron revisiones diarias.
Cuando se observo el cambio de color de piel,
se colocaron en 100 ml de glicerina al 100%
para asegurar la clarificaciéon del ejemplar,
esto fue hasta que se observé a contra luz la
anatomia esquelética, considerdndose una cla-
rificacion al 100%. Posteriormente se procedi6
a tefiir en una solucioén de Azul alcian (100 ml)
por espacio de 12hrs, pasado este tiempo, se
cambi6 a un segundo colorante Rojo alizarina
(100 ml) por 90 min. Para eliminar el exceso
de los colorantes, los ejemplares se colocaron
en alcohol al 96%, realizando de cinco a seis
recambios. Se pusieron nuevamente en 100 ml
de glicerina al 100% durante 60 dias y final-
mente se encapsularon con parafina en gel,
esta se derriti6 y se les agrego a cada una de
las tortugas en frascos.

Técnica original doble-tincion (Tripsina)

Se colocaron treinta y tres crias de tortuga gol-
fina en 100 ml de formol al 10% por 24 hrs.
Posteriormente se lavaron con agua durante
un dia haciendo cambios cada dos horas hasta
eliminar el formol, en seguida se pusieron
en 100 ml de solucién blanqueadora (véase
preparacion al final de la metodologia) por
cinco horas, posteriormente se colocaron
en un primer colorante Azul alcian (100 ml)
por dos horas. Se realiz6 una deshidrataciéon
del tejido con diferentes concentraciones de
alcoholes, cada uno con una duracién de una
hora, empezando con la concentracién de
mas alta a la mas baja 96%, 96%, 96%, 75%,
40% y 15%, respectivamente. Posteriormente
se colocaron los organismos en vasos de pre-
cipitado y se cubrieron con agua destilada
durante 5-10 min., se cambi6 el agua destilada
por 100 ml de la solucién digestora (Tripsina)
y se colocaron en un horno a 38°C hasta que
la piel de los ejemplares cambi6 de color. El
paso siguiente fue colocar los ejemplares en el
segundo colorante Rojo alizarina por 90 minu-
tos. Al finalizar este tiempo se cambiaron a

vasos de precipitados con 100 ml de KOH al
1% durante 24 hrs., posteriormente se realiza-
ron tres cambios en soluciones de 25 ml de
Glicerina con 75 ml de KOH al 5%, 50 ml de
Glicerina con 50 ml de KOH al 5% y 75 ml de
Glicerina con 25 ml de KOH al 5% cada 24 hrs.
Finalmente fueron encapsulados con parafina
en gel, esta se derriti6 y se les agrego a cada
una de las tortugas en frascos.

Técnica modificada de doble-tincion (Tripsina
modificado a Papaina)

Se colocaron treinta y tres crias de tortuga gol-
fina en 100 ml de formol al 10% por 24 hrs.
Posteriormente se lavaron con agua durante
un dia haciendo cambios cada dos horas hasta
eliminar el formol, en seguida se pusieron 100
ml de solucién blanqueadora por cinco horas,
posteriormente se colocaron en un primer
colorante Azul alcian (100 ml) por dos horas.
Se realiz6 la deshidratacion del tejido con dife-
rentes concentraciones de alcoholes, cada uno
con una duracién de una hora, empezando de
la concentracién mas alta a la mas baja 96%,
96%, 96%, 75%, 40% y 15%, respectivamente.
Posteriormente se colocaron los individuos en
vasos de precipitados y se cubrieron con agua
destilada durante 5-10 min., se cambi6 el agua
destilada por 100 ml de la solucién digestora
(Papaina), ésta solucién se obtuvo utilizando
3.5 g de semillas de papaya verde maceradas
y mezcladas con 95 ml de agua destilada y 1gr
de borato de sodio. Posteriormente se coloca-
ron en un horno a 38°C hasta que la piel de los
ejemplares cambi6 de color, el paso siguiente
fue colocar los ejemplares en el segundo colo-
rante Rojo alizarina por 90 minutos. Al fina-
lizar este tiempo se cambiaron a vasos de
precipitados con 100 ml de KOH al 1% durante
un dia, posteriormente se realizaron tres cam-
bios 24 ml de Glicerina con 75 ml de KOH al
5%, 50 ml de Glicerina con 50 ml de KOH al
5% y 75 ml de Glicerina con 25 ml de KOH al
5% cada 24 hrs. Finalmente fueron encapsula-
dos con parafina en gel, esta se derriti6 y se les
agrego a cada una de las tortugas en frascos.

