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DESCRIPCION DE LAFRECUENCIA DE ANORMALIDADES Y CARACTERIZACION
MORFOLOGICADEL NUCLEO DE ERITROCITOS DE TORTUGA VERDE (Chelonia
mydas) A TRAVES DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA EN 3 DIFERENTES
ZONAS DE ESTUDIO EN QUINTANA ROO, MEXICO.

Guevara-Meléndez, A.M!, Labrada-Martagén, V?, Flores-Alvarenga, F.J?

Resumen

La contaminacion de los ecosistemas costeros y oceanicos es de las mayores
amenazas para las poblaciones de tortugas marinas, por lo cual el uso de
biomarcadores es necesario para identificar de manera temprana cualquier alteracion
gue pudiera favorecer el desarrollo de enfermedades que afecten a las tortugas y por
ende a la poblacién humana. El objetivo de este estudio fue describir y cuantificar las
diversas anormalidades observadas en nucleos de eritrocitos de sangre periférica de
tortuga verde (Chelonia mydas) capturadas en tres areas de alimentacion (Akumal,
Xcalak y Punta Herrero) en Quintana Roo, México. Se procesaron 34 muestras
colectadas durante el mes de septiembre de 2019 a través del protocolo de tincion y
cuantificacién de anormalidades nucleares especifico parala especie. Se caracterizaron
por primera vez en tortugas marinas diferentes tipos de anormalidades nucleares
clasificados como nucleos lobulados, muescados, ampollados, en forma de ocho y
binucleadas. La mitad de los organismos bajo estudio presentaron microndcleos (MN);
el resto de las anormalidades se observaron en >90% de las tortugas marinas (n=34).
No se encontraron diferencias significativas en el nUmero de micronicleos, buds y
anormalidades nucleares entre sitios de colecta. El 75% de las tortugas verdes de Bahia
de Akumal presentaron entre 0-80 buds cuantificados en 2000 eritrocitos y 0-38
anormalidades 2000-1 eritrocitos, mientras que la misma proporcion de animales en
Bahia de Xcalak y Punta Herrero no presentaron méas de 48 buds y 21 anormalidades
en 2000 eritrocitos. La mayor frecuencia de MN se cuantificé en los organismos de Bahia
de Xcalak, en donde el 75% de las tortugas marinas presentaron hasta 5 MN 2000-1
eritrocitos inclusive. Los resultados sugieren que las tortugas verdes de Bahia de
Akumal presentan un dafio genotdxico agudo al presentar mayor frecuencia de
anormalidades, no MN, probablemente asociado al incremento de toxinas derivadas de
las actividades turisticas. Se recomienda continuar el monitoreo de la tortugas marina
gue habitan en Bahia de Xcalak, dada la elevada frecuencia de MN registrada, la cual
evidencia genotoxicidad por exposicion a contaminantes quimicos, probablemente de
origen oceanografico. Para todas las pruebas estadisticas se considerd un limite de
confianza de p<0.05.

Palabras clave: Chelonia mydas, anormalidades nucleares, micronucleos,
biomarcador, genotéxicidad.
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DESCRIPTION OF THE FRECUENCY OF ABNORMALITIES AND
MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF ERYTHROCYTES NUCLEI OF
GREEN TURTLES (Cheloniamydas) THROUGH FLUORESCENCE MICROSCOPY
IN 3 DIFFERENT STUDY AREAS IN QUINTANA ROO, MEXICO.

Guevara-Meléndez, A.M!, Labrada-Martagén, V?, Flores-Alvarenga, F.J?

