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RESUMEN

Los micronucleos y anormalidades nucleares son biomarcadores de genotoxicidad
en fauna silvestre causada por la biodisponibilidad y exposicion a agentes quimicos
en el ambiente, siendo este un indicativo de probables alteraciones a la salud tales
como mutaciones y/o carcinogénesis. La costa de Quintana Roo representa una
zona de alta importancia para la anidacion, desarrollo y crecimiento de diversas
especies de tortugas marinas, las cuales se encuentran clasificadas en la lista roja
de la union mundial para la naturaleza de la IUCN (Uni6én Internacional para la
conservacion de la naturaleza) como en peligro de extincion o en peligro critico de
extincion. Sin embargo, es un habitat altamente perturbado por la industria turistica
en constante crecimiento. El objetivo general de este trabajo fue caracterizar las
anormalidades nucleares en eritrocitos de tortuga verde (Chelonia mydas), asi como
también, cuantificar su frecuencia en los individuos capturados en el afio 2019. Para
lo anterior se utilizaron muestras de especimenes que habitan en diferentes areas
de alimentacion (Akumal, Xcalak y Punta Herrero) y se empled el protocolo de
tincién de células especifico para la observacion de acidos nucleicos en tortugas
marinas, para la determinacion de anormalidades nucleares en sangre periférica de
tortugas marinas. Dicha técnica genera resultados 6ptimos de manera sencilla y no
invasiva permitiéndonos obtener resultados para el entendimiento de patologias que
afectan a la especie y evaluar posibles dafios en el ecosistema que afectan en el
desarrollo de los individuos. Asi mismo, nos brindara informacion clave para
investigaciones posteriores en el area de la ecotoxicologia de especies marinas
amenazadas. Siendo El Salvador el segundo pais mas importante, después de
México, para la preservacion de los quelonios marinos, esta investigacion es
importante para lograr la protecciéon de la biodiversidad y proteccion de los
ecosistemas marinos que nos conectan, ademas, la metodologia aqui empleada
podra ser aplicada a futuro en poblaciones de tortugas marinas de nuestro pais.

En este estudio se caracterizan por primera vez en tortugas marinas diferentes tipos
de anormalidades nucleares clasificados como nicleos lobulados, con muesca, con
ampolla y en forma de ocho. No se encontraron diferencias significativas en la
frecuencia de microndcleos (H=2.98, p=0.22), buds (H=2.66, p=0.26) vy
anormalidades nucleares (H=3.13, p=0.20) entre las zonas de estudio. Aunque, la
proporcién de tortugas marinas afectadas, con micronicleos, es mayor en la Bahia
de Akumal (n=4), mientras que la frecuencia de buds y otro tipo de anormalidades
nucleares se presentd en mayor proporcion en tortugas de Bahia de Xcalak (n=13)
y Punta Herrero (n=14), en donde al menos el 50% de los animales capturados
presentaron 22 y 12 anormalidades 2000! eritrocitos respectivamente, con 40 y 29
buds 20001 eritrocitos, mientras que en Akumal fue de 24 buds y 8.5 anormalidades
en 2000 eritrocitos. Los resultados sugieren que Akumal sigue siendo la zona mas
afectada con dafio genotoxico (presencia de micronicleos en eritrocitos),



probablemente asociado al incremento de toxinas derivadas de las actividades
turisticas que generan contaminacién marina. No se encontré una correlacién entre
las tallas de las tortugas blancas y la frecuencia de los diferentes tipos de
anormalidades en eritrocitos cuando se analizaron a las tortugas marinas de todas
las zonas (MN r=0.07, buds r=0.06, anormalidades r=0.08). No fue posible la
evaluacion de la enfermedad de fibropapilomatosis debido al tamafio de muestra y
los pocos especimenes afectados. Los diferentes tipos de anormalidades nucleares
clasificados fueron: ndcleos lobulados, con muesca, con ampolla y en forma de
ocho.
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1. INTRODUCCION

La contaminacion de los mares y de los ecosistemas costeros es una de las
amenazas mas importantes para las tortugas marinas, influenciando negativamente
a sus poblaciones (Sakai et al. 2000, Maffucci et al. 2005). Existe una preocupacion
creciente sobre los posibles efectos nocivos que tienen los contaminantes
persistentes sobre la fauna marina de estos ecosistemas, principalmente en
especies de vida longeva como mamiferos, algunas aves y tortugas marinas, por la
gran capacidad de acumular y biomagnificar algunos elementos como metales
pesados y pesticidas organoclorados (Anan et al. 2001, Gauthier et al. 2003).

Con excepcion de algunas especies, las investigaciones ecotoxicoldégicas en
reptiles son escasas (Hopkins 2000). En el caso de las tortugas marinas, la
informacion sobre el efecto negativo de los contaminantes y el estado de salud de
estos organismos ha ido en aumento, estudios sugieren incluso una mayor
exposicion a contaminantes quimicos peligrosos en tortugas verdes que en otras
especies de tortugas marinas (Camacho et al. 2014), pero la informacién sobre
niveles basales de efecto es aun limitada (Hamann et al. 2010, Rees et al. 2016).
Se ha determinado que los reptiles, incluidas las tortugas marinas, son buenos
bioindicadores de contaminacién quimica debido a su amplia distribucion ecolégica,
sensibilidad fisiologica, longevidad y fidelidad a los sitios en donde viven (Bishop et
al. 1995, Crain y Guillette 1998, Clark et al. 2000, Golet y Haines 2001, Labrada-
Martagon et al. 2011).

Para evaluar el estado de salud del ambiente natural y determinar los efectos de los
contaminantes en especies amenazadas o en peligro de extincion, debemos utilizar
especies centinelas y biomarcadores como herramientas (Labrada 2018). El
monitoreo de la exposicion a contaminantes y de los efectos fisioldégicos y clinicos
gue generan en los organismos a través del uso de biomarcadores, permite
identificar estados susceptibles de los organismos y el aumento en la prevalencia
de enfermedades de manera temprana que pudieran afectar no sélo a la poblacién
y a la biodiversidad de los ecosistemas, sino también poner en riesgo la salud de la
poblacién humana cuando se trata de especies de importancia comercial (Labrada
2018). El objetivo principal de este trabajo es caracterizar morfologicamente las
anormalidades nucleares en eritrocitos de tortuga verde (Chelonia mydas) por
medio de microscopia de fluorescencia y cuantificar la frecuencia de esas
anormalidades nucleares en distintos sitios de alimentacion en la costa de Quintana
Roo. Dicha informacion sera Util para determinar dafio genético indicativo a periodos
largos de estrés toxicologico (Casini 2018)y asi en un futuro poder asociar



genotoxicidad a patologias diversas que afectan a las tortugas marinas y otras
especies wvulnerables a los cambios climaticos y la contaminacién generada por el
hombre, asi también en nuestro pais El Salvador es importante ya que es una
herramienta que puede ayudar en la proteccion de la biodiversidad y proteccion de
los ecosistemas marinos que nos conectan con México y que son parte del ciclo de
vida de las tortugas marinas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes

En 1975 la prueba de micronucleos fue utilizada por primera vez por Schmid en
médula 6sea de ratones utilizando altas dosis de agentes que causan ruptura
cromosoémica, esto fue el inicio de muchas otras investigaciones tanto en humanos
(Peace y Succop 1999) como en animales de vida silvestre para evaluar el efecto
de contaminantes ambientales como pesticidas, metales pesados, quimicos de
industrias, etc., (Zafiga et al. 2000, Souto et al. 2018) lo cual ha sido de ayuda para
el entendimiento de los efectos que causa el estrés ambiental a lo largo del tiempo.

En cuanto a especies marinas estudios como el de Zufiga y colaboradores (2000)
realizaron prueba de micronlicleos en 54 especies animales para determinar
aquellos que podrian catalogarse como especies centinelas de eventos
genotdxicos, pero solamente se utilizd una especie de tortuga (Macrochelys
temminckii) obteniendo resultados negativos en el estudio, lo cual no es significativo
para este grupo de reptiles. Rodriguez Salazar (2018) realiz6 una investigacion en
la que se asocio la ausencia o presencia de fibropapilomatosis con la frecuencia de
anormalidades nucleares en eritrocitos, obteniendo como resultado que en las
zonas mas densamente habitadas y con alto impacto turistico (Punta Arenas y
Bahia Akumal) es en donde se presentd una mayor prevalencia de
fibropapilomatosis y mayor frecuencia de micronicleos en las tortugas verdes (C.
mydas) estudiadas. Se realizaron ademas asociaciones en la frecuencia de las
anormalidades y variables biéticas como el tamarfio de los organismo, edad y sexo,
llegando a la conclusibn que esta tortuga marina es una buena especie para
monitorear la biodisponibilidad de contaminantes ambientales y la calidad del agua
en sumedio ambiente a través de la prueba de MN. Carneiro y colaboradores (2016)
determinaron en un estudio en tortugas verdes en Brasil que altos niveles de Cu, Fe
y Pb estdn implicados en la etiologia de la fibropapilomatosis a través de la
generacién de estrés oxidativo, obteniendo valores basales con respecto a la
presencia de MN para dicha poblacion.