Se determinaron los porcentajes de evalua-
cion para la clarificaciéon de cada una de las
técnicas (Tabla I) a través de una escala visual
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analoga (EVA), esta escala se realiza a través
de la observacion y posteriormente el criterio
de los observadores, los cuales deben ser espe-
cialistas en el tema. La Eva es un instrumento
de medida que mide una caracteristica o acti-
tud continua que no puede ser medido direc-
tamente ya que depende de la perspectiva de
las personas (Gould et al. 2001), sin embargo
para hacerlo mas objetivo se realizaron diez
encuestas al puablico en general (estudiantes
de licenciatura y maestria y doctores), se gra-
ficaron los resultados obtenidos y se realiz6
una prueba de independencia de ji cuadrada
de un criterio la cual es una prueba estadistica
no paramétrica, para determinar si los resul-
tados eran significativos o no a un nivel de
confianza de 95% y 2 grados de libertad y en
caso de serlo se procedi6 a hacer una prueba
de homogeneidad.

Tabla I. Porcentaje de clarificacién de crias
de tortuga golfina (L. olivacen)

Técnica Total Moderado Leve
(71%-100%) (36%-70%) (0%-35%)
Dawson X
Tripsina X
Papaina X
Resultados

Durante el proceso se presentaron ciertas
complicaciones, entre ellas los casos de algu-
nos organismos que no se tifieron, otros se
desintegraron parcialmente y otro porcentaje
se desintegro por completo.

De las noventa y nueve crias de tortuga
golfina que se sometieron al proceso de diafa-
nizacién, sesenta y nueve de ellas (60%) obtu-
vieron excelentes resultados.

A continuacién; se presenta las imagenes
obtenidas por cada técnica aplicada, mos-
trando la anatomia esquelética completa.

Con las tres técnicas se pueden observar en
la vista dorsal la escama nucal, las vértebras
dorsales y caudales, las costillas y las aletas
anteriores y posteriores (Fig. 2).

Figura 2. Vista dorsal de la anatomia esquelética de
crias de tortuga golfina (L. olivacea) diafanizadas.
A) Técnica de Dawson (1.Costillas y 2. Vértebras
dorsales), B) Técnica de doble-tincién (3. Vértebras
caudales y 4. Aleta anterior y posterior) y C) Técnica
modificada de doble-tincion (5. Escama nucal).

El plano ventral de las crias diafanizadas,
nos da acceso visual a la ramfoteca, a algunos
de los huesos que conforman el plastréon y a
un par de huesos pertenecientes al sistema
hioideo llamados ceratobranquiales (Fig. 3),
los cuales son distintivos de cada especie.

La escala comparativa de los porcentajes
de clarificaciéon del cuerpo de los individuos
trabajados mediante las tres técnicas utiliza-
das, y obtenido a través de encuestas se mues-
tra en la figura 4, donde a) representa del 100
al 71% de clarificacién obteniendo la Técnica
de Dawson y la Técnica de doble-tincién los
valores mas altos con 82% y 84% de acepta-
cién respectivamente mientras que la Técnica
modificada de doble-tinciéon presenta el valor
de aceptacion mas bajo con 17%, b) representa
del 70 al 36% siendo la Técnica modificada
de doble-tincién el valor mas alto con 38%
de aceptacion y los valores mas bajos perte-
necen a la Técnica de Dawson y a la Técnica
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Figura 3. Vista ventral de la anatomia esquelética de
crias de tortuga golfina (L. olivacea) diafanizadas. A)
Técnica de Dawson (Huesos que conforman el plas-
tron: 1. Epiplastron, 2. Entoplastrén, 3. Hioplastron,
4. Hipoplastréon y 5. Xifiplastréon), B) Técnica de
doble-tincién (6. Ramphoteca y 7. Ceratobranquiales)
y C) Técnica modificada de doble-tincién.
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de doble tincién presentando 18% y 14% de
aceptacion respectivamente y c) del 35 al 0%
donde nuevamente la Técnica modificada
de doble-tincién presenta el valor mas alto
con una aceptacion del 45%, mientras que la
Técnica de Dawson y la Técnica de doble-tin-
cion tienen un porcentaje de aceptacién de 0%
y 2% respectivamente.

