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Resumen

RESUMEN

Con el fin de determinar cualitativamente los componentes
grasos de la yema del huevo de dos especies de tortuga marina se
colectaron 11 vitelos de [epidochelys olivacea asi como 14 vitelos de
Dermochelys coriocea: y se les realizé una extraccién de la fraccidén
grasa con hexano. Este extracto, se separd en una fraccion
saponificable y otra no saponificable. Ambas fracciones se
concentraron en una corriente de nitrégeno y se inyectaron o un
cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas.

Se determiné el perfil de dcidos grasos de ambas especies,
estableciendo semejanzas y diferencias. Las caracteristicas de los
mismos, coinciden con lo descrito para animates de climas frios en el
caso de la laud. Pequefios cambios aleatorios en los dcidos grasos
minoritarios del vitelo de tortuga ladd, suéiric’: una eventual
alimentacién de los adultos en zonas de reproduccién. Los resultados
aqui obtenidos se comparan con otros andlisis semejantes realizados
en la grasa dérmica de otras especies de tortuga marina.

En la fraccion no saponificable se observd la presencia de
colesterol y vilamina E asi como ceras y contaminantes provenientes
de plasticos, éstos dos Ultimos no habian sido reportados para los
hueveos de tortuga marina. Algunos de los contaminantes encontrados
se han reportado como potencialmente téxicos afectando ia fisiologia

reproductiva de algunos organismos.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

Desde el punto de vista ecologico vy evelutivo, el estudio de la
energia invertida en el huevo por muchos reptiles oviparos resuita
interesante, ya que dicha materia representa el aporte parental més
importante a la descendencia. Los estudios de la energia contenida
en los huevos de tortuga son impoertantes ya que por medio de éstos es
posible inferir la calidad y cantidad de alimento disponible para lo
madre, 1o que repercute directamente en el tamafo y fuerza de las
crias asi como la variacidén de tiempo para la emergencia de las crias
del nido en las diferentes especies de tortugas. Por ser lga yema
portadora de moléculas que aportan energia al embrién, ios estudios
que sobre ésta se reportan son muy Utiles para saber en que medida
afecta al desarrollo del embridn la cantidad de grasas en los huevos
de las tortugas {Congdon, et o/, 1983 y Martin, 1984).

Hasta el momente la composicion de dcidos grasos en los aceites
de tortuga se ha estudiado con el fin de poder relacionario con la
identificacién entre especies y para vigilar su posible presencia en
algunos cosméticos y alimentos; ademdés podria proveer informacién
de los posibles sitios de alimentacién y saber en qué forma puede
influir la deficiencia de dcidos grasos esenciales en Ias hembras al
momento de anidar {Joseph ef g/, 1985 y Seaborn y Moore, 1994},

Las diferencias bioldgicas de cada las especies estudiadas en
este trabajo, en cuanto a hdabitos alimentarios, distancias recorridas en
sus migraciones, nimero de huevos por nidada vy el ndmero de nidadas
en una temporada, son puntos interesantes a comparar en la inversion
energética de cada huevo hecha por las hembras de cada especie. Al
comparar los perfiles de dcidos grasos de la tortuga lald (Dermochelys

coriaceal y la golfina [(lepidochelys olivacea). resultard interesante
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observar las diferencias que presenten, e inferir si se deben a las
diferencias de historias de vida, asi como a las caracteristicas
reproductivas y alimentarias de ambas especies.

Es bien conocido cdmo el hombre ha afectado la sobrevivencia
de las especies de tortuga maring ya sea por saqueo de nidos, captura
de tortugas en redes de barcos pesqueros, urbanizacion y la
infroduccion de fauna nociva en las playas; sin embarge no se ha
hecho mucho énfasis en el dafo causado por los contaminantes. En lo
que respecta a [os contaminanies liposolubles como grasas y aceites
se sabe que provocan en las tortugas marinas irritacidon en los ojos y
sistema respiratorio,. algunas disfunciones de la glandula de sal entre
otros (Hutchinson y Simmonds 1991}, ocasionando con esto. serias
alteraciones en la busqueda de aiimento, en ia fuga de depredadores

y la atraccion sexual (Laws, 1993 en: Herndndez 19%5).

1. MARCO TEORICO

1.1 BIOLOGIA DE TORTUGAS MARINAS.

Las tortugas marinas son repftiles de los mads antiguos, teniendo su
apogec durante el pericdo Cretacico, hace 130 millenes de afios (Cruz
y Ruiz, 1984). Taxondmicamente se encuentran dentro del orden
Testudines, distribuidas en dos familias (Marquez, 1990}:

Cheloniidae:
Caretta caoretto (caguama)
Chelonia mydas (verde)
Chelonia agassizii (prieta)
Eretmochelys imbricata (carey)
lepidochelys ofivaceco {golfina)
lepidochelys kempif {lora)
Natator depressus [Kikila)

Dermochelyidae:
Dermochelys coriacea (laid)

=]



Introduccion

En general, las tortugas marinas, se caracterizan por tener una
concha que protege a los drganos internos, dividida en una parte
veniral [plastrén) y una dorsal {caparazdn} cubiertas por escudos
cérneos de origen epidéermico; su crdneo es de tipo andpsido; sus
extremidades estan modificadas en aletas; su respiracion es de tipo
pulmonar y su alimentacién varia de acuerdo al hébitat de cada
especie. Son especies migratorias y la mayoriao tiene distribucion
tropical, aungue algunos ejemplares de D. coriccea se han
encontrado en zonas de aguas frias. Al igual que todos los reptiles son
ectotermos; presentan dimorfismo sexual en su eilapa adulio.
distinguiéndose los machos por su cola y ufias mas desarrolladas; con
frecuencia las hembras tienen el capargzdon mdas alto y son mds
pesadas. Las tortugas marinas dependen del medio terrestre durante
su época reproductiva y es durante este periodo cuando se puede
obtener mas informacién sobre su biologia {Benabib y Cruz, 1981; Cruz
y Ruiz. 1984: Eckert, 1991; Sarti ef o/ 1994}.

A lo largo de su historia, las diferentes especies de tortugas
marinas se han enfrenfado a diversos problemas tales como la
sobreexplotacion, pesca incidental y reduccidn de zonas de
anidacién; lo que ha traide como consecuencia que las poblaciones
disminuyan y sean consideradds como especies en peligro de extincién
(Diaric Oficial de la Federacién, 1984). En Meéxico, gracias a su
situacién geogrdafica, se encuentran algunas de las playas mas
importantes de anidacidén para é de las 7 especies existentes de
tortugas marinas incluyendo una especie endémica. la tortuga lora
lepidochelys kempii. [Marquez, 1990; Sarti ef al., 1994). En el caso
particular de la tertuga ladd el nimerc de hembras ha demostrado un
drastico decremento en los Ultimos doce afos en todo el Pacifico

mexicano y si bien se tienen diferentes hipdtesis para explicar este
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fendomeno se desconocen las causas (Sarti, et al.. 1996).

Sumado a lo anterior, dado el escaso conocimiento bioldgico v
reproductivo que se tiene de dichas especies, surge la necesidad de
implementar programas de investigacién y proteccion, teniendo como
objetivo el frenar los procesos de deteriore del habitat y sus recursos,
asi como el restablecimiento del numero de individuos de las
poblaciones naturales (Cruz y Ruiz, 1984; Sarti et af 1993; Sarti et o/
19924}, En México estos esfuerzos de proteccién e investigacion inician
oficialmente en 1944, mediante el establecimiento de campamentos

tortugueros [INP, 1990]).

Descripcidn de las especies de interés:

Dermochelys coriacea (VYandelli, 1761}; tortuga laid, siete filos,
de altura:

Esta tortuga es la dnica representante viviente de la familig
Dermochelyidae. La tortuga ladd es la mds grande de las tortugas
marinas. su caparazdén es voluminoso y alargado formado por placas
osteodérmicas, es relativamente flexible y su textura es parecida a la
del caucho, el grosor del caparazén es aproximadamente de 4 cm.
con una capa subepidérmica principaimente constituida de grasa; el
caparazon estd dividido por siete quillas dorsales v 5 ventrales. Las
aletas anteriores, son proporcionalmente mds grandes que en las
demds especies. En la parte superior de la mandibula presentan dos
proyecciones en forma de cuspides (figura la}. La anatomia vy
fisiologia de esta especie también es distintiva, pueden mantener g
temperatura corporal varios grados arriba de la temperatura
ambiental. lo que le permite desarrollarse en aguas frias. Lo anterior es
debido o un eficiente sistema de contracorriente en las aletas v a [a

gruesa capa subepidérmica de lipidos. Posee un esqueleto Unico entre
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las tortugas marinas, con gran cantidad de tejido cartilaginoso y una
amplia zona de canales vasculares en las regiones epificiales (Eckert,
1991; Marquez, 1990, Greer ef o/ 1973, Rhodin, et ol.. 1981; Sarti, ef o,
1994).

La anidacion es tipicamente nocturna, con preferencia en playas
continentales; cada hembra llega a desovar a intervalos de 10 d[os
aproximadamente con un promedic de 5 a 10 veces por temporada, el
promedio de nidada es de 70 huevos cuyo periodo de incubacion es
de 60-65 dias. En el Pacitico mexicano, la temporada de anidacién va
de noviembre a febrero, aunque empieza a haber anidaciones desde
finales de agosto (Eckert, 1991; Lépez, et al, 1994).

La tortuga ladd es de hdbitos peldgicos y su distribucion es
pantropical. sus zonas de anidacién en México se localizan a lo largo
de la costa del Pacifico. principalmente en los estados de Michoacan,
Guerrero y Oaxaca, encontrandose aqui aproximadamente el 50% de
las hembras anidadoras del mundo. Su alimentacidén es basicamente
de scifozoarios {medusas, sifondforos y salpas constituidos por un
material gelatinose llamado mesoglea). algunos tunicados y gusanos
marinos. Bl alimento es consumido en verano en aguas relativamente
frias localizadas a lo largo de su drea de distribucién {Den Hartog v
van Nierop, 1984; Eckert y Eckert, 1989; Eckert, 1991; Marquez, 1990; y
Pritchard, 1982). Se desconoce si esta especie se alimenta en las zonas

de reproduccion.
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Figura 1. Tortuga ladd Dermochelys corigcea [a). Tortuga golfina Lepidochelys
olivacea (b]
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Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829); golfina, olive ridley:

Pertenece a la familia Cheloniidae. En México es la tortuga mdas
pegquena y abundante. Su caparazén es cordiforme casi circular,
presentando de 6 a 8 y ocasionalmente 5 pares de escudos laterales
ftigura 1b). £l caparazdn es de color verde olivo y el plastrén es de
color amarillo, las aletas y cuello son verde olivo por Ia parte superior y
mas claras por la parte inferior. En ias aletas anteriores, tienen una o
dos ufias. Su cabeza es relativamente larga en comparacién con ofras
especies. En organismos juveniles, se distinguen quillas en el plastrén y
caparazén que desaparecen conforme pasa el tiempo (Eckert, 1991;
Marguez, 1990).

El dimorfismo sexual es muy evidente en adultos., los machas
tienen una cola larga, que se extiende mas alld del caparazdn, sus
caparazones son c¢éncavos y tienen uAas bien desarrclladas y curvas
en cada aleta anterior (Eckert, 1991},

Lo tortuga golfina es una especie ftropical de l0os océanos
Atldntico. indico y Pacifico. Su anidacién es tipicamente nocturna.
Durante la temporada de anidacién. pueden presentarse arribazones
(anidaciones en masa). En México este fendémeno se presentaba en el
Playén de Mismaloya [Jalisco}, Piedra de Tlacoyungue {Guerrero],
Bahia de Chacahua, La Escobilla y Morro de Ayuta {Oaxacal,
reduciendose actualmente a las dos dltimas playas mencionadas. Lg
temporada de anidacién comprende entre junic y noviembre, las
arribazones pueden ser entre 2-7 por ftemporada., aunque cada
hembra no anida mas de 2 veces. El nimero de huevos es de 155 en
promedio con un pericdo de incubacién de 45-40 dias (Eckert, 1991:
Mdarquez, 1990).

Esta tortuga es de habitos carnivoros vy es poco especifica en su

dieta, alimentandose de organismos benténicos y peldgicos,
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encontrando moluscos, crustaceos, pequefios peces, madera, material
vegetal tunicados, cangrejos, camardn, etc. que se encuentran en un
intervalo de profundidad que va desde 0 hasta 153 m (Barragan et al.
1992; Eckert, 1991, Marquez., 1990). For lo tante, a diferencia de la
tortugo laud, la golfina se alimenta en aguas més someras.

Ambas especies consumen organismos filtradores de agua y por
lo tanto expuestos a ser almacenes vivientes de todos los
contaminantes disueltos en su medio, lo que los hace

biomagnificadores potenciales de la contaminacién.

