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RESUMEN

En las costas de México se encuentran seis especies de tortugas marinas y todas
dentro de la categoria de especie en peligro de extincion dentro de la NOM ECOL
059-2001 y siendo consideradas especies prioritarias para la conservaciéon. La
especie de mayor distribucibn es Lepidochelys olivacea con areas de
concentracion en el suroeste de la peninsula de California, Michoacan, Guerrero y
Oaxaca. Dicha especie presenta un comportamiento de anidacion masiva y
sincronica en playa La Escobilla, la cual cuenta con una de las poblaciones
reproductoras mas importantes del continente americano. En este trabajo se
presenta la concentraciéon de metales pesados y acidos grasos en huevos y los
respectivos niveles en sangre de la hembra reproductora de tortuga golfina. Se
analizaron 25 ejemplares y colectaron un total de 250 huevos bajo el Permiso
Especial SGP/DGVS No. 06195 durante la tercera arribada de la temporada 2005-
2006. Las dimensiones morfométricas registradas para colonia anidadora fueron
en hembra 34.0+4.4 Kg de peso, 66.4+2.7 cm de largo curvo del caparazén,
70.7+2.9 cm de ancho curvo del caparazon y en huevo 3.81+0.05 cm de diametro
y 30.3+0.34 g de peso. La tipologia de los acidos grasos del plasma de L.
olivacea fue 48% saturados, 37% monoinsaturados y 16% poliinsaturados. La
distribucion de metales pesados, en los cuatro componentes analizados
presentaron el siguiente patrén Ni>Zn>Cu>Pb>Cd>Hg en cascarén; mientras que
en sangre, clara y yema fue Zn>Ni>Cu>Pb>Cd>Hg. En el tejido sanguineo los
niveles de Hg registraron valores por debajo del limite de deteccion (<0.0015
ug/g). Asimismo, se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones medias de cascarén en Cd, Cu, Zn y Ni, elementos analizados en
las fracciones del huevo, comportamiento contrario a lo observado en sangre de
tortuga golfina. La marca isotopica del plomo en muestras de sangre de L.
olivacea proviene de una fuente natural del elemento. De acuerdo a normas y
limites maximos permisibles con respecto a elementos toxicos, el estado de salud
de dicha poblacion anidadora es aceptable y corresponden a niveles basicos de
una regién pristina. La extraccion de sangre y huevo en tortuga marina son
técnicas no invasivas deseables para fauna silvestre amenazada o bajo estatutos
de proteccion, debido a que son eficientes para determinar la concentracién de
metales pesados estableciendo asi la condicion de salud del organismo.

Palabras clave: tortuga golfina, metales pesados, La Escobilla, monitoreo no invasivo



1. Introduccién

Las tortugas marinas han cautivado por muchas y diversas razones la
imaginacion de los humanos desde tiempos milenarios. Proveedoras de sustento
alimentario, econémico y espiritual de grupos sociales distribuidos alrededor de
todo el mundo, forman parte del entramado cultural de muchas regiones costeras
(Frazier, 1999).

Es evidente que las tortugas marinas fueron un componente importante en
la dieta y la cultura de muchos de los antiguos ndcleos sociales. Desde tiempos
prehispanicos el consumo de carne y huevo de tortuga marina ha sido un
componente importante en la dieta de los habitantes asentados en el litoral;
ademas de su valor nutricional, se le atribuye especificamente al huevo

propiedades vigorizantes y afrodisiacas (Frazier, 1999).

En México se encuentran seis especies de tortugas marinas en zonas de
alimentacion y anidacion a lo largo de las costas del Caribe, Golfo de México y
Pacifico mexicano. La especie de mayor distribucibn que anida de junio a
diciembre, es Lepidochelys olivacea (tortuga golfina); tipica de las aguas tropicales
de los océanos Indico, Pacifico y Atlantico Central. En el Pacifico Oriental se
encuentra desde el noroeste de la Peninsula y el Golfo de California hasta la
frontera norte de Chile, con areas de concentracion en el suroeste de la peninsula
de California, sur de Sinaloa, Michoacan, Guerrero y Oaxaca en México (Marquez
et al., 1989; Brisefio-Duefas, 2002).

Se pueden describir tres areas de mayor abundancia en el Pacifico Oriental,
la del norte que corresponde a la costa mexicana, desde la boca del Golfo de
California y costa suroeste de la Peninsula hasta el Istmo de Tehuantepec; la
central, principalmente frente a Costa Rica e incluye también Nicaragua y Panama
y la surefia particularmente frente a Colombia, Ecuador y norte de Perd. Las
congregaciones norte y central estan formadas de poblaciones de caracter



reproductor y a la surefia concurren tortugas adultas en fase vegetativa,

provenientes desde México y Centroamérica (Marquez et al., 1989).

México y Costa Rica cuentan con las poblaciones reproductoras mas
importantes del continente americano. Dicha especie es la mas espectacular en
sus habitos reproductivos ya que puede formar durante 2 6 3 noches, arribazones
que llegan a reunir mas de 100,000 hembras. Las playas de anidacion mas
importantes en la actualidad son: La Escobilla y Morro Ayuta, en el estado de
Oaxaca, México; Ostional y Nancite en Costa Rica y Gahimarta en el distrito de

Orissa, en India (Brisefio-Duefas, 2002).

En zonas de grandes arribadas de tortugas, se provoca una alta
contaminacion del sitio de anidacion y mortalidad de huevos en diferentes etapas
de desarrollo. Por tanto, una cosecha controlada permitiria implementar técnicas
de aprovechamiento del mismo basadas en un programa de recoleccién y asi
contribuir a la utilizacion sustentable del recurso como lo describe Mrosovsky
(2001) en la Figura 1.

(1) dentificarcausasde mortalidad natural «—
(2) Reducirla mortalidad natural
(3) Dividir huevos/tortugas salvados -«

N

Reingreso a la Comercializacion _ $
vida silvestre Froyectosinvestigacion

v

Genera ganancias
Viabilidad de proyectos

Figura 1. Estrategia para el posible aprovechamiento del huevo de tortuga golfina
Lepidochelys olivacea en colonias de arribada
segun Mrosovsky (2001).



Las preferencias dietéticas de las tortugas marinas pueden ser
influenciadas por experiencias tempranas; sin embargo, la abundancia relativa y la
variedad de presas disponibles pueden afectar su comportamiento alimentario. La
ingesta también puede estar asociada a los ciclos de mareas y mostrar picos de
actividad durante las horas de luz. El perfil y la forma de su pico pueden ser un
indicador de lo que comen las tortugas en sus fases de juveniles avanzados y
adultos; por tanto, Lepidochelys olivacea con mandibulas fuertes y pico grueso,
obtiene su alimentacion en los fondos marinos desde una o dos brazas hasta mas
de 50 brazas de profundidad, aunque también se han encontrado ejemplares
alimentandose dentro de lagunas costeras y bahias, pues aprovecha diversos
tipos de organismos tanto de fondo como de la superficie (Marquez et al., 1976;
Frazier, 1999).

1.1. Generalidades de los acidos grasos

De la tortuga golfina se conocen los habitos de los subadultos y adultos. En
mar abierto, grandes concentraciones de ejemplares o flotillas se han observado
alimentandose de organismos pelagicos como langostillas rojas (Pleuroncodes
planipes), puestas de peces e incluso colonias de tunicados (Pyrosoma). Como
componentes de la dieta incluyen medusas, cangrejos, peces, erizos, moluscos,
caracoles, camarones, salpas y cantidades irrelevantes de restos vegetales
(Meyers-Schéne y Walton, 1994; Marquez, 1996; Frazier, 1999).

Los lipidos incluyen grasas y aceites ordinarios, ceras y compuestos
relacionados que se encuentran en los recursos animales y vegetales. Los acidos
grasos comunes contienen de cuatro a veinticuatro atomos de carbono con un
grupo carboxilo terminal, completamente saturado o insaturado (1, 2 o mas),
siendo su formula general CH3(CH,),COOH. De acuerdo a la posicion del primer
doble enlace de la cadena, denominado omega, contando a partir del extremo
metilo, existen tres familias de acidos grasos poliinsaturados n-3, n-6 y n-9.

Algunos acidos grasos se clasifican como “acidos grasos esenciales” porque no



pueden ser sintetizados por el cuerpo humano y ademas son necesarios para
funciones vitales, éstos son los de las familias n-6 y n-3, conocidos comunmente

como omega 6 y omega 3.

Los alimentos de origen marino en la dieta han tenido un papel crucial en la
evolucion del Homo sapiens, (Rice, 1998). Hipotéticamente el desarrollo del
cerebro en las diferentes especies de mamiferos depende en parte de los omega
3 de la dieta que estos organismos hayan consumido a lo largo del tiempo. Asi,
aguellas especies con un buen acceso a los omega 3, han desarrollado un cerebro
y sistema nerviosos mas grande y complejo. De igual forma menciona, que las
primeras civilizaciones se asentaron en lugares cercanos a cuerpos de agua
proporcionandoles rico abasto de AG omega 3 y existen evidencias que hay
relacion entre el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n3) proveniente de la dieta y

los niveles de DHA del cerebro.

Los efectos benéficos de los acidos grasos omega 3 en la salud humana se
ven evidenciados durante la gestacion al ser componentes estructurales del
cerebro y de la retina durante el desarrollo del feto y reduciendo la incidencia de
partos prematuros e incrementando el peso al nacimiento; durante el crecimiento
ayuda a la mejor agudeza visual, son esenciales para el crecimiento y desarrollo
normal, juegan un papel importante en la prevencion y tratamiento de diversas
enfermedades sobre el sistema cardiovascular, sistema inmunoldgico y sistema
nervioso y por ultimo tienen relacion estrecha con el tratamiento de enfermedades
como diabetes tipo 2, cancer, colitis ulcerativa, obstruccion pulmonar cronica,

enfermedades renales, psoriasis y artritis reumatoide (Castro-Gonzalez, 2002).

Actualmente, se considera que una buena alimentacion depende del
consumo de una variedad de alimentos que aporten calidad y cantidad de
nutrientes necesarios para mantener al organismo saludable. En los ultimos afos
estudios nutricionales han demostrado que gracias a la ingesta de alimentos ricos

en acidos grasos poli-insaturados de origen marino, se favorecen funciones como:



transporte de vitaminas liposolubles (A,D,E,K) a todo el cuerpo; secrecidn de bilis
y absorcion de calcio; produccion de hormonas sexuales; mantenimiento de
elasticidad en la piel; efectos benéficos durante la gestacion, el crecimiento y

tratamiento de enfermedades degenerativas.

1.2. Metales trazas: fuentes y efectos

Uno de los factores que modifica el entorno costero es la contaminacion
proveniente de residuos industriales y urbanos, y efluentes de actividades
agricolas, acuicolas y mineras; los cuales representan un peligro para la fauna
aledafia, porque acarrean consigo, entre otros, metales pesados que tienden a
bioacumularse y afectan al suelo, la vegetacion, el aire y los cuerpos de agua
receptores.

El aporte de metales al ambiente acuatico se da principalmente por
procesos de intemperismo de las rocas, degasificacion, vulcanismo, actividad
antropogénica, hidrotermalismo y emisiones atmosféricas. En los ecosistemas
acuaticos los metales de mayor importancia desde el punto de vista ambiental son:
(Libes, 1992; Paez-Osuna, 1999): Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Sb, Pby Zn,
recibiendo principal atencion por su alta bioacumulacion en la cadena tréfica

marina el mercurio y el plomo.

La toxicidad de los metales pesados esta influenciada por factores de tipo
fisicoquimico (salinidad, pH, Eh, dureza) y biolégico (edad, talla, habitos
alimenticios, madurez). En el ambiente marino la contaminacion cronica del medio
puede provocar modificaciones ecoldgicas susceptibles de amenazar el equilibrio
natural. Por lo tanto se hace referencia a procesos como bioconcentracion,
bioacumulacién y biomagnificacién donde los mecanismos de absorcion, retencion
y acumulacion de un compuesto quimico puede llegar al organismo acuatico
desde diferentes vias de exposicion como a través de la superficie respiratoria y

piel; ingestidbn de alimento, absorcion dérmica e intercambio respiratorio; y al



exceder la concentracion respecto a su nivel tréfico anterior respectivamente

(Gutiérrez-Galindo, 1982; P4ez-Osuna y Frias-Espericueta, 2001).

