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Existen diversos métodos para la determi-
nación de la edad de las tortugas. El más fiable
es el que se obtiene a partir del seguimiento de
individuos recién eclosionados mediante el
método de captura-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 análisis de los
escudos epidérmicos (esclerocronología) y del
crecimiento óseo (osteocronología) 

La esclerocronología se fundamenta en las
señales externas que proporcionan los escu-
dos córneos del caparazón, cuyo desarrollo
responde a cambios estacionales. Según este
método, el ciclo de crecimiento del escudo en
condiciones de clima templado (en el que hay
un único periodo de crecimiento anual) se
puede asociar a un año (Zug, 1991). Éste es el
método habitualmente utilizado en el caso de
ejemplares vivos (juveniles y subadultos) en
estudios poblacionales, y su eficacia se ha eva-
luado específicamente en la tortuga medite-
rránea (Bertolero et al., 2005). Sin embargo es un
método poco preciso en la datación de ani-
males longevos y debe usarse con cautela
incluso en subadultos (Pare & Lentini, 2010).

La esqueletocronología se fundamenta en
que los reptiles presentan bandas de crecimien-
to cíclico 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
patrón periódico que se observa en una sección
de hueso con la alternancia de capas claras y
oscuras. Las zonas claras se forman en períodos
de crecimiento rápido, y las oscuras (Líneas de
Parada de Crecimiento [LPC]) corresponden a
períodos de crecimiento lento o de no creci-
miento. En el periostio, una zona clara y una
oscura consecutivas conforman un ciclo de cre-
cimiento óseo 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
último, esta técnica precisa de porciones de hue-
sos largos, por lo que la realización en sí misma
implica un animal muerto recientemente o fósil
(Ehret, 2007), o una amputación accidental o
debida a una biopsia clínica.

En este artículo presentamos un caso de cál-
culo de edad mediante esqueletocronología en
un individuo de edad muy avanzada de tortu-
ga mediterránea occidental (Testudo hermanni
hermanni). En él se han probado distintos tipos
de tinción 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 asignó, por datos
históricos de los propietarios, tamaño, peso,
aspecto general y detalles como el aspecto

Aportaciones al estudio osteocronológico en un ejemplar
de Testudo hermanni

1 Escola Mestral. 08980 Sant Feliu de Llobregat. Barcelona.
2 CRARC (Centre de Recuperació d’Amfibis i Rèptils de Catalunya). 08783 Masquefa. Barcelona. C.e.: crarc@amasquefa.com

Fecha de aceptación: 21 de noviembre de 2012.
Key words: Testudo hermanni, Hermann’s tortoise, skeletochronology.

Alba Prieto1, Albert Martínez-Silvestre2, Joaquim Soler2, David Bretones1, Eudald Pascual1 & Josep Marí1



Bol. Asoc. Herpetol. Esp. (2013) 24(1)Pp-2

ocular, textura de la piel y crecimiento de las
uñas y pico, una edad superior a 70 años. El
ejemplar murió en el transcurso de la hiber-
nación de 2008.

A partir del estudio de necropsia, se extra-
jeron los fémures y húmeros, y se aplicaron
las técnicas osteocronológicas en el húmero y
fémur derechos. Del húmero se obtuvieron
cuatro muestras, tres de ellas gruesas (4 mm).
Respecto a las muestras gruesas, dos de ellas
se sometieron al proceso de descalcificación y,
posteriormente, se incluyeron en parafina
para observarlas con microscopía tradicional
(tinción de hematoxilina / eosina). Una terce-
ra muestra se destinó a microscopía óptica sin
descalcificar (tinción con azul de toluidina y
tricrómica). La cuarta muestra (muestra del-
gada; < 4 mm) se destinó a la técnica de abra-
sión y montaje con bálsamo del Canadá
(Prieto, 2009). Del fémur se obtuvieron tres
muestras que se mantuvieron en formol al
10% en recipientes individuales hasta el
momento de procesarlos, montándose poste-
riormente en metil-metacrilato para ser
observados mediante microscopía electrónica
de rastreo (Manzanares et al., 1997).