En tortugas marinas se han realizado estudios diversos para evaluar efectos
genotoxicos, entre los mas importantes estan el ensayo cometa o electroforesis en
gel de celda unica, (Caliani et al. 2014), asi también como un estudio sobre las
correlaciones entre las actividades de las enzimas antioxidantes y la concentracion
de xenobidticos presentes en sangre de tortugas verdes en la peninsula de Baja
California Sur (Labrada et al. 2011). Estudios en los cuales se ha indicado
sensibilidad fisiolégica de las tortugas a quimicos presentes en su habitat, como lo
demuestra también Camacho y colaboradores (2014) detectando la presencia de
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mas de 50 contaminantes organicos e inorganicos en sangre de tortugas juveniles.
Razon por la cual la investigacion de MN sigue siendo necesaria como técnica no
invasiva para el control de ecosistemas y especies en peligro de extincion.
Recientemente ya se cuenta con una técnica estandarizada para la prueba de
micronlcleos en sangre de tortugas marinas (Labrada et al. 2019).

Actualmente, la disminucion de las poblaciones de las diferentes especies de
tortugas marinas se da como resultado de la contaminacién quimica y de otros
factores de origen antrépico (como las pesquerias, turismo, agricultura y cambio
climatico) (Labrada 2018). EI cambio climatico se ha convertido en una de las
principales amenazas para la biodiversidad y los procesos biolégicos (Santidrian
2011), lo cual ha sido estudiado con el fin de desarrollar planes de conservacion
realistas y eficaces (Hopkins 2000). El océano es el destino final de numerosas
sustancias quimicas persistentes transportadas por los rios y drenajes desde el
interior de los continentes y zona costera, se ha recalcado la necesidad de dilucidar
las diferentes asociaciones existentes entre dichos elementos y los organismos
vivos con los que interactian (Hopkins 2000).

Para evaluar e interpretar mejor el estado de salud de los individuos hay estudios
gue evalian simultineamente marcadores biolégicos (hematoldgicos, endocrinos,
estrés oxidativo, etc.) para generar una interpretacion mas completa del estado de
salud de los organismos y la respuesta metabdlica y fisiologica que estan
presentando ante las alteraciones ambientales, para asi evitar que efectos adversos
continlen afectando a una especie en especifico o0 al ecosistema completo
(Stegeman et al. 1992, Schlenk y Di Giulio 2002).

Existen estudios en los que se ha comparado la frecuencia de micronucleos (MN)
en diversas especies y grupos de animales en cautiverio, tales como mamiferos,
reptiles y aves (Zuhiga et al. 1996, Poletta 2008, Souto et al. 2018). Sin embargo,
los reportes e informacion sobre la frecuencia de anormalidades nucleares en fauna
silvestre son escasos y mas aun cuando se trata de animales en vida libre (Poletta
2008, Baesse et al. 2015). El grupo mas estudiado es el de los anfibios, moluscos y
peces (Barsiene 2006, Caraffa 2013, Furnus et al. 2014). Diversos estudios han
realizado la prueba de micronlcleos utilizando a los peces como especies
centinelas tanto in vitro como en vida libre principalmente para evaluar la calidad y
sostenibilidad del medio ambiente (Ortegén 2014, Furnus et al. 2014). In vitro se
han realizado investigaciones en los cuales se expone a los peces a un tiempo
determinado y a cantidades especfificas de contaminantes para luego evaluar por
medio de muestreo sanguineo periférico la morfologia nuclear y determinar dafio
genético por diversos contaminantes derivados de actividades antrépicas (Barsiene
2006). Este grupo ha resultado adecuado para medir el grado de genotoxicidad del
agua en ambientes dulceacuicolas y marinos, asi como el dafio que generan los
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mutadgenos ambientales sobre el material genético tales como, herbicidas,
insecticidas, metales pesados y desechos radioactivos, entre otros debido a su
sensibilidad a bajas concentraciones de sustancias genotéxicas y a la informacion
importante que pueden brindar debido a su posicion en la cadena tréfica (Grisolia y
Torres-Cordeiro 2000, Hoshina et.al. 2008).

2.2 Morfologia de eritrocitos de tortugas marinas

La descripcion de las caracteristicas morfologicas de las células sanguineas en
tortugas marinas son escasas (Gaumer y Goodnight 1957, Wood y Ebanks 1984).
Urgutas y colaboradores (2003) detallaron la morfologia de algunas tortugas en
Turquia detallando que los eritrocitos o glébulos rojos son células nucleadas, ovales
con sus nucleos también ovales que estan ubicados centralmente como los de otras
especies de reptiles. Lo que varia es la longitud y anchura entre especies, tienen un
citoplasma naranja verdoso palido y el nicleo morado azulado al ser observados
bajo tincion de Romanowsky (Work et al. 1998, Montafio 2013) (Fig.1). En el caso
de los eritrocitos inmaduros estos se describen como células con formas de redonda
a oval, su nacleo es heterocroméatico grande y redondo, el citoplasma es
ortocromatico y pueden ser mas pequefios que los eritrocitos maduros. En general
los eritrocitos de las tortugas marinas son los mas grandes en relacion con la
mayoria de los reptiles (Ramirez et al. 2012) (Fig.2).

Como es habitual en otros parametros fisiolégicos de los reptiles, el recuento total
de eritrocitos varia con las condiciones ambientales, el estado nutricional, el sexo
(algunos machos tienen mayor nimero que las hembras) y la estacion (mas altos
antes de la hibernacion y mas bajos justamente después) (Wood y Ebanks 1984).
Sin embargo, desde que se comenzd a describir morfologicamente las células de
estas especies, se notaron inclusiones, las cuales eran muy grandes para ser
particulas virales y tampoco bacterias porque no tenian membrana celular, asi que
se detallaron solamente como organelos degenerativos (Work et al. 1998, Casal et
al. 2007), lo que ahora ya se clasific6 y se conocen como micronlcleos también
llamados cuerpos de Howell Jolly. (Schmid 1975, Sears et al. 2012).



Figura 1. Eritrocitos de crias de Laud (Dermochelys coriacea): Nucleo (N);
inclusiones intracitoplasméticas (IC); citoplasma (C) tomado de (Montafio 2013).
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Figura 2. a) Morfologia en eritrocitos de tortuga marina verde (C. mydas) (Wood y
Ebanks 1984). b) eritrocitos maduros de Lepidochelys olivacea en un frotis tefiido
con Wright (100x) tomado de (Ramirez et al. 2012).

En cuanto a la descripcion de las células por medio de microscopia electrénica,
Taylor y colaboradores (1968) describen los eritrocitos con forma convexa
presentando una membrana plasmatica con bordes regulares, textura suave y
aparentemente porosa y con citoplasma homogéneo, con respecto al nicleo se
describe con forma oval y con membrana nuclear con bordes regulares y textura
aspera (Fig. 3 y 4). Casal y colaboradores (2007) detallan que ciertos eritrocitos
tienen pequefas inclusiones intracitoplasmaticas pleomorficas y electro densas que
se consideraron como organelos degenerados que también suelen presentarse en
otras especies de reptiles (Work et al. 1998).



Figura 3. Eritrocito de tortuga acuatica (Pseudemys scripta elegans). Notar los
poros en la membrana plasmatica (PM), y la membrana nuclear (NM) nucleo (N)
reticulos endoplasmaticas (ER) estan dispersados al azar en todo el citoplasma.
mitocondrias (M). x15,600. Tomado de (Taylor etal. 1968).

Figura. 4. Micrografia electronica de transmision de un eritrocito de una tortuga
boba (Caretta caretta) Bar = 1.05 pc. tomado de (Casal et al. 2007).

2.3 Micronucleos (MN)

La prueba de micronucleo fue validada a nivel mundial en 1999 por el programa
internacional de microntcleos humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), con
la participacion de 42 laboratorios (aproximadamente 16,500 individuos de
diferentes poblaciones del mundo) (Matheus Lobo y Bolafios 2014, Bolognesi et al.
2013).



La prueba de micronlcleos (MN) es una técnica in vivo no invasiva, sensible y
econdmica para la determinacién de genotoxicidad que puede ser Util en estudios
ecotoxicolégicos para determinar la biodisponibilidad de contaminantes quimicos en
el ambiente, asi como exposicion crénica en fauna silvestre (Lee Rangel et al. 2016).
Esta prueba difiere entre especies ya que depende de la efectividad del bazo (o del
resto del sistema reticuloendotelial) (Zdfiga et al. 2000) y se encarga de detectar
los efectos de los agentes mutagénicos en los cromosomas mediante la
identificacion de cromosomas rezagados Yy fragmentos excéntricos que permanecen
separados del nicleo (Poletta 2008).

Los micronucleos y brotes nucleares que son considerados como anormalidades
nucleares se expresan en ceélulas en division que contienen roturas cromosomicas
que carecen de centromeros (fragmentos excéntricos) y/o cromosomas completos
gue no pueden viajar a los polos del huso durante la mitosis en el anafase (Fenech
2000). Durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el nicleo
celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas
(Schmid 1975). Este proceso puede producirse equivocamente debido a errores
durante la replicacién y posterior divisiéon del ADN causando roturas cromosoémicas
que pueden ser por efecto de la radiacion y/o sustancias genotoxicas, lo que trae
como consecuencia, pérdida cromosoémica y que el reparto del material genético no
sea equitativo (Shugart 2000). Las roturas cromosomicas daran lugar a fragmentos
cromosomicos acentricos, que al no disponer de centrdmeros no seran incluidos en
los nlcleos hijos. Estos fragmentos se rodean de membrana nuclear y aparecen en
el citoplasma como pequefios nucleos que son visibles al microscopio Optico
(Schmid 1975, Fenech 2000).