Abstract

The pollution of coastal and oceanic ecosystems is one of the greatest threats to sea
turtle populations, which is why the use of biomarkers is necessary to early identify any
alteration that could favor the development of diseases that affect turtles and the human
population. The main objective of the present research was to describe and quantify the
different type of nuclear abnormalities in erythrocytes in peripheral blood of the green
turtle (Chelonia mydas) taken from different feeding areas (Akumal, Xcalak and Punta
Herrero) in Quintana Roo, Mexico. The research was carried out in September 2019 with
34 samples that were characterized and their frequency quantified, using the specific cell
staining protocol of the observation of nucleic acids in sea turtles. For the first time,
different types of nuclear abnormalities in sea turtles were characterized and classified
as lobulated, notched, blebbed, eight-shaped and binucleated nuclei. Half of the
organisms under study presented micronucleus (MN), the rest of the abnormalities were
observed in >90% of the sea turtles (n=34). No significant differences were found in the
frequency of micronucleus, buds and nuclear abnormalities between collection sites. The
75% of green turtles of Akumal Bay presented between 0-80 buds quantified in 2000
erythrocytes and 0-38 abnormalities 2000-1 erythrocytes while the same proportion of
animals in Xcalak and Punta Herrero did not presented more than 48 buds and 21
abnormalities in 2000 erythrocytes. The highest frequency of MN was quantified in
organisms of Xcalak Bay, were 75% of sea turtles presented even up to 5 MN 2000-1
erythrocytes. The results suggest that the green turtles from Akumal Bay present an
acute genotoxic damage by presenting a higher frequency of abnormalities, no MN,
probably associated with the increase in toxins derived from tourist activities. It is
recommended to continue monitoring the sea turtles that inhabit Xcalak Bay, given the
high frequency of MN recorded, which shows genotoxicity due to exposure to chemical
contaminants, probably of oceanographic origin. For all statistical tests a confidence limit
of P<0.05 was considered.

Key words: Chelonia mydas, nuclear abnormalities, micronucleus, biomarkers,
genotoxicity.
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1. INTRODUCCION.

Se sabe que el ensayo de micronlcleos (MN) es una técnica practica, econémica,
accesible tecnolégicamente y universalmente validada, Gtil para evaluar el dafio al ADN
inducido por agentes genotoxicos (Lee Rangel et al. 2016). Esta técnica, es sencilla,
sensible e incrementa la potencia estadistica de los estudios al contabilidad miles de
células. Asi mismo, se ha adaptado y validado en diferentes especies de vida libre
(Gémez-Meda et al. 2006; Kirsch et al. 2011) tales como, peces (Cavas y Ergene 2005;
Barsiene et al. 2006; Furnus 2014), mamiferos marinos como delfin nariz de botella
(Tursiops truncatus) (Zamora et al. 2006), y tortugas marinas (Carneiro et al. 2016;
Rodriguez 2018; Labrada-Martagon et al. 2019).

El turismo de la Rivera Maya, en la costa de Quintana Roo, ha aumentado
exponencialmente desde el afio 2003 (Ruiz 2008). El crecimiento urbano y turistico
constante ha generado cambios abruptos en el uso de suelo y favorecido la pérdida de
habitat de grandes areas naturales, afectando a toda la biodiversidad de la region
(Seminoff 2004; Ruiz 2008). En la peninsula de Yucatan, se localiza la zona mas
importante de anidacion de tortugas marinas de Meéxico, constituyendo quizas, las
colonias reproductoras mas grandes del mundo (Brisefio 2016). De las siete especies
de tortugas marinas que existen en el mundo, cinco de ellas, la tortuga verde (Chelonia
mydas), la caguama (Caretta caretta), la tortuga carey (Eretmochelys imbricata), la
tortuga laud (Dermochelys coriacea) y la tortuga 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 (Briseiio 1998). Estas zonas son catalogadas como reservas
naturales protegidas por lo cual son ricas en variedades de corales, peces, moluscos,
manglares y pastos marinos lo que la hace ideal para el crecimiento y alimentacién de
esta especie de tortuga marina (DOF, 2003; DOF, 2016a). Las tortugas inmaduras de
C. mydas permanecen en zonas neriticas donde permanecen hasta alcanzar la
madurez, alimentandose principalmente de pastos marinos de las especies Thalassia
testudinum, Syringodium filiforme y Halodule spp (Reich et al. 2007; Molina y
Tussenbroek et al. 2014). En Akumal se ha registrado que pueden ser residentes del
sitio por un periodo de hasta 10-16 afios (Barrera- Escorcia y Namihira-Santillan 2004;
Reich et al. 2007; Labrada-Martagdn et al. 2017). Lo anterior, vuelve prioritaria la
conservacion del habitat de la costa de Quintana Roo y por ende de la biodiversidad que
contiene.