Algunos metales pesados en comparacion con otros contaminantes pueden
actuar a nivel fisiologico como micronutrientes indispensables para los seres vivos
teniendo diversas funciones, particularmente enzimaticas; mientras que otros son
reconocidos por sus efectos toxicos y pueden interrumpir la actividad biolégica en
los diferentes niveles tréficos de los ecosistemas acuéticos, aun en

concentraciones muy bajas (Gutiérrez-Galindo, 1982; Paez-Osuna, 1996).

Los efectos de estos elementos en los organismos se asocian con
perturbaciones de los sistemas enzimaticos en los compartimentos intracelulares.
El cadmio se acumula en los tejidos y lesiona principalmente los mecanismos de
regulacion de iones. El cobre al igual que el mercurio y el zinc se ha observado
gue provoca un efecto inhibitorio importante en el metabolismo respiratorio, asi
como efectos subletales y una disminucion de la movilidad de gametos. El
arsénico inorganico es considerado mas toxico provocando efectos agudos,
subcutaneos y crénicos. Con respecto al niquel, los efectos cubren un amplio
intervalo de respuestas a su exposicion. Los efectos crénicos y agudos del plomo
incluyen dafos histopatoldgicos, deformidades, neuro-toxicidad, anemia hemolitica

e inhibicidn de la sintesis de la hemoglobina (Paez-Osuna, 2005).

El presente trabajo pretende determinar la condicion, el contenido de
metales pesados y acidos grasos en el huevo y en la cadena de madre a huevo de
tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), para establecer la relacion entre la salud
de los mares con la humana por efectos ambientales y/o antropogénicos, lo que
permitiria elucidar la conservacion bioldgica de la especie en una zona donde se

evidencia una recuperacion incipiente.



Antecedentes

2.1. Acidos grasos

Los lipidos totales cuantifican de forma general el contenido de &cidos
grasos libres, triglicéridos, colesterol y vitaminas liposolubles. Por otra parte, el
contenido de grasa en la hembra reproductora, se encuentra asociado
directamente con la composicion y disponibilidad de alimentos ingeridos en los
amplios habitats de forrajeo visitados por las tortugas marinas durante los meses
previos a la temporada de anidacién, lo cual es reflejado en el perfil de acidos

grasos del individuo (Bjorndal, 1997).

Muestras de tejido adiposo de las capas adyacentes al plastron de tres
especies de tortugas marinas del Atlantico (Dermochelys coriacea, Caretta c.
caretta, Lepidochelys kempii) y seis especies de tortugas dulceacuicolas de
Norteamérica fueron empleadas por Ackman et al. (1971) para establecer una
comparacion de la composicién de acidos grasos en depositos grasos de estas
especies. Hallaron de dos a cuatros veces mas acidos grasos saturados en
tortugas marinas que en tortugas de agua dulce, ademas de una alta proporcion
de &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3), acido docosahexaenoico (DHA,
22:6n3) solamente en depdsitos grasos de tortugas marinas y contenidos elevados
de acido araquidonico (20:4n6 y 22:4n6) en tortugas de agua dulce; asi como la
presencia de un &acido graso inusual Unicamente en tortugas marinas, el
(16:1tn10). La presencia y contenido de acidos grasos en las diferentes especies

de tortugas marinas y de agua dulce es atribuido a su alimentacion.

Joseph et al. (1985), analizaron tejidos con depdsitos grasos y aceites de
ejemplares silvestres y mantenidos en cautiverio de tortuga verde (Chelonia
mydas), manifestando que la composicion de &acidos grasos en tortugas en
cautiverio estan influenciados por la dieta y peletizados suministrados
predominando 16:0, 18:1n9 y 18:2n6 debido a la actividad restringida y a la
disponibilidad de alimento. Tortugas en estado silvestre, al mantener una dieta

predominantemente herbivora con periodos de inanicidn, evidenciaron un



predominio de 12:0, 14:0, 16:0 y 18:1n9 lo que conlleva a generar depdsitos de
grasa en el organismo. De manera general, en ambos casos se encontraron bajos
porcentajes de acidos grasos poliinsaturados con un contenido sustancial de 12:0
y 14:0 probablemente por la biosintesis y la B-oxidacion, asegurando que éstos

son especificos y caracteristicos de aceites provenientes de tortuga verde.

Ackman et al. (1992), a partir de muestras de depdsitos grasos de algunos
individuos de Chelonia mydas (tortuga verde) del Pacifico central analizaron la
composicién de los acidos grasos y encontraron que éstas tienen cadenas largas
de acidos grasos que generalmente las emplean para sintetizar sus depositos de
triglicéridos. Sugieren que este mecanismo es utilizado como una via simple para

el almacenamiento de energia a partir de los carbohidratos de la dieta.

Mora-Castro et al. (1997) en playa Ostional, Costa Rica, analizaron
cascarones, claras y yemas, de Lepidochelys olivacea realizando determinaciones
de humedad, proteinas, lipidos, cenizas y carbohidratos a cada uno de los
componentes. Encontraron que la parte comestible del huevo de tortuga contiene
aproximadamente la mitad de los lipidos y proteinas del huevo de gallina y el
mismo porcentaje de carbohidratos, ademas contiene 2.3 veces menos colesterol
que la parte comestible del huevo de gallina y éstos contienen acidos grasos

esenciales.

Guitart et al. (1999) evaluaron la composicion de los &acidos grasos
presentes en diferentes tejidos de delfin (Stenella coeruleoalba) y tortuga marina
(Caretta caretta) en el Mar Mediterrdneo. En los resultados de este trabajo se
encuentra una composicion similar de &cidos grasos, una relacibn muy cercana de
poliinsaturados n-3/n-6 y un alto contenido de acido araquidénico en el higado,
atribuido a la gran variedad de organismos que se incluyen de forma mas o menos

igual en la dieta carnivora de estas dos especies.



Castro-Gonzélez et al. (2003) en plasma de crias del lobo marino Zalophus
californianus californianus de Los Islotes, Baja California Sur, México, analizaron la
cantidad y tipo de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
presentes en hembras y machos. Encontraron una mayor frecuencia de acidos
grasos poliinsaturados en ambos grupos de individuos con valores heterogéneos,
probablemente influenciados por los periodos de alimentacion y concluyen que los
acidos grasos plasmaticos pueden ser utilizados como valores de referencia con

respecto a otras poblaciones.

2.2. Metales pesados

2.2.1. Generalidades en fauna

El término de metal pesado es atribuido al conjunto de diversos elementos
quimicos con alta densidad (>5 g/cm®) que podrian causar efectos adversos de
contaminacion, toxicidad y/o ecotoxicidad (Forstner y Wittman, 1979; Mance,
1987). A menudo es usado indistintamente como metal traza debido a que esta
presente en bajas concentraciones en los organismos, sin embargo, dicho término
podria implicar la presencia de un requerimiento esencial de ese elemento por
parte del organismo. Por lo tanto, se pueden dividir en esenciales y no esenciales.
Muchos metales son esenciales para la vida como sodio, potasio, calcio;
asimismo, existen aquellos que son esenciales Unicamente en organismos
especificos como aluminio, cromo, cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno,
niquel, selenio, estafio, vanadio y zinc. Dentro del listado de los no esenciales se

incluye al cadmio, oro, plomo, mercurio y plata (Furness y Rainbow, 1990).

Cu y Zn son elementos esenciales en vertebrados y estan asociados a
numerosas metaloenzimas y metaloproteinas. Las concentraciones de dichos
metales son reguladas por el propio organismo y demostrar un aumento relativo

con la edad es poco probable. Sin embargo, cuando las concentraciones dietéticas



son bajas, podria ser relativamente importante su papel en la absorcion de otros
metales (Thompson, 1990; Caurant et al., 1999; Pdez-Osuna, 2005).

El Ni es un elemento que forma multiples compuestos y éstos difieren
notablemente en su toxicocinética. Se encuentran muy pocos datos sobre los
efectos en vertebrados marinos aunque lo reportan como no esencial y presenta
concentraciones no mayores a 1 ug/g en base a peso humedo (Thompson, 1990;
Ramirez, 2006).

Uno de los elementos mas movilizados por el hombre es el Pb, sin cumplir
funcidén biolégica alguna y exhibe una ligera tendencia acumulativa con la edad del
organismo. Asimismo, los niveles presentes en vertebrados marinos son reflejo de
la relacion directa con el transporte atmosférico y ambientes costeros

contaminados (Thompson, 1990; Paez-Osuna, 2005).

El Hg se encuentra presente en forma organica e inorganica en el ambiente
siendo ambas formas quimicas letales para los organismos. Su peligrosidad radica
en la capacidad de biotransformacién estando acumulado en rifiones, higado,
bazo y huesos principalmente. Exhibe mayor o menor relacién entre la edad del
ejemplar y la concentracién de este elemento, la cual difiere entre los diferentes
grupos de vertebrados marinos (Thompson, 1990; Storelli y Marcotrigiano, 1998;
Ramirez, 2006).

En vertebrados el Cd ingresa al organismo por via respiratoria y
gastrointestinal pudiendo localizarse en ciertas fracciones de metaloproteinas y
metalotioneinas de bajo peso molecular; rifones e higado son 6rganos
vulnerables de acumulacion. Se reportan datos sobre su caracter carcindégeno sin
cumplir una funcién biologica especifica en el organismo (Thompson, 1990; Paez-
Osuna, 2005; Ramirez, 2006).
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Honda et al. (1982) e Itano et al. (1984) estudiaron la distribucion de Fe,
Mn, Zn, Cu, Pb, Ni, Cd, Hg y Se, en 6rganos y tejidos de ejemplares del delfin
Stenella coeruleoalba, capturados vivos en aguas cercanas a la Peninsula Kii,
Japon. Ellos observaron que estos mamiferos marinos acumulan metales
principalmente en el higado, rifidn, masculo, piel y una baja cantidad en el tejido
graso. Asimismo, la concentracién de Hg total y Se en muchos tejidos aumenta
con la edad pero se estabiliza entre los 20 y 25 afios de vida del individuo.
Atribuyen dichas variaciones a las condiciones biolégicas del animal, fuentes

alimenticias y alteraciéon ambiental por actividades antropogénicas.

Amiard et al. (1987) comparan los patrones de bioacumulacién de Cu, Zn,
Cd y Pb en diferentes organismos de habitos estuarinos y costeros, en donde
muestran que las concentraciones de metales no esenciales (Cd y Pb) que
pueden acumularse en los organismos, dependen principalmente de los niveles en
los que éstos se encuentran en el ambiente y en el caso de los metales esenciales
(Cu y Zn) la regulaciébn se da por los mismos organismos, permitiendo que
exposiciones prolongadas no los afecten durante periodos cortos de

contaminacion.

Trabajos realizados con invertebrados marinos en la India con Scylla
serrata (Krishnaja et al., 1987) y Uca annulipes y U.triangularis (Uma Devi, 1987),
presentan dafios histopatologicos a consecuencia de los efectos téxicos
producidos por Hg, Cd, Pb, As, Se, Cu y Zn. Por otra parte, las exposiciones
prolongadas de cada uno de los metales causan cambios degenerativos y las

condiciones del habitat juegan un papel importante sobre éstos.

Fujise et al. (1988) determinaron Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Ni, Cd y Hg en tejidos
de ejemplares adultos, hembras y machos de marsopa (Phocoenoides dalli)
atrapados por redes de pesca en Pacifico Nororiental. Las concentraciones mas
altas estuvieron presentes en higado y las mas bajas en tejido graso. Metales

como Zn, Ni y Cd mostraron una acumulacion especifica en piel, hueso y pancreas
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respectivamente. Siendo un mamifero que en la zona se caracteriza por ocupar un
alto nivel trofico, los resultados obtenidos sirven como base para una comparacion

ecoldgica y fisiologica dentro de la cadena alimenticia.

Una revision sobre los efectos del Hg en organismos silvestres fue
compilada por Wolfe et al. (1998). Destacan que los mecanismos de toxicidad del
Hg y MeHg de mamiferos, aves, reptiles y anfibios por exposiciones a diversas
fuentes de contaminacion repercuten a nivel bioguimico, enzimético, neuronal e
inmunologico. Aunque, mencionan que es casi desconocido el efecto con reptiles y

anfibios.