Estas células con anormalidades nucleares se clasifican de acuerdo a diferentes
criterios, en el caso de las células micronucleadas estas presentan uno o mas MN
de un tamafo de 1/3 a 1/16 del nucleo principal, tienen la misma textura e intensidad
de tincion y estan claramente separados del nucleo (Bolognesi et al. 2013). Las
prolongaciones o brotes nucleares tienen las mismas dimensiones que los
microndcleos y hay ocasiones en que pueden ser del mismo tamafio o mas grandes
gue el ndcleo principal, la diferencia es que estas prolongaciones estan unidas al
ndcleo por un puente nucleoplasmatico (Bolognesi et al. 2013).

2.4 Otras anormalidades nucleares (AN) por agresiones genotoxicas o
citotéxicas.

Ademas de los MN también se describen otras AN, las que ademas de ser
fendbmenos que podrian ocurrir en procesos normales de diferenciacion celular, son
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indicadores de dafio al ADN, citotoxicidad y muerte celular (Tolbert 1991). Las
alteraciones mas indicativas en la morfologia de las células neoplasicas se
producen en el ndcleo, donde las modificaciones que puede sufrir este son en el
tamafio, densidad y distribucion de la cromatina. Entre estas AN se encuentran la
cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), nucleo picnético (NP), cariolisis (CL),
nucleo lobulado también llamado prolongacién nuclear, "bud cell* o "broken eggs”
(NL) y la presencia de células con dos nucleos, llamadas células binucleadas (BN)
(Torres y Ramos 2013). A continuacién se describen cada una de las AN:

Células Normales (CN): el nucleo esta uniformemente tefiido, es redondo u oval. No
contienen ningln otro cuerpo 0 estructura aparte del ndcleo que contenga ADN,
estas células son consideradas como células totalmente diferenciadas y no se
observan divisiones celulares (Tolbert et al. 1991, Thomas et al. 2009) (Fig. 5a y
5b).

Célula Micronucleada (MN): se caracteriza por la presencia de un nucleo principal y
uno 0 MAas pequefias estructuras nucleares denominadas MN. Un MN tiene la forma
redonda o almendrada y mide entre 1/3 y 1/16 del nicleo principal, presenta la
misma intensidad y coloracion de tincién, textura y plano focal que el nicleo y no
esta conectado al nucleo principal (Tolbert et al. 1991, Thomas et al. 2009,
Bolognesi et al. 2013) (Fig. 5c).

Célula binucleada (BN): las células binucleadas tienen dos nucleos con el mismo
tamafio, morfologia, textura e intensidad de tincion (Bolognesi et al, 2013). No
parecen implicar una interaccion directa con el ADN, sino que involucra la
interferencia con los hechos ocurridos a finales de la division celular (Tolbert et al.
1991, Shi & & King 2005, Thomas et al. 2009) (Fig. 5d).

Cariorrexis (CR): células que presentan un nicleo que se caracteriza por agregacion
de la cromatina nuclear. Con respecto a las células de cromatina condensada, ellas
tienen un patron moteado nuclear indicativo de la fragmentacién nuclear conducente
a la eventual desintegracion del nacleo. Estas células tal vez estan pasando por una
fase avanzada de apoptosis pero esto aun no ha sido comprobado (Thomas et al.
2009, Bolognesi 2013) (Fig. 5e).

Cromatina Condensada (CC): estas células tienen nucleos intensamente tefidos,
con regiones condensadas o cromatina agregada exhibiendo un patrén nuclear
moteado o estriado, algunas veces aparecen como estructuras similares a los MN,
pero estas no deben de ser contabilizados como MN ya que su origen aun no es
determinado, tal vez estan en etapas tempranas de la apoptosis (Tolbert et al. 1991,
Thomas et al. 2009) (Fig. 5f).




Figura 5. a. Células Normales, b. nicleo normal, c. Célula micronucleada (CMN);
flecha microndcleo (MN); d. Célula binucleada (BN), e. Cariorrexis (CR); f.
Cromatina condensada (CC); Microscopio Binocular Mca. Carl Zeiss Mod Axiostar
Plus.Fluorescencia IVFL Filtro de 450 a 490 Nandémetros, Objetivo Planacromético
100x/1.25 oil, camara Axiocam lcc 1, Imagenes capturadas a 400 y a 1000
aumentos reales (Fuente: Torres y Ramos 2013).

Brotes nucleares, broken eggs: el nicleo presenta una constriccion en un extremo,
Su estructura es sugestiva aun proceso de gemacion que involucra la eliminacion o
exceso de material nuclear por reparaciones de ADN no resueltas. El tamafio es de
1/3 a 1/16 del nucleo (Bolognesi et al. 2013). Tolbert y colaboradores (1991) los
definieron como "Broken egg", y Bhattathiri et al. (1998) describe estos fendmenos
como "Nuclear buds" reconociéndolas como anormalidades nucleares (Tolbert et al.
1991, Thomas et al. 2009) (Furnus et al. 2014) (Shimizu et al. 1998). La diferencia
es que estas prolongaciones estan unidas al nicleo por un puente nucleoplasmatico
(Bolognesi et al. 2013). (Fig. 6g y 6h).

Nucleo picnético (PN): estas células se caracterizan por tener un nicleo pequefio,
con alta densidad de material nuclear uniforme e intensamente tefiido. El diametro
del nlcleo es aproximadamente de 1/3 del nicleo normal y se piensa que estas
células tal vez son una forma de muerte celular; sin embargo, el mecanismo preciso
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sigue siendo desconocido. Hasta el momento, solo se correlaciona con
diferenciacion y maduracién de las células epiteliales (Thomas et al. 2009,
Bolognesi et al. 2013) (Fig. 6i).

Cariolisis (CL): estas células estan completamente vacias de ADN vy por lo tanto, no
tienen ndcleo. Es probable que representen una fase muy avanzada en el proceso
de muerte celular. Sus nicleos estan completamente agotados de ADN vy por lo
tanto aparece como una imagen fantasma (Bolognesi 2013) (Fig. 6j).

Figura 6. g-h. Nucleo lobulado tipico (NL); Nucleo lobulado, i. Nucleo picnotico,
flecha (PN); j. Cariolisis (CL). Microscopio Binocular Mca. Carl Zeiss Mod Axiostar
Plus. Fluorescencia IVFL Filtro de 450 a 490 Nandémetros, Objetivo Planacromatico
100x/1.25 oil, camara Axiocam Icc 1, Imagenes capturadas a 1000 aumentos reales
(Fuente: Torres y Ramos 2013).
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3. JUSTIFICACION

De las siete especies de tortugas marinas que existen en el mundo, cinco de ellas:
la tortuga verde (Chelonia mydas), caguama (Caretta caretta), carey (Eretmochelys
imbricata) laud (Dermochelys coriacea) y kempii (Lepidochelys kempii) habitan y
visitan cada afio el litoral costero distribuyéndose por todo el Golfo de México y
Caribe, principalmente alrededor de islas, zonas de arrecifes y costas rocosas.
Desde Veracruz hasta Quintana Roo, se localiza la zona de anidacién de tortugas
marinas de mayor concentracion en México, constituyendo quizas, las colonias
reproductoras mas grandes del mundo (Brisefio 2016). Razén por la cual la
conservacion del habitat es tan importante en esta area.

El estatus de conservacion de las tortugas marinas de acuerdo con la Lista Roja de
la unién Mundial para la Naturaleza (IUCN) denota que todas las especies de
tortugas marinas se encuentran en Peligro de Extincion o en Peligro Critico de
Extincion (Seminoff 2004), por lo cual es mandatorio la aplicacion de un método no
letal para poder realizar estudios de monitorizacion de los efectos a la salud por la
exposicion a contaminantes (Camacho 2014). La cuantificacién de micronicleos ha
sido considerada una herramienta practica y no invasiva para la evaluacién y
seguimiento de efectos clastogénicos y aneugénicos causados por sustancias
toxicas que nos permitiran obtener resultados para la toma de decisiones en la
conservacion de esta especie y en las necesidades ambientales de nuestro
ecosistema. (Furnus et al. 2014, Baesse 2015, Souto et al. 2018).

Gran parte de las sustancias encontradas en las aguas residuales de la industria y
de la agricultura tienen un grado de toxicidad alto, son persistentes y resistentes a
la biodegradaciéon. De esta manera, pueden tener efectos negativos sobre diversos
componentes ambientales y sobre la salud humana, bien sea en forma directa o
indirecta. Entre estos contaminantes estdn los pesticidas, herbicidas
organoclorados y fosforados, los metales pesados como el plomo, el cadmio y el
niguel que son en su mayoria bioacumulables, genotoxicos, carcinogénicos y por lo
tanto pueden prolongar su accion con consecuencias peligrosas (Baesse et al.
2011, Camacho et al. 2014). Aunado a esto la costa de la Peninsula de Quintana
Roo esta en crecimiento urbano y turistico constante lo que afecta el habitat y
conlleva a la pérdida de especies y cambios rapidos y masivos en suelos.

Las tortugas marinas acumulan una variedad de compuestos quimicos como
resultado de su historia de vida y alimentacion, ya que principalmente debido su
posicion en el nivel trofico, estan sujetas a bioacumulacién y biomagnificacién de
componentes toxicos persistentes (Caurant et al. 1999, Keller 2013, Casini 2018).
Se han reportado algunos efectos biologicos provocados por dicha exposicion como
estrés oxidativo celular, alteraciones reproductivas, desequilibrio hormonal,
adelgazamiento de los cascarones de huevos y supresion del sistema inmune
(Aguirre 1991, Swarthout et al. 2010, Komoroske et al. 2011, Labrada-Martagén et
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al. 2011). La informacién que se tiene sobre los efectos toxicolégicos en tortugas
marinas causados por contaminantes derivados del crecimiento urbano es escasa,
a pesar de ser una prioridad conocerlos para tomarlos en cuenta en los programas
de conservacion (Finlayson et al. 2016) ya que las tortugas marinas son una parte
importante de la compleja trama tréfica que contribuye a la salud del planeta en el
gue Vvivimos.