En cuanto a los anélisis estadisticos a través
de la prueba de ji cuadrada se obtuvo que la
Técnica de Dawson y la Técnica de doble-tin-
cion resultaron estadisticamente significativas
(ji cuadrada= 11.14, p<0.005 y ji cuadrada=
8.82, p<0.01 respectivamente), mientras que la
Técnica de doble-tincién modificada no resulto
significativa (ji cuadrada= 1.27, p>0.95).

Discusion

La anatomia esquelética de wuna tortuga
marina se divide en tres partes principales: el
craneo que incluye la caja craneal (Fig. 2C), el
aparato mandibular y el aparato hioideo (Fig.
3B). El esqueleto axial que esta compuesto por
las vértebras, las costillas, los derivados de
las costillas y el caparazén (Fig. 2A) el cual,
exteriormente estd compuesto con escudos de

a (100-71%)
m b (70-36%)
W c (35-0%)

Papaina

Técnica de clarificacion

Figura 4. Comparacién del porcentaje de clarificaciéon de las tres técnicas (donde a=100-71%, b=70-36% y c= 35-0%)
con respecto al ntiimero de aceptacion de los encuestados.
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queratina. Y finalmente el esqueleto apendicu-
lar que incluye las aletas, que son las extremi-
dades delanteras y traseras, y sus estructuras
de apoyo (Fig. 2B) (Wyneken 2004).

El plastron es un compuesto que incluye
los derivados del esqueleto axial y del esque-
leto apendicular, asi como escudos de quera-
tina exteriormente. Esta compuesto de cuatro
pares de huesos nombréandose de anterior a
posterior: epiplastrén, hioplastréon hipoplas-
trén y xifiplastron y por un hueso sin pareja
llamado entoplastrén (Fig. 3A). La forma del
hueso entoplastréon a veces se usa como una
caracteristica para identificar las especies de
tortugas marinas adultas, asi como los de la
mandibula (ramfoteca o pico corneo) (Fig. 3B)
(Wyneken 2004).

Con la técnica de Dawson los huesos de
cada region se observaron perfectamente
debido a que quedaron fuertemente tefiidos,
sin embargo, el tejido en las aletas y parte
del caparazén no quedo totalmente acla-
rado (Fig. 2A) en contraste con la técnica de
doble-tincion.

La técnica de Dawson presenta un porcen-
taje de aclaracion total (71%-100%) (Tabla I),
coincidiendo con los resultados obtenidos en
las encuestas donde este rango de porcentajes
obtuvo un 82% de aceptacion (Fig. 4).

Esta técnica fue utilizada en el pasado
principalmente para diafanizar organismos
y observar su sistema vascular (Rodriguez-
Baeza 2004, Tilotta 2009, Coronado 2014) sin
embargo, actualmente se le suma una técnica
de tincién para poder observar el sistema
6seo. Villegas y colaboradores (2012) utiliza-
ron esta técnica con la tinciéon en mamiferos
para observar el desarrollo 6seo en los fetos,
con resultados no satisfactorios en la trans-
parentacion del espécimen y visualizacion del
sistema 0seo. No obstante, al aplicar la misma
técnica en tortugas marinas, obtuvimos resul-
tados satisfactorios, ya que el tejido quedé
transparentado y se pudieron observar las
estructuras 6seas. Por lo tanto los resultados
que se obtengan en cada una de las técnicas va
a variar dependiendo del organismo al que se
le desee aplicar, al igual que las modificaciones

que requiera hacerse para tal fin (Concha 2006,
Coronado 2014).