Algunos estudios han demostrado los efectos nocivos sobre la salud
humana del Hg y MeHg asociado con exposiciones y consumo de pescados tanto
de origen marino como continental (Stern, 2004; Dérea y Barbosa, 2004; Johnsson
et al., 2004; Anderson y Wolff, 2005; Mendola et al., 2005; Vupputuri et al., 2005;
Knobeloch et al., 2005 y Huang et al, 2005). Lo anterior atribuido a la
neurotoxicidad de estos elementos, especialmente a nivel cerebral y del sistema
nervioso central. Igualmente genera dafios potenciales en el sistema
cardiovascular, asi como a nivel hepéatico y renal, esta asociado a un alto riesgo de
malformacion durante el embarazo y en nacimientos. Determinados autores
atribuyen una accién antagonica de estos efectos, con el consumo de frutas que
contrarrestan la bioacumulacién de Hg y MeHg, y por otra parte a la presencia de
los benéficos acidos grasos n-3, que reducen las elevaciones en la presion arterial

y que se hallan presentes en las especies acuéticas comerciales de consumo.

Asimismo, en estudios realizados por Segovia et al. (1998 y 2004) en areas
del Pacifico Oriental mexicano han determinado que el enriquecimiento de Cd en
las aguas costeras, proviene principalmente de zonas de surgencia y procesos
fisicos de adveccion y el restante se atribuye a fuentes antropogénicas. Concluyen

gue condiciones en la columna de agua como abundante biomasa de fitoplancton,
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bajas temperaturas, alta disponibilidad de nutrientes son indicativas de surgencias

y elevadas concentraciones de Cd.

Ruelas-Inzunza (2001), presenta la distribucion de Cd, Cu, Fe, Mn, Pby Zn
en organismos de la zona intermareal, pelagica y de aguas profundas del area que
comprende el bajo golfo de California y su relacién con diferentes niveles tréficos.
De manera general los tejidos que acumularon las mayores concentraciones de
metales pesados fueron las visceras, el higado y las branquias. En la laguna de
Guaymas, Zn y Cd presentaron biomagnificacion pero en el sistema lagunar
Altata-Ensenada del Pabellén, sélo el Cd evidencia esta tendencia. En la laguna
de La Paz de los tres tejidos analizados en los individuos de Stenella longirostris,
el riidn acumulé Cd y Zn; Cu se presentd mayormente en el higado y el Pb
predominé en musculo. Para organismos provenientes del campo hidrotermal
hubo una mayor acumulacién en branquias y en el vestimento de las dos especies

representativas, que fueron Calyptogena magnifica y Riftia pachyptila.

En el delfin Stenella longirostris y en la ballena gris Eschrichtius robustus,
Ruelas-Inzunza et al. (2003), determinaron la distribucién de Hg y MeHg en tejidos
de ejemplares varados a lo largo de las costas del bajo Golfo de California. Las
concentraciones medias de Hg total en el delfin tornillo mostraron un orden
decreciente siguiendo el patrén higado>rifidn>musculo. Por otra parte, los niveles
de MeHg no presentaron diferencias significativas entre los organismos estudiados
y los autores consideran que la presencia de dichos elementos no fueron

determinantes en el varamiento de estos mamiferos marinos.

A lo largo de los humedales situados en el centro y sur del estado de
Sinaloa, en la costa pacifica mexicana, Calderon-Rodriguez (2005), determindé las
concentraciones de Cu, Zn, Pb y Cd en higado, musculo, molleja, plumas y sangre
a nueve especies de aves acuaticas pertenecientes a la familia Anatidae y
Phalacrocoridae. Encontré altos niveles de Pb y Cd en aves con habitos

granivoros recolectadas en la laguna de Chiricahueto; asimismo, cobre y zinc
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presentaron concentraciones semejantes en los 6rganos y tejidos de las diferentes

especies de aves estudiadas.

2.2.2. Metales en tortugas

El monitoreo bioldgico es el procedimiento por el cual se mide un téxico
potencial, sus metabolitos o un efecto quimico no deseado en una muestra
biolégica, con el propdsito de evaluar la exposicidén a ese agente (Ramirez, 2006).
Los metales pesados han sido monitoreados extensamente en sistemas terrestres
y acuaticos; sin embargo, muy pocos estudios han utilizado tortugas como
monitores de la contaminacion metalica en el ambiente (Stoneburner et al., 1980;
Meyers-Schone y Walton, 1994).

Sakai et al. (1995) evaluaron los contenidos de Fe, Mn, Zn, Cu, Cd y Hg en
musculo, higado, rifion y huevos de tres diferentes especies de tortuga marina
(Caretta caretta y Chelonia mydas) atrapadas por pesca incidental en las costas
japonesas. Ellos encontron que los metales pesados se pueden determinar
usando los huevos no embrionados, causando asi un menor impacto en sus
poblaciones, lo que es deseable en términos de proteccion de una especie en

peligro de extincién.

Vazquez et al. (1997) estudiaron los contaminantes presentes en
cascarones de huevos de tortuga laud, Dermochelys coriacea del Playon de
Mexiquillo, México comparandolas con muestras de agua marina y sedimento del
area de anidacion. Determinan que las concentraciones de aceites y sus derivados
por procesos relacionados con descargas provenientes de Lazaro Cardenas son
mas elevadas en arena y cascaras de huevo que en agua de mar. Sin embargo,
los niveles de Cd, Ni, Zn, Cu y Pb son mayores en las muestras de arena con
presencia de los tres primeros elementos en cascarones, siendo a través de la

esta ruta que los huevos de tortuga laud adquieren estos metales.
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La concentracion de As, Cd, Hg, Se y Zn fueron determinados en higado y
rifidn de ejemplares varados de Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys
imbricata y Lepidochelys olivacea en la region sureste de Australia (Gordon et al.,
1998). Establecieron que las concentraciones de Cd, Se y Zn en rifidn disminuyen
con la edad del animal, mientras el Zn tiende a incrementarse en el higado. De
igual forma, destacan los altos contenidos de Cd en las diferentes especies y
consideran arriesgado para la salud el consumo de carne de C. mydas por parte
de los pobladores como componente frecuente de su dieta.

Caurant et al. (1999) analizaron la distribucion de Cd, Cu y Zn en algunos
tejidos y 6rganos de Caretta caretta, Dermochelys coriacea y Lepidochelys kempii
varadas en el estuario de Gironde en la costa francesa. La distribucion de estos
metales en rifidn, higado y musculo son similares a las encontradas en mamiferos
marinos o aves marinas, presentdndose una concentracion mucho mayor de Cd
en rindn y Cd en higado en tortugas marinas que en los otros organismos marinos,

atribuido a la dieta y longevidad de estos vertebrados marinos.

Godley et al. (1999) midieron las concentraciones de Cd, Pb y Hg en
organos internos y nidos de ejemplares de dos especies de tortugas marinas,
Caretta caretta y Chelonia mydas en la costa norte de Chipre al este del Mar
Mediterraneo. Los valores mas altos de mercurio se encontraron en higado de C.
caretta, zinc en rifidn de C. caretta e higado de C. mydas y en el caso del plomo
estuvieron por debajo de los niveles de deteccidon en ambas especies. En los
huevos provenientes de los nidos las concentraciones de los tres metales tienden
a ser mayores en C. caretta. Los autores lo atribuyen a los diferentes
comportamientos alimenticios en areas de forrajeo de las dos especies; que son
carnivoros para la primera especie predominando en su dieta moluscos y

crustaceos benténicos.

Sakai et al. (2000) analizaron las concentraciones de Fe, Mn, Zn, Cu, Pb,

Ni, Cd, Co y Hg en tejidos y 6rganos de Caretta caretta y Chelonia mydas
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capturadas por pesca incidental en aguas costeras de Japon. Las concentraciones
de estos metales son relativamente altas en Fe, Cu, Cd, Ni y Hg para higado y
rifidn; en hueso se registraron concentraciones elevadas de Mn, Zn y Pb; una
mayor acumulacion de Mn, Zn y Cd en pancreas; una elevada concentracion de
Cu en cerebro y la glandula de sal y grandes cantidades de Fe, Cu, Cd y Hg en
muasculo. También observaron que el caparazén es un buen indicador para
monitorear la acumulacion de Hg, Mn y Zn en el cuerpo, siendo una estrategia

deseable en especies amenazadas.

Day (2003) a lo largo de la costa de Carolina del Sur, Georgia y norte de
Florida, Estados Unidos, realizé estudios sobre la contaminacién por mercurio en
Caretta caretta empleando muestras de sangre, queratina y piel contrastadas con
la acumulacion en tejidos internos (higado, rifidn, muasculo y médula espinal).
Encontré que la sangre es el indicador mas exacto de la carga de Hg interna en el
organismo. Asimismo, discute que las escamas proporcionan un indicativo de la
exposiciobn a largo plazo en este quelonio y la sangre refleja exposiciones

recientes.

Storelli y Marcotrigiano (2003) evaluaron las concentraciones de Hg, Cd y
Pb en tejidos de cuatro especies de tortuga marina (Caretta caretta, Chelonia
mydas, Lepidochelys kempii, Dermochelys coriacea) de diferentes localidades. Los
resultados de este estudio, muestran que los niveles de estos elementos tienden a
acumularse en higado, rifidn y tejido calcificado al igual que ocurre con cetaceos y
aves marinas. No obstante, la carga de los metales se modifica de acuerdo a la
especie y comportamiento alimenticio sin poner en riesgo la salud de las tortugas

marinas.

Storelli et al. (2005) analizaron la distribucién de Hg, Cd, Pb, Zn, Cu, Fe y
Se en diferentes oOrganos y tejidos de Caretta caretta provenientes del Mar
Mediterrdneo, en donde observaron altas concentraciones de Cd y Hg en tejido

hepético y rifiones. En el tejido adiposo el Zn fue significativo, asi como Se y Cu
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en higado; ademds, indican que el papel antagénico del Se ante los efectos

toxicos del Hg, no es importante para las tortugas marinas.

Durante la necropsia de veintinueve individuos de Caretta caretta proveniente de
la parte oeste del Mar Mediterraneo, Maffucci et al. (2005) determinaron la
concentracion de Cd, Cu, Hg, Se y Zn en higado, rifiobn y muasculo encontrando
gue no hay influencia del sexo del ejemplar sobre la concentracion de tales
elementos; asimismo, destacan la presencia de una alta correlacién entre Cd, Cuy
Zn en higado y riidn que sugieren un eficiente proceso de detoxificacion

ayudando a prevenir la toxicidad del cadmio en la tortuga amarilla.

Frias-Espericueta et al. (2006) determinaron la concentracion de cadmio,
cobre y plomo en ejemplares Lepidochelys olivacea varados en Playa Ceuta,
México. Los niveles mas elevados predominaron en corazén para Cu; el Pb en
tejido hepatico y renal y la mayor concentracién registrada para Cd fue en rifién. Al
ubicarse dicha playa dentro del &rea de lagunas costeras del noroeste de México,
los autores concluyen que los datos obtenidos son insuficientes para evidenciar el
impacto de los metales pesados sobre dicha poblacion y se requiere de una mayor

investigacion en este aspecto.

En el estudio realizado por Aguirre et al. (2006), se hace una resefia sobre los
peligros potenciales asociados con el consumo de tortuga marina, por la ingesta
de carne, tejido adiposo, 6rganos, sangre y huevos atribuidos a la presencia de
bacterias, parasitos, biotoxinas, metales pesados y organoclorados produciendo
efectos adversos en la salud humana. En relacion con los niveles medidos en
metales pesados y compuestos organoclorados, estos pueden generar efectos
toxicos y cancerigenos, ya que exceden las normas internacionales de seguridad

en alimentos.
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3. Planteamiento del problema

Todas las especies de tortugas marinas en las costas de Meéxico, se
encuentran dentro de la categoria de especie en peligro de extincion dentro de la
NOM ECOL 059-2001 y son consideradas especies prioritarias para la
conservacion. La tortuga golfina; Lepidochelys olivacea, presenta en ciertas
colonias un comportamiento tipico reproductivo de arribada masiva, que se

cataloga como abundante dentro del grupo de tortugas marinas vivientes.