Por lo anteriormente mencionado la importancia de esta investigacion en nuestro
pais El Salvador radica en la interconexién de los habitat costero-marino que
mantenemos con México, los cuales son importantes zonas de alimentacion y
anidacion, no solo para la tortuga verde sino también para otras especies de
tortugas marinas que se encuentran en peligro de extincién. (Moran y Dalto 2015).

4. HIPOTESIS

Por medio de microscopia de fluorescencia sera posible caracterizar y describir las
anormalidades nucleares de eritrocitos de tortuga verde (Chelonia mydas) causadas
por contaminantes presentes en el area que habitan.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia y las caracteristicas morfologicas de micronlcleos y
anormalidades nucleares en sangre periférica de tortuga verde (C. mydas).

5.2 Objetivos especificos

v Describir morfolégicamente las anormalidades nucleares de eritrocitos de
tortuga verde por medio de microscopia de fluorescencia.

v' Cuantificar la diferencia en la frecuencia de anormalidades nucleares en
sangre periférica de tortugas verdes capturadas en distintas zonas de
alimentacién y su relacién con parametros morfoldgicos como talla, edad y
sexo.
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v' Estimar la circunferencia de los diferentes tipos de anormalidades nucleares
por medio de un indice de redondez

6. METODOLOGIA

Se detallan los métodos utilizados de captura por propdsitos de la investigacion, ya
que las muestras con las que se trabajo en este estudio (34 muestras), todas fueron
recolectadas y almacenadas en el laboratorio de Ecologia de la Salud, de la
Facultad de Ciencias, UASLP, previamente, para su posterior procesamiento y
analisis.

Se realiz6 una estancia de capacitacion en la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi, México, de septiembre 26 del afio 2019 a noviembre 30 del mismo afio, para
el aprendizaje de las técnicas de laboratorio y de interpretacién de imagenes para

el procesamiento de las muestras previamente colectadas en el estado de Quintana
Roo. (Anexo-1)

Las muestras pertenecen a tortugas capturadas en el area del Caribe Mexicano en
el afio 2019, con diferencia de edades, sexo, talla y estado de salud de 3 diferentes
zonas de alimentacion (Akumal, Xcalak y Punta Herrero).

6.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio es ecologico, transversal, en donde se describe la variable de
interés (frecuencia de anormalidades) en un momento determinado del muestreo
(2019) (Celis y Labrada, 2014). El trabajo de investigacion también incluye un disefio
descriptivo y de laboratorio donde se realizd una descripcion morfolégica de los
micronucleos en los eritrocitos de tortuga verde (C. mydas) mediante el uso de
microscopia de inmunofluorescencia en las instalaciones del laboratorio de Ecologia
de la Salud, de la Facultad de Biologia de la UASLP.

6.2 Zonade estudio

La toma de muestras se llevo a cabo en el afio 2019 por estudiantes del Laboratorio
Ecologia de la Salud, de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Autbnoma de
San Luis Potosi. El muestreo fue llevado a cabo en el Caribe Mexicano en la zonas
de la Bahia de Akumal, Xcalak y Punta Herrero las cuales se localizan en el estado

14



de Quintana Roo, el cual se ubica en la Peninsula de Yucatan en el Sureste de la
Republica Mexicana con las coordenadas geograficas 21° 35, al sur 17° 49’ de
latitud norte y 89° 25’ de longitud oeste. Colinda al norte con Yucatan y con el Golfo
de México, al este con el Mar Caribe, al sur con la Bahia de Chetumal, Belice y
Guatemala y al oeste con Campeche y Yucatan (Figura 7).
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Figura 7. Estado de Quintana Roo. (INEGI. 2018) Los nimeros indican las zonas

de estudio: 1. Akumal, 2. Punta Herrero 3. Xcalak.
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6.3 Capturadelos organismos

Se capturaron tortugas verdes (C. mydas) en tres bahias ubicadas en la costa de
Quintana Roo (Fig. 7). En cada sitio el método de captura cambia debido a las
condiciones ambientales, caracteristicas de la bahia y el tamafio de los organismos.

Bahia de Akumal

La captura de los ejemplares en la Bahia de Akumal se realizd por medio de la
técnica de captura en apnea y nado libre utilizando equipo de snorquel, capturando
a aguellas tortugas marinas que se encontraban en el fondo descansando o
comiendo (Labrada et al. 2019). Una vez capturada, la tortuga fue sujetada
firmemente por la parte craneal (delantera) y caudal (trasera) del caparazon,
colocada en posicion vertical apoyada en el antebrazo, teniendo cuidado de
mantenerla en la superficie para que pueda respirar mientras el bote se aproxima.
Las tortugas verdes capturadas se subieron a la embarcacion para su manejo y
toma de datos (Mufoz-Teneria et al. 2017).

Bahias de Xcalak y Punta Herrero

En estas areas se utilizé la técnica de avistamiento y persecucion de ejemplares en
bote, una vez que la tortuga se cansa y disminuye su velocidad una persona se
arroja de la embarcacion y realiza la captura con equipo de snorquel y aletas. La
profundidad de la zona es menor a los tres metros, lo cual facilita este tipo de
muestreo (Mufioz-Teneria et al. 2017, Rodriguez 2018).

6.4 Obtencion de muestras biologicas

A cada tortuga marina capturada se le tom6 una muestra de sangre inmediatamente
después de su captura. La toma de muestras sanguineas se debe realizar en un
tiempo menor a 10 minutos y deben mantenerse en refrigeracion por no mas de 48
horas en hieleras a una temperatura aproximada de 4 — 8 °C hasta ser procesadas
(Mufioz et al. 2016) las muestras se tomaron del seno venoso cervical siendo
necesario en tortugas pequefas extraer de 2-3 mL y a las tortugas grandes de 7 mL
con aguja 21G x 1.5 in los cuales deben colocarse en tubos tipo vacutainer con
heparina de litio como anticoagulante (Rodriguez 2018, Labrada et al. 2019). De
cada individuo se midio el largo curvo (LCC) y el ancho curvo de caparazén (ACC)
con cinta métrica flexible, también se verific6 sexo, edad y estado de salud (FP
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presente o0 ausente), para lo cual se realizd un examen fisico en busca de
fibropapilomas de acuerdo al protocolo estandarizado para fibropapilomatosis
(Muinoz-Teneria et al. 2017). En el caso de las tortugas que presentaron tumores,
se midieron y se realizaron biopsias para posteriores estudios. Finalmente los
especimenes fueron marcados con etiqguetas Monel (National Band and Tag
Company, NBTC, Newport, Kentucky) en ambas aletas anteriores (Labrada
Martagon et al. 2017) y fueron liberadas inmediatamente al terminar de registrar
todos sus datos (Mufioz-Teneria et al. 2016).

Como no hay criterios visuales externos que nos permitan clasificar a los
especimenes juveniles (dimorfismo sexual) (Labrada et al 2014), estos fueron
clasificados como adultos de acuerdo con el tamafio minimo de anidacion (86 cm
LCC) reportado de hembras de Quintana Roo (Zurita 2015). Se clasificaron como
machos adultos cuando presentaban caracteres secundarios (presencia de ufias y
desarrollo de cola mas larga que se prolonga mas alla del caparazon) y los que
midieron <86 cm LCC y no presentaban caracteres secundarios se catalogaron
como tortugas marinas de sexo indeterminado (Labrada et al 2017).

6.5 Andlisis de laboratorio

El procesamiento de las muestras para tincion y toma de fotografias con el
microscopio de fluorescencia se llevd a cabo en la Facultad de Ciencias de la
Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. Se trabajé un tipo de tincion de las
laminillas para el conteo de anormalidades nucleares por microscopia de
fluorescencia. Esta fue la tincion de naranja de acridina que es un colorante
catibnico y metacromatico, que emite fluorescencia cuando interactla con los
acidos nucleicos. Con el ADN se intercala produciendo una coloracion verde
fluorescente y con el ARN interactla expresando una tonalidad rojo fluorescente
(Flores et al. 2014).