Se determinó la edad de la tortuga sobre
microfotografías ampliadas de cortes transver-
sales de los huesos y siguiendo detalladamente
las líneas observadas. Posteriormente, se reali-
zó una intravalidación y datación de la mues-
tra seleccionada aplicando métodos dendroló-
gicos (datación cruzada y Skeleton Plot, extra-
polado de los utilizados en botánica y gestión
forestal), teniendo en cuenta que las tortugas
que viven en zonas donde el clima es templa-
do tienen una única fase de crecimiento anual.
La datación cruzada permite detectar y corre-
gir la falta de sincronización entre las series de
anillos (Campelo et al., 2007). El método de data-
ción cruzada incluye: el recuento de anillos en

diferentes radios de una misma muestra, la
datación de los mismos, la medición del grosor
de las zonas de crecimiento entre anillos y,
finalmente, la elaboración de un gráfico
Skeleton Plot para cada radio (Stokes & Smiley,
1968; Holmes, 1983). Posteriormente, se compa-
ran los gráficos obtenidos, identificando las
zonas de cada radio más adecuadas para el
recuento (Gutierrez, 2008). 

En la Tabla 1 y Figura 1 se observan e ilus-
tran, respectivamente, los resultados obteni-
dos mediante todos los métodos de tinción y
observación utilizados en este caso:

1)Desgaste (abrasión) sobre hueso sin des-
calcificar montado en agua (Figura 1A),
montado en bálsamo del Canadá
(Figura 1B), montado y observado con
luz polarizada (Figura1C).

2)Tinción con hematoxilina / eosina sobre
hueso previamente descalcificado e
incluido en parafina (Figura1D).

3)Tinción tricrómica sobre hueso sin des-
calcificar (Figura1E).

4)Tinción con azul de toluidina sobre
hueso sin descalcificar (Figura1F).

5)Observación al MER con electrones
retrodispersados (Figura 1G).

6)Observación al microscopio de
Nomarski (Figura1H).

Se llevó a cabo el recuento de líneas sobre
microfotografías ampliadas de los tres mejores
métodos. De éstos, el que permitió la observa-
ción más nítida de las marcas de crecimiento
fue la tinción con azul de toluidina sobre hueso
sin descalcificar, contándose un número de
líneas que oscilaba entre 74 y 77. Por este moti-
vo, este método fue el seleccionado para aplicar
la datación cruzada y el Skeleton Plot. Como el
hueso de las tortugas tiene un crecimiento
desde dentro hacia fuera (Castanet & Cheylan,
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Figura 1. Microfotografías comparativas de las distintos métodos utilizados en la datación de T. hermanni. (a) Desgaste
(abrasión) sobre hueso sin descalcificar montado en agua. (b) Montado en bálsamo del Canadá. (c) Montado y
observado con luz polarizada. (d) Tinción con hematoxilina-eosina sobre hueso previamente descalcificado e inclui-
do en parafina. (e) Tinción tricrómica sobre hueso sin descalcificar. (f ) Tinción con azul de toluidina sobre hueso
sin descalcificar. (g) Observación al MES (Microscopio Electrónico de Scanning) con electrones retrodispersados.
(h) Observación al microscopio de interferencia de Nomarski. Barra = 300 micrómetros. Fotografías: David
Bretones: A, B, C, D, E, F, G; Alba Prieto: H.
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Método Dificultad procesado

Bálsamo Canadá

Hematoxilina / eosina

Tricrómica

Azul Toluidina

MER

Nomarski

Baja

Alta

Media

Media

Muy alta

Alta

Dificultad conteo 

Alta. Contraste poco acusado por la ampliación
de lectura. No diferenciación clara de los anillos. 