Por tanto, se presenta y discute la concentracion de metales pesados y
acidos grasos en huevos y los respectivos niveles en sangre de la hembra
reproductora de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) de la colonia anidadora de
playa Escobilla, Oaxaca, México, durante la temporada de anidacién 2005 — 2006.
Este estudio proporciona informacion util desde un punto de vista ecolégico como
indicativo de la salud de la poblacion anidadora atribuido a una certificacion de
calidad por la ausencia de contaminantes como metales pesados que puedan
repercutir en la salud y asi como nutricional por la presencia de acidos grasos

esenciales.
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4. Objetivos

4.1. General

Identificar y cuantificar el contenido de acidos grasos y determinar las

concentraciones de metales pesados en huevo y sangre de tortuga golfina

(Lepidochelys olivacea) procedente de la colonia anidadora de la playa Escobilla,

Oaxaca, durante la temporada de anidacion 2005 - 2006.

4.2. Especificos

Determinar las caracteristicas biométricas de los organismos de tortuga

golfina (Lepidochelys olivacea) recolectados.
Cuantificar y caracterizar el contenido &cidos grasos saturados,
monosaturados y poli-insaturados presentes en el huevo y plasma de

tortuga golfina.

Identificar diferencias en el contenido de &cidos grasos en clara y yema de
huevo de tortuga golfina.

Cuantificar las concentraciones de Hg, Pb, Zn, Cd, Ni y Cu en sangre,

cascaron, clara 'y yema de huevo de tortuga golfina.

Identificar y cuantificar los metales pesados que por efecto de cadena
pueden ser transferidos de las hembras anidadoras a los huevos.

Determinar la composicion isotépica del plomo (?°Pb/?°’Pb y ?®Pb/*’pPb)

en el tejido sanguineo de tortuga golfina.
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5. Hipo6tesis

La tortuga marina Lepidochelys olivacea procedente de colonias de arribada
presenta niveles inocuos de metales pesados en huevo y sangre, con una elevada
concentracion de acidos grasos esenciales, atribuidos a sus habitos alimenticios y
su ambiente de distribucion. El estudio de estos tejidos permitird emplearlo como
un pardmetro indicador del estado de salud de la poblacion anidadora en una

playa prioritaria para la especie.
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6. Metodologia

6.1.Area de estudio

México se localiza en la porcion norte del continente americano. Es el pais
latinoamericano mas septentrional. Las coordenadas extremas que enmarcan al
territorio mexicano son: 14° 32’ 27” al sur de la desembocadura del Rio Suchiate,
frontera con Guatemala; 32° 43’ 06" al norte en el Monumento 206, que es el
punto mas al norte frontera con Estados Unidos de América; 86° 42’ 36" en el
extremo sureste de la Isla Mujeres; al oestel118° 27’ 24” en la Punta Roca Elefante

de la Isla Guadalupe, en el Océano Pacifico.

El estado de Oaxaca, se localiza al sureste de México con una extension de
93,136 Km? (4.8% del territorio nacional). Las coordenadas geograficas extremas
son: al norte 18°39', al sur 15°39' de latitud norte; al este 93°52', al oeste 98°32' de
longitud oeste. Region cubierta de montafias con pocos valles y planicies.
Presenta casi todos los climas del pais; templado, templado subhumedo, seco
extremoso, célido humedo, calido subhimedo y vientos dominantes del norte y del
este. A lo largo de 533 kildmetros de litoral, playas extensas caracterizan la costa
oaxaguefia, donde desembocan gran numero de rios cortos que descienden de la
Sierra Madre del Sur, formando esteros y lagunas; también hay playas naturales y

bahias (Figura 2).
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Daxaca

Qcéano Pacifico

15"300°N =

Figura 2. Ubicacion geografica del area de estudio. El triangulo indica el sitio de
colecta para las muestras. Modificado de CONABIO 2005.

La reserva de tortugas marinas se encuentra en playa La Escobilla en el
municipio de Cozoaltepec entre Puerto Escondido y Puerto Angel. La playa de
anidacion se localiza en los 96° 44’ longitud oeste y entre los 15° 47’ latitud norte,
con una extension aproximada de 22 Km de largo y un ancho de 20 m. Al oeste
delimita por la barra arenosa que forma con el rio Cozoaltepec, al este por la barra

de Tilapa y hacia el continente por pequefos esteros (Figura 2).
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El perfil de la playa presenta ondulaciones y médanos. Se encuentra
dividida en tres zonas: la primera es la zona himeda y mas angosta que presenta
una inclinacion cercana a 30°; la segunda es una plataforma de arena seca con
una amplitud considerada y es el area donde mas tortugas llegan a depositar sus
huevos y la tercera area es la mas distante del mar que se encuentra cubierta con
vegetacion dominada por Ipomea pescaprae, leguminosa rastrera conocida como
riionina y Distichilys spicata, pasto de marisma. La sucesion de vegetacion
después del area de médanos inicia con cactaceas del genero Opuntia; Rizophora
mangle en las zonas cercanas a los esteros; la vegetacion inmediata corresponde

a bosque espinoso (Guerrero et al., 1992; Pefiaflores et al., 1998).

La region presenta un clima calido subhimedo de acuerdo a la clasificacion
de Kbdeppen modificada por Garcia (1973), con un rango de temperaturas que
varia de 27.4 ° C en enero y febrero hasta 34 ° C de mayo a julio. La temporada de
lluvias abarca generalmente de mayo a octubre, siendo septiembre el mes mas
lluvioso con una precipitacion de 338 mm, y abril el mds seco con una
precipitacion de 0.1 mm. El régimen de mareas para la zona es de tipo semidiurno,

ocurriendo por lo tanto, dos pleamares y dos bajamares (Casas-Andreu, 1978).

6.2. Materiales y equipo

Para el desarrollo del presente proyecto se contdé con los equipos,
instrumentos, material e infraestructura del laboratorio de Geoquimica Yy
Contaminacién Costera del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de Meéxico, Unidad Académica Mazatlan. En
Ciudad de Meéxico, con los laboratorios de la Direccion de Nutricion Animal
perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubirdn”. Por otra parte del Laboratorio de Ciencias de la Tierra de la Universidad
de California en Santa Cruz, California, Estados Unidos gracias a la participacion

del Dr. Martin Soto Jiménez.
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6.3. Obtencién de las muestras

6.3.1. Trabajo en campo

Debido a que las tortugas marinas se encuentran dentro de la categoria de
especie en peligro de extincion en la NOM ECOL 059-2001, la colecta de huevos y
extraccion de sangre se realizd bajo el Permiso Especial SGP/DGVS No0.06195
gue concedio la Direccion General de Vida Silvestre - SEMARNAT, para extraer

material bioldgico del Santuario de Tortugas Marinas La Escobilla.

El muestreo se llevo a cabo durante la tercera arribada de tortugas en playa
La Escobilla en la temporada 2005 - 2006, entre los dias 10 y 14 de agosto de
2005 en esa playa. Como poblacién muestral se registraron veinticinco hembras
anidadoras en tres estaciones de muestreo, seleccionadas aleatoriamente entre
las secciones balizadas de la zona de playa con las estacas 10 a 22 del Area

Natural Protegida.

Las medidas y pesos de las tortugas anidadoras se efectuaron a los
individuos seleccionados al azar, mediante un muestreo aleatorio simple
considerando el tamafio de los individuos, es decir, buscando cubrir hembras de
todas las tallas disponibles. Las dimensiones del caparazon fueron realizadas con
la ayuda de una cinta métrica para registrar el ancho curvo del caparazéon (ACC) y
el largo curvo del caparazon (LCC). La primera medicion se realiza teniendo en
cuenta el punto mas amplio del caparacho de la tortuga y con la condicionante de
ubicar al ejemplar sobre el pastron. La segunda medicion, va desde el punto
medio anterior (escudo nucal) al extremo posterior entre los escudos

supracaudales (Bolten, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Mediciones anatomicas del ancho y largo curvo del caparazon de
Lepidochelys olivacea durante la temporada 2005-2006.

Diez huevos procedentes de dichas hembras fueron recogidos en el
momento del desove y se transportaron en bolsas de polietileno para ser medidos
y pesados en el laboratorio de Geoquimica y Contaminacion Costera, ICMyL,
UNAM. Por otra parte, las muestras sanguineas extraidas del seno cervical dorsal
(Figura 4), fueron recolectadas con jeringas desechables, luego de una primera
desinfeccion del area con torundas impregnadas con alcohol antiséptico, a fin de
ser transferidos a tubos Corning de polipropileno para el andlisis posterior de
metales pesados.

Figura 4. Extraccion y recoleccion de sangre en tortuga golfina procedente de
playa Escobilla, Oaxaca, México.

Asimismo, las muestras sanguineas trasladadas en tubos Vacutainer fueron

sometidas a centrifugacién (10 min a 6000 rpm), obteniendo plasma sanguineo

qgue fue empacado con una solucién de Etoxiquin al 1% para determinar el perfil
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de acidos grasos (Castro-Gonzalez et al., 2003). Cabe mencionar que durante el
trabajo en campo es recomendable para la extraccion y preservacion del tejido
sanguineo en tortuga marina, trabajar con jeringas desechables individuales y

tubos que incluyan como anticoagulantes heparina con EDTA.

Una vez concluido el proceso de camuflaje del nido por parte de la tortuga,
se procedié a registrar el peso del individuo en una balanza granataria digital
marca Ohaus (= 0.9 g), previamente tarada y limpia, anotando el valor de la masa
corporal de la hembra cuando ésta detuviera el movimiento de sus aletas (Figura
5).

Figura 5. Registro del peso de hembras anidadoras de tortuga golfina de playa
Escobilla durante la temporada 2005-2006.

Todo el material bioldgico fue transportado en hieleras a baja temperatura
(4 ° C) al laboratorio de Geoquimica y Contaminacion Costera del Instituto de

Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM.

6.3.2. Trabajo en laboratorio

El proceso de limpieza de los huevos fue llevado a cabo con agua
purificada milli-Q para proceder con el pesaje en una balanza granataria de tres
brazos marca Ohaus (£ 0.1 g) y medicion del diametro con la ayuda de un vernier

plastico marca Scala. El fraccionamiento de los huevos se realiz6 con la ayuda de
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un bisturi de acero inoxidable, obteniendo asi las muestras de clara, cascarén y

yema para la determinacion de los respectivos metales pesados y acidos grasos.

6.4. Procesamiento de las muestras

A partir de los 10 huevos recolectados de cada una de las hembras
anidadoras, éstos se dividieron en dos grupos (pools) de 5 huevos fraccionados en
sus respectivos componentes (clara, cascarébn y yema de huevo) de tortuga
golfina. Se llevo a cabo el proceso de liofilizacion con la muestra compuesta de
huevo asi como con sangre del ejemplar, durante 72 horas a — 43 °C y
133 x 10 mBar, empleando una liofilizadora marca LabConco hasta obtener el
peso seco de la muestra. Resultando adecuado moler las muestras con un pistilo
de teflon para conseguir un correcto homogenizado. Los posteriores andlisis de
metales pesados, se efectuaron mediante una alicuota (0.25 g) que resulto del

liofilizado y molido del tejido sanguineo y componentes del huevo.

6.4.1. Determinacién de acidos grasos

De acuerdo a la técnica descrita por Castro-Gonzalez et al. (2001)

6.4.1.1. Lipidos totales

Se pesaron de 1 a 2 gramos de muestra liofilizada de la parte comestible
del huevo (yema y clara) en un tubo de vidrio de centrifuga, al que se agregé 10
mL de una mezcla cloroformo-etanol 1:1. Luego de agitar en vortex por un minuto
y posteriormente en un agitador mecanico por 2 horas, se procedié a esperar
aproximadamente 10 minutos para que se separaran la fase orgénica y la fase
acuosa. En papel de filtro Whatman No. 42 sobre sulfato de sodio anhidro se filtro
la fase organica en un tubo de vidrio de fondo conico. Con cloroformo se lavaron
tanto el tubo como la muestra filtrada varias veces sobre el sulfato de sodio
anhidro del paso anterior. El filtrado (fase organica) debe de quedar transparente y
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sin restos de agua. Por ultimo, se evapord a sequedad la fase organica del paso

anterior en bafio Maria a 40 ° C y con atmdsfera de nitrégeno.

Para la cuantificacion de los lipidos totales, se peso el tubo con el
evaporado del paso anterior y se sustrajo el peso del tubo vacio. Es decir,
determinaciéon de lipidos totales por diferencia de pesos como se describe a

continuacion:

Lipidos totales = (Peso del tubo + lipidos) — (Peso del tubo)

6.4.1.2. Saponificacion

Los lipidos totales de la muestra se reconstituyeron con 2 a 5 mL de
hexano. Se agit6 en vortex durante un minuto hasta disolucién para adicionar 5 mL
de sosa metandlica al 2% (20 g de NaOH en 100 mL de etanol). Agitando por 30

segundos y por ultimo ebullicién a 80 ° C durante 10 minutos en bafio Maria.