6.5.1 Conteo de anormalidades nucleares

Con las muestras sanguineas colectadas se prepararon frotis sanguineos por
duplicado los cuales fueron tefiidos de acuerdo al protocolo especifico para tortugas
marinas descrito por Labrada y colaboradores (2019). Las laminillas fueron secadas
al aire y fijadas por 5 minutos en etanol preparado al 80%, se utiliz6 naranja de
acridina a una concentracion de 0.01 g 100 mL-1 en un bufer de fosfato (PH 7.4)
para tefiir las muestras durante 5 minutos. Posteriormente, se lavd en el mismo
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bufer de fosfatos por 5 minutos y se pusieron a secar en estufa a 45°C en oscuridad.
Una vez secas las laminillas fueron almacenadas en oscuridad y fueron observadas
en un microscopio de fluorescencia antes de cumplir cinco dias de haber sido
tefiidas (Labrada- Martagén et al. 2019). (Anexo-2) (Anexo-3)

Previamente a la observacion y una vez fijadas y tefiidas las muestras se coloco
una gota de buffer de fosfatos (pH 7.4) y luego un cubreobjetos. Para su
visualizacion se utilizd un microscopio 6ptico vertical de fluorescencia modelo
IMAGER M2, marca Zeiss, utilizando el filtro Filter set 38 para la observacion y
conteo de las anormalidades nucleares (Labrada et al. 2019). Se tomaron 20
fotografias digitales por individuo (laminillas sanguineas por duplicado), con el
objetivo 40x y con una camara integrada al microscopio modelo AxioCAM MRc,
marca Zeiss, por medio del software Zen Pro 2012 Blue Edition (Carl Zeiss 2011).
Las fotografias fueron tomadas asegurandose de fotografiar los diferentes campos
de la laminilla siguiendo un patrén en forma de zig-zag. Los hallazgos fueron
fotografiados con objetivo 100x. (Anexo-4)

El conteo y estimacion de la frecuencia de MN y prolongaciones nucleares (buds)
se realiz6 contando 2000 eritrocitos por tortuga marina (20 fotografias) (Gémez-
Meda et al. 2006; Rodriguez 2018; Labrada-Martagén at al. 2019). El conteo de
células con anormalidades nucleares se realizo en las fotografias, documentando el
nimero de MN y buds en un total de 2000 eritrocitos. (Anexo-5)

Para la diferenciacion de MN y BN se utilizaron los criterios de clasificacién e
identificacion establecidos por Thomas (2009) y Bolognesi (2013) que especifican
gue en el caso de las células micronucleadas estas presentan uno 0 mas MN de un
tamarfio de 1/3 a 1/16 del nlcleo principal, tienen la misma textura, color e intensidad
de tincién y estan claramente separados del nicleo. En el caso de las
prolongaciones o brotes nucleares siempre presentan la misma textura y color que
el nicleo y pueden tener las mismas dimensiones que los microndcleos, pero hay
ocasiones en las que pueden ser mas grandes que el nicleo principal, la diferencia

es gue estas prolongaciones estan unidas al nidcleo por un puente nucleo-
plasméatico (Bolognesi et al. 2013).

6.6 Morfologia de membrana celular en anormalidades nucleares

Se realizé la medicion de los nicleos de los eritrocitos de 15 diferentes fotografias
tomadas al azar, utilizando las fotografias obtenidas de las muestras tefidas
previamente con naranja de acridina de tortugas marinas de Xcalak y Akumal. La
medicion se realiz6 utilizando el software de procesamiento digital programado en
Java ImageJ desarrollado por National Institutes of Health por medio del cual se
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obtuvieron los estadisticos a partir de la fotografia. Se uso el archivo de imagen de
los eritrocitos, se ajustd la escala y se uso la herramienta de seleccion poligonal con
la cual se fue midiendo el borde de la circunferencia de cada uno de los nucleos
para posteriormente realizar la captura de los datos y clasificar los nucleos de
acuerdo a su forma.

A partir del analisis de imagen se arrojaron como resultado 8 diferentes mediciones
de las cuales una fue la que se considero en este estudio para su andlisis. El indice
de redondez del nlcleo se utilizé para evaluar el cambio en la redondez del nicleo
a través de las diferentes anormalidades clasificadas a priori. Por medio de la
ecuacion (1) se estimé el indice de redondez del nucleo. El rango del valor de la
circunferencia es de 0 a 1, mientras mas se acerque a 1 mas cercana es la forma
del ndcleo a un circulo.

drea
redondez =4 x . - [1]
7T X eje mayor

Por motivos de evaluacién de la eficacia del indice de redondez propuesto se realizé
una clasificacion a priori de los nucleos de toda la fotografias (n=15) usando como
criterio la forma del ndcleo. Nuestro criterio de clasificacion consiste en 5 diferentes
formas: Circular (C) para aquellos nicleos con una forma muy cercana a un circulo
uniforme, elongado (E) para aquellos con una forma ovalada uniforme, conico (K)
para aquellos con una apariencia triangular o conica, curvatura invertida (Cl) para
aguellos que presentaran una especie de cavidad o curvatura y forma indeterminada
() para aquellos cuya forma no se ajustara a ninguno de los criterios anteriores. Se
descartaron aquellas células de la periferia, incompletas o con baja definicion del
MN.

Se cre6 una base de datos a partir de la cual se obtuvieron por zona, por fotografia,
las proporciones de las mediciones obtenidas del nucleo para cada una de las
formas del nlcleo observadas en cada muestra (Fig. 8).
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Figura 8. Clasificacion del tipo de nucleos. Fotomicrografias de los cinco tipos de
nucleos de eritrocitos considerados en este estudio: 1) circular (C), 2) elongada (E),
3) conica (K), 4) curvatura invertida (CI), 5) indeterminada (]).
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7. ANALISIS ESTADISTICOS

En los métodos estadisticos se tomaron en cuenta Unicamente aquellas muestras
donde el conteo de eritrocitos alcanzé un total de al menos 2000 eritrocitos por
individuo. Se evaluaron los supuestos estadisticos de normalidad y homogeneidad
de varianza por medio de las pruebas Kolmogorov Smirnov y prueba de Barlett,
respectivamente (Zar 1996). Debido a que las variables de frecuencia de datos no
cumplieron el supuesto de normalidad, se utilizaron pruebas estadisticas no
paramétricas conforme los resultados obtenidos en dichas variables.

Se estim0 la frecuencia relativa de tortugas verdes con presencia de anormalidades
nucleares para las tres zonas de estudio (Akumal, Xcalak y Punta Herrero) y se
evalué si habia diferencias significativas en la frecuencia de anormalidades
nucleares entre zonas de alimentacién por medio de la prueba de Kruskall Wallis.
Asimismo, se evalud si existe una correlacion entre la talla de los individuos vy el
nimero de anormalidades nucleares encontradas en sangre periférica (Zar 1996).

Se utilizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas (RM-ANOVA) para evaluar
diferencias en el indice de redondez entre todos los tipos celulares definidos a prior
(eritrocitos circulares, elongados, coénicos, con curvatura invertida y con forma
indeterminada) y considerando el factor del sitio de estudio. En un disefio de
medidas repetidas se evalla el efecto de un factor sobre una variable independiente
medida en dos 0 mas ocasiones para un mismo individuo o para varios individuos
que pertenecen a un mismo grupo. Las ventajas de los disefios de medidas
repetidas requieren menos sujetos que un disefio completamente aleatorizado y
permiten eliminar la variacion residual debida a las diferencias entre sujetos (Mufioz
2019).

El nivel de significancia que se consideré en todos los estadisticos realizados fue
de p<0.05. Todos los andlisis se realizaron en Statistica v.7 (StatSoft 2004) y Past
version 4.03 (Mufioz 2019).
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8. RESULTADOS

El total de tortugas verdes que se capturaron en el afio 2019 para esta investigacion
fueron 34 individuos. De las cuales 13 se capturaron en Xcalak, 7 en Bahia de
Akumal y 14 en Punta Herrero. Del total de tortugas capturadas (n=34) el 14.7%
(n=5) de los especimenes presentd evidencia de fibropapilomas. Las tortugas que
presentaron fibropapilomatosis se capturaron en Xcalak (n=1) y Akumal (n=4).

8.1 Estructura poblacional

La talla promedio de las tortugas verdes agrupadas por zona de captura se presenta
en la tabla 1. Las tortugas que presentaron mayor tamafio corporal fueron las que
habitan en el area de la Bahia de Akumal (rango 47-71 cm LCC), seguidas por los
especimenes de Xcalak (rango 33-66 cm LCC) siendo ambas zonas las que
albergan a los individuos de mayor tamafio de nuestro estudio, por ultimo en el area
de Punta Herrero se encontraron a especimenes con el menor tamafio (rango 31-
57 cm LCC). Con la talla se infiere que solamente se trabajé con tortugas verdes
juveniles inmaduros y de sexo indeterminado.

Se encontraron diferencias significativas (p=0.04) en la talla de los individuos, las
tortugas de Punta Herrero presentaron un menor tamafo (p=0.03)
significativamente diferente a los tamafos encontrados en Xcalak y Akumal (Fig.
9).

Tabla 1. Largo curvo de caparazon (LCC) de la tortuga blanca (C. mydas) por
zonas de estudio.

n Mean Median Std.Dev. Rango P10 P90 p
33.5-
Xcalak 11 55.71 56.50 9.934 66.20 47.2000 66.1000 0.04
Punta
13 47.33 47.40 9.013 31.1-57.9 31.7000 57.9000
Herrero
Akumal 6 57.78 57.55 9.070 47.2-71.8 47.2000 71.8000

Abreviaturas: Std.Dev., desviacién estandar; P10, percentil 10%; P90, percentil 90%, p, significancia
estadistica de la prueba ANOVA.
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Figura 9. Largo curvo del caparazon (LCC) de la tortuga verde (C. mydas) por zonas
de estudio. Xcalak, Punta Herrero y Bahia de Akumal. *Denota la diferencia
significativa.

8.2 Anormalidades nucleares

Utilizando el protocolo de tincién especifico para tortuga marina (Labrada-Martagon
et al. 2019) se lograron identificar cuatro distintas anormalidades nucleares
diferentes de las ya antes descritas (Fig. 10) que se describen a continuacion:

i. Nucleo ampollado (bebbled): es cuando el nicleo presenta una pequefa
evaginacion o pequefias proyecciones que pueden contener eurocromatina
mas oscura de lo normal y su tamafio fluctia desde una pequefa protrusion
hasta una estructura totalmente circunscrita, estas se consideran
precursores de MN (Carrasco et al. 1990; Shimizu et al. 1998).
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ii. Nucleo lobulado (lobed): es un nlcleo con evaginaciones mas largas que

un nacleo con ampolla, también se diferencia en que pueden presentar varias
prolongaciones (Carrasco et al. 1990).

iii. NuoOcleo muescado (notched): un "notch” se define como un corte que
genera una muesca en el nlcleo no teniendo un tamafio definido pero casi
siempre siendo similar a una vacuola. (Carrasco et al.1990).

iv.  Nucleo en forma de ocho (eightshape): es simplemente cuando el nicleo
presentan una constriccion que adquiere una forma de ocho. (Furnus 2014).