1.2. EVALUACION DEL CONTENIDO ENERGETICO DE LOS HUEVOS
Deniro de las sustancias que proveen de energia a los animales,
estdn aquellas que la proveen por oxidacion; dicha energia es usada
para la manutencidén de los procesos celulares y para la sintesis de
nuevos tejidos. Los principafes elementos que suministran energia para
los animales son particularmente carbohidratos y grasas, que
constituyen el grueso de la dieta en los animales heterdtrofos maduros
y representan frecuentemente mas del 80% de la materia seca
consumida y un requerimiento diario de! 1% de la masa corpdrea para
los animales grandes y puede exceder el 10% de la masa corpdred en
peguenos homeotermos (Prosser, 1991). Se ha demostrado que las crias
de ladd tienen un coeficiente metabdlico aproximadamente tres
veces mds grande gque el de las tortugas verdes. Los valores maximos
de consumo de oxigeno para tortuga verde y caguama son apenas
similares a los registrados en |la rutina de ladd (Lutcavage y Lutz, 1986).
En este mismo estudio se calculd que las crias de lald de alrededor de
cinco dias de nacidas consumen en promedio 1.76 Kcal. al dia, por lo

que tendrian que consumir aproximadamente 55.3g de medusa al dia
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para mantenerse y crecer; ésto representa un poco mas del 100% de
SU propio peso.

El vitelo de ladd es muy grande; ésto junto con su conducta
{rechazo de cualquier alimento hasta el 52 o 11® dia de nacidas),
parecen indicar que las crias pueden durante los primeros dias de vida
dedicar toda su energia y tiempo a tomar camino por las mads
peligrosas dreas costeras sin molestarse por comer en este periedo,
sobreviviendo con sus reservas vitelinas (Birkenmeier, 1971},

Los lipidos no son solo las moléculas mas importantes reconocidas
como daimacén de energia en animales, sinc que también juegan un
importante papel estructural; tanto en la superficie de los organismos,
como en las membranas celulares, los lipidos son elementos esencioles
que forman barreras entre el ambiente externo y el interno. Asimismo,
en el metabolismo son de vital importancia ya sea como hormonas,
segundos mensajeros, receptores de membrana, etc. {Gurr y Harwood,
1991).

Todos los compuestos de un huevo juegan un papel importante;
sin embargo los lipidos por su versatilidad y utilidad durante toeda la
vida de los animales resaltan su importancia. Baste imaginar las
primeras etapas de la vida de una tortuga marinag, en las que el
embrién toma forma generando una gran variedad de tejidos nuevos
{importancia estructural] sin mas energia que la donada por la madre
en forma de moléculas en el vitelo {importancia de almacén), y aun,
con los reducios de esta energia generar un enorme esfuerzo fisico
para salir del nido, atravesar le playa y nadar hasta llegar después de

un largo tiempo a una zona de alimentacion (almacén y metabolismo).
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Fraccidon Liposoluble.

Un lipido es un compuesto orgdnico de origen natural que es
insoluble en agua vy soluble en disolventes orgdnicos no polares. Esta
definicidén incluye muchos tipos de compuestos. Las distintas clases de
lipidos se relacionan entre si por esta propiedad fisica compartida,
pero sus relaciones quimicas, estructurales y funcionales, asi como sus

~

funciones bioldgicas son distintas. Su clasificacion general es:

L Lipidos simples Grasas y aceites

I Ceras

P Fosfolipidos

| lipidos compuestos Glucolipidos

D Lipoproteinas

O Sustancias asociadas Vitaminas liposolubles
S o tos lipidos Hormonas

Grasas y aceites:

Las grasas y aceites constituyen en general una clase bien
definida de sustancias neutras producidas por plantas y animales. Las
grasas y aceites son solidos o liquidos a la temperatura ambiente
segun el fipo y cantidad de &cidos grasos. Aquellos que son liquidos a
temperatura ambiente tienen gran cantidad de dacidos grasos
insaturados, mientras que las grasas o mantecas animales son
generalmente sblidas o semisdiidas a temperatura ambiente debido aq
gue tienen gran cantidad de dacidos grasos saturados. Desde el punto
de vista guimico, las grasas y aceites son triglicéridos, es decir triésteres
de glicerol, formados por la esterificacidén de gl’U[‘JOS -OH del glicerol
con dacidos grasos de cadena variable. La forma general de un

triglicérido es:
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Il
CHy=0—C—CH5—CH;

Q

Il
CH-O—C—{(CHa);~CH,

o ;

I
CHZ-O—C—(CHZ)TCH3

Se les denomina triglicéridos simples si las cadenas de
hidrocarburo son iguales o triglicéridos mixtos si son diferentes, siendo
los segundos los que en su mayoria se encuentran en la naturaleza
{Reyes 1993. Gurr y Harwood, 1991).

Cada aceite se compone de glicéridos que derivan de muchos
acidos carboxilicos diferentes. Las proporciones de los diversos acidos
varian de aceite a aceite, cada uno de ellos tiene una composicién
caracteristica que no difiere mucho de una muestra a otra. Con solo
unds pocas excepciones, los dcidos grasos que se encuentran en la
naturaleza tienen un nimero par de dtomos de carbono, porgue se
biosintetizan a base del grupo acetilo de dos carbonos de la acetil
coenzima A {Reyes 1993}.

Se han aqislado hasta 100 clases diferentes de dcidos grasos
procedentes de vegetales., animales y microorganismos; todos ellos
poseen una cadena hidrocarbonada larga con un grupo carboxilo
terminal. la cadena puede tener o no insaturaciones y/o
ramificaciones, las cuales se producen por una enzima desaturasa
especifica que ademas mezcla ia funcién de oxidasa creando dobles
ligaduras en la mayoria de los casos en la configuracion Cis [Prosser,
1991; Lehninger 19%90).

Los acidos grasos mas abundantes poseen un nimero par de
dtomos de carbono, con cadenas comprendidas entre los 14 y los 22
atomos de carbono. Los acidos grasos insaturados predominan sobre
los saturados en las pilantas y en los animales que viven en
temperaturas bajas: por ofra parte aquellos dacides grasos que

i1
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presentan un nimero impar de atomos de carbono. aparecen solo en
cantidades minimas en tos ‘animales terrestres, pero se presentan en
cantidades importantes en muchos organismos marinos [Lehninger
1990).

Los animales no pueden sintetizar algunos dcidos grasos
poliinsaturados {poliencicos). cuya deficiencia en la dieta causa serios
efectos patoldgicos (inhibicidn del crecimiento vy failas reproductivas
entre otros). A estos acidos grasos se les conoce como Acidos grasos

esenciales y los mas importantes son: Linoléico (C1s:2%%12). Linolénico

(Cie:3%%12.15) y Araquiddénico {Ca0:4"5811.74], Los dos primeros son muy
abundantes en vegefales., mientras que el dcido araquidénico se
puede obtener o partir del dcido linctéico.

Los acidos grasos esenciales son componentes de los fosfolipidos
de membranas celulares y son precursores de varias series de
sustancias bioldgicamente activas conocidas colectivamente como
prostagiandinas, las cuales a su vez tienen profundos efectos
metabdlicos en el fluide sanguineo (agregacidn de plaquetas
sanguineas, produccion de anticuerpos y reaccion de los tejidos a
estimulantes, entre otros efectos en el organismo) (Prosser 1991;

Lehninger 1990).

Ceras:

Las ceras son esteres soélidos de dcidos grasos de cadena larga
con alcoholes grasos monohidroxilicos de cadena larga o con
esteroles y tienen la formula general: RCOQOR (Gurr v Harwood, 1991
Lehninger 19%0).

Se ha dado por hecho que algunos recursos potenciaies tales
como las parafinas de cadena larga no pueden ser digeridos por los

animales {Prosser, 1991}; sin embargo. otros autores como Bauermeister

12
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{1979} han demostrado que los ésteres de cera son metabolitos clave
en el ambiente marino, ya que son sintetizados por una gran cantidad
de animales marinos, principalmente por el zooplancton, siendo asi ia
dieta de muchos peces y por lo tanto un vehicuio para la transmision
del carbono en el intercambio de comida marina. Representan una
considerable proporcién del total de carbono fijado por medio de la
fotosintesis en los océanos y puede ser considerado como importantes
intermediarios en el metobolisme del carbono. Ademds, las
propiedades fisicoquimicas de los ésteres de cera difieren de los
triglicéridos en que los primeros son mdas hidrofébicos y menos densos,
lo cual puede ayudar en la fiotabilidad de los animales marinos
(Bauermeister y Sargent, 197%; Gurr y Harwood, 1991).

Gran cantidad de andlisis han demostrado que los ésteres de
cera se encuentran en grandes cantidades en los animales que
experimentan un corto periodo de abundante comida seguida de
largos periodos de ayuno, por ejemplo en las regiones polares con un
floramiento de fitoplancton en el corto verano. o en las aguas
profundas donde |la baja biomasa, provoca que los encuentros entre
predadores y presas sean pocas y errdaticas {Bavermeister y Sargent,
1979).

Aunque las verdaderds ceras son los ésteres mencionados en los
parrafos anteriores, el término cera es también usado para referirse a
una amplia mezcla de lipidos encontrados en las superficies de Ias
hojas o el pelaje de los animales. Estos lipidos comprenden una
compleja mezcla de ésteres de cera, hidrocarburos de cadena larga
(alrededor de 30 carbonos), dcidos grasos de cadena larga no
esterificados, alcoholes y estercles. Son responsables del cardcter

impermeable de la superficie y son importantes conservando el
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balance de agua del organismo y proveyendo una barrera contra el

ambiente (Bauermeister y Sargent, 1979).

Esteroles.

Los esteroles constituyen una gran cantidad de compuestos
derivados de! complejo hidrocarburo tetraciclico saturado
“perhidrociclopentano fenantreno”. El colestercl es el mas comuin
esterol animal y es el precursor para un large conjunto de
componentes con importantes funciones fisioldgicas. El colesterol es un
constituyente de la membrana celular: éste participa en el transporte
de los dacidos grasos en la sangre; en su forma oxidada es un
constituyente de sales biliares importantes en la digestién de la grasa;
y precursor de vitamina D y hormonas esteroides que tienen profundos
efectos en el metabolismo y reproduccidn (Prosser. 1991: Lehninger,.
1990}).

Aparentemente, la mayoria de los animales usan colesterc! en su
metabolismo de lipidos. pero algunos animales no pueden sintetizarlos
de novo. Los mamiferos sintetizan colesterol a partir de acetato (acido
acético); ofras especies de animales parecen no requerir de colesterol
o satisfacen sus requerimientos con cualquier otro esterol como el

ergosterol (Prosser, 1991).

Vitaminas.

Una vitamina es una sustancia orgdnica que no puede ser
sintetizada por un animal, pero si es requerida en la dieta en bajas
concentraciones para el funcionamiento normal del animal. Las
vitaminas pueden ser sustituidas por organismos simbidticos o a partir
de dietas en cantidades generalmente menores a 0.1% de ig dieta en

materia seca. Por convencion, las vitaminas son agrupadas en base a
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si son solubles en agua o grasa. Esta divisidn arbitraria poco tiene que
ver con sus funciones metabdlicas, sin embargo las vitaminas solubles
en agua (hidrosolubles) generalmente cctian como coenzimas,
mientras que las vitaminas solubles en grasa (liposolubles) ccupan
papeles mas diversos.

Las vitaminas liposolubles incluyen a las vitaminas A, D, E, v K. I.‘os
vertebrados tienen un requerimiento metabdlico para las cuatro
vitaminas, sin embarge selo la vitamina A {o la provitaming carotenc) y
la vitamina E son usualmente esenciales en la dieta. De estas Uitimas,
es de mayor interés para este trabajo la vitamina E por su importancia
en la reproduccidon de los organismos.

La vitamina E es un término genérico para un grupo de derivados

liposeoiubles de Tocol y Tocotrienol que poseen actividad vitaminica,
siendo la forma mas activa de la 'vi’rcmina E el D-a-tocoferol. La
palabra * toco” en tocoferol, proviene del griego fokos que significa
parto, porque ésta restablece la fertilidad en ratas deficientes en
vitamina E. Los tocoferoles protegen a los lipidos poliinsaturados de
memibranas celulares contra el dano oxidativo. En diferentes
invertebrados se ha demostrado la importancia de esta vitamina en la
reproduccién, principaimente como determinante en la oviposicién y
en la viabilidad del esperma. La deficiencia de la vitamina E en peces
teledstess se ha manifestado en enfermedades tales como:
eritropoiesis deficiente, fragilidad y fragmentacién de eritrocitos,
anemia extrema, alta mortalidad, acumulacién de fluidos cerosos en ia
cavidad del cuerpo y acumvulacién de cuerpos de agua (diatesis
exvdativa); en cocodrilos se desarrolia  esteatitis {acumulacion de
pigmentos ceroides en el tejido adiposo), mientras que en aves, esta
deficiencia resulfa en encéfalomalacia, didtesis exudativa o distrofig

muscular nutricional. la adicidn de vitamina E o selenio en la dieta
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prevendrd la ocurrencia de didtesis exudativa y distrofia muscular,
pero la encéfalomalacia requiere la adicién de vitamina E. En los
mamiferos, las alteraciones provocadas por la deficiencia de vitamina
E o selenio, incluyen retardo en el crecimiento de los animales jovenes.
distrofia muscular nutricional o “enfermedad del musculo blanco”,
desordenes reproductivos incluyendo el nacimiento de crias débiles,

inferfilidad en machos y la reabsorcién fetal en ratas [Prosser. 1991).