Muy alta. La descalcificación afecta a la posterior
tinción e interpretación de las distintas bandas,
especialmente en un animal de tanta edad. 

Media. Escasa diferenciación de anillos de creci-
miento. Artefactos comunes.

Baja. Diferenciación adecuada y nítida de anillos
de crecimiento.

Muy alta. Elevada posibilidad de confusión con
artefactos.

Alta. Sensación de relieve que produce falsos
positivos respecto a las verdaderas bandas de cre-
cimiento.

Edad calculada

73 - 78

IMPOSIBLE

70 - 72

75

IMPOSIBLE

IMPOSIBLE

Tabla 1. Valoración de los métodos de observación en función de las dificultades de procesado y conteo, así como
la edad final estimada.

1979), también es posible datar el último anillo
si, como en este caso, se conoce el año que
murió, lo que permite datar el resto de anillos.
La datación cruzada, ajustada mediante el
Skeleton Plot, permitió estimar la edad de la
tortuga en 75 años. 

Los reptiles presentan marcas de creci-
miento cíclico en la mayor parte de sus hue-
sos. Hasta el momento, la mayoría de estu-
dios constatan que la osteocronología es un
método efectivo para la determinación de la
edad de reptiles jóvenes. Así, los límites de
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longevidad en reptiles usando este método se
ha probado en saurios de hasta 25 años
(Castilla & Castanet, 1986) y quelonios de hasta
56 años (Curtin et al., 2009). 

Para determinar la edad mediante el método
de osteocronologia se cuentan y se miden las
MCE periósticas, teniendo en cuenta que cada
una equivale a un año en tortugas de zonas tem-
pladas (Zug, 1991). El recuento de las MCE
endósticas no es un método fiable ya que éstas
presentan un crecimiento acíclico (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 (mandíbula y placas del caparazón)
son menos numerosas que en las de los huesos
largos (húmero y fémur) debido al fenómeno de
reabsorción y, además, su recuento es más difí-
cil (Castanet & Cheylan, 1979).

Las zonas claras son anchas, opacas y ricas en
células y vasos sanguíneos, mientras que las
oscuras son más estrechas y pobres en células.
Así pues, las células tienden a agruparse al
comienzo de cada zona clara y su concentración
va disminuyendo progresivamente en dirección
a la LPC adyacente. Esta repartición diferencial
acentúa la expresión del fenómeno de creci-
miento cíclico. Las microfotografías muestran
que la mineralización de las diferentes zonas es
prácticamente equivalente, mientras que la dis-
tribución heterogénea de las células puede indu-
cir a pensar que hay variaciones que no se tradu-
cen en el estado real de la mineralización
(Castanet & Cheylan, 1979).

Sin embargo, la osteocronología puede pre-
sentar los siguientes problemas: la pérdida de
alguna LPC o MCE por reabsorción o remode-
lación, 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-
ción 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
determinación de la edad mediante esta meto-
dología siempre será por defecto, es decir, el
número de marcas de crecimiento óseo siempre
será igual o inferior a la edad real de la tortuga,
pero en ningún caso puede ser superior. Otro
posible sesgo en el cálculo consiste en la adju-
dicación de un anillo por año, para lo cual se
tiene que calibrar ese dato en cada caso y para
cada especie mediante la bibliografía existente.
También hay que tener en cuenta que con la
edad aumenta la dificultad de datar con exacti-
tud, debido al aumento de la ocurrencia de los
procesos de remodelación y reabsorción ósea. 

En nuestro caso y por los motivos señala-
dos, fue necesario corroborar los resultados
con la aplicación de los métodos empleados
en la dendrocronología forestal, una de las
disciplinas más desarrollada en el campo de la
datación. El método de la datación cruzada
permitió determinar con más precisión la
longevidad de la tortuga. Este estudio sugie-
re, por tanto, la ampliación del margen de
seguridad y fiabilidad de esta técnica en una
tortuga de edad avanzada. 
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