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1. RESUMEN

Las tortugas marinas han jugado un rol muy importante en la salud de los océanos durante
mas de 100 millones de afios. En la actualidad los ecosistemas marinos se ven afectados
por diversos factores antropogénicos, principalmente por el intemperismo geoldgico,
procesos industriales y uso comun de componentes metalicos, afectando organismos y
microorganismos dentro de un ecosistema. Dentro de los organismos mas susceptibles se
encuentran las tortugas marinas; esto debido a que se sabe que bioacumulan metales
pesados. Algunos de estos elementos pueden ser considerados como tdxicos no esenciales,
0 bien, esenciales para el funcionamiento fisioldgico de los organismos, pero que en altas
concentraciones pueden resultar perjudiciales para los seres vivos. Ademas, por sus
caracteristicas biolégicas y patrones migratorios, estos organismos pueden transportar
intercontinentalmente microorganismos y contribuir con la diseminacion de patégenos de
un ecosistema a otro. Hoy en dia se han aislado diversos microorganismos patdgenos para
el humano en tortugas marinas incluyendo Vibrio spp., Aeromonas spp., Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp., E. Coli patogénica entre otros. En las costas del océano pacifico se
encuentran cinco de las siete especies reportadas en el mundo llamadas Chelonia agassizii
(Negra), Caretta caretta (Caguama), Dermochelys coriacea (Laud), Eretmochelys
imbricata (Carey) y Lepidochelys olivacea (Golfina), esta Gltima especie es conocida por
anidar en diversas playas en el estado de Sinaloa, México. El presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo determinar las bacterias y la presencia de metales
pesados (Cu,Zn,Pb,Cd,As y Hg) en tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) en playa Ceuta
municipio de Elota, Sinaloa. Durante los meses de julio a diciembre del 2018, se lograron
muestrear 52 ejemplares de tortugas golfina (Lepidochelys olivacea) aparentemente sanas
en playa Ceuta, municipio de Elota, Sinaloa. mediante hisopados orales y cloacales. Se
caracterizd la microflora bacteriana oral y cloacal aerdbica y su resistencia antimicrobiana.
En este sentido se identificaron 19 cepas pertenecientes a 4 especies de la familia
Vibrionadaceae, mediante pruebas bioguimicas y moleculares, identificando
principalmente V. alginolyticus (42.1%;8/19), seguida de V. parahaemolyticus en un
31.5% (6/19 confirmados por PCR, gen taxonomico r72H), de las cuales solo el 16.6%
resultd positivo (1/6 para el gen toxigénico tdh) y negativo para los genes de virulencia trh,
toxRS/NEW, orf-8. V. mimicus (15.7%;3/19) y V. furnisii (10.5%;2/19). Asimismo, como
parte del aislamiento bacteriano, se identificaron otras 17 especies Gram negativas,
aislando principalmente la familia Enterobacteriaceae (32%;26/81), de las cuales destaca
K. pneumoniae (23%;6/26), seguido de E. coli en un 19.2% (5/26; 3/5 pertenecientes al
patotipo EAEC y 1/5 al patotipo EPEC), E. amnigenus, E. sakazakii y R. ornithinolytica en
un 15.3% (4/26), respectivamente. E. cloacae (2/26; 7.7%) y finalmente R. aquatilis (1/26;
3.8%). Posteriormente encontramos a la familia Pseudomonadaceae (30.8%;25/81), donde
destaca su prevalencia P. aeruginosa (88%;22/25), sequido de P. fluorescens (12%:;3/25).
De la familia Aeromonadaceae, identificamos solamente A. hydrophila (24.7%;20/81). De
la familia Morganellaceae (4.9%;4/81), identificamos P. mirabilis (75%;3/4) y P.
alcalifaciens (25%;1/4). De la familia Yersiniaceae (3.7%;3/81), identificamos S. ficaria,

1



Facultad de Biologia
Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Universidad Autonoma de Sinaloa

S. fonticola y S. liquefaciens en un 33.3% (1/3), respectivamente. De la familia
Burkholderiaceae solo se identificd B. cepacia (2.4%;2/81) y finalmente de la familia
Chromobacteriaceae se identifico C. violaceum (1.2%;1/81). Como parte de la evaluacion
de la resistencia a antibidticos de las bacterias P. aeruginosa, V. alginolyticus, K.
pneumoniae, V. parahaemolyticus, E. coli, P. mirabilis, V. mimicus y V. furnisii. Se
observd resistencia principalmente a ampicilina, perteneciente a la familia de los
betalactamicos (85.4%;47/55), seguida de cefotaxima (67.2%;37/55), acido nalidixico
(54.5%;30/55), tetraciclina (49%;27/55), sulfametoxazol-trimetoprima (45.4%;25/55),
cloranfenicol (34.5%;19/55), gentamicina (16.3%;9/55), ceftazidima (5.4%;3/55) y
finalmente no se encontro resistencia al antibi6tico ciprofloxacino, entre los antibioticos
evaluados. Por otra parte, se realiz6 extraccion sanguinea a un total de 47 tortugas, de las
cuales se descartd el 25.5% (12/47), esto debido a que las muestras presentaban una
cantidad excesiva de grasa imposibilitando su lectura. Un total del 74.5% (35/47) fueron
analizadas con éxito. Las tortugas presentaron una media LCC de 65.52 cm (61.0-71.0 cm
+ 2.29) y ACC de 70.08 cm (63.0-74.0 cm % 3.10). Los oligoelementos esenciales (Zn 'y
Cu), se encontraron en altas concentraciones (9.43 pg g #6.56 y 2.11 ug g* +0.94,
respectivamente) en comparacion con los metales toxicos (Cd: 0.61 pg g*+0.51 y Pb:
0.099 pg g'+0.063) la concentracion de metales en sangre de tortugas anidadoras
disminuyd en el siguiente orden Zn>Cu>Cd>Pb. Las concentraciones de As y Hg
resultaron por debajo del limite de deteccion. No se observo relacion entre el tipo de metal
0 concentracién con la talla de la Tortuga (p>0.05). Estos resultados nos muestran el
panorama actual del estado de salud de las tortugas marinas y la salud de los ecosistemas
en esta zona costara del estado de Sinaloa.
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2. ABSTRACT

