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(Martinez-Silvestre et al., 201 1). El presente
hallazgo evidencia que los galdpagos ameri-
canos estdn siendo hospedadores alternativos
a los galdpagos aut6ctonos en los ecosistemas
en que conviven.
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Existen diversos métodos para la determinacién
de la edad de las tortugas. El mds fiable es el que se
obtiene a partir del seguimiento de individuos
recién eclosionados mediante el método de captu-
ra-marcado-recaptura (Zug, 1991). En ausencia de

esta posibilidad, también existen métodos basados
en el estudio de los marcadores de crecimiento,
entre los que cabe destacar las técnicas basadas en el
andlisis de los escudos epidérmicos (esclerocronolo-
gia) y del crecimiento dseo (osteocronologfa).
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La esclerocronologia se fundamenta en las
sefiales externas que proporcionan los escu-
dos cérneos del caparazon, cuyo desarrollo
responde a cambios estacionales. Segiin este
método, el ciclo de crecimiento del escudo en
condiciones de clima templado (en el que hay
un dnico periodo de crecimiento anual) se
puede asociar a un ano (Zug, 1991). Este es el
método habitualmente utilizado en el caso de
ejemplares vivos (juveniles y subadultos) en
estudios poblacionales, y su eficacia se ha eva-
luado especificamente en la tortuga medite-
rrdnea (Bertolero er al., 2005). Sin embargo es un
método poco preciso en la datacién de ani-
males longevos y debe usarse con cautela
incluso en subadultos (Pare & Lentini, 2010).

La esqueletocronologia se fundamenta en
que los reptiles presentan bandas de creci-
miento ciclico en la mayor parte de sus huesos
(Castanet, 1994). Los elementos del esqueleto cre-
cen a medida que se va depositando hueso en su
superficie externa. Este crecimiento responde a
cambios estacionales, por lo que presenta un
patrén periddico que se observa en una seccién
de hueso con la alternancia de capas claras y
oscuras. Las zonas claras se forman en periodos
de crecimiento répido, y las oscuras (Lineas de
Parada de Crecimiento [LPC]) corresponden a
periodos de crecimiento lento o de no creci-
miento. En el periostio, una zona clara y una
oscura consecutivas conforman un ciclo de cre-
cimiento dseo completo, denominado Marcas
de Crecimiento Esquelético (MCE) (Zug, 1991).
La periodicidad anual de estas marcas se estable-
ce frecuentemente en los animales salvajes, por
lo que constituye un buen criterio de edad. Por
tltimo, esta técnica precisa de porciones de hue-
sos largos, por lo que la realizacién en si misma
implica un animal muerto recientemente o 6sil
(Ehret, 2007), o una amputacién accidental o
debida a una biopsia clinica.

En este articulo presentamos un caso de
célculo de edad mediante esqueletocronologia
en un individuo de edad muy avanzada de
tortuga mediterrdnea occidental (Zestudo
hermanni hermanni). En él se han probado
distintos tipos de tincién y procesado a fin de
calcular con la mayor exactitud posible la

edad del individuo.

El ejemplar examinado era una hembra de
edad avanzada, a la que se le asigné, por datos
histéricos de los propietarios, tamano, peso,
aspecto general y detalles como el aspecto
ocular, textura de la piel y crecimiento de las
ufias y pico, una edad superior a 70 afos. El
ejemplar muri6 en el transcurso de la hiber-
nacién de 2008.

A partir del estudio de necropsia, se extra-
jeron los fémures y himeros, y se aplicaron
las técnicas osteocronoldgicas en el hiimero y
fémur derechos. Del himero se obtuvieron
cuatro muestras, tres de ellas gruesas (4 mm).
Respecto a las muestras gruesas, dos de ellas
se sometieron al proceso de descalcificacién vy,
posteriormente, se incluyeron en parafina
para observarlas con microscopia tradicional
(tincién de hematoxilina / eosina). Una terce-
ra muestra se desting a microscopia dptica sin
descalcificar (tincién con azul de toluidina y
tricrémica). La cuarta muestra (muestra del-
gada; < 4 mm) se destiné a la técnica de abra-
siéon y montaje con bdlsamo del Canadd
(Prieto, 2009). Del fémur se obtuvieron tres
muestras que se mantuvieron en formol al
10% en recipientes individuales hasta el
momento de procesarlos, montdndose poste-
riormente en metil-metacrilato para ser
observados mediante microscopia electronica
de rastreo (Manzanares ez al., 1997).