La frecuencia de MN y anormalidades nucleares de las tortugas verdes agrupadas
por zona de estudio se presentan en la tabla 2. Al realizar los conteos se encontraron
4 muestras (2 de Xcalak, 1 de Punta Herrero y 1 de Akumal) en las que no se
llegaron a contar 2000 eritrocitos, por lo cual no se tomaron en cuenta en los
resultados ni para realizar las pruebas estadisticas.

Figura 10. Anormalidades identificadas en sangre periférica de tortuga verde (C.
mydas) de la costa de Quintana Roo. 1) Micronucleo (40x); 2) nucleo lobulado (40x);
3) célula binucleada (100x); 4) nucleo ampollado (40x); 5) Brote nuclear (40x); 6)
nucleo con muesca (40x); 7) nucleo en forma de ocho (40x); 8) micronucleo (100x).
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Tabla 2. Frecuencia de Micronucleos (MN), buds y anormalidades nucleares (AN)
en sangre periférica de tortuga blanca (C. mydas) en 3 zonas de estudio en
Quintana Roo.

Zona  Variable n Mean Median Std.Dev. Rango P10-P90 H p
N° MN 11 2.63 1 4.696 0-13 0-11
Xcalak N° BUDS 11 56.27 40 41.257 0-132 20-113 MN=2.98 0.22
N° anormal 11 43.54 22 63.363 0-219 07-91
N° MN 13 169 O 4.110 0-15 0-3
::'r'::m N°BUDS 13 41 29 30.339 127 18-68  BUD=2.66 0.26
N° anormal 13 37.46 12 79.530 1-297 5-60
N° MN 6 283 15 3.371 0-8 0-8 AN= 3.13 0.21
Akumal N° BUDS 6 2466 33 18.326 041 041
N° anormal 6 30.33 8.5 54.503 0-140 0-140

Abreviaturas: Las anormalidades se expresan en 2000 eritrocitos; P10-90: percentil 10% y percentil
90%; H: resultados de Kruskal-Wallis para la comparacion entre zonas.

No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de MN (H=2.98,
p=0.22), buds (H=2.66, p=0.26) y anormalidades nucleares (H=3.13, p=0.20) entre
las zonas de estudio (Fig. 11). Sin embargo, si se observa una tendencia diferencial
entre zonas en la frecuencia de organismos con anormalidades nucleares siendo
Akumal la bahia con mayor nimero de afectaciones. Por ejemplo, en la Bahia de
Akumal se encontré que el 50% de las tortugas blancas capturadas presentaron un
valor <1.5 MN 2000 eritrocitos™t, mientras que en la zona de Xcalak se detecté que
el mismo porcentaje de animales afectados presentaron un valor <1 MN 2000
eritrocitos y el 50% de los individuos capturados en Punta Herrero no presentaron
MN.

Con respecto a otros tipos de anormalidades, el 10% de la poblacion no presento
buds ni MN en Bahia de Akumal pero el 90% de la muestra presenté <140
anormalidades por cada 2000 eritrocitos™t mientras que el 90% de la muestra de
Xcalak presenté <91 anormalidades 2000-! eritrocitos de diferentes tipos y en Punta
Herrero <60 anormalidades 2000 eritrocitos™.
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Las tortugas marinas de Xcalak, presentaron una mayor frecuencia de buds en el

50% de las muestras (56 buds 2000 eritrocitos™1) en comparacién con Punta Herrero
(41 buds 2000 eritrocitos ) y Akumal (24 buds 2000 eritrocitos™).

No se encontr0 una correlacion entre las tallas de las tortugas blancas y la
frecuencia de los diferentes tipos de anormalidades en eritrocitos cuando se
analizaron a las tortugas marinas de todas las zonas (MN r=0.07-, buds r=0.06,
anormalidades r=0.08.
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Figura 11. Frecuencia de a) MN, b) buds y c) anormalidades presentes en 2000
eritrocitos de tortuga verde (C. mydas) por zona de estudio.
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8.3 Morfologia de anormalidades nucleares

Al comparar el indice de redondez entre todos los tipos celulares definidos a prior
(eritrocitos circulares, elongados, cénicos, con curvatura invertida y con forma
indeterminada) se logra determinar que los eritrocitos circulares inmaduros
presentan los mayores valores promedio al resto de los tipos celulares (Fu24=15.75;
p<0.0012) (Fig. 12). Las células circulares son significativamente mas redondas que
las elongadas, conicas, indeterminadas (p=0.0001) y con curvatura invertida
(p=0.001). No se encontraron diferencias significativas en el indice de redondez
entre ninguna de las células anormales (conicas, curvatura invertida e
indeterminadas) ni entre éstas con las células elongadas (Fig. 12).

Cuando se compara el indice de redondez Unicamente entre células circulares,
elongadas y anormales, se encuentran diferencias significativas en los eritrocitos
circulares celulares (F(2,16)=63.04, p<0.0001) (Fig. 13). No se encuentran diferencias
estadisticas significativas en el grado de redondez entre los eritrocitos sanos
(elongados) y los anormales (Fig. 13).

Efeto actual: F, ,4)=0.92368, p=0.46655

1.0
|:(4Y 24):15.773, p<005
09

0.8 |

0.7 |

indice de redondez

0.6 |

05 ¢}

0.4

Circular Cobnico Indeterminado

Elongada Curvatura inv = Akumal

~H- Xcalak
Tipo celular

Figura 12. indice de redondez en eritrocitos de tortuga verde (C. mydas) de dos

zonas de estudio en Quintana Roo. Las letras distintas denotan los tipos celulares
significativamente diferentes (p<0.05) segun Tukey. Las barras verticales
representan el 95% de confianza.
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Figura 13. indice de redondez en eritrocitos de tortuga verde (C. mydas) de dos

zonas de estudio en Quintana Roo. (p<0.05). El asterisco representa diferencia
significativa entre células circulares con anormales y elongadas segun Tukey.

29



9. DISCUSION
9.1 Estructura poblacional

En marzo de 2016, la bahia de Akumal fue declarada “Refugio Marino de especies
protegidas” por las autoridades federales Mexicanas. (DOF, 2016a); Punta Herrero
pertenece a la Reserva de la Biésfera de Sian Ka’an, designada Reserva en 1986
(Periodico Oficial, 2002) y Xcalak en el 2000 se le reconoci6 por decreto como Area
Natural Protegida (DOF, 2003), estas areas son ricas en variedades de corales,
manglares y pastos marinos lo que la hace ideal para el crecimiento y alimentacion
de esta especie de tortuga marina.

En el presente estudio todos los especimenes capturados resultaron ser individuos
inmaduros de sexo desconocido, ya que no presentaron caracteres secundarios y
no tenian medidas suficientes para catalogarlos como adultos. Uno de los criterios
de clasificacién de tortugas verdes adultas es la talla minima de anidacion de
hembras anidadoras de tortuga verde (C. mydas), la cual es de 86 cm LCC (Zurita
1993). Se determinaron diferencias significativas en la talla de las tortugas
capturadas entre zonas de captura. La mayor diferencia la presentd la Bahia de
Punta Herrero que ya que en esta zona se encontraron a los especimenes mas
pequefios. Estos resultados coinciden con la literatura ya que estas zonas son
catalogadas como zonas de alimentacion y crecimiento de juveniles inmaduros de
tortuga verde (Labrada-Martagoén et al- 2017) y los adultos prefieren zonas costeras
y sitios mas profundos en la costa de Quintana Roo (datos sin publicar) asi como
en otras poblaciones de la misma especie (LOpez-Mendilaharsu et al. 2002).

9.2 Prevalenciade fibropapilomatosis

El total de tortugas verdes capturadas con evidencia de fibropapilomatosis (14.7%)
de este estudio no es suficiente para poder evaluar genotoxicidad debido al tamafio
de muestra y a que, si esta enfermedad esta en una fase incipiente, no
encontrariamos evidencia del dafio genético que queremos comprobar con nuestros
andlisis. Sin embargo, en estudios previos se ha reportado que en las Bahias de
Akumal y Punta Arenas las poblaciones de tortuga verde han presentado un
incremento en la prevalencia de la enfermedad de un 39% a un 41% de individuos
afectados solamente del 2015 al 2016, lo que se asocia al incremento de actividades
turisticas en estas zonas (Rodriguez 2018), siendo principalmente los individuos
inmaduros los mas afectados (Jones et al. 2016). Igualmente se ha demostrado en
la costa de Quintana Roo un incremento de fibropapilomatosis a través de los afios
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desde el 2015 con una prevalencia del 18% de individuos afectados y ha ido
aumentado asi en el 2016 un 27% hasta un 54% en el 2018 (Islas 2020). Siendo un
tema de importante preocupacion en estas areas de Meéxico dada la severidad y
riesgos asociados por esta enfermedad emergente para las tortugas marinas.

9.3 Anormalidades nucleares

Utilizando el protocolo de tincidon estandarizado para la especie de este estudio,
establecido por Labrada y colaboradores (2019) fue posible identificar en cada
laminilla no solo los MN y buds, sino también otras anormalidades nucleares que
fueron clasificadas de acuerdo a los estudios de dafio genético realizado en peces
y mamiferos diversos (Carrasco et al. 1990, Bolognesi et al. 2013, Furnus 2014).
Diversos autores estipulan que todo cambio en la morfologia nuclear puede ser
indicativo de genotoxicidad (exceptuando dafios que determinan muerte celular)
(Shimizu et al. 1998; Kirsch et al. 2011; Torres y Ramos 2013).