6.4.1.3. Metilacion de los acidos grasos

A la muestra fria, se le adicion6 1 mL de BF3 (trifluoruro de boro), posterior
agitacion y ebullicion en bafio Maria a 80 ° C durante 2 minutos. Se enfrid y
adicion6 5 mL de hexano para la extraccion. Por 2 minutos se mantuvo a ebullicién
en bafio Maria. Una vez fria, se agregd 3 mL de solucién saturada de cloruro de
sodio y se esperd de 10 a 15 minutos aproximadamente a que se separaran las
fases. Después de tres lavados con hexano y se separé en tubo de vidrio con
pipeta Pasteur sin pasar agua. Se procedié a evaporar a sequedad en bafio Maria
a 60 ° C y bajo atmésfera de nitrégeno. Por dltimo, se adicioné 1 mL de FAME
(miristoleico) y se decantd a un vial previamente purgado con cloroformo para

inyectar en un cromatégrafo de gases.
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6.4.1.4. Andlisis de las muestras

Identificacion y cuantificacibn mediante cromatografia de gases usando el
equipo Varian Star 3400 CX que utiliza un inyector Split con deteccién por
ionizacion de flama. Donde los ésteres metilicos de los acidos grasos se
identifican por sus tiempos de retencion relativos a estandares comerciales como
P-9125 de Sigma Chemical Co y SUPELCO 37 FAME MIX.

6.4.2. Determinacion de metales pesados

6.4.2.1. Preparacion del material de laboratorio

El material de vidrio y los implementos de polietileno utilizados fueron
lavados de acuerdo al método propuesto por Moody y Lindstrom (1977), para
evitar cualquier tipo de contaminacion e interferencia en la corrida de las muestras.
Dicho procedimiento consiste en multiples lavados con agua corriente, enjuague
con acidos diluidos (HCI y HNO3) por un periodo de 72 horas, enjuague con agua
milli-Q y un ultimo enjuague con agua milli-Q para ser secado al aire libre a

temperatura ambiente y almacenado en u lugar seco (Figura 6).
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Material de Laboratorio

v

Lavado con Agua Corriente y Detergente

v

Enjuague con Agua Milli-Q

v

Bano de HCI 2M (por 3 dias)

v

Enjuague con Agua Milli-Q

v

Bano de HNO, 2M (por 3 dias)

v

Enjuague con Agua Milli-&

Secado

v

Almacenamiento en Bolsa de Plastico

Figura 6. Esquema del procedimiento para lavado de material para el analisis de
metales pesados (Moody y Lindstrom, 1977).

6.4.2.2. Preparacion de las muestras

Las muestras de los tejidos liofilizados y molidos (0.25 g) siguieron un
proceso de digestién con 5 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado, en un equipo
de digestion de microondas (CEM MDS-2000) para descomponer la materia
organica contenida en éstas. Las condiciones de operacion del equipo de
digestion se describen en la Tabla 1. Una vez obtenidas las soluciones digeridas
se aforaron a un volumen de 25 mL con agua purificada en resina Chelex y fueron

almacenadas en recipientes de polietileno para su posterior analisis.
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Tabla 1. Condiciones de operacion del equipo de digestion por
microondas (CEM, 1994).

Unidades 12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa
Potencia Porcentaje 90 90 90
Presion PSI 20 40 90
Tiempo Minutos 10 10 30

Se utiliz6 el material de referencia IAEA/MA-A-3 constituido por tejido
liofilizado de camarén y IAEA-MA-B-3/TM formado por musculo liofilizado de pez
debido a que no todos los metales de interés en el presente estudio se
encontraban incluidos en uno solo. Lo anterior, a fin de evaluar la precision y
exactitud de la técnica, asi como para revisar y validar los procedimientos
analiticos. Con los valores obtenidos de las muestras analizadas en las fracciones
del huevo y tejido sanguineo de Lepidochelys olivacea, se procedié a calcular el

porcentaje de recuperacion (Tabla 2 y 3).

Tabla 2. Concentraciones de los metales analizados y registrados en el material
de referencia IAEA-MA-A-3/TM.

Concentracion » Valores de
Concentracion _
reportada recuperacion
encontrada(ng/g)

(ng/9) (%)
Cobre 22.01+0.7 16.3 74.0
Zinc 65.7+2.5 70.6 107.4
Cadmio 0.63+0.07 0.65 103.2
Niquel 1.50+0.55 2.00 133.0
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Tabla 3. Concentraciones de los metales analizados y registrados en el material
de referencia IAEA-MA-B-3/TM.

Concentracion  Intervalo de Concentracion  Valores de
reportada confianza Clase encontrada recuperacion
(ng/9) (ng/9) (ng/g) (%)
Cobre 3.08 2.85 -3.57 A 2.37 76.9
Zinc 109.2 106.4 -111.9 A 119.6 109.5
Plomo 4.62 3.85-5.13 A 3.13 67.7
Mercurio 0.51 0.47 -0.61 A 0.50 98.0

6.4.2.3. Analisis de las muestras

Los metales pesados se determinaron mediante espectrofotometria de
absorcion atdmica en un equipo Varian SpectraA220. Se empled horno de grafito
para plomo, cobre, niquel y cadmio; flama para zinc y generador de hidruros para
mercurio. Las concentraciones de cada elemento fueron obtenidas de acuerdo a
una curva de calibracibn previa. Las condiciones de operacion del

espectrofotometro de absorcion atdmica se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de operacion del espectrofotdmetro para flama, horno de
grafito y generador de hidruros para los elementos analizados.

Mezcla
Longitud de Ancho de banda ) Corriente en
combustible o
onda (nm) (A) lampara (MA)
gas acarreador
Zinc 213.9 1.0 Aire-acetileno 5
Cadmio 228.8 0.5 Nitrogeno 4
Cobre 327.4 0.5 Nitrégeno 4
Niquel 232.0 0.2 Nitrégeno 4
Plomo 283.3 0.5 Nitrégeno 5
Mercurio 253.7 0.5 Nitrégeno 4
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El limite de deteccién (Lp) se define como la concentracion neta verdadera
de analito en el material sujeto a analisis que conducird, con una probabilidad (1-
B), a la conclusion de que la cantidad de analito en el material analizado es mayor
qgue la de un blanco (IUPAC, 1995). Para determinar el Lp se emplearon
soluciones con niveles muy cercanos a cero y/o blancos a los que se les realizé
una serie de lecturas en el espectrofotometro. Mediante la siguiente férmula se
obtuvo el célculo de dicho limite:

L, =3.30,
Donde o( es la desviacion estandar de la concentraciéon neta cuando el

analito no esta presente en la muestra.

6.4.3. Determinacion de isétopos del plomo

La composicion isotdpica del plomo presente en sangre de tortuga golfina,
fue llevada a cabo mediante el andlisis del digerido de una muestra compuesta en
el espectrometro de masas de alta resolucién Element (método rapido). De igual
forma, cuatro muestras fueron reanalizadas en un espectrometro de masas
multicolector (MC-ICP-MS) de ThermoFinnigan Neptune en el Laboratorio de
Isotopia W.M. Keck de la UCSC, bajo condiciones rigurosas de limpieza para la
determinacion de nano-concentraciones y el uso de blancos de laboratorio para

verificar la limpieza del procedimiento (Flegal et al., 1993).

Para la determinacion de isétopos estables fue necesario tomar alicuotas
de las soluciones de muestras digeridas, primeramente evaporadas Yy
reconstituidas con HCI y HNO3 de alta pureza. Posteriormente, fueron purificadas
en microcolumnas de teflon cargadas con una resina anionica intercambiable
AG1-X8 75-150, lavadas con HCI y HNO3; para ser diluidas con HBr (Flegal et al.,
1993). Una vez cargadas las muestras, el Pb fue arrastrado de la columna con HCI
6M. Las muestras purificadas fueron colectadas en viales de teflon, secadas y
redisueltas en 0.5 mL de HNOj3 al 2%. La concentracion del Pb de la muestra fue

determinada previamente en el HR-ICP-MS para optimizar la cantidad apropiada
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de talio a agregar en la muestra. Todos los is6topos de Pb y el Tl fueron medidos
en tasas de faraday con 100 proporciones en periodos de integracion de 4 s
(Rehk&mper y Halliday, 1999).

El material de referencia para plomo fue NIST-SRM-NBS-987 y de acuerdo
con los analisis de éste durante 3 afios (n=76), las relaciones isotopicas de Pb
determinadas en el estandar de referencia son 2%Pb/?*Pb 36.675+0.007,
207pp2%ph 15.484+0.004, °°Pb/***Pb 16.931+0.003, mientras que el encontrado
fue 18.464+0.002 para 2%°Pb/?**Pb, 38.285+0.002 para **®Pb/?**Pb y 15.613 para
207Pb/204pb.

6.5. Analisis estadistico

Empleando un muestreo aleatorio simple se seleccionaron 25 hembras y
sus respectivos nidos, a lo largo del area de anidacién comprendida entre la boca
del rio y las inmediaciones del campamento en playa La Escobilla. Diez (10)
huevos fueron tomados al azar mientras la hembra depositaba la nidada en la

oquedad hecha en la arena.

A los datos obtenidos de los analisis de metales pesados en huevo y sangre
de tortuga golfina, se les determinaron pardmetros de tendencia central (media
aritmética y desviacion estandar). Se emplearon las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Cochran’s, para establecer en los datos criterios de normalidad y
homocedasticidad respectivamente (Zar, 1999). Se utilizd6 estadistica no
paramétrica de acuerdo al comportamiento de los datos apoyandose en el paquete
estadistico STATISTIC version 6.0 y Prism version 4.0.

Las concentraciones promedio de los metales pesados analizados en
cascaron, clara, yema de huevo y sangre de la poblacién de tortugas muestreadas
en playa La Escobilla, se compararon mediante el andlisis de varianza de Kruskal-

Walllis, una prueba de estadistica no paramétrica que no asume que la poblacion
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siga una distribucion normal pero si toma en cuenta la homocedasticidad de la

misma. El estadistico viene dado por:

> n(F —T)?
K ~1 -
-(W=bg ZJ‘lﬁ?‘u —7)°

Donde:
& Ny es el nimero de observaciones intragrupo g
& rjes la observacion j intergrupo i

« N es el numero total de observaciones en todos los grupos

n;
_ > i=1 Tij
?"JE' _— —J J
£ n;

Finalmente, la probabilidad asociada viene dada por:
2 -
P[:XN—_E; :j 'h)

De acuerdo al criterio de Cochran se determindé la homogeneidad de
varianza para los diferentes tejidos analizados, destacando que no fue necesario
realizar transformaciones para cumplir con el supuesto de homogeneidad de
varianza (Underwood, 1997). La prueba de Cochran trabaja sobre un conjunto de
desviaciones estandar S;, todas calculadas a partir del mismo numero de
resultados de un estudio 0 ensayo y su criterio es: C = SZZ:rQaZX

i

El valor C se compara con el valor critico de tablas para un nivel de
confianza. Si C excede el valor critico tabulado, el dato problema correspondiente
es rechazado como no homocedastico. Para determinar las diferencias
significativas cuando éstas existian se utilizd la prueba pareada de Dunn
(Motulsky, 2003).

Utilizando la prueba pareada de comparacion de medias que sigue una

distribucion t-Student con n-1 grados de libertad se buscd comprobar o rechazar la
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hipétesis nula de igualdad en las medias poblacionales. Se debe aclarar que
dentro de las suposiciones de la prueba no es obligatorio que los tamafios de los
grupos sean iguales, ni tampoco es necesario conocer la dispersion que existe

entre los mismos. De acuerdo al criterio del estadistico:

Donde:
% X es el valor observado
& X es el valor promedio de la poblacién muestral

& S es el valor de la desviacion estandar muestral
Finalmente, la probabilidad asociada viene dada por:
P(T<c)=1-«

Las comparaciones de medias, correlaciones entre dimensiones
morfométricas de los ejemplares y analisis de varianza que se establecieron entre
concentraciones de metales pesados, tanto en huevo como en sangre de tortuga
golfina, se trabajaron con un nivel del 95% de significancia (Miller y Miller, 1988;
Zar, 1999).
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7. Resultados y discusién

7.1. Caracteristicas biométricas

El muestreo fue realizado durante la temporada de anidacion 2005 - 2006
que abarco los meses de marzo a noviembre, en la cual se presentaron nueve
eventos de arribada y justo durante la tercera arribada, se realizaron los
muestreos donde se recolectaron huevos y sangre de un total de 25 ejemplares de
tortuga golfina, en un transecto de franja de playa de aproximadamente 8 Km
donde se concentra el mayor numero de anidaciones. En la Tabla 5 se presentan

los datos morfométricos de peso, largo curvo del caparazon (LLC) y ancho curvo

Tabla 5. Datos biométricos de Lepidochelys olivacea (tortuga golfina)
muestreadas en playa La Escobilla, Oaxaca, México.

del caparazon (ACC) obtenidos de las hembras anidadoras seleccionadas

aleatoriamente como poblacién submuestral.