1.3. EVALUACION DE CONTAMINANTES.
Quimicos Enddcrino-Alterantes {QEA).

A pesar de no ser moléculas que se encuentren comunmente en
}0s cuerpos grasos de los seres vivos, no es posible pasar por alto los
contaminantes que pueden encontrarse almacenados en la biota
como bombuas de tiempo,

Un gran nimero y grandes cantidades de QEA han sido liberados
al ambiente desde la Segunda Guerra Mundial. Muchos de estos
guimicos pueden causar disturbios en el desarrollo del sistema
endocrino y de los drganos que responden a sefiales endocrinas en
organismos indirectamente expuestos durante su vida prenatal y/o
postnatal temprana. Llos efectos de esta exposicién durante e|
desarrollo son permanentes e irreversibles. El riesgo de los organismos
en desarrollo puede deberse a la exposicion directa de la progenie
después del nacimiento o la eclosidn o bien, por una exposicidn
fransgeneracional, que es el resuiltado de la exposicidén de la madre a
los QEA en cualquier momento a traves de su vida antes de producir
progenie debido a la persistencia de los QEA en los cuerpos grasos, 1os
cuales son movilizados durante |a puesta de huevos o el embarazo y la

lactancia [Colborn, ef a/. 1993).
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Los efectos de estos quimicos no son cominmente considerados
como riesgosos para el humano y la vida salvaje; sin embargo,
numerosos experimentos han demostradoe el gran danoc que causan en
la biota ocasionando altercciones organogénicas, teratogénicas.
mutagénicas. carcinogénicas, glandulares, reproductivas y en el
sistema inmune. Entre los QEA mds comunes se encuentran una gran
cantidad de pesticidas como herbicidas, fungicidas, insecticidas,
nematocidas, etc. y quimicos industriales entre los que se encuentran
los PCB's, fenoles y ftalatos [Colborn, ef of 1993}, Debido a las grandes
cantidades de pldstico que se vierten al mar, en cuya produccién se
utilizan los ftalatos, y por la gran cantidad de reportes que se tienen
de tortugas marinas que ingieren pldsticos, los ftalatos son de especial
interés en este estudio.

Ftalatos:

Los ftalatos son de los quimicos antropogénicos mas abundantes
gue estén en el ambiente: en el agua estdn presentes en
concentraciones que van desde nanogramos hasta miligramos por
litro. Son producidos industrialmente para dar flexibilidad a los pldasticos
[plastificantes) y pueden lixiviarse de estos materiales en agua. suelo o
alimentos. Miles de toneladas de plasticos se depositan anuvalmente en
rellenos de tierra, de esta forma se permite a los ésteres de ftalato
migrar a las aguas subterrdneas. La ubicuidod de estos compuestos en
el medio acuoso es bien conocida y se han reportado en rios, aguas
potables y residuales. mar abierto, asi como en biota y sedimentos
{Jobling, et o/ 1995; Giam, ef /. 1978}.

Hay una gran variedad de ftalatos, y cominmente se detectan
caompuestos como Di-n-butil ftalato (DBP), Di-n-octil ftalate (DOP), Butil

bencil ftalato (BBP) y Bis-{2-etilhexil) adipato (DEHA]. Aungue no se ha
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demostrado en todos los tipos de ftalatos, se asume que cualquiera de
ellos tiene actividad estrogénica {Jobling. et a/. 19935),

Todos los ftalatos tienen una tendencia a acumuiarse en tejidos
grasos y pueden ser absorbidos a traves de la piel humana muy
facilmente. Poco se conoce acerca del metabolismo de los ftalatos,
sin embargo se sabe que en algunos corganismos marinos se
encuentfran en menor concentracidén que otros contaminantes como el
CDT y PCB cuando lo contrario ocurre en el medio marino, ésto se
debe segun algunos estudios a que son mas facilmente metabolizados
{Giam, e/ al 1978). La toxicidaod por via oral de los ftalatos, en
humanos es generalmente baja, sin embargo a aitas concentraciones
de estos compuestos (en particular DBP} en la fraccion celular de
esperma de hombre adulto, se correlaciona negativamente con la
densidad o e! niumero de espermatozoides. Cuando se administra en
ratas en dosis altas, son téxicos embriofetales y testiculares., en las
hembras de rata el primer efecto en la reproduccion es el aborto
espontdneo o el decremento en el tamafio de lo camada, ademds la
administracién de Di-n etil-hexil ftalato (DEHP) afecta la biosintesis de
lipidos en estos mismos organismos. Nada se sabe acerca de los
posibles efectos estrogénicos y crénicos en la vida silvestre /n vivo, en
partficular en el ambiente, marino cuando se administran en bajas
concentraciones durante largos periedos de tiempo. Se tienen reportes
de una reduccién de eclosidn en huevos de camarén marino
provocado por DBP asi como un decremento en el rango reproductivo
de organismos acudticos causados por DEHP (lobling. ef aof 1995:
Giam, et g/ 1978}.

Hasta ahora, los ftalatos se han considerado como ligeramente
estrogénicos en estudios /n vifro (Jobling, ef a/.. 1995} y en ocasiones

algunas publicaciones gubernamentales han concluide que los
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ftalatos no representan un riesgo para el humano ni el medioc ambiente
{Canadian Environmental Protection Aci, 1993: 1994a vy 19%4b), en
ambos Casos se reconoce que es hecesdrio la experimentacion in vivo
y un monitorec mdas detallado de la presencia de estos compuestos en

el ambiente.

1.4. BASES DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL.
Propiedades De Esteres y Sales De Los Acidos Grasos.

Al acido carboxilico que se obtiene por hidrdlisis de una grasa o
aceite se le llama dcido graso. La hidrdlisis de un éster puede llevarse
a cabo en un medio dcide o en un medio bdasico. sin embargo. a
diferencia de la primera, la hidrdlisis bdasica, también lHamada
saponificacién, es irreversible, por lo que se obtiene mejor rendimiento
de acido carboxilico y alcohol. El producto de la-saponificacion es la
sal del dcido (carboxilato). generdndose el dcido libre al acidificar la
disolucidn {Reyes, 1993).

Los acidos carboxilicos y sus sales de metales alcalinos exhiben
un comportamiento de solubilidad totalmente opuesto {en solventes
no polares y en agua respectivamente), vy dada (g facilidad de
interconversion entre éstos, es empleada comuinmente para
identificacion y separacién de los mismos. Frecuentemenie se
convierten los dcidos en sus ésteres por ser estos mds voldatiles y por lo
tanto mas faciles de analizar. Un éster se puede formar directamente
por reaccién de un Aacido carboxilico con un alcohol, reaccidn

llamada esterificacion. {(Reyes, 1993).

Equipo Acoplado Cromatégrafo De Gases/Espectrémetro De Masas.
El Cromatografo de Gases v el Espectrémetro de Masas son dos

de los instrumentos mdas utilizados en el andlisis de compuestos
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orgdnicos. La cromatografia de gases es una excelente herramienta
para separar y cuantificar mezclas complejas, pero deja mucho que
desear en cuanto a la identificacion de compuestos que logra separar;
la especirometria de masas es un buen método para la identificacion
de compuestos orgdnicos, sin embargo con ella no es posible el
andlisis de mezclas. Como se puede ver, ambas técnicas resuh“cn
complementarias por lo que se intentd su acoplamiento; el primer
acoplamiento exitoso se logrd en 1941 y a partir de entonces se ha ido
mejorando. £l resultade del accoplamiente dio una herramienta
analitica complementaria para el andlisis de compuesfos orgdnicos.
con ella se realizan facilmente andlisis que antes requerian de mucho
tiempo, grandes cantidades de muestra y mucha paciencia, y auin
mas, se pueden realizar andlisis que antes eran imposibles. Por otfro
lado, estd demostrado que con é“ste acoplamiento, el nivel de
sensibilidad se incrementa tanto que estos equipos son capaces de
registrar sustancias en el nivel de nanogramos y con una certeza
absoluta en la identificacion. Un aspecto importante es que este tipo
de instrumentos se encuentran acoplados a equipos de cdmputo, ya
gue de no ser asi se requeririan meses de trabajo por un dia de
trabajo instrumental (Gémez v Garcia, 1989).

Los estudios mas recientes sobre aceites. lo constituyen los
perfiles cromatograficos de los acidos grasos y sus respectivos ésteres
metilicos, cuya identificacién se realiza por Cromatograofia de Gases
utilizande normaimente el detector de ionizacién de flama y cuya
identificacion estd basada en la vtilizacién de estdndares. El uso del
sistema acoplado de Cromatogrofic-de Gases/Espectrometria de
Masas, permite una caracterizacion e identificacién absoluia de los

perfiles cromatograficos de los compuestos analizados, sin la ayuda de
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estdndares, en vista de que para cada pico cromatogréfico le obtiene

su correspondiente espectro de masas (Reyes, 1993}

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De los primeros estudios en la grasa de tortuga ladd, se
encuentra un reporte con especimenes de S$ri Lanka y Japén
{Deranivagala en 1953 en: Eckert & Frazier, FWS Draff | en el que se
reportan indices de saponificaciéon de 199.6 y 181.3 e indices de yodo
de 103.8 y 128.1% respectivamente.

Diversos estudios de Ackman {Ackman y Burgher, 1945; Ackman ef
al, 1972; Hooper y Ackman, 1970) reportan la composicion de acidos
grasos en o grasa dérmica de ladd, asi como su distribucion entre
otros érganos. Este mismo gutor en un estudio comparativo entre |g
grasa de tortugas marinas y dulceacuicolas {Ackman ef al, 1971),
determiné ademas la composicidén de la grasa dérmica de la tortuga
caguama y lora. Los resultados mads sobresalientes de estos estudios
son la baja proporcien de los acidos grasos Cig poliinsaturados en las
tortugas marinas a diferencia de las dulceacuicelas; la notable
diferencia en la alta cantidad de Ci2.0 presente en las grasas de ladd
y verde a diferencia de la caguama, lora y carey; ademads, de la
presencia dei monoeno C 61,10 €n posicidn frans en la grasa de las
tortugas laud. caguama y lora, mientras que la gran mayoria de los
acidos grasos insaturados en animales tienen la posicién cis.

Joseph e/ ¢/ (1985), al reportar el efecto de la dieta en la
composicion de la grasa de tortuga verde hace también una
descripcion del perfil de la composicion de los depésitos grasos de

adultos.
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Los estudios de Weldon (Weldon et o/ 1990: Weldon y Tanner,
1990} determinaron la composicién de acidos grasos en las secreciones
de la glandula de Rathke en tortuga lora y caguama.

Los estudios de Ackman y Joseph se reaiizaron con cromatografia
de gases-liquido. con columnas cromategrdéficas mucho mas anchas y
menos largas que las utilizadas ahora y sin la seguridad en |a
identificacidén de los‘compuesfos que da la especiremetria de masas,
mientras que los de Weldon se realizoron con cromatografia de capa
fing y CG/EM. Ninguno de esos trabajos realizé estudios de la grasa
invertida en el vitelo.

En lo que respecta al huevo, se tienen los trabajos no publicados
de Vazquez ef o/, en los que hace un estudio bromatoldgico del huevo
de tortuga laud cuantificando los porcentajes de humedad, cenizas,
proteina cruda, grasa cruda, fosfolipidos., asi como su pH, en este
estudio se observé que el porcentaje que ocupan los lipidos en el
huevo (sin cascardn) es de un 5.9% en base hUmeda y de un 37.3% en
base seca. ademds de un trabajo de Seaborn (1994)., en los que
determina el perfil graso de los huevos de caguama y carey con la
intencion de identificar la especie de huevos decomisados. pero de
este trabajo sclo se conoce el resumen.