Se determiné la edad de la tortuga sobre
microfotografias ampliadas de cortes trans-
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Figura 1. Microfotograffas comparativas de las distintos métodos utilizados en la datacién de 7 hermanni. (a) Desgaste
(abrasién) sobre hueso sin descalcificar montado en agua. (b) Montado en balsamo del Canadd. (c) Montado y
observado con luz polarizada. (d) Tincién con hematoxilina-cosina sobre hueso previamente descalcificado e inclui-
do en parafina. (e) Tincién tricrémica sobre hueso sin descalcificar. (f) Tincién con azul de toluidina sobre hueso
sin descalcificar. (g) Observacién al MES (Microscopio Electrénico de Scanning) con electrones retrodispersados.

(h) Observacién al microscopio de interferencia de Nomarski. Barra =

Bretones: a, b, ¢, d, e, f; g; Alba Prieto: h.

versales de los huesos y siguiendo detallada-
mente las lineas observadas. Posteriormente,
se realizé una intravalidacién y datacién de
la muestra seleccionada aplicando métodos
dendrolégicos  (datacién cruzada 'y
Skeleton Plot, extrapolado de los utilizados
en botdnica y gestién forestal), teniendo
en cuenta que las tortugas que viven en
zonas donde el clima es templado tienen
una Unica fase de crecimiento anual. La
datacién cruzada permite detectar y corregir
la falta de sincronizacién entre las series de
anillos (Campelo et al., 2007). El método de
datacién cruzada incluye: el recuento de
anillos en diferentes radios de una misma
muestra, la datacién de los mismos, la
medicién del grosor de las zonas de creci-
miento entre anillos y, finalmente, la ela-
boracién de un grifico Skeleton Plot para
cada radio (Stokes & Smiley, 1968; Holmes,
1983). Posteriormente, se comparan los
graficos obtenidos, identificando las zonas
de cada radio mds adecuadas para el
recuento (Gutierrez, 2008).

300 micrémetros. Fotografias: David

EnlaTabla 1y Figura 1 se observan e ilus-
tran, respectivamente, los resultados obteni-
dos mediante todos los métodos de tincién y
observacién utilizados en este caso:

1) Desgaste (abrasién) sobre hueso sin des-
calcificar montado en agua (Figura la),
montado en bdlsamo del Canadi
(Figura 1b), montado y observado con
luz polarizada (Figura 1c).

2) Tincién con hematoxilina / eosina sobre
hueso previamente descalcificado e
incluido en parafina (Figura 1d).

3)Tincién tricrémica sobre hueso sin des-
calcificar (Figura 1le).

4)Tincién con azul de toluidina sobre
hueso sin descalcificar (Figura 1f).

5)Observacién al MER con electrones
retrodispersados (Figura 1g).

6)Observaciéon  al  microscopio  de
Nomarski (Figura 1h).

Se llevé a cabo el recuento de lineas sobre
microfotografias ampliadas de los tres mejores
métodos. De éstos, el que permitié la observa-
cién mds nitida de las marcas de crecimiento



Bol. Asoc. Herpetol. Esp. (2013) 24(1) 53

fue la tincién con azul de toluidina sobre hueso
sin descalcificar, contindose un ndmero de
lineas que oscilaba entre 74 y 77. Por este moti-
vo, este método fue el seleccionado para aplicar
la datacién cruzada y el Skeleton Plot. Como el
hueso de las tortugas tiene un crecimiento
desde dentro hacia fuera (Castanet & Cheylan,
1979), también es posible datar el dltimo anillo
si, como en este caso, se conoce el ano que
muri6, lo que permite datar el resto de anillos.
La datacién cruzada, ajustada mediante el
Skeleton Plot, permitié estimar la edad de la
tortuga en 75 afos.

Los reptiles presentan marcas de creci-
miento ciclico en la mayor parte de sus hue-
sos. Hasta el momento, la mayoria de estu-
dios constatan que la osteocronologia es un
método efectivo para la determinacién de la
edad de reptiles jovenes. Asi, los limites de
longevidad en reptiles usando este método se
ha probado en saurios de hasta 25 anos
(Castilla & Castanet, 1986) y quelonios de hasta
56 afios (Curtin et al., 2009).

Para determinar la edad mediante el método
de osteocronologia se cuentan y se miden las
MCE peridsticas, teniendo en cuenta que cada
una equivale a un ano en tortugas de zonas tem-
pladas (Zug, 1991). El recuento de las MCE
endésticas no es un método fiable ya que éstas
presentan un crecimiento aciclico (Zug, 1991).
Por otra parte, en estudios llevados a cabo con
diferentes especies de tortugas se constata que
las LPC observadas en secciones de varios hue-
sos planos (mandibula y placas del caparazén)
son menos numerosas que en las de los huesos
largos (htimero y fémur) debido al fenémeno de
reabsorcién y, ademds, su recuento es mds difi-
cil (Castanet & Cheylan, 1979).