Desviacion
n Promedio Minimo Méaximo
Estandar
Peso (Kg) 25 34.0 24.7 427 4.4
LCC (cm) 25 66.4 62.5 73.0 2.7
ACC (cm) 25 70.7 63.3 77.0 2.9

En cuanto a la estimacion de una relacién entre la masa corporal de la
hembra y las dimensiones del caparazon, se obtuvieron coeficientes de
determinacién R? = 0.691 para largo curvo y R? = 0.297 para ancho curvo del
caparazon (Figura 7). Donde se observé un mejor ajuste de la tendencia lineal con
pendiente positiva fue entre el peso del ejemplar y el largo curvo del caparazén, lo
gue coincide con lo previamente observado por la literatura especializada, aunque
esta relacion puede cambiar con el tiempo por la calidad del habitat y por los
efectos dependientes de la densidad en las especies de tortugas marinas (Bolten,
2000).
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Figura 7. Relacion entre el peso de la hembra con respecto a las medidas del
caparazon de Lepidochelys olivacea de la colonia anidadora de playa La
Escobilla.

Para analizar los huevos provenientes de cada una de las nidadas se
realizaron grupos (pools) aleatorios sin seguir criterio alguno, de cinco huevos
obteniendo asi una muestra compuesta (A 'y B). En la Tabla 6 y 7 se observan las
caracteristicas meristicas del huevo con los porcentajes de humedad de acuerdo

al componente analizado.

Tabla 6. Aspectos meristicos del huevo de tortuga golfina.

Muestra Muestra
n compuesta compuesta
A B
Peso huevo (g) 250 30.1+£3.5 30.5+3.8
Diametro huevo (cm) 250 3.85+0.29 3.78£0.19

Las dimensiones morfométricas registradas para la colonia anidadora de La
Escobilla, difieren de los rangos tipicos establecidos para Lepidochelys olivacea
segun lo descrito por Marquez, 1996; Marquez et al., 1976; Lutz y Musick, 1997.
Los valores promedios que los autores describen para peso del adulto 38.1 Kg,

longitud del carapacho 67.6 cm, didmetro y peso del huevo 3.97cm y 34.2 g
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respectivamente. Lo anterior puede ser atribuido a las variaciones fisiolégicas en
el grado de madurez o desarrollo de las hembras anidadoras, conducta durante la
alimentacion y areas de distribucion que son caracteristicas que definen a las

especies e incluso a las poblaciones en su fase adulta.

Tabla 7. Porcentaje de humedad en huevos de Lepidochelys olivacea
muestreada en playa La Escobilla, Oaxaca, México.

Muestra Humedad
Componente n ]
compuesta promedio (%)
Clara 250 AyB 97.3x1.9
Cascaron 250 AyB 59.0+5.6
Yema 250 AyB 625+£29

De acuerdo a las proporciones de agua presentes en huevo de tortuga
golfina, Mora-Castro et al. (1997) determinaron que el componente mayoritario de
la clara es éste con 97.9 %, en yema representa 77.2 % y para cascara 37 % en
huevos recolectados de playa Ostional, Costa Rica. A pesar de provenir el material
bioldgico en ambos casos de una colonia de arribada, Unicamente se presentan
diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de la fraccion yema (62.5+2.9
%) y cascardon (59.0+5.6 %) para la poblacion anidadora de playa Escobilla,
atribuido en parte a las diferentes metodologias empleadas para la determinacién

de la humedad, o bien las caracteristicas propias de cada poblacion.

7.2. Acidos grasos

De acuerdo a resolucién emitida por el Comité Académico del Posgrado, se
integran Unicamente como Anexo los resultados del perfil lipidico obtenido en
plasma de L. olivacea proveniente de la colonia anidadora de playa Escobilla,
Oaxaca, México. Lo anterior atribuido a que esta parte de los objetivos de la tesis

no pudo alcanzarse, excepto por dichos resultados parciales.
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7.3. Metales pesados

En el terreno de la ecologia tréfica en relacion con la presencia y
distribucion de metales pesados en los organismos, la alimentacién juega un papel
importante en la incorporacion de este tipo de elementos (Margalef, 1974). En
relacion a la variada alimentacion de Lepidochelys olivacea que incluye peces,
salpas, medusas, moluscos, crustaceos, algas y bajos porcentajes de briozoos,
sipunculidos, ascidias y huevos de peces (Lutz et al., 1997), se podrian asumir
diferencias entre las concentraciones de los metales pesados analizados. En la
Tabla 8 se presentan los niveles promedio y desviacion estandar de los siete

elementos analizados para huevo y sangre de tortuga golfina.

Tabla 8. Concentraciones (ug/g) en peso seco de metales pesados en huevos y
sangre de L.olivacea procedente de playa La Escobilla, Oaxaca.

Cu Pb Zn Hg Cd Ni
Cascaron 748+26 1.05+0.2 124+15 <0.0015 047+0.1 485+129
Clara 3.53+29 1.08+0.2 33.6 £ 10.7 <0.0015 022+0.1 40539
Yema 22015 0.80+0.2 72.3+£10.9 0.04 £0.02 0.24+£0.1 33106
Sangre 2.28+04 0.97x0.2 584147 <0.0015 049+0.2 2.78 £1.3

Los valores promedio elevados fueron encontrados en la fraccion yemay en
sangre para zinc (72.3 ug/g, 58.4 ug/g peso seco, respectivamente) y en cascarén
para niquel (48.5 ug/g peso seco). Las concentraciones de mercurio fueron las
menores registradas para tejidos como cascardn, albimina y sangre, reportando
valores por debajo del limite de deteccion (<0.0015 ug/g). Asimismo, es importante
destacar la presencia de mercurio detectable Unicamente en la fraccion yema del

huevo de tortuga golfina.

Dentro de los metales esenciales trabajados, cobre y zinc, se destaca su
presencia en la fraccion yema. Los metales no esenciales, plomo, mercurio,
niquel, y cadmio presentaron una mayor fluctuacion en sus concentraciones en
comparacion con cobre y zinc (Tabla 8). Lo anterior es registrado por Storelli y
Marcotrigiano (2003), Sakai et al. (1995), Stoneburner et al. (1980) para Caretta
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caretta, quienes mencionan que las concentraciones de metales esenciales en
yema son importantes porque contribuyen con los procesos fisioldgicos para un
exitoso desarrollo del embrion y estos metales son libremente transferidos de
madre a huevo, siendo limitada la transferencia de metales téxicos como mercurio

y cadmio.

Sin embargo, cobre tiene una concentracion significativa en cascaron y
albumina segun Sakai et al. (2000) en Caretta caretta y Chelonia mydas, atribuido
a que durante la incubacion, los huevos de tortuga absorben minerales en mayor o
menor grado al estar en contacto con la arena (Sahoo et al., 1996b; Vazquez et
al., 1997) y por otro lado dentro de los componentes estructurales del cascaron de
L.olivacea se encuentran once elementos incluido el cobre (Sahoo et al., 1996a).

En la Figura 8 se ilustran los porcentajes de carga total de cada uno de los
metales estudiados en las fracciones en que el huevo fue dividido. La mayoria de
los metales en el huevo estuvieron principalmente incorporados en yema. En
cascaron el cobre (35.2 %) y niquel (70.5 %) contribuyen con un alto porcentaje de
la carga total del huevo. La yema es el tejido dentro del huevo que representa una
mayor porcién del peso del huevo (81%) y representa la fraccion con la mayor
carga de cinco de los siete metales analizados, lo que indica que es un importante
componente para considerar la acumulacion de metales pesados en tortuga
marina (Godley et al., 1999; Sakai et al., 2000).
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Figura 8. Carga porcentual de metales pesados presentes
en huevo de tortuga Golfina.

La carga de metales pesados en huevo completo de L. olivacea se
establecié teniendo en cuenta la concentracion neta del metal y el porcentaje
especifico de cada una de las fracciones del huevo. Por tanto, los niveles
encontrados de metales esenciales, Cu 3.01+1.7 y Zn 61.9+9.6 ng/g y en metales
no esenciales, Pb 0.85+0.2, Hg 0.03+0.02, Cd 0.27+0.1 y Ni 19.5+5.0 ng/g. Las
diferencias encontradas pueden ser atribuidas a factores como via de ingreso del
metal, eficiencia de asimilacion, tiempo de almacenamiento y capacidad de

eliminacién del elemento (Thompson, 1990; Wang, 2002).

En tortugas marinas, la excrecion de metales via huevo es documentada
por diferentes autores (Stoneburner et al., 1980; Sakai et al., 1995; Sahoo et al.,
1996b; Godley et al., 1999; Storelli y Marcotrigiano, 2003), siendo transferidos de
la madre aquellos elementos esenciales para el desarrollo del embridn, sin ser la

ruta de mayor eliminacién de metales pesados en quelonios marinos.
Se determiné la correlacion existente entre la concentracion del metal con el

peso y las dimensiones (ancho y curvo) del caparazén de la hembra en los

diferentes tejidos analizados, atribuido a que algunos metales presentan una
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dependencia con dichas variables que permite hacer una asociacion para
establecer criterios sobre los efectos adversos de los metales en su interaccién
con los organismos y/o el ambiente (P4ez-Osuna, 2005).

La relacion entre la concentracidon de metal con el peso de la hembra y
respecto a las dimensiones (ancho y largo curvo) del caparazén de la hembra en
los diferentes tejidos analizados no presenta correlacion significativa alguna
(P>0.05). Sin embargo, cabe mencionar que cuando se relacioné el peso de la
hembra con la concentracion del metal, para zinc la hembra de mayor peso (42.7
KQ) registro el minimo valor (8.51 pug Zn/g peso seco) en cascaron y caso contrario
con la de menor peso (24.7 Kg) el maximo valor en la albumina (11.70 ug Zn/g

peso seco).

Al correlacionar dimensiones del caparazén con concentracion del metal, se
observo que cobre en albumina presentd una ligera tendencia lineal con pendiente
positiva y cadmio en sangre una tendencia lineal con pendiente negativa, siendo
los Unicos metales con este comportamiento. Asimismo; se pone de manifiesto un
gradiente de concentracién con un patron en el siguiente orden descendente:
yema > sangre > clara > cascarén, para zinc;
cascaron > clara > sangre > yema para cobre;
clara > cascaron > sangre > yema para plomo;
sangre > cascaron > yema > clara para cadmio;

y cascardén > clara > yema > sangre para niquel. En cuanto a Hg no hay tal
distribucion, pero el nivel mas elevado lo presenté yema y concentraciones por

debajo del limite de deteccion en los tejidos restantes.

De forma general, durante el periodo de muestreo no se presentaron
correlaciones significativas en el analisis de regresion entre las concentracion de
metales pesados en cascaron, clara, yema y sangre con relacion a los parametros
morfométricos de las hembras anidadoras en playa Escobilla. Todas las variables
incluidas (peso corporal, largo y ancho curvo del caparazén) para los metales
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esenciales y no esenciales fueron estadisticamente no significativas (P>0.05).
Este efecto se presume como resultado de bajos niveles de contaminantes tanto
en el area de estudio asi como en los corredores migratorios y sitios de
alimentacion de la poblacion muestral, por tanto el fenomeno de concentracion
biolégica de un metal pesado involucra factores bioldgicos, parametros fisico-
guimicos, ubicacion geogréfica y/o habitos alimenticios (Gutiérrez-Galindo, 1982;
Storelli y Marcotrigiano, 2003; Pdez Osuna, 2005).