El uso de biomarcadores, permite identificar estados susceptibles de los organismos y
el monitoreo de la exposicion a contaminantes y de sus efectos fisioldgicos o clinicos
gue generan en los mismos. Al trabajar con especies en riesgo de conservacion, tales
como las tortugas marinas, es importante validar biomarcadores utiles y econdémicos
gue garanticen su uso a largo plazo, con la finalidad de detectar manera temprana
condiciones que pudieran afectar no sélo la viabilidad de las poblaciones, sino también
aquellas que pudiera poner en riesgo la salud de la poblacién humana (Labrada-
Martagdén 2018). Estudios previos sugieren que la técnica de MN es (til para determinar
dafio genético ante factores toxicoldgicos en tortugas marinas (Casini et al. 2018;
Rodriguez 2018; Labrada-Martagén et al. 2019). A pesar de ser ampliamente empleada



en humanos y otros grupos animales, en tortugas marinas aun se carece de una
descripcion generalizada de las anormalidades nucleares asi como de su validacion en
términos toxicologicos. Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue cuantificar
y caracterizar morfolégicamente diversas anormalidades nucleares observadas en
eritrocitos de tortuga verde (Chelonia mydas) capturadas en vida libre en tres sitios de
alimentacion en la costa de Quintana Roo, México. Se presenta una primera propuesta
de un indice cuantitativo, morfolégico, de medicién de nucleos sanos y enfermos. La
informacion generada sera util para futuros estudios ecotoxicologicos y para el
monitoreo de dafio genotdxico en las poblaciones naturales de tortugas marinas.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Area de estudio y captura de los ejemplares

El muestreo fue llevado a cabo en el Caribe Mexicano en las Bahias de Akumal, Xcalak
y Punta Herrero las cuales se localizan en el estado de Quintana Roo, el cual se ubica
en la Peninsula de Yucatan (17°49’ N, 89°25 W). La temperatura media anual oscila
entre 25.5 grados centigrados. El tipo de clima es calido subhimedo y calido himedo.
(INEGI, 2011). La peninsula se caracteriza por presentar terrenos planos con suelos
muy arcillosos y muy permeables. En la peninsula se ha integrado una enorme red
cavernosa subterranea por la que escurre el agua, en general hacia el norte (INEGI,
2011). La hidrologia se caracteriza por sus aguas subterraneas, donde los flujos por
escurrimiento natural total es de 4 mil hectdbmetros cubicos en promedio anual
(CONAGUA, 2016).

La captura de las tortugas marinas y colecta de muestras bioldgicas se llevo a cabo en
el afo 2019. El método de captura de los ejemplares varia dependiendo de las
caracteristicas de las bahias. En la Bahia de Akumal se realiz6 la captura por medio de
la técnica de captura en apnea y nado libre utilizando equipo de snorkel. En Xcalak y
Punta Herrero se utilizo la técnica de rodeo, que consiste en el avistamiento y
persecucion de ejemplares en bote hasta que después de agotado el animal, éste se
captura por medio de nado libre con equipo de snorkel (Mufioz-Teneria et al. 2017;
Rodriguez 2018; Labrada-Martagon et al. 2019).

2.2Colectade datos y muestras biologicas
A cada tortuga marina capturada se le tom6 una muestra de sangre inmediatamente
después de su captura, las muestras se tomaron del seno venoso cervical obteniendo
de 2-3 mL por medio de agujas vacutainer© (21G x 1.5 in) y tubos tipo vacutainer con
He/Li como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron en hielera a una temperatura
aproximada de 4 - 8 °C hasta llegar al campamento, en donde se prepararon frotis
sanguineos por duplicado, los cuales fueron secados al aire, etiqguetados y almacenados
hasta su posterior andlisis en el laboratorio (Rodriguez 2018; Labrada-Martagén et al.,
2019). El largo curvo de caparazon (CCL) fue medido desde el punto anterior hasta la
linea media (escudo nucal) a la punta posterior de las supracaudales, y el ancho curvo
de caparazon (CCW) fue medido desde el punto mas ancho hasta el mas cercano con
la cinta métrica (= 0.1cm) (Bolten, 1999). Se peso a los individuos por medio de una

bascula manual (= 0.1g). Se registr6 la clase de edad, siendo clasificados como
maduros aquellos organismos con una talla mayor a la edad minima de anidacioén en



Quintana Roo (= 86 cm LCC, Zurita et al. 1993). Se realizé una inspeccion visual del
estado fisico de los individuos y se registré la presencia o ausencia de fibropapilomas
de acuerdo al protocolo estandarizado para el monitoreo de dicha enfermedad (Mufioz-
Teneria et al. 2017). Finalmente los especimenes fueron marcados con etiquetas Monel
(National Band and Tag Company, NBTC, Newport, Kentucky, USA) colocada en el area
axilar de ambas aletas anteriores de cada tortuga marina (Worky Balazs, 1999; Labrada
Martagon et al. 2017) y fueron liberadas inmediatamente al terminar de registrar todos
sus datos.