Esta tesis, fuvo su origen a partir de un trabajo realizade como
parfe de la materia “Biclogioc de Campo" (Barragdn ef af, 1995) en
donde se determind el perfil de dacidos grasos del vitelo de tortuga
laud. En este trabajo se observd por primera vez la presencia de ceras
{hidrocarburos saturados de C17 a C31) en el vitelo del huevo de
tortugda vy la presencia de un contaminante liposoluble (DOF), dato que
no fue publicado en ese entonces con el fin de verificar que no fuera
contaminacién en el manejo de la muestra. En lo que respecta a

contaminantes liposcivbles, la informacidén es ain mdas escasa, solo se
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tienen algunos reportes de la presencia de contaminantes
organoclorados (PCB’'s, DDT's, DDE’s, DDD’s, Dieldrin y Mirex) en huevos
de tortuga caguama y verde y en algunos tejidos de laud [Hutchinson
y Simmonds, 1991}). ‘

La falta de datos en cualquier reservorio graso de gelfina, la
escasez de datos en el vitelo del huevo de ladd vy los interesantes
datos del trabajo preliminar reolizado en 1995 enire los que se
encuentran la posibilidad de contaminantes liposclubles en huevo,

motivaron esta tesis con los siguientes objetivos:
3. OBIJETIVOS
* Comparar las fracciones liposolubles (dcidos grasos. ceras, y
esteroles}) en el vitelo del huevo de tortuga laud (Dermochelys

corfacea) y golfina {lepidochelys olivacea).

* Observar la presencia de posibles contaminantes liposolubles en

la yema de ambas especies y evaluar su importancia.

* Estimar la posible diferencia de los dcidos grasos a lo largo de

la temporada en los huevos de tortuga ladd.

|
|
|
|
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4. HIPOTESIS

Los estudios realizados con la grosa dérmica de otfras especies de
tortuga y los estudios de Seaborn encaminados a identificar huevos en
base a su perfil de acidos grasos, demuestran semejanzas, pero
tambien diferencias reconocibles en las grasas de las tortugas. Esto nos
hace suponer que entre lo grasa de ladd y golfina con hdabitos y
caracteristicas tan diferentes, existen algunos patrones caracteristicos
de cada wuna. Como lo indican trabajos anteriores. es posible
encontfrar muy poco representados a los dcidos grasos esenciales a
diferencia de las tortugas dulceacuicolas. Al tener ia tortuga ladd una
distribucion mas amplia y en aguas mds frias, es posible encontrar una
mayor cantidad de dcidos grasos insaturados en su grasa que en la de
golfina como |lo describe Lehninger, [1990).

Lla presencia de ceras en el estudio preliminar con tortuga ladd
{Barragdan et al, 1995), no implica que estén presentes en la yema de
tortuga golfina, sin embargo al no existir mds estudios con CG/EM en la
fraccién no saponificable de la yema de los huevos de tortuga, es
posible que estas ceras estén presentes en las de golfina.

Los reportes previos de contaminantes liposolubles en 105 huevos
de algunas ftfortugas marinas (Hutchinson vy Simmonds. 1991),
demuestran que las tortugas marinas estdn expuestas a este tipo de
contaminacion y que puede estar presenie en el huevo. Por lo es
posible suponer que este tipo de contaminantes se presenten en los

huevos de las tortugas golfina v lald.
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5. AREA DE ESTUDIO

Et muestreo se realizd en el campamento para la conservacion
de la tortuga maring "Chacahua” que forma parte del "Parque
Nacional Lagunas de Chacahua” [decretade como tal en junio de
1937) con una superficie de 14,187 hectdreas distribvidas en 10,142
hectareas de tierra y 3,525 hectdreas. de lagunas, y ubicado enhel
municipic de Tututepec, Distrito de Juquila, Oaxaca.

Lta playa de anidacién se encuentra ubicada entre los 15°57" v
15°58" latitud norte y entre los 9$7°40' y 97°48' longitud oeste (Figura 2).
Tiene una extension de 12.4 Km., limitada al Qriente por Punta Galera y
al Poniente por la desembocadura de Rio Verde.

El clima es cdlido subhimedeo con lluvias en verano [Aw) con una
temperatura media anual de 26.7° C, la precipitacién del mes mas
seco es menor de 40 mm. {Alvarado, ef a/. 1994)

Marquez en 1976 informa por primera vez que alrededor de 25 mil
hembras de tortuga golfina {{epidochelys olivacea) anidan en el areq,
con arribos de hasta 10 mil tortugas en 3 dias consecutives, y unos 2
mil ejemplares de laud (Dermochelys corioceo), en toda la temporada.
En 1982, Pritchard hace notar que los primeros 4 Km. al oeste de Punta
Galera presentan una alta densidad de anidacién. En 1982 se inicia un
proyecto interdisciplinario e interinstitucional, dando principio al
estudio y profeccion de las tortugas marinas en dicha zona. Desde
1986 esta playa opera bajo la responsabitlidad de la entonces
Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia, ahora instituto de Ecologia
{INE} de la SEMARNAP (Cruz y Ruiz 1984).

A partir de los 90's el nimero de anidociones de golfina se ha

incrementado considerabiemente manteniéndese por arriba de 5,000
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anidaciones. Aguilar, en 1991, reportd que el nimero de hembras de
golfina era alrededor de 1,000.

S¢ ha observado que el niumero de anidaciones de laud
reportadas para la zona ha disminuido de 2,841 en 1982, hasta 407 en
1989; mostrando una tendencia a disminuir, con ligeras oscilaciones en
afios posteriores [Aguilar 1991}, Durante 1993-94 solamente ccurrieron
43 anidaciones: para la temporadal?95-96 se registraron 68

anidaciones {Alvarado ef ol 1994).

LAGUNA DE
CHACAHUA LAGUNA
Vi PASTORIA
LA TUZA
D ‘Q)
Rio / CERRG
VERDE HERMOSO
PUNTA
GALERA

Figuro 2. Ubicacion del area de estudio.
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II. METODO

DIAGRAMA DE FLUJO

Muestreo

Evaluacidon del muestreo

11 muestras de nidos diferentes {.o.
14 muestras de nidos diferentes D.c.

14 muestras de un solo nido, L.o.
1 muestra "blanco”.

B

Extraccidn de la porcidon
grasa con hexano

Y

Fraccion no saponificable

]

Cromatografia de Gases/

Saponificacion

|
Fraccion saponificable

Metilacion

Y
Esteres metilicos de los

Espectrometria de Masas  [*

acidos grasos
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. TRABAJO EN CAMPO:

Muestreo.

Como parte de las actividedes de proteccién del
campamento, se realizaron patruliajes nocturnos a lo largo de la
playa de anidacién, con el fin de localizar a las hembras
anidadoras de ambas especies de tortuga y se colectaron sus
nidos para trasladarlos a un vivero. Se registraron datos del
estado fisico aparente, nimero de marca de la madre [en caso
de no estar marcada se colocd una marca tipo monel). el
nimero de huevos viables, peso de cada uno de los huevos
muestreados y fecha de colecta.

Para este estudio, se colectd 1 huevo con vitelo del nido
de algunas tortugas de cada éspecie que se obser;/c:ron durante
los patruliajes, anotando el nimeroc de marca en el caso de las
tortugas laud ya que las tortugas golfinas no fueron marcadas.
. Ademds se colectd el vitelo de 3 embriones encontrados
muertos de Dermochelys coricceo a punto de eclosionhar
(estadio VI reportado por Sarti ef of, 1989) de tres nidos
diferentes. Estos vitelos se incluyeron en el andlisis debido a la
importancia que tuvieron en presencia de contaminantes.

Se obtuvo asi un total de 11 vitelos de diferentes nidos de
L. olivocea y 14 vitelos de nidos diferentes de 0. corigceo
correspondientes a 8 tortugas laldd diferentes. Es importante
‘hacer notar gque este tamafo de muestra no afecta la

produccidn total de crias de la poblacidn.
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Evaluacion del Muestreo.

Por otra parte, se colectaron 15 huevos viables de un solo
nido de fepidochelys olivacea. Del mismo modo que el resto de
las muestras, se analizd la fraccion saponificable de estas
muestras para observar las posibles diferencias en presencia y
ausencia de los ésteres metilicos identificados en cada muestra,

esto es, la posible variacion existente dentro de un mismo nido.

Dentro de las préximas 12 horas después del momento de
colecta del nido, se llevd a cabo la extraccidon hexdanica de ta
yema del huevo muestreado. basado en Barragdn, ef o/ 1995

{modificado).

Extraccidon:

1. Se extrajo entera la yema del huevo eliminando {a albumina.
2. la yema se colocd en un mortero y se mezcld con
aproximadamente 4 gramos de sulfato de sodio anhidro hasta
lograr una pasta de aspecto homogéneo.

3. Se vertid la yema en un matraz Erlenmeyer; el mortero y el
mango se enjuagarcon con agua destilada que también se vertid
en el matraz.

4. Se agregaron de 10 a 15 ml de hexano y se agitd
constantemente durante 15 minutos con ayuda de un agitader
magnetico. Se dejé reposar otros 15 minutas hasta observar la
separacién de dos fases. En caso de emulsidn, se agregaron
unas gotas de eter v/, se agregd mas hexano y se repitid la

operacién.
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5. La fase superior se extrajo con una pipeta pasteur y se
deposito en un frasco seco y limpio.

6. Con la misma yema, se repitié el procedimiento desde el paso
#4 y la fase superior extraida se depositd en el mismo frasco que
la extraccién anterior.

7. Los frascos eran de tapdn de rosca con teflén y una vez con
la muestra, se seliaron con cinta teflén y se etiquetaron con el

numero de hvevo, y marca de la tortuga madre.

El extracto se mantuvo en refrigeracién y debidamente
etiquetado para su fraslado o la civdad de México donde se
continud con el proceso (Hidrdlisis y andlisis con cromatografia
de gases/especirometria de masas CG/EM)

La colecta de un huevo por nido, se repitié de igual forma
a to largo de la temporada tantas veces como fue posible
recapturar alguna de las hembras inicialmente muestreadas de

tortuga iaud.

2. TRABAJO DE LABQRATORIO:

Hidrdlisis.

1. Se evapord la extraccidn hexdnica con una corriente de
nitrégeno, hasta obtener el aceite.

2. Se peso el aceite obtenido y se trasladd a un vial para
microreacciones,

3. 5i se obtenia menos de 50 mg de aceite, se agregaba 0.5 mi
de Potasa/Metanol al 20% peso/vol. o 1 mi si se obtenia enire 50
y 100 mg. Asi se mantuvo agitando constantemente en bafo

maria entre 60 y 70°C durante 20 minutos.
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4. Se dejb enfriar un poco y se le afadid | ml de agua destilada
y 1 ml de n-hexano agitando.

5. Se extrajo la fase orgdnica {fase superior] v se guardé en un
vial etiquetado “fraccion no saponificable”, la fecha vy los datos
de la muestra.

6. A la fase acuosa que quedd en el vial, se le agregd HCI hasta
aicanzar un pH dacido,

7. En el mismo vial se hicieron ofras dos extracciones con n-
hexano y se separé la fase superior de cada una. colocandolas
en un vaso de precipitados y agregando a los extractos sulfato
de sodio anhidro para desecar.

¢. Se decantd el contenido del vaso de precipitados en un vial
para microreacciones y se evapord a sequedad con corriente
de nitrogeno.

11. Con el mismo criterio del paso 3, se agregd trifluoruro de
boro/Metanol al 10% agitando en bafo maria entre 60 y 70° C
durante 20 minutos.

12. Se realizaron dos extracciones mds con n-hexano, se separd
en un vaso de precipitados la fase orgdnica y secd con sulfatoe
de scdio anhidro.

13. Finalmente se decantdéd en un vial con la etiqueta
correspondiente “fraccion final® ., la fecha vy los datos

correspondientes de la muestra.
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Controi De Reactivos.

Todos los reactivos utilizados durante el andlisis fueron
concentrados hasta 3 6rdenes de magnitud vy se inyectaron a!
sistema CG/EM para verificar su pureza, ademds se hizo una
muestra contral de la hidrélisis evaporando desde el principio 15

ml de n-hexano. con el que se habian hecho las extracciones.

Separacion e ldentificacidn.

En ia mayoria de los casos, las muestras se concentraban al
maximo evapordndolas con una corriente de nitrégeno.

La separacién e identificacion de los compuestos de la
mezcla se realizd con un equipo acoplado de cromatografia de
gases-espectrometfria de masas (CG-EM]. marca Hewlett
Packard modelo 5988 A.

La temperatura del cromatdgrafo inicié en 60°C mantenida
por 4 minutos y calentando después con una velocidaed de
calentamiento de 5°C/min. hasta alcanzar una temperatura de
300°C. El inyector tenia una temperatura de 250°C y el tiempo
de corrida fue de 40 min. El rango de barrido de masas oscild
entre fos 33 y 550 unidades de masa. De cada muestra, se

inyectaron 2 pl al sistema.