Algunos vertebrados marinos son depredadores con un alto nivel trofico
dentro de la red alimenticia y por tanto tienen poca capacidad de detoxificacion de
metales pesados, atribuido a que acumulan contaminantes de sus presas, asi que
puede manifestarse una eventual biomagnificacion; sin embargo, algunos metales
como Hg y Zn estan potencialmente influenciados por el nUmero de interacciones

troficas (Furness y Rainbow, 1990; Wang, 2002; Baranowska et al., 2005).

En cuanto a la relacion entre el peso del huevo y la concentraciéon de los
elementos analizados en cada una de las fracciones del mismo, cabe mencionar
que no se manifestd ningln patron para Cu, Zn, Hg y Cd (P>0.05). Pero sin
embargo, se observa una ligera tendencia lineal positiva del nivel de Pb en yema
(R? = 0.241, P>0.05) y negativamente correlacionado del contenido de Ni en la
clara de huevo (R?® = 0.165, P>0.05) con respecto al peso del huevo.
Comportamiento semejante presentd la relacion entre la carga del metal en la
sangre de la hembra anidadora con respecto a los niveles encontrados en huevo
de la especie objeto de estudio, donde se destaca una tendencia lineal positiva
con Hg en la fraccion lipidica (R?> = 0.104, P>0.05) y Ni tanto en clara como en
cascarén (R? = 0.132, P>0.05) (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Relacién entre el peso del huevo de Lepidochelys olivacea con
respecto a los niveles de plomo y niquel (ug/g peso seco) durante la tercera
arribada de la temporada 2005-2006.
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La presencia de mercurio en la yema del huevo de L. olivacea se explica,
debido que el Hg atraviesa rapidamente la membrana celular atribuido a su alta
afinidad por lipidos formando complejos estables que pueden ocasionar efectos
toxicos a nivel celular (Paez-Osuna, 2005). La toxicidad de Hg y MeHg en reptiles
y anfibios es aun poco conocida, pero el huevo es una herramienta potencial para
monitorear la ruta de excrecion de este elemento y en términos generales un buen
indicador de la carga del metal de la nidada (Wolfe et al., 1998; Storelli y

Marcotrigiano, 2003).

Siendo la sangre el medio fisiolégico de desplazamiento e intercambio para
todos los tejidos, el flujo de la misma a los diferentes 6rganos y tejidos varia
ampliamente en el organismo (Guyton, 1977). De acuerdo a Wolfe et al. (1998), el
mercurio es ingerido usualmente en forma de MeHg en niveles tréficos superiores
y una vez dentro del organismo es rapidamente absorbido por el tracto
gastrointestinal para distribuirse por el torrente sanguineo y la concentraciéon
alcanzada depende de las velocidades relativas de los procesos de distribucién y

eliminacién (Baggot, 1986).

Lo anterior se pone de manifiesto en el trabajo realizado por Day et al.
(2005), donde proponen el uso de sangre para monitorear exposiciones de Hg
total en tortuga marina, porque permite predecir la carga en tejidos internos como
musculo y médula espinal y ademas consideran al tejido sanguineo como un buen

parametro para pronosticar indices de exposiciones recientes en el organismo.

En las Figuras 11 y 12 se presentan las concentraciones de los elementos
analizados y sus respectivos niveles maximos permisibles de acuerdo a la
legislacién nacional e internacional en las tres fracciones del huevo y sangre de
L.olivacea encontradas. Tales niveles ponen de manifiesto las diferencias entre
tejidos y su asociacion con el tipo de alimentacion de la especie, debido a que la
carga de metales en el cuerpo de las tortugas marinas esta reflejada por las

diferencias interespecificas en su dieta (Bjorndal, 1997; Ackman et al., 1971; Day,
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2003). La linea quebrada indica los limites maximos permisibles establecidos por
Nauen (1983); de igual forma, las letras diferentes indican diferencias significativas

entre las medias con P<0.05.
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Figura 11. Niveles de cobre y zinc (ug/g peso seco) en sangre y huevos
analizados de Lepidochelys olivacea durante la tercera arribada de la temporada

2005-2006. Las letras diferentes indican diferencias significativas con P<0.05.
L.M.P. valor establecido de Limite M&ximo Permisible.
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Figura 12. Niveles de cadmio, niquel, mercurio y plomo (ug/g peso seco) en
sangre y huevos analizados de Lepidochelys olivacea durante la tercera arribada

de la temporada 2005-2006. Las letras diferentes indican diferencias significativas con
P<0.05. L.M.P. valor establecido de Limite Maximo Permisible.
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Se realiz6 el analisis de varianza no paramétrico de una via, para comparar
las concentraciones promedio de plomo, mercurio, zinc, niquel, cobre y cadmio de
los diferentes tejidos en las hembras muestreadas (Tabla 8). Asimismo, con
objeto de encontrar las diferencias significativas entre yema, cascaron, clara y
sangre de ser éstas presentes se aplico la prueba de Dunn’s basado en un criterio

de significancia con un P<0.05.

De acuerdo al criterio de Cochran (C) para determinar homocedasticidad y
cumplir con el supuesto para llevar a cabo una ANOVA no paramétrica (Kruskal-
Walllis), se obtuvieron los siguientes valores para cada uno de los elementos
analizados: Cp,=0.9034, Cyy=0.6398, Cc4=0.5060, Cz,=0.5120, C,=0.7633,
Cas=0.9642, C\=0.5060 en la poblacion de tortugas muestreadas durante la
temporada 2005-2006 en playa Escobilla. Lo anterior indica una homogeneidad de
varianza en las concentraciones metalicas trabajadas de acuerdo con el valor
critico (C<0.9985).

Al comparar las medias de las concentraciones en los cuatro tejidos
analizados de las veinticinco tortugas muestreadas solamente cadmio (K=62.83,
P<0.05), cobre (K=74.82, P<0.05) y niquel (K=55.87; P<0.05), evidencian ser
significativamente diferentes al comparar la concentracion promedio de cascarén
con respecto a las concentraciones de dichos metales en clara y yema. En el
andlisis de zinc hubo diferencias entre las concentraciones medias de las tres
fracciones que conforman el huevo de tortuga golfina (K=89.78; P<0.05). Respecto
de los niveles de plomo (K=64.79, P<0.05) y mercurio (K=78.32; P<0.05), la
concentracion metalica de estos en cascaron fue diferente de la encontrada en
yema y presentd un nivel promedio estadisticamente diferente entre la fraccion

clara'y yema del huevo de L. olivacea.
Los niveles promedio de metales pesados aqui trabajados (Tabla 8), en su

mayoria estuvieron por debajo de los encontrados en la totalidad de los tejidos de

otras especies de tortugas marinas, aunque para la concentracién de zinc en
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yema los resultados fueron comparables. Por otra parte, los resultados obtenidos
para mercurio y arsénico en otros quelonios marinos manifestaron un rango entre
1.5 a 1387 veces mayor a los obtenidos en el presente estudio. Se debe aclarar
que los trabajos citados (Tabla 9, 10, 11) hacen mencién a especies de quelonios
gue en algunos casos no comparten la misma cuenca oceanica (Pacifico, Atlantico
e Indico), ni iguales condiciones metodoldgicas en el muestreo y estado de los
ejemplares (organismos varados en playa y capturas incidentales en redes de

pesca).

Las tortugas ofrecen un numero de ventajas como indicador de la
contaminacion en los ecosistemas acuaticos y terrestres debido a que habitan en
dichos ambientes, por su longevidad asi como por sus rutas migratorias (Meyers-
Schone y Walton, 1994). En las Tablas 9, 10, 11 se presentan las concentraciones
de los elementos y tejidos analizados, como una recopilacion basada en los
trabajos realizados en tortugas marinas incluyendo la especie estudiada. Debido a
que la mayoria de los datos citados en la literatura internacional son registrados en
base humeda, éstos se convirtieron a peso seco bajo el supuesto de igual
humedad segun lo establecido en el presente estudio en las fracciones del huevo

de tortuga golfina.
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Tabla 9. Concentraciones promedio (ug/g peso seco) de metales pesados encontrados en yema de huevo para

diferentes especies de tortugas marinas.

] ] Area de ]
Especie Zn Cd Pb Hg Cu Ni ) Referencia
Estudio
Chelonia mydas 120+9.6 D.L.D. 0.13+0.02 0.004+0.0003 0.91+0.1 0.51+0.1 Hong Kong, Lam et al. (2006)
China
) Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Chelonia mydas 125.9 0.08 0.08 0.007 17 0.08 )
Isla Haha-Jima, (2000)
Japon
Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta 91.7+#8.5 0.07+0.02 0.08 32.3+9.10 4.19+0.02 0.08 .
Isla Haha-Jima, (2000)
Japon
91.7+8.5 0.07+0.02 - 0.03+0.01 4.19+0.2 - Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta
Isla Bonin, (1995)
Japén
77.1+9.3 0.11+0.08 2.19+1.2 1.36+£0.04 5.97+0.8 - Florida, Stoneburner et
73.5+3.6 0.19+0.07 1.14+0.8 1.39+0.1 4.96+1.1 0.2540.2 Georgia, al. (1980)
Caretta caretta .
78.5+6.7 0.04+0.002 1.77+1.2 0.64+0.01 5.44+1.1 2.28+0.8 Carolina del
80.5+5.6 0.03+0.01 1.24+1.0 0.41+0.01 6.61+1.3 - Norte,
EEUU
Lepidochelys .
) 4.3x1.5 <1l 3.6+1.1 - 3.6+0.5 5.0+2.0 Gahirmatha, Sahoo et al.
olivacea .
India (1996b)
Lepidochelys . .
. 72.3x11 0.24+0.1 0.80+0.1 0.04+0.02 2.20£1.5 3.31+0.6 Oaxaca, México Presente estudio
olivacea

-, ho analizado; D.L.D., por debajo del limite de deteccion



Tabla 10. Concentraciones promedio (1g/g peso seco) de metales pesados encontrados en clara de huevo para

diferentes especies de tortugas marinas.

] ] Area de ]
Especie Zn Cd Pb Hg Cu Ni ) Referencia
Estudio
Chelonia mydas 11.1+2.2 D.L.D. 0.17+0.04 0.003+0.001 2.33+0.4 0.63+0.2 Hong Kong, Lam et al. (2006)
China
) Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Chelonia mydas 47.8 1.11 1.11 0.002 5.8 1.11 .
Isla Haha-Jima, (2000)
Japon
Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta 21.9+21.5 - 111 18.1+8.87 4.78+3.08 111 .
Isla Haha-Jima, (2000)
Japon
Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta 22.0+£21.6 0.37 - 0.02+0.008 4.78+3.1 - .
Isla Bonin, (1995)
Japén
Dermochelys ) Vazquez
. 11.9+10.0 0.90+0.61 11.6+26.0 - 8.90+1.26 7.90+5.11 Michoacén,
coriacea . etal. (1997)
México
Lepidochelys ) Sahoo et al.
) 4.3£1.5 <1 3.6x1.1 - 3.6+0.5 5.0+£2.0 Gahirmatha,
olivacea ) (1996b)
India
Lepidochelys .
i 33.6+11 0.22+0.1 1.08+0.2 <0.0015 3.53+2.9 4.05+3.9 Oaxaca, México
olivacea

Presente estudio

-, no analizado; D.L.D., por debajo del limite de deteccion
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Tabla 11. Concentraciones promedio (ug/g peso seco) de metales pesados encontrados en cascarén de huevo para

diferentes especies de tortugas marinas.