2.3Tincién y cuantificacion de anormalidades

Los frotis sanguineos fueron tefiidos de acuerdo al protocolo especifico para tortugas
marinas descrito por Labrada y colaboradores (2019). Las laminillas fueron fijadas por
cinco minutos en etanol (80%) y se tifieron por cinco minutos utilizando tincion de
naranja de acridina a una concentracién de 0.01 g 100 mL-1 en bufer de fosfato (PH
7.4). Posteriormente, se lavaron en el bufer de fosfatos por cinco 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- Martagon et al. 2019).

Se tomaron 20 fotografias digitales de cada laminilla sanguineas (40 por tortuga marina),
utilizando un microscopio 6ptico vertical de fluorescencia modelo IMAGER M2, marca
Zeiss, con un filtro Filter set 38 y una camara integrada al microscopio modelo AxioCAM
MRc, marca Zeiss Las fotografias fueron tomadas con el objetivo 40x asegurandose de
fotografiar los diferentes campos de la laminilla siguiendo un patrén en forma de zig-
zag. Los hallazgos fueron fotografiados con el objetivo 100x (Labrada-Martagon et al.
2019). El conteo de células con anormalidades nucleares se realiz6 en las fotografias
usado el software Zen Pro 2012 Blue Edition (Carl Zeiss 2011), excluyendo a todas
aquellas células incompletas (fuera del campo de la fotografia), 0 a aquellos nucleos
gue estuvieran sobrepuestos. La identificacion de MN y buds se realiz6 considerando
los criterios de clasificacion e identificacion establecidos por Thomas y colaboradores
(2009) y Bolognesi y colaboradores (2013). En este estudio, se contabilizaron por vez
primera otro tipo de anormalidades descritas en peces, siguiendo la caracterizaciéon de
Furnus y colaboradores (2014). La frecuencia de cada tipo de anormalidad nuclear se
presenta como numero de anormalidades en 2000 eritrocitos (Gémez-Meda et al. 2006;
Rodriguez 2018; Labrada-Martagén at al. 2019). Las muestras en las que no se alcanz6
a contabilizar el namero total de eritrocitos (<2000 eritrocitos) no fueron tomadas en
cuenta en la estimaciones estadisticas, pero dichas tortugas marinas (n=4) si se
incluyeron en la descripcion de la poblacion y al contabilizar la frecuencia de organismos
con anormalidades.

2.4 Morfologia de membrana celular en anormalidades nucleares.
Utilizando 15 diferentes fotografias elegidas al azar, se realizé la medicion de los
nucleos de todos los eritrocitos presentes en cada toma. La medicion se realiz6
utilizando el software de procesamiento digital programado ImageJ desarrollado por
National Institutes of Health (cita). A partir del analisis de imagen se obtuvo la medicion
del &rea de cada nudcleo y la medicion de su eje mayor. 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 nicleo a un circulo.

[1]

drea

redondez =4 x - -
T Xeje mayor

El indice de redondez estimado se utilizd para evaluar el cambio en la redondez del
nucleo a través de las diferentes anormalidades clasificadas a priori. Por tal motivo, de
cada fotografia (n=15), se realizé una clasificacién a priori de los nidcleos usando como
criterio la forma del nucleo. Nuestro criterio de clasificacion consistio en cinco diferentes
formas como se describe a continuacion: circular (Ctrl), aquellos nicleos con una forma
muy cercana a un circulo uniforme; elongado (E), aquellos nucleos con una forma
ovalada uniforme; cénico (K), aquellos con una apariencia triangular o conica; curvatura
invertida (CI), todos aquellos que presentaran una especie de cavidad o invaginacion; y
forma indeterminada (I), ndcleos cuya forma no se ajustara a ninguno de los criterios
anteriores. Se descartaron aquellas células de la periferia que estuvieran incompletas y
se considerd como grupo control a los nucleos circulares (Ctrl).