Las zonas claras son anchas, opacas y ricas
en células y vasos sanguineos, mientras que
las oscuras son mds estrechas y pobres en
células. Asi pues, las células tienden a agru-
parse al comienzo de cada zona clara y su
concentracion va disminuyendo progresiva-
mente en direccién a la LPC adyacente. Esta
reparticién diferencial acenttia la expresion

Tabla 1. Valoracién de los métodos de observacién en funcién de las dificultades de procesado y conteo, asf como
la edad final estimada.
Método Dificultad procesado  Dificultad conteo Edad calculada
Bélsamo Canad4 Baja Alta. Contraste poco acusado por la ampliacion 73-78
de lectura. No diferenciacién clara de los anillos.
Hematoxilina / eosina Alta Muy alta. La descalcificacién afecta a la posterior IMPOSIBLE
tincién e interpretacién de las distintas bandas,
especialmente en un animal de tanta edad.
Tricromica Media Media. Escasa diferenciacién de anillos de creci- 70-72
miento. Artefactos comunes.
Azul Toluidina Media Baja. Diferenciacién adecuada y nitida de anillos 75
de crecimiento.
MER Muy alta Muy alta. Elevada posibilidad de confusién con IMPOSIBLE
artefactos.
Nomarski Alta Alta. Sensacién de relieve que produce falsos IMPOSIBLE
positivos respecto a las verdaderas bandas de cre-
cimiento.
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del fenémeno de crecimiento ciclico. Las
microfotografias muestran que la mineraliza-
cién de las diferentes zonas es pricticamente
equivalente, mientras que la distribucién
heterogénea de las células puede inducir a
pensar que hay variaciones que no se tradu-
cen en el estado real de la mineralizacién
(Castanet & Cheylan, 1979).

Sin embargo, la osteocronologia puede pre-
sentar los siguientes problemas: la pérdida de
alguna LPC o MCE por reabsorcién o remode-
lacién, la presencia de LPCs discontinuas e irre-
gulares (no visibles en todas las partes de un
mismo corte de hueso) y la presencia de MCEs
irregulares, compactas y no visibles (Zug, 1991).
También puede afectar al resultado final la tin-
cién empleada, siendo necesario y aconsejable
emplear varios métodos en cada caso para
poder contrastarlos posteriormente entre ellos.
Asimismo, hay que tener en cuenta que la
determinacién de la edad mediante esta meto-
dologfa siempre serd por defecto, es decir, el
nimero de marcas de crecimiento dseo siempre
serd igual o inferior a la edad real de la tortuga,
pero en ninglin caso puede ser superior. Otro
posible sesgo en el cilculo consiste en la adju-
dicacién de un anillo por afo, para lo cual se
tiene que calibrar ese dato en cada caso y para
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Chalcides simonyi es un eslizon (Reptilia,
Scincidae) de unos 25 cm de longitud total
endémico de las islas de Fuerteventura y
Lanzarote (Canarias, Espafia) (Garcia-Mérquez
& Acosta, 2002). Estd considerada como una
especie escasa y amenazada, cuyo seguimiento
resulta problemdtico debido a que no es ficil
encontrarla en el campo (Mateo er al., 2009).
Pocos herpetdlogos la han citado en apenas
una docena de localidades de Fuerteventura
(Lépez-Jurado, 1998), y sélo recientemente tam-
bién en Lanzarote (Nogales et al., 1992;
Concepcién, 2000). A su escasez se le anade un
comportamiento esquivo y mal conocido que
complica la tarea de buscarla, especialmente
en los hédbitats con una mayor complejidad
espacial, como pedregales y malpaises volci-
nicos, en los que esta especie se refugia y
quizds podria ser mds abundante. Los datos
que presentamos a continuacién demuestran
que tanto Lanius meridionalis koenigi como
Falco tinnunculus dacotiae cazan C. simonyi y

dejan restos suyos ficilmente identificables,
los cuales podrian utilizarse como indicadores
para localizar poblaciones de este reptil alli
donde y cuando el muestreo directo ofrece
resultados pobres.

En el verano y otofio de 2001 los autores
realizamos varias prospecciones en dos locali-
dades de Fuerteventura donde, segtin Lépez-
Jurado (1998), debian existir poblaciones de
C. simonyi: Vallebrén y Tiscamanita. De
manera intensiva, buscamos ejemplares que
pudieran estar activos en transectos visuales
sobre el terreno y también volteando piedras
bajo las que pudieran ocultarse. Estos esfuer-
zos resultaron siempre improductivos. No
obstante, la busqueda de indicios indirectos
en posaderos de depredadores potenciales si
dio algunos resultados positivos que expone-
mos a continuacion.

En junio de 2001 recogimos egagrépilas
en varios posaderos de £ tinnunculus dacotiae
en Vallebrén (isla de Fuerteventura; UTM