Estudios previos como el de Gomez-Meda (2006) y colaboradores evalué una
relacion positiva al hacer uso de inyecciones intracelomicas de mitomicina-C (droga
citostatica) en aves (Aratinga canicularis) comprobando resultados positivos en la
frecuencia de MN y buds causados por sustancias externas. Diferentes
deformidades nucleares también han sido encontradas en peces como (Gambusia
affinis) que son afectadas por pesticidas utilizados en agricultura, estas
anormalidades nucleares encontradas como nlcleos lobulados, ndcleos
ampollados y nucleos muescados también son evidencia de genotoxicidad
(Carrasco et al. 1990; Cavas y Ergene 2005; Gokalp et al. 2011). Estos resultados
son asociados a que el ambiente marino es el destino final de muchos
contaminantes y se ha comprobado que el uso de pesticidas en el area de
agricultura llega hasta los reservorios de agua, corrientes y rios causando impacto
directo en la biota incluyendo fauna animal que habita en ella (Gokalp et al. 2011)

El ensayo de MN es, por tanto, un ensayo practico, universalmente validado y
accesible tecnoldégicamente, Util para evaluar la inestabilidad genética inducida por
agentes genotdxicos, ademas reduce la dificutad de recuento, mejora la
sensibilidad del ensayo e incrementa la potencia estadistica de los estudios al
analizar miles de células, reduce los costos de ensayo Yy se adapta facilmente a
diferentes especies (GOmez-Meda et al. 2006; Kirsch et al. 2011).

La prueba de MN se ha realizado en diversas especies como el delfin nariz de
botella (Tursiops truncatus), Zamora y colaboradores (2006) demostraron la utilidad
de esta especie para estudios en toxicologia en mamiferos acuaticos ya que a
diferencia de otras especies de delfines, el delfin nariz de botella presenta eritrocitos

31



policroméaticos en sangre periférica lo cual permite aplicar el estudio de MN a largo
plazo y obtener mejores resultados.

La prueba de MN es una técnica que permite detectar las aberraciones
cromosomicas tanto estructuralmente como de forma numérica que son inducidas
por componentes clastogénicos o aneugénicos y su facilidad se debe a que es facil,
rapido y econdémico y en especies silvestres no es necesario el sacrificio del
espécimen para obtener muestras (Zufiga et al. 1996; Zamora et al. 2006). Diversos
autores han comprobado dafio genotoxico y utilizan esta misma técnica para
monitoreo de salud en humanos (Fenech et al. 2011; Kirsch et al. 2011). La
exposicidn crénica a bajas concentraciones de varios quimicos son asociados a
desordenes fisiologicos que conducen a diversas patologias incluyendo cancer y
esta técnica, permite incluso predecir un diagnéstico temprano de estas
(Nikolouzakis etal. 2018).

Da Silva y colaboradores (2016) realizaron la prueba de MN para evaluar dafio en
las tortugas blancas en vida libre en Brasil con un tamafio de muestra de (n=27) y
con un 51.9% de su poblacién afectada por fibropapilomas, en el cual reportan un
incremento en la formacién de aberraciones cromosdmicas (MN) en las tortugas de
mayor tamafo. Sin embargo en los resultados estadisticos de este estudio no hubo
correlacion entre la talla (LCC) y la frecuencia de MN y demas anormalidades con
un tamafio de muestra ligeramente mayor (n=34). Lo anterior podria estar
relacionado con el numero de especimenes sanos de este estudio, solamente un
14% de los individuos presentaron FP y los demas estaban sanos o estaban en
alguna fase incipiente de la enfermedad. Ademas, todos los especimenes en el
presente estudio fueron juveniles, con dieta predominantemente herbivora (Molina,
y Tussenbroek, 2014), que habitan en bahias donde predominan las especies de
pastos marinos Thalassia testudinum y Syringodium filiforme (Tussenbroek et al.
2014), lo cual pudiera contribuir a no observar resultados significativos reportados
en Brasil.

En los resultados de los andlisis de comparaciones por zonas de captura fue posible
demostrar que no hubo diferencias estadisticas significativas en la frecuencia de
MN y anormalidades, sin embargo si se observa mayor variabilidad en los resultados
en la Bahia de Akumal ya que tanto la media y la mediana presentan valores mas
altos en los especimenes de esta area en comparacion con Xcalak y Punta Herrero.
Enla Bahia de Akumal se presenté un maximo de 8 MN 20001 eritrocitos y el 75%
de las tortugas marinas muestreadas presentaron 6 MN 2000 eritrocitos. Por el
contrario en la zona de Xcalak se detectdé un valor maximo de 13 MN 2000-!
eritrocitos y el 75% de su poblacién solamente presento 1 MN 20001 eritrocitos de
los cuales el 25% no tuvo micronucleos. Por ultimo Punta Herrero presento un
nimero maximo de 15 MN 20001 eritrocitos, sin embargo el 75% de la poblacién
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solamente presento 1 MN 20001 eritrocitos y el 25 % ninguno, considerando asi el
nimero maximo como un dato extremo. Con estos resultados podemos inferir que
Akumal sigue siendo la zona mas afectada y los valores han ido en aumento ya que
estudios previos de Labrada y colaboradores (2019) presentaron resultados en los
cuales se evaluaron MN y buds en Akumal y Punta Herrero en tortugas capturadas
durante el afio 2015 para la estandarizacion de la técnica y no se encontraron
diferencias significativas pero, en Akumal, un 68% de las tortugas verdes (n=15)
presentaron anormalidades nucleares y un 25% (n=5) presentaron mas de 6 buds,
asi también Rodriguez (2018) en tortugas capturadas durante el afio 2016 detecto
un 94.3% de especimenes afectados con MN evidenciando un incremento
alarmante. En nuestra investigacion se ha podido verificar el dafio continuo en
ambas zonas ya que en Akumal el 83% (n=5) de las tortugas verdes capturadas
presento buds reflejando un incremento muy grande en este tipo de anormalidades
y el 67% de los especimenes (n=4) presento otro tipo de anormalidades nucleares.
A pesar de que en este estudio el tamafio de muestra fue menor al empleado en los
afios 2015 y 2016, este porcentaje de tortugas marinas con anormalidades
nucleares en eritrocitos de sangre periférica se mantiene. Por lo cual se confirma
gue los especimenes de las mismas zonas estudiadas desde el 2015, siguen siendo
afectados por la contaminacion persistente de estas areas turisticas ya que nuestros
especimenes del 2019 incrementaron el nimero de células afectadas.

El resultado anterior no sorprende, siendo la Bahia de Akumal una de las zonas que
mas ha experimentado un acelerado desarrollo turistico en los dltimos 10 afios
(Barrera-Escorcia y Namihira-Santillan 2004; Slater 2014; SEMARNAT 2016b) y
gue por ende ha desencadenado una serie de factores estresantes para las tortugas
marinas como resultado de las mismas actividades que ahi se realizan. Actividades
recreativas como el avistamiento de anidacién, alimentacion de los especimenes,
nado con tortugas marinas con guias turisticos en zonas poco profundas, etc. han
llevado a una interrupcion del ecosistema natural de las tortugas. Las actividades
turisticas y la presencia de nadadores en las bahias generan contaminacion marina,
por uso de bloqueadores, incidencia de aguas residuales de construcciones
aledafnas, basura, etcétera, ademas de que invaden el espacio marino e
interrumpen las anidaciones (SEMARNAT 2007, CONANP 2016).

Desde el afio 2003, el turismo de la Rivera Maya comenzd a incrementar
significativamente (Ruiz 2008), demostrandose que en la temporada turistica la
contaminacion por coliformes fecales aumentaba y que las zonas aledafas a la
Bahia de Akumal no daban tratamiento tampoco a sus aguas negras (Barrera-
Escorcia y Namihira-Santillan 2004). Se ha reportado un incremento en los niveles
de isotopos de nitrégeno que también estan asociados al mayor nivel de aguas
residuales y que afectan las especies de corales de la Bahia (Baker et al. 2010).
Por lo anterior, los resultados obtenidos de dafio a la membrana nuclear y presencia
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de micronicleos en la tortuga verde que habita en Bahia de Akumal, sugieren una
afectacidn genotoxica en ese sitio de alimentacion y habitat de las tortugas marinas.
A pesar del comportamiento migratorio de la tortuga verde se ha comprobado que
en la Bahia de Akumal las tortugas verdes pueden ser residentes del sitio por un
periodo de hasta 10 afios, ya que estas permanecen en la misma area de
alimentacion hasta que llegan a la madurez (Labrada-Martagon et al. 2017) lo
anterior confirma que el dafio genotdxico observado en los individuos de Akumal es
un biomarcador que determina el dafio generado por exposicion en la Bahia.

La presencia de buds, o brotes nucleares son proyecciones nucleares bien
definidas y que representan un estadio diferente o predecesor de los MN (Carrasco
et al.1990; Shimizu et al. 1998, Fenech et al. 2002). Los resultados obtenidos,
aunque no fueron estadisticamente significativos demuestran que hay una mayor
variabilidad en la frecuencia de este tipo de anormalidades en la zona sur,
especificamente en el area de Xcalak (Figura 11). En la zona de Xcalak se presento
un rango 0-13, aunque el 75% de la poblacién present6 un valor menor de 80 buds
2000 eritrocitos por individuo y el 25% de los individuos presentaban un valor de
20 buds/2000 eritrocitos, por lo cual se determiné que el valor maximo observado
(132 buds 2000 eritrocitos) fue un dato extremo. De igual forma en Punta Herrero
el nimero maximo de buds encontrados fue de 127 buds 2000 eritrocitos, aunque
el 75% de los especimenes muestreados presentaron menos de 40 buds 20001
eritrocitos.