2.5 Metodologia estadistica.

Se evaluo el supuesto estadistico de normalidad por medio de la prueba de Shapiro
Wilks (Zar 1996). Las variables de frecuencia de anormalidades no siguieron una
distribucion normal (p<0.001) por lo que para dichas variables se utilizaron estadisticos
no paramétricos. Se estimaron estadisticos descriptivos considerando toda la muestra
en conjunto y por sitios de colecta. Se utilizé una prueba de ANOVA para evaluar
diferencias en la talla (CCL) de las tortugas marinas entre sitios de colecta. Se utilizo la
prueba de Tukey como prueba a posteriori de comparaciones multiples (Zar, 1996). Las
diferencias en la frecuencia de anormalidades nucleares entre zonas de alimentacion se
evaluaron por medio de pruebas de Kruskall Wallis. Previo a este andlisis, se realizaron
pruebas de Grubbs para laidentificacién de datos extremos; se eliminaron tres datos de
la variable MN (n=2 Xcalak, n=1 Punta Herrero), un dato de la variable buds (n=1 Punta
Herrero) y tres datos, uno de cada zona, de la variable frecuencia de anormalidades. Se
generaron histogramas de frecuencia de organismos agrupados por clases del nimero
de anormalidades en 2000 eritrocitos por sitio de estudio. Se evaluaron diferencias de
dichas distribuciones para cada variable por separado (MN, buds, anormalidades), por
medio de una prueba no paramétrica de Kolmogorov Smirnov para la comparaciéon de
dos muestras (Young et al. 1977). Se evalué si existe una correlacion entre la talla de
los individuos (LCC) y el numero de anormalidades nucleares, asi como correlaciones
entre tipos de anormalidades (MN, buds, otras), por medio de correlaciones de
Spearman, considerando a todos los datos en conjunto y separando los datos por sitios
de captura (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 (Ctrl,
E, K, Cl, ), considerando como factor fijo el sitio de colecta y como medida repetida la
laminilla sanguinea (cita). Todas las pruebas estadisticas se realizaron con statisticav.7
(StatSoft, Inc. 2004), Past v3.23 (Hammer et al., 2001) y R v.3.1.3 (R Core Team, 2016),
usando un limite de confianza de a<0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Estructura poblacional y anormalidades nucleares

El total de tortugas verdes capturadas durante en el afio 2019 (26 agosto - 1 septiembre)
fueron 34 individuos. La talla promedio de las tortugas verdes agrupadas por zona de
captura se presenta en la tabla 1. Las tortugas de Punta Herrero fueron
significativamente mas pequefias que las capturadas en Akumal y Xcalak (F (2.31=6.16,
p=0.005). Todos los especimenes capturados fueron tortugas verdes inmaduras de sexo
indeterminado (<86 cm LCC). El 50% (n=3) de la tortugas capturada en Akumal
presentaron tumores externos, evidencia de fibropapilomatosis y, solamente un
individuo de Xcalak (9%) presentd un papiloma en ojo de tamafio menor a 1 mm.

En este estudio se reportan por vez primera, en C. mydas, las anormalidades nucleares
de tipo bebbled, lobed, notched and eightshape (Fig. 1). La descripcién de los criterios
de clasificacién de las mismas, empleadas en este estudio, se encuentran en la Tabla
2. La frecuencia de MN, buds y el resto de anormalidades nucleares cuantificadas en
las tortugas verdes de este estudio se presentan en la tabla 3 agrupadas por zona de
estudio. Al realizar los conteos se encontraron 4 muestras (n=2 Xcalak, n=1 Punta
Herrero, n=1 Akumal) en las que no se alcanzaron a contar 2000 eritrocitos en las
fotografias, por lo cual, los estadisticos se estimaron a partir de los datos de 30
organismos capturados.

El 50% de las tortugas verdes capturadas para este estudio presentaron MN. El resto
de las anormalidades nucleares (bebbled, lobed, notched and eightshape) incluidos los
buds se observaron en al menos el 90% de individuos de los que se obtuvo muestra
(n=30). De manera general, la poblacién de estudio presento un valor de mediana de
0.5 MN 2000 eritrocitos-1, 35.5 buds 2000 eritrocitos-1 y 12.5 anormalidades 2000
eritrocitos-1 (no buds). Como datos extremos (p<0.001) se observaron, 11y 20 MN 2000
eritrocitos-1 en dos tortugas verdes capturadas en Xcalak; 15 MN 2000 eritrocitos-1 en
un individuo de Punta Herrero; 127 buds 2000 eritrocitos-1 en una tortuga de Punta
Herrero; y finalmente 140, 219 y 297 anormalidades 2000 eritrocitos-1 en una tortuga
de Akumal, Xcalak y Punta Herrero, respectivamente (Tabla 3).