3. ANALISIS DE DATOS.
Cromatogramas y Espectros De Masas.

De cada inyeccion al equipo CG/EM, se obtuve un
cromatograma en el que se representa el tiempo de retencién
en la columna cromatografica (eje de las X} contra la respuesta

del sistema a ta intensidad de un compuesto dado, es decir el
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numero de iones en el detector por unidad de tiempo que
expresa la abundancia relativa (Ar} {eje de las Y). Asi se forman
los picos cromatograficos que representan cada vno de ellos, un

compuesto de una mezcia (figura 3).

Los diferentes compuestos de la mezcia de lipidos se
identificaron plenamente al obtener para cada uno de ellos su
espectro de masa (figura 4 y anexo IV}, en el que se representa
la forma en la que Jas moléculos del compuesto se
fragmentaron al ser sometidas al bombardeo con electrones del
espectrometro de masas. Estos datos se compararon con
estandares ya conocidos, logrando asi la plena identificacién

del compuesto.

1LOE5 5(AT)

9.0E4 |
8.0E4

7.0E4
6.0E4
5.0E4
4.0E4
3.0F4
2.0E4
10000 i

) =l ==, 7
5 10 15 20 (min

Figura 3. Ejemplo de un cromatograma, tiempo de retencidén vs. senal
del equipo.
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Abundinclis
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Figura 4. Ejemplo de un espectro de masa, masa dei ion vs.

abundancia.

Integracién de los Picos Cromatograficos.

Una vez identificados los compuestos de cada muestra, se
obtuvo el drea bajo la curva de cada pico cromatografico que
representa un éster metilico de los Acidos grasos. La suma de
estas dareas representa el 100% de los acidos grasos en cada
muestra y en base a esto se obtuvo el porcentaje de cada uno
de los dcidos grasos identificados.

Es indispensable hacer notar que este andlisis es soiamente
semi-cuantitativo ya que para hacer un andlisis cuantitative se
necesitaban haber tomado ofras medidas como afadir un
estandar internc a la muestra y ese no era el objetive de este

trabajo.
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III RESULTADOS

1. FRACCION SAPONIFICABLE.

En el andlisis de estas muestras se caracterizé el perfil
cromatografico (figura 5) y se identificaron los ésteres metilicos de los
acidos grasos presentes en las yemas de ambas especies de tortuga.
En total se identificaron 19 acidos grasos diferentes por espectrometria
de masas, con algunas semejanzas y diferencias en presencia vy
abundancia entre la grasa de los huevos de las dos especies de
tortuga. En el anexc | se detalla la presencia y ausencia de los ésteres
metilicos de acidos grasos en las diferentes muestras analizadas.

Se obtuvo también para cada muestro analizada el porcentaje
relativo de cado uno de los ésteres i_dentificados, basado en el area
bajo la curva obtenida de codo uno de los picos cromatograficos
(anexo 1l). EI promedio de dichos porcentajes para cada éster se
muesira en la tabla |. Los acidos grasos mayoritarios (con porcentaje
mayor a 5%) encontrados para Dermochelys coriacea fueron Ciaoe,
Ciao. Crgo. Cren, Cis y C22:5. mientras que para lepidochelys
olivacea fueron Ciawo, Cisn. Crer, Cran y Co1:2. El dcido graso con
menor nimero de carbonos encontrado fue el dcido caprico (Ciow)
presente solamente en una de las muestras de Lepidochelys olivacea
pero con un porcentaje relativo de 3%. El Geido graso identificado con
mayor nimero de carbonos fue el dAcido graso insaturado de 22
numeros de carbonos presente en ambas especies. El dcido graso Cia:
fue el mds abundante en el vitelo de ambas especies, mientras que el
Ciz:o presentd las diferencias madas notables. En el caso de algunos
dcidos grasos insafturados no fue posible determinar con certeza el

nimero de insaturaciones que presentaban debido a su alto peso
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molecular lo que dificulté ver su ion molecular en el espectro de
masas; sin embargo el espectro demostraba un acido graso insaturado
al que se asigné el numero de carbonos por tiempo de retencion
comparado con el resto de los dcidos grasos bien determinados. En la
misma fabla se presenta la probabilidad de aparicion de cada éster
metilico basandose en el nimero de veces que dicho éster se presentd
en las muestras analizadas de una especie dada. _

Haciendo un promedio del porcentaje de los dcidos grasos
insaturados encontrado en cada muestra, se encontrd que la yema
del huevo de tortuga ladud tiene un 56.7% (n=14} de éstos. mientras que
en [a yema de tortuga golfina solo ocupan un 41.8% (n=11).

Se encontraron algunas variaciones en la grasas de los huevos de
diferentes nidadas de una misma tortuga a lo largo de la temporada;
sin embargo, éstas se ¢ =sentan en los dcidos grasos minoritarios y no
parecen tener una tendencia definida como se puede ver en los
resultados mostrados para las tortugas recapturadas en el anexo |y |l

En la tabla Il se enlistan todos los ésteres metilicos encontrados
en ambas especies. incluyendo los encontrados al mezclar todas las
muestras analizadas en el estudio preliminar de este trabajo {Barragdan
et al., 1995). El petencial energético se obtuvo calculando el nimero
de ATP’s generados por la ruta de f-oxidacion y multipiicandolos por la
energia libre de Gibbs de cada ATP =7.30 Kcal mol!' (Lehninger. 1990).
Bastd que un éster metilico se presentara en una sola de las muestras
analizadas para considerar su presencia en dicha especie, por lo
tanto. para apreciar diferencias entre las dos especies de fortuga,

remitirse a la tabla |
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Tabia |.

probabilidad de aparicién en dos especies de

Promedio del porcentaje relativo y

tortugo marina

Ester Porcentaje + ee Probabilidad
metilico i ‘
LAUD GOLFINA | LAUD [GOLFINA
n=14 n=11
cro 0] 3+0 0 0.09
ci2 125217 2709 0.86 0.27
Ci4 178 1.3 21.6+2 1 1
Cidn 11202 21204 0.29 0.82
C15 Pe+1.6| 2202 0.43 0.82
Clé 16.5+0.8 15512 0.8 1 1
Clén 82+ 0.92|164+0.7: 0.86 1
Cc17 1.320.1 | 1.3+x0.4 0.43 0.46
C17:1 1.6+ 0.2 2103 0.36 0.73
C18 37204 311204 0.79 0N
C18:1 310 +2.4) 2812 1 1
C18:2 42+046| 29+0.3 0.57 0.55
Ci19.2 1.5202] 3.3£046 0.14 0.27
C20 390 0 0.07 0
c20:2 272046 372046 0.5 0.64
C21:2 0 |55%08] 0 0.27
C22:% 6.3x1.8| 3.4610.7 0.36 0.55

Nota: En el promedio del porcentaje relativo “n” varia de acuerdo al nimero

de datos disponibles para coda uno de los acidos grasos {ver anexo Il}:
en las muestras de laud, no incluyd la muesira AC 668{1) por presentar
solo tres picos debido a uno baja concentracién de la muestra.
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Cia1 a)

Cazs

25 30 33 40 (min)

Figura 5. Reconstruccion de los cromatogrdmas tipicos de la fraccién
saponificable en el vitelo del huevo de dos especies de tortuga marina:
a} Permochelys corioceay b} lepidochelys clivacea.
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2. FRACCION NO SAPONIFICABLE.

En esta parte de las muestras analizadas, se encuentra todo
aquello que no forma sales de dcidos grasos y que se extrajo junto con
la fraccion grasa del huevo. Se anexan datos no publicados cbtenidos
al mezclar todas las muestras analizadas en el estudio preiiminar de
este ftrabajo (Barragdn e/ ai. 1995). Se identificaron ceras
{hidrocarburos saturades) de diferente nimero de carbonos para cada
especie; esteroles, vitamina E y presencia de contaminantes (tabla IH).

Las ceras, compuestos no reportados anteriormente en los huevos
de un reptil, se presentaron en ambas especies con una distribucién de
tipo norma! {Gaussiana), centrados en los hidrocarburos de 22 y 23
dtomos de carbono en el caso de la ladd, y en los hidrocarburos de
25.26 y 27 atomos de carbono en el caso de la golfina (figura
é}.Notandose una tendencia hacia las ceras mas pesodas en Ig
tortuga golfina. Ei colesterol se observd al mezclar todas las muestras
de tortuga loud, en el caso de las golfinas no se pudo observar el
colesterol en ninguna de las muestras analizadas, sin embargo, en una
de ellas se encontrd un esterol que no se logrd identificar claramente,
La presencia de vitamina E, lo mismo que el colesterol, solo se observé
al mezclar todas las muestras de lald, y en tortuga golfina no se

observo en ningun caso.

Vitaminag E
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Resulrados

CH;

CH;

HO
Colesterol

A pesar de no ser compuestos naturales, se encontrd una
amplia variedad de contaminantes provenientes de |la ingesta de
plédsticos en el 42.8% de las muestras de ladd y en un 27.3% de las
muestras de golfina: dichas moléculas no solo resaltan por su
impertante presencia, sino también por encontrarse a nivel de huevo,
lo que implica que dichos contaminantes permearon a través de todo
el sistema fisiolégico de las grasas hasta la vitelogénesis. Estos
contaminantes se pueden separar en dos grupos:

a) En el grupo de los ftalatos, se encontraron Dimetil ftalato,
Dibutil flalato y Dioctil ftalato en el 21.4% de las muestras de
Dermochelys y Dioctil ftalato en 9.1% de los huevos de lepidochelys
ofivaceo.. les cuales son utilizados en la elaboracién de plasticos como

moléculas plastificantes.
0 0
0O—CH; 0/\/\

0—CH; O~
0 0

dimetilftalato {DMF) dibutilftalato (DBF)
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0
PPN
0
i \/\ﬁ\/
diisoctilftalato {DOF)

b) El grupo de los antioxidantes [AQ) que son compuestos
derivados de las naftoguinonas tales como terbutil-tolueno y butit
hidroxitolueno, este grupo de moléculas como su nombre lo dice
previenen la oxidacién del polimero y la polimerizacidn en los
prepolimeros. Al no estar claramente identificados los diferentes
radicales de cada unao de estas moléculas se denominaron con un

numero conseculivo segun su orden de aparicién (tabla [11).

O

R

Naftogquinonas {antioxidantes)

La presencia de contaminantes en cada una de las muestras se
detalla en &l anexo lll; donde es posible apreciar que si bien, ambas
especies se encuentran expuestas al mismo tipe de contaminantes
plasticos: es en la tortuga laldd donde se presentaron con mayor

incidencia y variedad.
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Debido a problemas técnicos fue imposible obtener los
porcentajes relativos de los compuestos de la  fraccidén no
saponificable; sin embargo, los cromatogramas aqui mostrados (figura
é) son bastante elocuentes; en éstos no solo se pueden apreciar las
diferencias del perfil de ceras en laud y golfina: si consideramos que el
tamano de los picos cromatogrdaficos es proporcional al porcentaje
relativo del compuesto que representan, resulta evidente gue la
presencia de los contfaminantes puede ser tan representativa o mas
gue cualquiera de los demds compuestos de la fraccidon no

saponificable.
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Tabla Ill. Comparacién de los compuestos encontrados en la
fraccion no saponificable de las tortugas marinas
Dermochelys coriaceay lepidochelys olivacea.
FRACCION NO LAOD GOLFINA ;
SAPONIFICABLE Dermochelys lepidochelys
coriacea olfivacea
CERAS De Ciy7y a Cxm De Cis a Ca3a
(hidrocarburos saturados)
ESTEROLES Colesterol Esterol no
identificodo,
VITAMINAS Vitamina E. -—

CONTAMINANTES

di-metil ftalato, {DMF)

di-n-butil fialato (DBF)

di-isoctil ftalato (DOF)
Antioxidante 1
Antioxidante 2
Antioxidante 3

Antioxidante 5

di-isoctil ffalato (DCF)
Antioxidante 1
Antioxidonte 2
Antioxidante 3

Antioxidante 7




Resulftados

DBF a)
4 Ar AO '
1.2E4 4
] Vitamina E
100004
8000+ Cm Colesterol
] Ca3 Cay
) Cxn
6000 Cm Cas
] Cag
4000- i Cp Car
4 Coag
] Cay
2000+ Cpr ” Gl o
A L i
0 . . - R
40 S0 [min}
c
1 Ar Cis 8 oy, b}
Caq
1 c
2.5E4 - 22 A0 49 Cae
b Cz3
1 Ca2e
2.0E4 1 Cag
] Can
) Can Can
1.5E4 ': Cl!l
180000 J C32
i C
5000 .
- - L
0 T
40 50 tmin)

Figura é. Reconstruccién de los cromatogramas de ta fraccién no saponificable en el
vitelo de dos especies de tortuga marina a) Dermochelys coriccea y b}
lepidochelys olivacea
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3. MUESTRAS DE UN SOLO NIDQ Y CONTROL DE REACTIVOS.