_ ] Area de _
Especie Zn Cd Pb Hg Cu Ni ) Referencia
Estudio
Chelonia mydas 2.92+0.6 0.04+0.03 0.27+0.1 0.001+0.0003 3.16+0.8 29.2+3.7 Hong Kong, Lam et al. (2006)
China
) Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Chelonia mydas 1.35 0.07 0.07 0.003 11.5 0.07 .
Isla Haha-Jima, (2000)
Japén
Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta 5.28+1.4 0.02 0.07 9.85+3.19 13.6+1.87 0.07 )
Isla Haha-Jima, (2000)
Japon
Cabo Ashizuri e Sakai et al.
Caretta caretta 5.28+1.4 0.02 - 0.01+0.003 13.6+1.9 - .
Isla Bonin, (1995)
Japén
Dermochelys . . Vazquez
. 11.9+10.0 0.90+0.61 11.6+26.0 - 8.90+1.26 7.9045.11 Michoacén,
coriacea . et al. (1997)
México
Lepidochelys . Sahoo et al.
) 13.0+2.6 1.3+0.5 11.0+3.6 - 7.6£1.5 13.0+4.0 Gahirmatha,
olivacea . (1996b)
India
Lepidochelys .
i 12.4+1.5 0.47+0.1 1.05+0.2 <0.0015 7.48+2.6 48.5+12.9 Oaxaca, México
olivacea

-, no analizado

Presente estudio
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Basado en lo anterior, teniendo en cuenta los resultados de Sahoo et al.
(1996b) para la especie objeto de estudio, las concentraciones de metales
esenciales son semejantes a los encontrados en este estudio siendo zinc el que
presentd concentraciones mayores (1.0 a 4.2 veces) en el huevo proveniente de
playa La Escobilla. Por otra parte, en cuanto a metales no esenciales, éstos
presentan diferencias notables en la concentracion de cadmio y plomo cuando se
comparan con la colonia que anida en la playa Gahirmatha (de arribada). Se
confirma la observacién que L.olivacea, tiende a ingerir un mayor numero de
organismos vectores que acarrean consigo proporciones considerables de
contaminantes incluidos Pb y Cd, por su habito alimenticio influenciado por el area

de distribucion en comparacion a las otras especies de tortugas marinas.

Por ende la tortuga marina Lepidochelys olivacea procedente de playa La
Escobilla, Oaxaca, lugar considerado como importante por albergar una de las tres
principales colonias de arribada a nivel mundial para la especie, presenta niveles
en huevo y sangre de metales pesados inferiores a los encontrados en otras
especies de quelonios marinos. Esto se puede atribuir a su ambiente de
distribucion y comportamiento alimenticio por lo que la convierte en un buen
monitor de la contaminacion metdlica e indicador de salud de la poblacion

reproductora.

La distribucion de los siete elementos analizados que por efecto de cadena
se ven reflejados tanto en hembra anidadora como en huevo fueron: zinc, niquel,
cobre, plomo, cadmio, arsénico y mercurio; observandose igual orden de aparicién
y magnitud en la fraccion lipidica del huevo. Por tanto, ya que los metales tienden
a adherirse al tejido graso pueden ser determinantes para las variaciones de las
concentraciones metélicas por los diferentes estadios de desarrollo embrionario
(Gutiérrez-Galindo, 1982; Guitart et al. 1999).

La emision de normas y limites maximos permisibles con respecto a

elementos toxicos tienen como finalidad reducir potencialmente el deterioro
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ambiental y la incidencia sobre la salud publica. De acuerdo a la compilacion de la
FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) que establece
limites legales para productos pesqueros en diversos paises y la Norma Oficial
Mexicana (NOM-027-SSA1-1993) en México, instauran un valor determinado para
cada metal en partes por millon (ug/g) en base a peso humedo. Al confrontar los
niveles de dichas normas con las concentraciones promedio encontradas para
L.olivacea en el presente estudio (Figura 11 y 12), estas ultimas son algunas
veces mas bajos (3 a 47 veces menos) para Hg, Cd, y Pb poniendo de manifiesto
el estado de salud de dicha poblacion anidadora como aceptable y que

corresponden a niveles basicos de una region pristina.

7.4. 1s6topos del plomo

El plomo en la naturaleza tiene cuatro iso6topos estables distribuidos en
diferentes proporciones: **Pb (1.4%), °Pb (24.1%), *°’Pb (22.1%) y *®Pb
(52.4%). Los is6topos 2%°Pb, 2°’Pb y ?°Ph son producto de la descomposicién de
elementos radioactivos, como el uranio y el torio. La proporcion relativa de estos
isétopos varia de acuerdo con las concentraciones originales de uranio (*3*U y
233) y de torio (¥**Th), quienes a su vez dependen del tipo de roca y de la zona
geoldgica donde se localice el mineral. En contraste, el isétopo ***Pb ha
permanecido constante desde el origen de la tierra, ya que no es un producto de la

descomposicion de elementos radioactivos (Doe, 1970; Svanberg, et al. 2006).

En la Tabla 12 se enlista la composicion isotopica del plomo en sedimentos
datados a partir de diferentes ambientes sedimentarios, aerosoles y material
continental que se han detectado en México y la marca isotépica encontrada en el
presente estudio.
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Tabla 12. Composicion isotépica de diferentes ambientes sedimentarios

representativos de México, tomado de Soto-Jiménez et al. (2006)

206ph/27pp 206ph/2%8p n
Minerales de plomo mexicanos 1.201+0.006 2.475+0.005 21
Capas del sedimento del periodo 1930-1970 1.199+0.003 2.463+0.004 56
Sedimento reciente 1998-2003 1.197+0.004 2.461+0.004
Aerosoles urbanos actuales 1.194+0.004 2.459+0.007
Corteza continental superior 1.188+0.005 2.455+0.008 18
Capas mas profundas del sedimento 1.189+0.006 2.460+0.014 10
Aerosoles rurales actuales 1.181+0.001 2.444%0.003 3
Marca isotopica de muestras de sangre de
1.183+0.0006 2.452+0.0006 4

Lepidochelys olivacea

Los valores encontrados en sangre de L. olivacea (*°Pb/?’Pb =
1.183+0.0006; *°°Pb/*®Pb = 2.452+0.0006), al ser comparados con los
presentados en la Tabla 12 difieren de los procedentes de las marcas isotopicas
influenciadas por la accion antropogénica, pero presentan una similitud con las
emanaciones naturales del plomo a pesar de tener un estrecho margen de
desviacion estdndar. Asimismo, Chow y Patterson (1963), en muestras
recolectadas de sedimentos superficiales en el Golfo de California, muestran
valores de 1.217 (*°°Pb/?°’Pb), 2.488 (**®Pb/*°’Pb), 0.063 (***Pb/?°’Pb) que no se
asemejan a los encontrados en el presente estudio, evidenciandose una fuente

natural del Pb en los ambientes que frecuenta esta poblacién de tortugas marinas.

Por lo tanto, las concentraciones de metales pesados encontrados en la
tortuga golfina, especie objeto de estudio, pueden ser atribuidos a habitats libres
de contaminacion, efectos de cadena tréfica, fuente natural del elemento, asi
como al metabolismo de la especie y/o capacidad de regulacion fisiologica ya que
no muestran los mismos niveles registrados por la literatura cientifica. Esto es
comprobado mediante el uso de isétopos de Pb, pues es una poderosa
herramienta en el estudio de las fuentes e impacto de la contaminacion (Flegal et
al., 1993; Smith et al., 1994; Soto-Jiménez et al., 2006).

55



8. Conclusiones y recomendaciones

1. Las caracteristicas biométricas para Lepidochelys olivacea proveniente de
playa La Escobilla fueron en hembra anidadora 34.0 + 4.4 Kg de peso, 66.4
+ 2.7 cm de largo curvo del caparazon, 70.7 £ 2.9 cm de ancho curvo del

caparazon; en huevo 3.81 £ 0.05 cm de didmetro y 30.3 = 0.34 g de peso.

2. El perfil de &cidos grasos que compone el plasma de tortuga golfina esta
representado por 36 acidos grasos identificados como saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, con los porcentajes de 47.8 %, 36.7%,

15.6 % respectivamente.

3. De las tres fracciones del huevo y tejido sanguineo analizados en
L.olivacea, en forma general, donde se acumul6é la mayor proporcion de
cobre y niquel fue en el cascarén. Para plomo el tejido mas representativo
fue la clara de huevo. En la fraccidon lipidica del huevo se encontraron
principalmente zinc y mercurio. En el tejido sanguineo predominaron

cadmio y arsénico.

4. Las concentraciones promedio de metales pesados en pg/g (con base a
peso seco) en huevo completo de Lepidochelys olivacea, especie objeto de
este estudio, fueron: cobre, 3.01+1.7; plomo, 0.85%0.2; zinc, 61.9+9.6;
mercurio, 0.03+0.02; cadmio, 0.27£0.1 y niquel, 9.75+2.5.

5. En el tejido sanguineo de tortuga golfina proveniente de playa La Escobilla,
los niveles promedio en ug/g (con base a peso seco) fueron: Cu, 2.28+0.4;
Pb, 0.97+0.2; Zn, 58.4+4.7; Cd, 0.49x£0.2; Ni, 2.78+1.25; en cambio, para

Hg se registraron valores por debajo del limite de deteccion (<0.0015 ug/g).

6. La distribucion de metales pesados, en los cuatro componentes analizados

en L. olivacea presentaron el siguiente patron en cascaron
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Ni>Zn>Cu>Pb>Cd>Hg; mientras que en sangre, clara y yema fue
Zn>Ni>Cu>Pb>Cd>Hg.

7. No existe relacion lineal significativa (P>0.05) de los niveles de los
elementos analizados en huevo y sangre de tortuga golfina con el peso del
ejemplar, peso del huevo, concentracibn metdlica, largo curvo del
caparazén y ancho curvo del caparazon de las hembras anidadoras
estudiadas de playa Escobilla, Oaxaca.

8. En el presente estudio se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) entre las concentraciones medias de cascarén en
Cd, Cu, Zn y Ni, elementos analizados en las fracciones del huevo,
comportamiento contrario a lo observado en sangre de tortuga golfina.

9. Teniendo en cuenta la normatividad nacional e internacional sobre los
limites maximos permisibles, las concentraciones encontradas de los
metales estudiados en L. olivacea fueron inferiores a los alli presentados, a
excepcion del nivel establecido por Chile y Paises Bajos para cadmio,

Canada para plomo, y Australia para zinc.

10.La marca isotépica del plomo en muestras de sangre de L. olivacea
proviene de una fuente natural del elemento, relacionada con procesos de
intemperismo de la roca madre o estratos sedimentarios suspendidos en
aguas de la cuenca oceanica que utiliza la especie como corredor

migratorio entre sus habitats de alimentacion y anidacion.

11. La extraccidbn de sangre y huevo en tortuga marina son técnicas no
invasivas deseables para fauna silvestre amenazada o bajo estatutos de
proteccion, debido a que son eficientes para determinar la concentracion de

metales pesados estableciendo asi la condicién de salud del organismo.
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12. Por la importancia de las tortugas marinas no soélo a nivel local sino para el
propio pais, se recomienda que se continlen proyectos que permitan
esclarecer la incertidumbre sobre el estado de salud de las poblaciones
silvestres y la relacion de ésta con los pobladores asentados en las costas y
consumidores del recurso, asi como con el ambiente por ser especies

centinelas.

13. De igual forma, se recomienda investigar mas sobre la evaluacién de un
posible aprovechamiento mediante la extraccion sostenible del huevo de
tortuga golfina proveniente de arribada, por el alto desperdicio y bajo nivel
de eclosion de los mismos, a fin de generar desarrollo e ingresos en la

region del Pacifico Sur Mexicano.
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10. Anexos

Composicion de acidos grasos (mg/100 g) presentes en plasma de
Lepidochelys olivacea procedente de playa Escobilla durante la temporada
2005-2006.

Abreviatura Plasma Desx{|aC|on Abreviatura Plasma Desx{|aC|on
Estandar Estandar
4:0 4.56 2.76 18:2(n-6)t 0.46 0.57
6:0 0.25 0.17 18:2(n-6)c 7.09 4.09
8:0 0.05 0.03 18:3(n-6) 6.08 7.59
10:0 0.14 0.22 20:2(n-6) 0.80 0.54
11:0 0.10 0.16 20:3(n-6) 0.75 0.70
12:0 1.78 1.30 20:4(n-6) 12.09 8.58
13:0 0.59 0.54 PUFA n-6 27.27 6.52
14:0 39.15 15.40
15:0 1.96 0.84 18:3(n-3) 1.22 0.81
16:0 44.85 17.56 20:3(n-3) 5.40 6.59
17:0 3.82 1.70 20:5(n-3) 2.43 1.76
18:0 17.29 6.42 22:6(n-3) 4.82 4.30
20:0 5.53 7.85 PUFA n-3 13.87 4.34
21:0 0.65 0.93
22:0 5.33 6.00 2 PUFA 41.14 5.96
23:.0 0.13 0.13
24:0 0.24 0.13 n-3/n-6 0.76 0.67

SATURADOS 126.41 14.79

15:1 1.40 2.07
16:1(n-9) 19.94 9.43
17:1 5.60 7.79
18:1(n- 9)t 5.70 6.54
18:1(n-9)c 61.12 28.09
22:1(n-9)c 1.96 3.43
24:1(n-9) 1.23 0.76
MONO

INSATURADOS 96.94 23.42
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