Se encontraron diferencias significativas en los patrones de distribucién de la frecuencia
de organismos afectados (Fig. 3). La distribucion de tortugas marinas de Akumal
afectadas con MN fue distinta a la observada en Punta Herrero (D(o.05,33=0.256, p<0.02)
y la distribucion de la frecuencia de organismos de Akumal afectados con buds fue
distinta a la observada en Punta Herrero (D(0.05,33)=0.31, p<0.01) y Xcalak
(D((0.05,33=0.45, p<0.01), siendo éstos dos ultimos sitios donde se encontré una mayor
frecuencia de individuos en los valores mas altos que el nimero de MN y buds
cuantificados en 2000 eritrocitos (Fig. 3).

Sin considerar los datos extremos descritos con anterioridad, al comparar las medianas
no se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de MN (H (.27=2.98,
p=0.22), buds (H@29-2.66, p=0.26) o anormalidades nucleares (H.27=3.13, p=0.21)
entre las zonas de estudio. Las variables no presentaron una correlacion con la talla de
las tortugas verdes (LCC) cuando se evaluaron por separado o en conjunto los tres sitios
de estudio. La frecuencia de buds, se correlaciono significativamente con la frecuencia
de otras anormalidades (bebbled, lobed, notched and eightshape en conjunto)
(Spearman’s r=0.85, p<0.001). La frecuencia de MN no presentd asociacion con los
buds u otras anormalidades.



La frecuencia de tortugas verdes capturadas por clases de talla (29.5 - 71.8 cm LCC) y
estado reproductivo (100% inmaduros) coincide con lo reportado para la costa de
Quintana Roo, en donde estas bahias se identifican como sitios de forrajeo de la
especie, relevantes para el crecimiento y desarrollo de individuos inmaduros de tortuga
verde (Labrada-Martagén et al. 2017). En esta region los organismos subadultos y
adultos se encuentran preferentemente en areas abiertas, retiradas de la costa y con
mayor profundidad (Mufioz et al. 2016), al igual que lo reportado en la poblacion de la
misma especie que habita en el Pacifico Oriental Mexicano (Lopez-Mendilaharsu et al.
2002).

La talla de las tortugas verdes capturadas en el afio 2019 no estuvo asociado a la
frecuencia de anormalidades cuantificada. Esto coincide con observaciones previas
realizadas en la misma region (Rodriguez, 2018), contrario a lo reportado en tortugas
verdes de la costa de Brasil. Carneiro y colaboradores (2016) han reportado resultados
significativos en cuanto a la correlacion entre la talla de las tortugas verdes y la
frecuencia de células micronucleadas. Las diferencias entre poblaciones pueden estar
relacionadas a la prevalencia de fibropapilomatosis reportada en cada estudio; en el
estudio de Brasil los autores reportan que el 52% (n= 14) de los especimenes estaban
afectados con fibropapilomatosis. En el presente trabajo Unicamente el 14% (n=5) de
los individuos sugerian presencia de fibropapilomas. Lo anterior podria estar relacionado
a que los individuos podrian estar en alguna fase incipiente de la enfermedad; ademas,
todos los especimenes en el presente estudio fueron juveniles. En la costa de Quintana
Roo, tampoco se han reportado diferencias en la frecuencia de anormalidades entre
clases de edad (inmaduras y adultas, Rodriguez 2018; factor que no pudo ser evaluado
en este trabajo.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que hay una mayor frecuencia de
tortugas verdes con elevada frecuencia de anormalidades nucleares en eritrocitos en la
region sur de la costa de Quintana Roo, especificamente en las bahias de Xcalak y
Punta Herrero. 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
concentracion de metales pesados en agua (Pb As y V), compuestos organicos
persistentes (e.g. endosulfanes y PCB’s totales) medidos en agua, plasma y sangre,
respectivamente, de tortuga verde fue mayor en Punta Herrero y Xcalak (Sanjuan 2020).
Dichas bahias no son los mas turisticos de Quintana Roo, sin embargo, Punta Herrero
esta siendo afectada por el arrastre de sustancias quimicas resultado de actividades
agropecuarias (Bauer-Gottwein et al. 2011). A su vez, 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 como
las bahias de Mahahual y Akumal, que se consideraban mas contaminadas (Fernandez
et al. 2007).