El muestreo de un sdlo huevo por nido es suficientemente
representativo ya que los 15 huevos analizodos de una nidada de 140
huevos totales, presentaron cromatogramas idénticos., por lo que
resultd de mas cualquier andlisis probabilistico. Los acidos grasos
encontrados fueron |los mismos y las proporciones se mantuvieron en
las 15 muestras. Los resultados de una de estas muestras {Mé5) se
detaltan en los anexos | y Il.

El andlisis indicado para el control de reactivos no mostrd
ninguna impureza que pudiera afectar los resultados encontrados en

este estudio.
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IV. DISCUSION
1. FRACCION SAPONIFICABLE.

Los ésteres metilicos encontrados en las dos especies de tortugas

analizadas en este trabajo, presentan muchas semejanzas en
presencia y abundancia relativa; Cisno. Crso. Cienn y Cisa son los

acidos grasos mayoritarios mas importantes en los que coinciden los

dos perfiles cromatogrdficos obtenidos aqui. Se encontraron aigunas
diferencias como |la presencia de Cioo ¥ C21:2 solamente en tortuga
golfina y el dcido graso Cap:0 presente solo en ladd, asi como una
notable cantidad de Ci2:0 encontrada en la misma especie. La escasa
abundancia relativa, asi como la presencia en una séla muestra,
hacen poce Uil al dcido Cio0 como referencia interespecifica: sin
embargo, el dcido graso Ciz:0 si podria calificarse como caracteristico
de la tortuga ladd, dado su alto indice de aparicién y su elevado
porcentaje relativo, compartiendo esta caracteristica Gnicamente con
la tortuga verde [Joseph ef a/. 1985). Ackman y Burgher, en 1945 ya
mencionaba esta similitud entre la grasa de tortuga verde vy la de laud,
sin embargo propone que se podrian distinguir ya que “Cizp se
encuentra en mayor proporcion que Ciso en tortuga verde a
diferencia de laud". Estudios posteriores como el de Ackman et gl
1971, Joseph et of 1985 y el presente trabagjo no coinciden con esta
aseveracion ya que al comparar nuestros resultados con los trabajos
citados, se observa que la relacién entre Ciz.0 vy Ciao €35 la misma
tanto en tortuga verde como en laid. El acido graso Ciao se

encuentra en considerable abundancia en laud {17.8%}) y golfina
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{21.6%). vy Ackman (1971} reporta que las tortugas marinas lald,
caguama y lora tienen de 3 a 4 veces mas de este dcido graso que las
tortugas dulceacvuicolas; ademds Joseph ef al. {1985) proponen que
tanto Ci»0 como Cran son organcgénicos debido a la escasg
presencia de estos compuestos en la dieta de tortuga verde y iaud.

A pesar de que en la tortuga golfina se encontraron 10 dcides
grasos insaturados diferentes, mientras que en ladd solo 8; en la grasa
de tortuga laud, los dcidos grasos insaturados tienen un porcentaje
reiative superior al de los saturados {56.7% vs. 42.3%) a diferencia de la
grasa de tortuga golfina, cuyos dcidos grasos insaturados solo ocupan
un 41.8% de la fraccién grasa. Esto es un dato esperado ya que se sabe
que en las plantas y aquellos animales que viven en zonas frias, los
acidos grasos insaturados predominan sobre los saturados (Lehninger.
1990}, con lo que se pone de manifiesto el habitat templado al que se
someten |las tortugas laud en sus largas migraciones y con sus hdabitos
pelagicos, mientras que la tortuga golfina se mantiene en aguas
tropicales.

Al menos ia mitad de ios acidos grasos minoritarios (menor a! 5%
cada uno} encontrados en ambas especies, son moléculas con numero
impar de carbonos. Este tipo de dcidos grasos son raros en animales
terrestres, pero se consideran con una presencic importante en
organismos marinos; en estos Acidos grasos su porcentaje relativo
oscila alrededor de!l 2% del total de lo grasa y en todos los casos es
mayor al 1% {ver tabla I).

Ei monoeno Cis: se presenta como el Aacido graso mas
abundante en ambas especies asi como en el resto de las tortugas
marinas estudiadas por otros avtores (ver tabla 1V): este monoeno
también es prominente en los depdsitos grasos de las otfras cuatro

clases de vertebrados [McMullin et al, 1968}, lo que pone de manifiesto
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la preferencia de este dcido graso como reserva de energia. En

cuanto a los dacidos grasos esenciales, el dacido graso Cisz es

notablemente mas abundante en laud que en golfina; el polieno Cis:3
no fue claramente visible en ninguna muestra y el acido araquidodnico
podria estar ligeramente en mayor proporcién en golfina que en ladd,

en caso de que los dcidos Cgzo:: reportados aqui, sean en realidad

Cz0:a.

Es de notar también. que el polieno de 22 dtomos de carbono es
mayoritario solamente en ladd y que éste, en caso de tener 4 o 5
insaturaciones, podria ser un derivado por extensidn del dcido
araquiddnico o ser resultado directo de la alimentacion; es posible sin
embargo, que los polienos de 20 y 22 dtomos de carbono reportados
aqui se traten de los dcidos grasos Cz2o:5,3 ¥ C22:6,2 que Joseph ef al.
(1985} mencionan comeo caracteristicos marinos, en cuyo caso, se
deberian muy probablemente a la influencia de la dieta, ya que en ta

misma cita se mencionan substancioles porcentajes de C20:4p6. T22:446.

Coa:546, C20:5,3. Co2:5,3 ¥ C22:603 €n cnidarios y al ser éstos dieta
principal de las tortugas laud, se explicaria la netable abundancio del
polieno C22:¢. Para conocer realmente cuantas insaturacionas tiene
C22:2. es necesario hacer una ionizacidn quimica, la cual es una
jonizacién suave y permite ver en gran abundancia al ion molecular,

Como los acidos grasos esenciales no pueden ser generados por
los animales, son los que mejor reflejan sus patrones alimenticios: al ser
abundantes los polienos de C18 en las plantas; es evidente que se
encuentre una baja abundancia de dcidos grases esenciales en las
tortugas marinas a diferencia de la grasa de tortugas dulceacuicolas
como lo reporta Ackman et al. en 1971,

Si bien se demostrd que el método utilizado es lo suficientemente
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efectivo para no marcar diferencias entre las muestras de una misma
nidada de golfina, si se encontraron diferencias en las diferentes
nidadas de una misma hembra de ladd a lo largo de la temporada; sin
embargo, estas diferencias se manifiestan principalmente en los dcidos
grasos minoritarios con una variedad aparentemente aleatoria; por
ejemplo, de las 4 anidaciones muestreadas de la tortuga con la marca
AC-684 (ver anexo |). C2:: se presenta sclo en las 2 primeras
anidaciones, Cisz solo en las 2 Oltimas, Cisa en las dos intermedias v
C:o: falta solo en la segunda anidacion. Esta distribucion aleatoria de
los dcidos grasos minoritarios entre las diferentes anidaciones podria
ser explicado en base a una posible alimentacion esporadica de la
tortuga madre ya que si bien, se propone que las tortugas lald tienen
zonas de alimentacion en zonas mas frias donde abunda mas su
alimento, no se excluye que pudieran alimentarse ocasionalmente
durante la época reproductiva. Es de esperar que los adultos
ageumulen grandes cantidades de grasa durante sus periodos
alimenticios con el fin de alcanzar una exitosa reproduccién, en el
caso de las laudes esto es un gran reto dado el pobre valor alimenticio
de los cnidarios (2.5 Kcal/g. En Lutcavage y Lutz, 1984} que utilizan
como dieta principal. Un dato interesante es el que se observa con la
presencia del dcido graso Cie: [anexo 1), que en la mencionada
tortuga sélo se pudo ver hasta la tercer anidacién (posiblemente en
concentraciones mas pequefas posteriormente). Es posible gue Ig
diferencia en la presencia, cantidad y calidad de dcidos grasos
determine tanto el tiempo en el que se requerird la propia
alimentacién de las crias, como la sobrevivencia de las mismas ya que
hay que recordar que los acidos grasos, en partficular lo esenciales, no
son sélo el almaceén de energia que les permitira llegar a una zona de

alimentacion, sino que tienen importantes vinculos con lo que
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respecta a defensa parasitaria, coagulacién y sintesis de tejidos al ser
basicos en la formacién dé membranas. Birkenmeier {1971) propone
que gracias a la energia almacenada en el saco vitelino, las crias
pueden internarse en el océano alejdndose de las peligrosas zonas
costeras y satisfacer sus necesidades energéticas {1.76 Kcal/dia segin
Lutcavage y Lutz. 1984) hasta por 11 dias: sin embargo, la carencia de
los dcidos grasos esenciales podria obligar a las crias a disponer parte
de esta energia almacenada para proveerse de ellos a través de la
dieta antes de llegar a una hipotética zona de alimentacién de
postneonatos.

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con los
reportados por otfros autores para depdsitos grasos de otras especies
de tortugas, se encontraron muchas semejanzas en los acidos grasos
mayoritarios {ver tabla IV}; sin embargo en dichos trabajos (Ackman y
Burgher, 1945: Ackman et al. 1971 y Joseph, ef gl 1985) también
reportan una gran variedad de isomeros con poca representacion
(acidos grasos minoritarios) incluyendo al acido grase Cl16:) #irans 10,
el cual es muy extrafic encontrar naturalmente en los animales ya que
éstos, utilizan la configuracidn geométrica cis en su metabolismo. Esa
gran variedad de isomeros encontrados por dichos autores. no se
observé en este estudio, lo cual puede deberse a que los estudios
realizados por Ackman y por Joseph son en la grasa dérmica de los
organismos adultos en donde sea mas facil observar los dcidos grasos
derivados de la dieta. o bien existe la posibilidad de que se trate de
una sobreestimacion al interpretar los cromatogramas dada la baja
resolucion de los equipos con los que se contaba en ese entonces,
cabe recordar gue estos equipos no tenian la seguridad de
identificacion que se obtiene al acoplar el eqguipe con un

espectrdmetro de masas y por lo tanto la identificacién era solo g
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base de tiempos de retencidn de picos de muy baja resclucidon y en
donde el ruido del sistema podria ser interpretade como un isémero
solo por presentarse en un tiempo de retencion dado. Estudios mucho
mas recientes y con técnicas semejantes a la utilizada en este trabagjo,
como los de Weldon ef gl 1990 y Weldon y Tanner, 1990 en
secreciones glandulares de tortuga lora y caguama presentan una
composicion de acidos grasos mds parecida o la reportada en los
presentes analisis. sin embargo desafortunadamente no reportan
porcentajes relativos para poderlos comparar con los mostrados en la
tabla Iv.



Discusion

Tabla IV. Comparacién del porcentaje relativo de los acidos grasos
mayoritarios (mas del 5%) encontrados en é especies de tortuga
marina.

' I
Acido o ¢ . ! ¥
P , )
graso Goltne taed Laod Caguamo i Lora Verde Carey
12:0 2.70 12.5 9.55 0.4 0.75 9.68 0.43
14:0 21.40 17.8 15.77 9.12 131 12.61 ?
14:0 15.50 14.5 11.87 16.65 20.03 17.99 ?
18:0 310 37 5.09 423 573 4.67 ?
) » »
16:1,7 14.40 8.2 617 9.23 13.73 8.06 ?
» »
18:1 m7 28.10 31.1 20.45 18.94 22.93 2572 ?
217 5.50 0.00 0.06 .- 0.05 - 1
22:5,3 3.60% 8.3% 1.56 5.44 125 |7 123 ?
22:6,3 .- - 2.5 11.36 3.38 7.26* ?
14:Hrans
2.94 2.20 0.47 -
E Y i - . . £ 0.47 ?
w10

© Datos obtenidos de este trabajo.
¢ Datos tomades de Ackman et ol.. 1971.
-« 5 e promedio de 2 muestras reportadas en Ackman et @l 1971,

¥ Se promedicron los dos datos reportades para dos depdsitos grasos de tortugas silvestres,
reporiado en Joseph et al. 1985.
. Reportado en Joseph et al. 1985,

4 [te dcido graso no es mayornitano en ningln caso. pero se considera relevante por tener la
posicion frans.

® o podemos asegurar que estos Geidos grasos sean .7,

% Solo se conoce gue son Ac. grasos insaturados, pero se desconoce el nimero de insaturaciones.
En el caso de L, olivaceaq existen al mengs dos Caz con insaturaciones.

% Solo era mayoritaric en una muestra {7,26%), en la otra tenic un porcentaje de 0.01%.

% Solo en una muesira era de 0.47%. en la otra era menor a 0.01%.
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2. FRACCION NO SAPONIFICABLE.