La técnica de doble- tinciéon fue utilizada
para describir la esqueleto-génesis y para
detectar malformaciones esqueléticas en varias
especies (Daoulas et al. 1991, Koumoundouros
et al. 1997, Boglione et al. 2001, Gavaia et al.
2002, Sfakianakis et al. 2004, Fernandez et al.
2008, Mazurais et al. 2008, Darias et al. 2010) y
ha sido modificada a lo largo del tiempo por
distintos autores (Potthof 1984, Taylor & Van
Dyke 1985, Dingerkus & uhler 1977, Gavia
et al. 2000, Daria et al. 2010). Sin embargo los
resultados obtenidos en este trabajo utilizando
la técnica original sin ninguna modificacién
fueron satisfactorios, ya que el tejido quedo
totalmente clarificado (71%-100%) con excep-
ciéon de la clarificacién parcial presentada en
la parte superior del caparazén y la cabeza
(Fig. 2B). Las estructuras cartilaginosas por
otro lado no se tiferon, esto pudo deberse a la
fecha de caducidad del colorante utilizado ya
que Conte (2012) menciona que los reactivos
pierden su efectividad después de tres meses.

Como se mencion6 previamente, la técnica
de doble-tincion también fue modificada para
el presente trabajo, ya que la enzima Tripsina
pura tiene un costo muy elevado, utilizandose
la enzima Papaina. La Técnica de doble- tin-
cién modificada resulto la mas econémica de
las tres, sin embargo, la clarificacién obtenida
fue pobre (35%-0%) (Tabla I) y no se pudo
observar gran parte de las estructuras internas
(Fig. 2C y 3C). Para que los resultados fueran
comparables, los organismos se dejaron en la
soluciéon digestora con la enzima natural el
mismo tiempo que es necesario para alcan-
zar la clarificacion de los organismos con la
enzima Tripsina pura; la falta de clarificacién
puede ser explicada por el tiempo empleado y
la utilizaciéon de la enzima natural (Papaina),
ya que la velocidad de la reaccion esté relacio-
nada directamente con la concentracién de la
enzima y esta velocidad es diferente para cada
enzima (Franklin 2011). Por lo tanto, se nece-
sita mayor tiempo para que la diafanizaciéon
con la enzima Papaina reaccione asi como una
concentraciéon mayor, aproximadamente de
7-10 gr de semillas de papaya.
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La técnica de Dawson y la técnica de doble-
tincion, fueron las que mejores resultados
dieron. Las observaciones de las personas
encuestadas y el porcentaje obtenido demos-
traron que la diafanizacién en los ejemplares
fue satisfactoria, permitiendo ver detallada-
mente los huesos. Sin embargo la técnica de
doble-tincién no presento una fuerte tinciéon
dsea en comparacion con la tincién obtenida
con la técnica de Dawson, esto debido a que
las estructuras Oseas se destifieron ligera-
mente, ya que el colorante rojo alizarina se
debilita con la enzima digestora (Cortés-
Delgado 2009) por lo que los organismos dia-
fanizados por medio de digestiéon quedaron
menos tefiidos que los diafanizados con la
técnica de Dawson. A su vez, al ser la Tripsina
una enzima digestora pura, el efecto que
tendrd sobre el colorante serd mayor que el de
la enzima natural Papaina. Esta falta de colo-
raciéon confundio a los encuestados, a pesar de
especificar que se tenian que fijar en la trans-
parentacion del tejido y no en la intensidad
de la tincién 6sea, esto fue el principal factor
por el que la técnica de doble-tincién tuvo dos
votos a una clarificacion leve (35%-0%).

No hay registro de trabajos a la fecha que
comparen estas tres técnicas para el estudio
de tortugas marinas, por lo que a partir de
las evaluaciones realizadas a distintos obser-
vadores (Fig. 4) se determin6 que la tabla I
obtenida utilizando la Eva es adecuada. Greco-
Machado y colaboradores (2008) utilizaron la
EVA para determinar la trasparencia de cada
una de sus muestras por lo que esta forma de
evaluacion es certera y la mejor opcion.

A partir de la prueba de independencia
con ji cuadrada se determiné que las técnicas
de transparentado més adecuadas para crias
de tortuga golfina son en orden de importan-
cia la de doble-tincién y la de Dawson, sin
embargo, se necesita un presupuesto menor
para la técnica de Dawson que para la técnica
de doble-tincién, aunque un tiempo mas pro-
longado para obtener resultados similares.
No obstante, que la técnica de doble-tinciéon
modificada no presento los mejores resulta-
dos, es la mas econémica de todas y no nece-
sita un periodo largo para que los organismos

queden ligeramente clarificados, sin embargo,
si se aplica mdas tiempo y una concentracion
mayor de Papaina, es posible que se obtenga
mejores resultados con un bajo presupuesto.
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