A pesar de no haberse detectado diferencias estadisticamente significativas, es evidente
gue las tortugas de Akumal presentan mayor variabilidad en la frecuencia de MN, en
comparacion con lo observado en los otros dos sitios. Esta gran variabilidad podria ser
reflejo del pequefio tamafio de muestra obtenido (n=6). Sin embargo, Akumal es la bahia



en donde se ha reportado mayor variabilidad en las respuestas de las defensas
antioxidantes y dafio por estrés oxidativo (Islas, 2020). Asi mismo, es la bahia con mayor
prevalencia de fibropapilomatosis de la poblacién de tortugas verdes del estado de
Quintana Roo (Mufioz et al. 2016), prevalencia que ha ido en aumento en los ultimos 10
afos (Mufioz et al. 2016). El resultado anterior no sorprende, siendo la Bahia de Akumal
una de las zonas que mas ha experimentado un acelerado desarrollo turistico en los
ultimos 10 afios (Barrera-Escorcia y Namihira-Santillan 2004; Slater 2014; SEMARNAT
2016b) y que por ende ha desencadenado una serie de condiciones ambientales, tales
como pérdida de pastos marinos (Molina y Tussenbroek et al. 2014 ), descarga de
drenajes y por ende presencia de coliformes fecales (Barrera-Escorcia y Namihira-
Santillan 2004), y eutrofizacion (mayores sefales isotopicas) (Baker et al. 2010)
consideradas como factores que favorecen el desarrollo de enfermedades en tortugas
marinas tales como, la fibropapilomatosis (Baker et al. 2010). Actividades recreativas
como el avistamiento de anidacion, alimentacion de los especimenes, nado con tortugas
marinas con guias turisticos en zonas poco profundas han llevado a una interrupcién
del ecosistema natural de las tortugas asi como a alterar su comportamiento (Slater,
2014; DOF, 2016a). Las actividades turisticas y la presencia de nadadores en la bahia
de Akumal generan ademas, contaminacion marina por uso de blogueadores, presencia
de embarcaciones, incidencia de aguas residuales de la poblacién urbana, entre otras
fuentes de perturbacion (SEMARNAT 2007, CONANP 2016).

Este estudio confirma que los sitios con mayor afluencia turistica como Akumal siguen
siendo afectados por la exposicion continua a contaminantes quimicos derivados de
estas actividades, por ende la problemética es que los especimenes que ahi se
encuentran puedan presentar alteraciones fisiologicas, estrés oxidativo y supresion del
sistema inmune que conlleva a la formacion de fibropapilomas. Xcalak y Punta Herrero
no son los mas turisticos de Quintana Roo y a pesar de ser reservas naturales
protegidas estan siendo mas afectados por el arrastre quimico de sustancias resultado
de actividades agropecuarias y contaminacion del Caribe Central confirmando que no
solo el dafio por sustancias genotdxicas se generan directamente por absorcion en el
ambiente sino también, por la alimentacion y biomagnificacion que se genera
principalmente por el tipo de alimentacién que las tortugas marinas mantienen y el nivel
trofico que ellas ocupan.

Figura 1. 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) microndcleo (100x).



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

estudio.

Mean £ Std.Dev Range Median

P10 P90 p

Xcalak

Punta Herrero

Akumal

56.97 £ 9.6 33.5-66.2 58.00

46.06 £9.9 29.5-57.9 47.05

59.04 £ 8.9 47.2-71.8 58.80

47.2 66.1 0.04

317 57.9

47.2 71.8

Abreviaturas: Std.Dev., desviacion estandar; P10, percentil 10%; P90, percentil 90%, p,
significancia estadistica de la prueba ANOVA.

Tabla 2. Descripcion de los criterios usados en este estudio para identificar las
anormalidades nucleares en Tortuga verde (C. mydas) de Quintana Roo.

Type

Description

Reference

Bebbled nucleus

Es cuando el ndcleo presenta una pequefa
evaginacion o pequefias proyecciones que
pueden contener eurocromatina mas oscura
de lo normal y su tamafio fluctia desde una
pequefia protrusion bien definida hasta una
estructura totalmente circunscrita, estas se
consideran precursores de MN.

Carrasco et al., 1990;
Shimizu et al. 1998

Lobed nucleus

Es un ndcleo con evaginaciones mas largas
que un nucleo con ampolla, también se
diferencia en que pueden presentar varias
prolongaciones, puede verse como una
forma estrellada o sin forma predeterminada
en algunos casos.