En esta fraccidén de los lipidos de la yema, se encontraron
compuestos que hasta la fecha no han sido publicados y tal vez sean
por completo desconocidos en las tortugas marinas. El primer grupo de
compuestos que resaltan por su importante presencia son los ceras,
hidrocarburos saturados de 17 a 31 dtomos de carbono en el caso de
las lavdes y de 19 a 33 dtomos de carbono para las golfinas; en ambas
especies o abundancio de las ceras presenta una distribucion normal
cenitrada el ios hidrocarburos de 22 y 23 dtomos de carbono en ias
ceras de laud y en aquellos de 25.26 v 27 carbonos en la cera de
golfina (figura 4). Este tipo de hidrocarburos, juntoe con ofra gran
variedad de lipidos, forman los llamados lipidos de superficie o cera
gue recubre normaimente algunas frutas, hojas y pelaje de animales;
son responsables del cardcter impermeable de la superficie vy son
importantes conservando el balance de agua de los organismos vy
proveyendo una barrera contra el ambiente (Gurr y Harwood, 1991). Es
necesario realizar mas estudios para saber cual podria ser el papel de
estos hidrocarburos en ta yema, asi como cuales podrian ser tos
beneficios que de elios ocbtenga el embrién. Debido a lo que se
reporta de este tipo de ceras, su presencia en la yema del huevo
sugiere una capa protectora que recubre el saco vitelino, lo cual
podria contribuir a la flotabilidad a las crias y evitar la hidrolisis
prematura de las moléculas de reserva energética; sin embargo para
confirmar esta hipotesis seria necesario ubicar la posicidn y el
porcentaje de estas moléculas en el saco vitelino.

La presencia de estos hidrocarburos nos motivé a investigar sobre
la presencia de los ésteres de cera enire los lipidos del vitelo.
Desafortunadamente no fue posible confirmar esta presencia

experimentalmente, ya que dichos ésteres son saponificables v no
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podian ser detectados con el método utilizado en este trabajo; sin
embargo. en teoria no seria aventurado pensar que los ésteres de
cera esten presentes en la grasa de las tortugas marinas, en particular
en ladd ya que este tipo de moléculas han sido consideradas como
importantes componentes transmisoras del carbono en el ambiente
marino y se han encontfrado en animales con lorgos periodos de
ayuno, de aguas frias y se ha demostrado un rdpido crecimiento
asociado al consumo de estos lipidos en aigunocs peces marinos.

Lo creencia de gque los huevos de tortuga marina poseen grandes
cantidades de coiesterol parece ser un mito similar al de ios poderes
afrodisiacos que se les atribuyen & los mismos. Un estudio realizado con
Ltepidochelys olivaceo reveld que el colesterol que poseen los huevos
de esta especie [3.33%) ocupa solamente la mitad de la proporcion
que presentan los huevos de gallina {6.%) [Annie Chaves comentarios
personales). Los Unicos trabajos o los que se tuvo acceso y que
podrian sugerir altas cantidades de colesterol en los huevos de tortuga
marina, son aquellos que utilizan la técnica del ‘“indice de
saponificacion”, en la cual se da por hecho que todeo aquello gue no
es saponificable, ademds del glicerol, es colesterol y esto podria haber
sido el origen del mito. La presencia de esta molécula en los huevos
de tortuga laud en el presente estudio: solo fue representativa al
analizar una mezcla de todas las muestras, ya que en las muestras por
separado, la sera! correspondiente al colestercl era muy pequena o
no erq visible; por otro lado resalta el hecho de que el colesterol no se
haya localizado en ninguna de las muestras analizadas de tortuga
golfina (incluyendo la mezcia de todas ellas) y sélo en una de ellas se
observo un esterol no identificado claramente .

A pesar de que el colesterol no se encuentre en las altas

proporciones como se creia, resuita dificil explicar biclégicamente ta
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notable ausencia de una molécula indispensable en el desarrollo vy
metabolismo (en particular’ fransporte y digestion de lipidos) de los
animales. El mismo caso resulta para las vitaminas liposclubles de las
que solo se encontrd la vitamina E: si bien solo ésta y la vitamina A se
consideran esenciales en la dieta y su requerimiento es menor al 0.1%
de la materia seca consumida. La ausencia de estas moléculas en las
muestras analizadas puede deberse principaimente a dos razones: a
las bajas concentraciones en las que se encuentran dichas meoléculas
y/o al tipo de extraccion utilizada. Existen diferentes métodos para
extraer los diversos lipidos de una mezcla; sin embarge, en este estudio
se decidid wutilizar una extraccién con hexanoc por las siguientes
razones:

1) Era necesaria una extraccién en campo para evitar ia posible
descomposicion de ias moléculas y las condiciones ambientales en
campo requerian de un método sencilio y rapido.

2) Al ser poco especifico el método de extraccidon no se excluia
ningun compuesto, lo que permitia observar la mayoria de los
componentes de la fraccion grasa, y gracias a esto se lograron
hallazgos importantes como la presencia de ceras y contaminantes:
por lo fanto el tipo de extraccion fue el adecuade para cumplir con
los objetivos de este trabajo. pero si se deseara hacer un estudio con
colesterol o alguna otra molécula en particular, seria necesario
modificar el método. por ejemplo un sistema de extraccion con fluido
supercritico para eptimizar la obtencién de colesterol.

Es notable que el unico registro de vitamina liposoluble en este
estudio, sea precisamente la vitamina E que ademds de prevenir
muchas alteraciones en la salud de los organismos, se ha encontrado
comeo determinante en la oviposicidn y la viabilidad del esperma.

Dentro de los contaminantes encontrados en la yema del huevo
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de tortuga marina, el grupo de los antioxidantes fue el mdas
representativo. tanto en el numero de ellos, como en su frecuencia de
aparicién. Si bien los antioxidantes parecen ser poco téxicos, los altos
niveles presentes en las muestras analizadas resulta asombrosa
considerando que la gran mayoria de los compuestos que emplean
estos quimicos solo contienen del 0.05 al 0.1% de los mismos, mientras
que sus picos cromatogrdficos al igual que aquellos de los ftalatos
(DMF; DBF y DOF) muestran encontrarse en proporciones similares ©
mavyores a las de el resto de los compuestos de la fraccion no
saponificable, lo que demuestra el papel de las tortugas marinas como
"biomagnificadores" de este tipo de contaminantes, esto es que. al ser
especies sensiblemente expuestas a este tipo de contaminacion,
acumulan las moiéculas contaminantes en sus tejidos vy son un
indicador del verdadero impacto de los contaminantes en lo biota.
AOn con los altos niveles encontrados de contaminantes liposolubles,
la extraccién de éstos podria optimizarse utilizando cloruro de metileno
como solvente.

Los ftalatos y las hidroguinonas son moléculas antropogénicas
utilizadas en la elaboracidn de los plasticos y son facilmente liberadas
en cualguier medio, asi sea terrestre, acuoso o aqéreo.
Experimehiolmente se ha demostrado que los ftalatos son toéxicos con
importantes repercusiones en la reproduccién de los organismos y se
han considerado como estrogénicos, cancerigenos, orquidotdxicos vy
mutagénicos como se ha mencionade ampliamente en el marco
tedrico de este trabajo.

Hasta fechas recientes y aun en algunos sectores como la
industria y e! gobierno, los pldasticos no han sido mds que un tfipo de
contaminacién que causa solamente problemas mecdnicos y su

importancia se considera aislada. Sin embargo, la realidad es muy
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diferente, en el Atlantico se han reportado conceniraciones de
ftalatos mayores a las de los DDT’s y PCB's en el medio marino, Hirth
(1987} en Tortuguero, Costa Rica y Sarti e o/ (1994) en varias playas de
México han encontrado que los desechos mas comunes que llegan a
las playas de anidacién son pldasticos. Carr (1986, 1987a y 1987b)
reporté como las tortugas juveniles al comportarse como migrantes
pasivos convergen en las grandes corrientes ocednicas con su
alimento y desafortunadamente también con una gran variedad de
desechos incrementando las posibilidades de enmallamiento e
ingestion de eéstos Ultimos. Existe gran cantidad de reportes de
ingestion de plasticos en cosi todas las especies de tortuga adultas por
autores como Mrosovsky (1981). quien reporta la ingestion de plastico
del 44% de 16 tortugas laid; Den Hartog y Van Nierop (1984) quienes
reportan el mismo caso en el 50% de é laudes, y Barragdn {1992) que
reporta la presencia de plasticos en 3.6% de 95 tortugas (. olivaceao.
entre ofros muchos. Dichos reportes son de todas partes del mundo,
incluso en zonas costeras de baja densidad de poblacién humana
resaitando la importancia mundial de este problema.

Lutz [en Hutchinson ¥ Simmonds, 1991}, cbservd
experimentalmente que pequehos trozos de pldstico y Idtex pueden
ser retenidos por mas de 4 meses dentro de las tortugas antes de
desecharlos y encontréd evidencia de descomposicidn del latex.

La presencia de estos contaminantes provenientes del plastico en
las reservas de energia de los huevos de tortuga marina, demuestran
la ubicuidad de estos contaminantes dentfro de los organismos,
traspasando toda la fisiclogia de las fortugas hasta el momento de la
vitelogénesis. y alertan sobre el impacto de ia contaminacién humana,
al mencs en el case de los pldsticos. Nuestros resuliados demuestran

que las sustancias plastificantes son capaces de liberarse en el tracto
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digestivo de las tortugas y migrar junto con las grasas hasta tejidos de
reserva, donde pueden ser transportados hasta el huevo dentro del
vitelo. Por lo tanio las consecuencias de la ingestidn del pldastico,
pueden ir mucho mas alld de bloguear el fracto digestivo y disminuir
los esfuerzos alimenticios del individuo, pueden ademds, disminuir la
adecvacién de la especie alterando sus funciones reproductivas y
tener efectos transgeneracionales ya que las crias pueden cimccer;cr
estos contaminantes como bombas de tiempo.

En algunos estudios /in vitro se han considerade a los ftalatos
como ligeramente estrogenicos (Jobling e/ o/ 1995) © que no
representan un riesgo para el humano ni el medio ambiente {CEPA
1993 y 1994]. en ambos casos se reconoce que es necesario la
experimentacidon in vivo y un monitoreo més detallado de la presencia
de estos compuestos en el ambiente. -

Creemos gue ese monitoreo mas detallado puede y debe
realizarse en organismos con altas probabilidades de ingestién de
plasticos como la tortuga ladd la cual ha visto diezmada
dramdéticamente su poblacién en el Pacifico, enfrentdndose. no solo a
amendazas como ta captura incidental, la comercializacidn v los
disturbios en la anidacidn, sine también a los efectos de sustancias
contaminantes en su fisiologia reproductiva. La presencia de varios
ftalatos observada en los huevos de Dermochelysy sobretado, los altos
niveles que parecen tener en los cromatogramas aqui mostrados,
implica una alta exposicion a la ingesta de plastico, explicable por sy
dieta que se estima alrededor de 260 Kg. de medusa al dia {Lutcavage
y Lutz, 1986) y que fdcilmente podria ser confundida con las grandes
cantidades de plastico que se vierten al mar. Es factible pensar que la
ingestion de plasticos en tortugas golfinas sea mas esporadica debido

a su dieta mas variada, sin embargo al alimentarse en zonas mas
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someras y costeras, la probabilidad de que la tortuga consuma
plasticos es mayor debido a las descargas de rios, las cuales acarrean
desperdicios de tierra adentro.

Los ftalatos como quimicos endocrino alterantes. han sido pocCo
estudiados y se desconocen las concentraciones en las que se pueden
considerar toxicos en los diferentes organismos en vida silvestre: sin
embargo, si se reconoce su cardcter teratogénico y mutagénico
afectando principalmente a nivel del esperma. Esto incrementa el
interés en evaluar y erradicar este problema, ya que no se conoce la
propercién de machos y hembras en tortugas marinas, pero si como
sugieren los escasos avistamientos de machos en tortuga laud, su
proporcic~ es mucho menor al de las hembras, el efecto global de un
dafio en el sistema reproductivo de los machos incrementaria et dafo
en la poblacion. Es necesario, por lo tanto, realizar estudios
encaminados a evalvar los posibles dafio en el sistema reproductivo
de machos y hembras de tortuga marina v establecer su relacidn con
las concentraciones de ftalato que presenten. Asimismo es necesario
concientizar a las personas en general y a las autoridades del dafo
que se puede ocasionar al considerar al océano como un basurere
interminable e inalterable y es un recordatorio para los bidlogos y
autoridudes competentes de la necesidad de proteger a los
ecosistemas como la base de los esfuerzos de proteccion de las

especies.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo el perfil caracteristico de los dcidos grasos que componen
la yema de las dos especies de tortugas marinas estudiadas. encontrando a
Cia0, Cran, Crer ¥ Cisn como los Acidos grasos mayoritarios en los que
coinciden ambas grasas. El acido Ci2:0 mostrd suficientes diferencias como
para considerarlo como caracteristico de la grasa de tortuga taid entre las
tortugas marinas compartiéndolo solo con la tortuga verde (Chelonia
mydas). A diferencia de la tortuga golfina, los acidos grasos insaturados
predominan sobre los saturados en la grasa de tortuga ladd, lo cual se
considera caracteristico de animales que viven en zonas frias. En cuanto a
los acidos grasos esenciales, se observaron en muy bajas proporciones en
ambas especies.