La frecuencia de anormalidades nucleares también presenté mayor variabilidad en
Xcalak y Punta Herrero en comparacion con Akumal, presentando el 50% de su
poblacién 22 y 12 anormalidades 20001 eritrocitos mientras que en Akumal fue de
8.5 anormalidades 2000 eritrocitos.

Estos resultados coinciden con lo reportado sobre la concentracion de metales

pesados en agua, cuantificados en muestras colectadas durante el mismo muestreo
de las tortugas marinas de este estudio (septiembre 2019) (SanJuan 2020).

La concentracién de metales pesados en agua (Pb As y V), compuestos organicos
persistentes (e.g. endosulfanes y PCB’s totales) medidos en plasma y sangre,
respectivamente, de tortuga verde fue mayor en Punta Herrero y Xcalak (SanJuan
2020). Dichos sitios no son los mas turisticos de Quintana Roo, pero si se ha
comprobado que Punta Herrero esta siendo méas afectada por el arrastre quimico
de sustancias resultado de actividades agropecuarias y Xcalak recibe constante
contaminacion que proviene del Rio Hondo proveniente del Caribe Central
(Fernandez et al. 2007). Se ha determinado que los niveles de Fe, Zn, Ar, Cuy Pb
son mas altos en ambas zonas de Punta Herrero y Xcalak en comparacién con los
lugares turisticos (Mahahual y Akumal) que se creia que se verian mas afectados
(Fernandez et al. 2007). La cuantificacion de buds y diversas anormalidades
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nucleares confirman asi, el dafio evidenciado en los nicleos de eritrocitos de tortuga
verde que habita en estas bahias de Quintana Roo.

Estudios diversos confirman que no solo el dafio por sustancias genotoxicas se
generan directamente por absorcion en el ambiente sino también, por la
alimentacién y biomagnificacion que se genera principalmente por el tipo de
alimentacion que las tortugas marinas mantienen y el nivel tréfico que ellas ocupan
(Maffucci et al. 2005). Los contaminantes que estan en los suelos pueden
transferirse a la costa por escurrimiento, los cuales son absorbidos por los pastos
marinos y otras especies de fauna marina de las que las tortugas se alimentan,
favoreciendo la biomagnificacion y agravando el problema (Barrera- Escorcia y
Namihira-Santillan 2004; Gonzales 2015). La presencia de compuestos organicos
persistentes y metales pesados como el Pb, Hg, entre otros se ha asociado con
alteraciones fisiolégicas, estrés oxidativo, supresion del sistema inmune y con la
formacion de fibropapilomas en tortugas marinas (Keller et al. 2006; Labrada-
Martagon et al., 2011; Camacho et al 2012; Tremblay et al., 2017).

Por ende siendo las tortugas marinas elementos en estrecha relacién con todos los
habitats costeros y oceanicos no solo a escala local sino global, todos los factores
externos que afectan tanto a los arrecifes coralinos, pastos marinos y playas
afectaran la salud de estos especimenes (biomarcadores) y nos daran un indicativo
del dafio en el ecosistema que si no se generan medidas de control a tiempo podran
llevar a la extincion de flora, ecosistema y fauna presente en ella (Gonzalez 2015;
Labrada et al 2011).

Por otro lado aunque en otros estudios como en el de Carneiro y colaboradores
(2016) si se han obtenido resultados significativos en cuanto a la correlacién entre
las tallas de las tortugas verdes y la frecuencia de los diferentes tipos de
anormalidades en eritrocitos, ellos evidencian que el 52% de los especimenes en
su estudio estaban afectados con fibropapilomatosis y en nuestro estudio el
porcentaje de fibropapilomatosis no era significativo para poder asociar los
resultados obtenidos por lo cual descartamos que la talla de los individuos sea un
determinante en la cantidad de anormalidades nucleares presentes.

9.4 Morfologia de anormalidades nucleares

Por medio del indice de redondez, se logré comprobar que los eritrocitos circulares
(control) presentan los mayores valores promedio al resto de los tipos celulares
como era de esperarse. Por tanto, los resultados indican que la técnica de medicién
si es eficiente evidenciando la morfologia de membrana del nicleo de las células
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circulares, presentando estas un mayor indice de redondez (Figura 14). Los
eritrocitos circulares, se consideran células inmaduras normales en las tortugas
marinas (Montilla et al. 2006; Martinez et al. 2011; Ramirez et al. 2012). Sin
embargo, el indice empleado no fue eficiente denotando una diferencia significativa
entre los diferentes tipos de anormalidades nucleares que nos confirman un dafio
en el nicleo. No se encontraron diferencias significativas en el indice de redondez
del nacleo entre ninguna de las células anormales cénicas, con curvatura invertida
e indeterminadas. Tampoco se encontraron diferencias significativas en el indice de
redondez entre los eritrocitos sanos (elongados) y los anormales cuando fueron
éstos Ultimos agrupados. Los resultados evidencian que el indice propuesto no es
el adecuado para evaluar este tipo de células ya que no se diferencia una célula
sana de una anormal.

Con los resultados obtenidos, se confirmd que este indice si funciona para detectar
redondez en células pero no para los propdésitos de nuestro estudio ya que no se
pudo descartar por medio de las mediciones las medidas de eritrocitos afectados
por anormalidades importantes como lo son las que se clasificaron como
anormalidades indeterminadas las cuales incluyen nicleos lobulados, ampollados.
Se wvuelve necesario seguir explorando otros tipos de indices de la morfologia de
membrana que pudieran servir como un marcador simple de anormalidades
nucleares en estos organismos.
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10. CONCLUSIONES

e En este estudio se describen anormalidades nucleares en C. mydas por
primera vez, tales como: nucleos lobulados, con muesca, con ampolla y en
forma de ocho.

e Las tortugas verdes de las zonas de captura de Xcalak y Punta Herrero
presentaron mayor frecuencia de las anormalidades nucleares identificadas
como ndcleos lobulados, muescas, ampollados (buds) y en forma de ocho,
sugiriendo que a pesar de ser reservas naturales protegidas, los organismos
se encuentran expuestos a contaminantes genotoxicos.

e No hay diferencias significativas en la frecuencia de MN entre las zonas de
estudio, pero se presenta mayor proporcién de organismos afectados en la
Bahia de Akumal y Xcalak donde al menos el 50% de sus individuos
presentaron MN.

e Los sitios con mayor afluencia turistica como Akumal se ven mayormente
afectados por la exposicién continua a contaminantes quimicos derivados de
estas actividades, por ende la problematica es que los especimenes que ahi
se encuentran puedan presentar alteraciones fisioldgicas, estrés oxidativo y
supresion del sistema inmune que conlleva a la formacion de fibropapilomas.

e Elindice de redondez utilizado no resulto dtil para diferenciar entre eritrocitos
sanos y aquellos con anormalidades en su nucleo.

e En Punta Herrero y Xcalak a pesar de ser reservas naturales protegidas,
fueron las zonas mas afectadas con la presencia de buds y anormalidades
debido a la contaminacién de metales pesados y compuestos organicos
persistentes presentes en agua que se evidencian en estudios previos.

e El ensayo de MN resultd ser una herramienta muy Util para evaluar dafo
genotdxico en C. mydas en vida libre ya que es econdémico, sencillo de
realizar, de facil interpretacién y especifico a contaminantes quimicos
ambientales.

e Este estudio provee un nuevo aporte a nuestro pais El Salvador y brinda
herramientas importantes para estudios futuros en animales silvestres de
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vida libre que puedan ser bioindicadores para el control del ecosistema en
nuestro pais.
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11. RECOMENDACIONES

Evaluar la utilidad de otros indices de morfologia nuclear que permita
diferenciar entre células sanas y anormales, enfocado mas en las formas de
elipse de los eritrocitos de tortugas marinas mas que en la redondez.

Impulsar las investigaciones para utilizar la prueba de MN en especies de
nuestro pais El Salvador, pues éste forma parte de la region migratoria del
ciclo de vida de las mismas especies de tortugas marinas que se encuentran
en México.

Monitorear el estado de conservacién de las zonas marino-costeras de
Xcalak y Punta Herrero y agregar medidas de conservacion para evitar la
contaminacion de las aguas con metales pesados y otras sustancias que
afecta el ecosistema y la vida marina de Quintana Roo.

Implementar controles en el uso de pesticidas en el area de agricultura,
medidas restrictivas en lugares turisticos y mejores gestiones para el
tratamiento de aguas residuales para evitar que estas afecten a las especies
de tortugas marinas y su ecosistema.
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13. ANEXOS

Anexo-1. Capacitacién para el procesamiento de las muestras previamente
colectadas en el estado de Quintana Roo.

Anexo-2. Tincidon de muestras.
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Anexo-3. Preparacion de buffers.
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Anexo-5. Conteo de anormalidades nucleares por medio de fotografias digitales de
microscopio de fluorescencia de alta resolucion.

Objetivo 40x. Fotografia AK-53-01

Objetivo 40x. Fotografia PH-18-1
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Objetivo 100x. Fotografia AK-53-07

Objetivo 100x. Fotografia PH-16-04
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