Carrasco et al. 1990

Notched nucleus

Un "notch”™ se define como un corte que
genera una muesca tipicamente situada en
el centro del ndcleo, no teniendo un tamafio
definido pero casi siempre siendo similar al
tamarfio de una vacuola.

Carrasco et al. 1990

Eightshape Es simplemente cuando el nicleo presentan | Furnus et al. 2014
nucleus una constricciéon que adquiere una forma de

ocho.
Buds El nlcleo presenta constricciones que son | Bolognesi et al. 2013

sugestivas a un proceso de eliminacion de
material genético, se diferencian en que




estas prolongaciones estan unidas al nacleo
por un puente nucleoplasmatico por lo cual
se denotan siempre un poco separados del

ndcleo.

Micronucleus

Un MN tiene la forma redonda o almendrada
y mide entre 1/3 y 1/16 del nucleo principal,
presenta la misma intensidad textura y
coloracion de tinciéon que el nicleo, y no esta
conectado a él.

Tolbert et al. 1991

Tabla 3. Frecuencia de micronucleos (MN), buds y anormalidades nucleares (AN) en
sangre periférica of de tortugas verdes (C. mydas) de Quinta Roo, agrupadas por sitios

de estudio.
Zona Variable n MeanxStdDev Rango  Median P10-P90
MN 11 3.27 £ 6.40 0-20 1 0-11
Xcalak Buds 11 56.27£41.26 0-132 40 20-113
AN 11  43.55+63.36 0-219 22 7-91
MN 13 1.69+4.11 0-15 0 0-28
Punta
Buds 13 41.00+30.34 16 — 127 29 18.2 - 66.2
Herrero
AN 13 37.46+79.53 1-297 12 5-54.6
MN 6 2.83 +3.37 0-8 15 0-7
Akumal Buds 6 24.67+18.33 0-41 33 1.5-39.5
AN 6 30.33+54.50 0-140 8.5 0-825

Abreviaciones: Std.Dev, deviacion estandar; P10, percentil 10%; P90, percentil 90%.




3.2 Indice de morfologia celular nuclear.

Al comparar el indice de redondez entre todos los tipos celulares definidos a prior
(eritrocitos circulares, elongados, coénicos, 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 (Fw4,24=15.75; p<0.001) (Fig.
2). Las células circulares son significativamente mas redondas que las elongadas,
conicas, indeterminadas y con curvatura invertida (p<0.001). No se encontraron
diferencias significativas en el indice de redondez entre ninguna de las células
anormales (coénicas, curvatura invertida e indeterminadas) ni entre éstas con las células
elongadas (Fig. 2).

Por medio del indice de redondez, se logr6 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 medicion si es
eficiente evidenciando la morfologia de membrana del nicleo de las células circulares,
presentando estas un mayor indice de redondez. 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 ndcleo. No se encontraron
diferencias significativas en el indice de redondez del ndcleo 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 confirmé que este indice si funciona para detectar
redondez en células pero no para los propésitos 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 nucleos lobulados, ampollados. Se vuelve 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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Figura 2. 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.



4. CONCLUSIONES.

Este estudio confirma que los sitios con mayor afluencia turistica como Akumal siguen
siendo afectados por la exposicion continua a contaminantes quimicos derivados de
estas actividades, por ende, la problemética es que los especimenes que ahi se
encuentran puedan presentar alteraciones fisioldgicas, estrés oxidativo y supresion del
sistema inmune que conlleva a la formacioén de fibropapilomas. Xcalak y Punta Herrero
no son los mas turisticos de Quintana Roo y a pesar de ser reservas naturales
protegidas estan siendo mas afectados por el arrastre quimico de sustancias resultado
de actividades agropecuarias y contaminacion del Caribe Central confirmando que no
solo el dafio por sustancias genotoxicas se generan directamente por absorcion en el
ambiente sino también, por la alimentacion y biomagnificacion que se genera

principalmente por el tipo de alimentacién que las tortugas marinas mantienen y el nivel
tréfico que ellas ocupan.

El ensayo de MN en este estudio resulté ser una herramienta muy Util para evaluar dafio
genotoxico en C. mydas en vida libre ya que es econdémico, sencillo de realizar, de facil
interpretacion y especffico a contaminantes quimicos ambientales; por otro lado el indice
de redondez utilizado no result6 util para diferenciar entre eritrocitos sanos y aquellos
con anormalidades en su nucleo.

5. RECOMENDACIONES.

Monitorear el estado de conservacion 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 e 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.

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.
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