Los cambios en el perfil graso a lo large de la temporada de los nidos
de una sola hembra se observaron solamente en los dcidos grasos
minoritarios, lo gque podria sugerir una alimentacién esporadica de las
tortugas ladd en ia zona de alimentacién.

En la fraccién no saponificable se enconttd la presencia de ceras
(hidrocarburos saturados) reportados por primera vez en tortugas marinas y
cuya funcidén ain desconocemos, ademas fue posible observar la presencio
de colesterol y vitaming E. importantes compuestos en el metabolismo de
las tortugas marinas. Se recomienda sin embargo utilizar métodos de
extraccién mds adecuados si se desea hacer un estudio con estos

compuestos en particular.
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En este estudio. se demostrd que una sustancia potencialmente toxica
{ftalatos y antioxidantes) ingerida por las hembras adultas es capaz de ser
tfransmitida al huevo. Es de vital importancia conocer el efecto que los
ftalatos e hidroquinonas pueden tener en el desarrollo embrionario vy
fisiologia reproductiva de las tortugas marinas, asi como cudles son las
concentraciones minimas in vivo en que estos contaminantes pueden

afectar al organismo.
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Anexos

ANEXO 1

Esteres metilicos identificados por espectrometria de masas en 2

especies de fortuga marina.

TORTUGA LAUD Derntochelys coriacea

Ci01Cr2| Crar [C1a[Crs [ Crar [ Cia] Cara |Cor| Cuz | Crgr [Caz| Croie | Coo9 | Cao | Cavir | Cazr
AC 668 (1N X X X
AC 668 (3) X X X X X
AC 684 (1) X X X| X | x| x | x [X X X
AC 684 (2) X X X! X X X X X X X X X
AC 684 (3) X X X | X X X X X X X X X X
AC 684 (3) X X x| X | X X | x| X | x
ACT01(1) X X X X X X
AC 701 (2) X X X X
ACT01(3) X X X X X X
Ja778 X X X X X X X X X
J 0795 X X X | X X X X X X X X X X X
Embrion A X X XX X X X X X X X x
Embrion B X X[ X X X X X X X X X
Embrion C X X, | x X X X X

TORTUGA GOLFINA Lepidochelys olivacen

C10]C1z| Ciait [C1a| Cis | Coer [ Cis| Cirt [Caz] Cooa [ Cioa [ Cie| Ci97 | Conz | Coo | Coriz [ Capn
M28 X X | X X X X X X X X X XX
M29 X XX X X X X X X X X X
M31 X X | X X X X X X X X X X X
M32 X [ x[x] x~ x| x x| x X | X
M33 X XX X X X X X X X XX XX
M4 X X X | X X X X X X X X
M36 X X X X
M37 X X X X X X
M38 X h.4 X| X X X X X X X X
M39 X | X X X | X X X X X X X X
MéS X XX X X X X X

Nota: El nimero entre paréntesis, representa la anidacién {recaptural de la que
la muesira.
grasos insaturodos con el mismo nUmero de carbonos, pero gque difieren en
el numero de insaturaciones.

se obtuvo

Las celdas con dos

“X", representan dos dcidos




Anexos

ANEXO I1
Porcentaje relative de los ésteres metilicos en cada muestra
analizada.
TORTUGA LAUD Dermochelys coriacea

Ci0[ Crz | Crar | Cia {Cas| Crect [ €98 | Ci71 [Co7| Cuma | Cant [ C1s | Cion | Cane [ Co [Criiz| Crzo
AC 668 (1) 32.7 248 42.5
AC 668 (3) 17.1 238 143 | 16.5 283 .
AC 684 (1) 85 T (129 135| 23 {1.7| 55 1 36.1 (54 3] 8.1
AC 684 (2) 107 07 (18313 7 [162] 1t (08| 33 {264 |27 11.6
AC 684 (3) 10.7 1.4 [188|24]| 93 |189( 18 [1.6] 51 [236[23] 1.7 24
AC 684 (4) 24.4 25222122125 185 (15 1.2 23
AC701{1) ? ? ? ? ? ?
AC 701 {2) 19.8 7 1275 527
AC 701 (3) 1.5 17.5 6.2 | 20 40 |48
J 0775 11.1 149 79 1166 45 | 346 | 4 33 31
J 0795 85! 08 |124(18| 76 [134] 1.7 | 1 7.2 | 204 |41 1.1 4 71
Embrién 1911 16 (21419 65 |169| 1.1 {13| 15 24 133 14
A
Embrién 10.3 16.3|2.2| 5.t | 159 1.2 2.8 | 381 [4.2 2.3 16
B
Embrién 57 14 4 63 [21.2 39 | 434 (51
C

TORTUGA GOLFINA Lepidochelys olivacea

Ciof C1z | Cranr | C1a [C15| Cag:t | Crs | Cirit [ Co7[ Cinz | Comt [ Caal Cian | Cagr [ Cao [Caie| Cazsr

M28 1.1 |165(1.3[151 (149 18 ? | 39 [ 314|238 24 5.9+
9
M29 09 |179|16[158}1153| 18 | ? 2 318 |37 49 43
M3 1 1731181531147 21 1 3 256 |33 55 59 25
M32 1.1 (22117171174} 26 | 1 27 |317 1|28
M33 06 [1098|22[132[154] 322 3 [281] 5 5.6+2.3 56+2.
B

M34 4 4 319181971121 1.2 183 |16 25 2.9
M36 24.2 18.7 [ 19.7 374
M37 ? ? ? ? ? ?
M3sg 1 28 (208(23[193(11.8] 1.4 207 112 4.4 53
M39 3132 24 |243|28(165] 15 | 1.7 225:22| 31 33
M6S5 35 |21.2]123(135( 19 335 (44 26

Nota: El nimero entre paréntesis, represenia la anidacién jrecaptura) de la que
se obfuvo la muestra. Los signos de interrogacién se deben a que se
muy pequefos

irataban de picos

integracién de los mismos.

cromatograficos

y no

se

logré Ia
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ANEXO 111

Presencia de contaminantes en la fraccidon no saponificable.

TORTUGA LAUD Dermochelys coriacea

1 213 5 7 DMF DOF DBF
AC668(1) | X | X
AC 668 (3)
AC 684 (1)
AC 684 (2)
AC684(3) X  |IX X : X
AC 684 (4)
AC 701 (1)
AC 701 (2)
AC 701 (3)
J 0778 X
J 0795
Embrion AIX X X
Embrion B [X XXX
Embrion CIX X

TORTUGA GOLFINA Lepidochelys olivacea
1 2 (3 5 7 DMF DOF DBF

M28
M29
M31
M32
M33 h,
M34
M36 X X | X X
M37 X | X X
M38
M39
Mé65S

Nota: El nimero entre paréniesis, representa !a anidacién [recaptural de la gue
se obtuvo lo muestra. Las celdas con dos o mas "X7, representan isémeros
de un mismo compuesto.

m
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ANEXO IV

En este anexo se pretende mostrar un ejemplo de como
se muestran los diferentes grupos de moléculas identificadas
en este trabajo por espectrometria de masas. En orden de
aparicion se puede ver un Acido graso saturado
representado por el acido Paimitico, un dacido graso con
una insaturacion representado por el dacido Oleico, un
ftalato representado por Dibutil-ftalato, una naftoguinona,
el colesterol, una hidrocarburo {cera) y finalmente Ia
vitaminag E.

Cada grafica (espectro de masas) representa en su eje

113

de las “x" la relacién masa valencia de los iones resultantes
del bombardeo con electrones del sistema y en el eje de las
“y" se aprecia la abundancia de cada ion. En cada
espectro de masas se anadid la formula semidesarrollada de
cada molécula que representa asi como su nombre y su
peso molecular. Los datos desglosados de cada grdfica
aparecen en las tablas que siguen o cada una y es donde
se puede buscar su ion molecular para su mejor

identificacion.
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Scan 726 (25.917 min) of MPURAIB.D
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150.00 1@
13:.00 4@
i32.00 13
133.02 41
134,85 19
135.@% 25
136.¢5 4
137.05 2
138.95 1
141,885 )
141.85 4
143,05 26
144.20 12
145.0S B3
14b6.05 2
147.@% 24
148.05 9
149,85 17
150.28@ 3
151.@5 5

m/z

182.2

152,85
154,70
188,05
156.95

157.8%
158.085
159,05
16@0.05
161.@5

iBZ.,@5
163.05
164.Q%
165.0S
166.29

167.85
165,085
171.95
172.05
173.05

174,05
175.@e5
175.85
177.05
178.@5%

178.38
183.95
184.05
185.05
186.95%

iB7.18
188.1%8
189.15
18@.1%
191.15

192.25
192.50
193,28
154,00
185,15

abund.
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200.15
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@z 1E
2@3.18
205.15
Z0E.2Z5
21115

213.15
214,15
218,18
218,18
217,145

Z1s.

%=
igts

2i8.2
1
!

221,

Z
-Z!1.B

ZI5.25
227.18
22B.15
228.15
230.15

231,18
232.15
233.18
234.40
£33.09

240,05
241,20
242,05
243.30
244,45

245.29
Z4B.20
747.29
24B.320
255.2

atbund.

— ()
L o & N

ot m o
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Anexos

Scan 7ZE
LOLESTERQL
m/z

I5E.:

257,
259,
262.

(2%,

FiT *inm)

abund.

LI SRV i FY

— =] F] L
P St

cf MPURA13.U

95082

m/z abund.
2B7.3@ 2
o85.20 “
I83.Is 3
J0e.2 )
391,25 EZ
30..40 16
Jei. 15 2
31 .te 3
312.00 1
313.a0 4
313,28 3
315,23 3

/s

[ R P PN
L4ty P27

S w W~ oM

4
]

33%.
340,
Jag.
343.
344,

383.

.25
.25
.25
.49
.25

42
-
15
42
15

39

abung.

r

47

m!z

.2
42
5.33

.45

.30
.39
.45
5. 39
.3e

acunc.
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¥
T T

3 o
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Anexos

Scan 1341 (44,806 min) of DATA:IINSMEZIZ.D

msz abung. m/z apund. m/z abund, m/z abund.
35, 8@ 1 71.15 BE P1Z.15 5 167.20 !
JB.85 | To.15 2 112,18 2 1b8.2e S
3h.E@ i B1.00 5 114,15 z 185,20 3
37.85 1 BI.1S 7 119,15 - 196. 30 Z
41 15 3z £2.15 21 iz5.z7@ [ 197,22 %
42.15% 4 Ba.15 18 126.2@ 5 Q7.5 2
Z.15 ES” 85.15 B3 127,28 14 Z@9, a0 1
44,15 4 BG.15 3 128.29 i 2i@.15 1
3.0 2 91.00 Z 137.30 ) 211.25 2
53,15 i 33.25 1 14@._29 3 218,25 1
55,69 32 94,20 ) 142,20 ) Sla, 2B z
56,15 i 95. 15 5 ia7.20 ) 225.25 z
§7.158 190 397.15 22 I53.20 ) 226,40 1
SE.15 5 85,15 E] 154.28 3 o52.55 1
57.08 7 35.15 4 I55.z@ 7 266,25 1
BE.35 3 1915 3 153,05 1 cE1.25 =
63.15 21 110,81 z 165.5@ ! SL3.36 1
7@.15 =S 111,15 g 165.29 Z 3B6.4€ 1




Anexos

Lulo TeTE" [z fu af5 )¢
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Anexos

-

(32,232

£1,00 g 2 1 I85.1% z
47,8 3= I i 035,25 N
43,13 5 z ! 287, 4E Il
48,28 iS z w ZCE.1E =
EERRE 's 2 1 2es.ee

=2, 18 i TS t TEZ.ZEG 1gig !
£7.158 T L= = Z 152,035 . z L4Z.02 !
E7.18 z L2 7 154.23 = <£7L1E 4
£S.15 = .83 | 165, €% Z3 274,18 1
8.5 . ] z le€.EZ 12 Z81.00 z
TS 125.28 i 175,05 z 588,38 t
TT.29 ! .85 1 T7E.38 i I1E.2¢ :
TZ.22 : izz.03 4 177,05 3 430,42 £z
£€i.1% 138,20 B 178.2¢ 1 £31.40 Iz
€2.83 Z 137,20 4 1€39.85 z 432,50 4

£€5.15 1 145,05 1 19¢.2¢ Z 472,45 g
S1.18 4 ] s 3 191,98 4 47z2.3@ z
S3.18 Z 142.2 4 28315 3