Sea turtles have played an important role in the health of the oceans for more than 100
million years. At present, marine ecosystems are affected by various anthropogenic factors,
mainly due to geological weathering, industrial processes and the common use of metallic
components, affecting organisms and microorganisms within an ecosystem. Among the
most susceptible organisms are sea turtles; This is because they are known to
bioaccumulate heavy metals. Some of these elements can be considered non-essential
toxic, or essential for the physiological functioning of organisms, but in high
concentrations they can be harmful to living beings. In addition, due to their biological
characteristics and migratory patterns, these organisms can transport microorganisms
intercontinentally and contribute to the spread of pathogens from one ecosystem to
another. Today, various pathogenic microorganisms for humans have been isolated from
sea turtles, including Vibrio spp., Aeromonas spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp., and
pathogenic E. Coli, among others. On the coasts of the Pacific Ocean there are five of the
seven species reported in the world called Chelonia agassizii (Black), Caretta caretta
(Loggerhead), Dermochelys coriacea (Leatherback), Eretmochelys imbricata (Carey) and
Lepidochelys olivacea (Golfina). This last species is known to nest on various beaches in
the state of Sinaloa, Mexico. The objective of this research work is to determine the
bacteria and the presence of heavy metals (Cu, Zn, Pb, Cd, As and Hg) in olive ridley
turtles (Lepidochelys olivacea) in Ceuta beach, municipality of Elota, Sinaloa. During the
months of July to December 2018, 52 apparently healthy olive ridley turtles (Lepidochelys
olivacea) were sampled at Ceuta beach, Elota municipality, Sinaloa. through oral and
cloacal swabs. The aerobic oral and cloacal bacterial microflora and their antimicrobial
resistance were characterized. In this sense, 19 strains belonging to 4 species of the
Vibrionadaceae family were identified through biochemical and molecular tests, mainly
identifying V. alginolyticus (42.1%; 8/19), followed by V. parahaemolyticus in 31.5%
(6/19 confirmed by PCR, taxonomic gene r72H), of which only 16.6% were positive (1/6
for the tdh toxigenic gene) and negative for the virulence genes trh, toxRS/NEW, orf-8. V.
mimicus (15.7%;3/19) and V. furnisii (10.5%;2/19). Likewise, as part of the bacterial
isolation, another 17 Gram-negative species were identified, mainly isolating the
Enterobacteriaceae family (32%; 26/81), of which K. pneumoniae stands out (23%; 6/26),
followed by E. coli in 19.2% (5/26; 3/5 belonging to the EAEC pathotype and 1/5 to the
EPEC pathotype), E. amnigenus, E. sakazakii and R. ornithinolytica in 15.3% (4/26),
respectively. E. cloacae (2/26;7.7%) and finally R. aquatilis (1/26; 3.8%). Later we find
the Pseudomonadaceae family (30.8%;25/81), where P. aeruginosa stands out
(88%:;22/25), followed by P. fluorescens (12%;3/25). Of the Aeromonadaceae family, we
identified only A. hydrophila (24.7%;20/81). From the Morganellaceae family
(4.9%;4/81), we identified P. mirabilis (75%;3/4) and P. alcalifaciens (25%;1/4). Of the
family Yersiniaceae (3.7%;3/81), we identified S. ficaria, S. fonticola and S. liquefaciens in
33.3% (1/3), respectively. Only B. cepacia (2.4%; 2/81) was identified from the
Burkholderiaceae family, and finally C. violaceum (1.2%; 1/81) from the
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Chromobacteriaceae family. As part of the evaluation of the antibiotic resistance of the
bacteria P. aeruginosa, V. alginolyticus, K. pneumoniae, V. parahaemolyticus, E. coli, P.
mirabilis, V. mimicus and V. furnisii. Resistance was observed mainly to ampicillin,
belonging to the beta-lactam family (85.4%;47/55), followed by cefotaxime
(67.2%;37/55), nalidixic acid (54.5%;30/55), tetracycline (49% ;27/55), sulfamethoxazole-
trimethoprim (45.4%;25/55), chloramphenicol (34.5%;19/55), gentamicin (16.3%;9/55),
ceftazidime (5.4%;3/55) and finally no resistance to the antibiotic ciprofloxacin was found
among the antibiotics evaluated. On the other hand, blood samples were taken from a total
of 47 turtles, of which 25.5% (12/47) were discarded, due to the fact that the samples had
an excessive amount of fat, making it impossible to read them. A total of 74.5% (35/47)
were successfully analyzed. The turtles presented a mean LCC of 65.52 cm (61.0-71.0 cm
+ 2.29) and ACC of 70.08 cm (63.0-74.0 cm + 3.10). The essential trace elements (Zn and
Cu) were found in high concentrations (9.43 pg g-1 +6.56 and 2.11 pg g-1 +0.94,
respectively) compared to the toxic metals (Cd: 0.61 pug g-1+0.51 and Pb: 0.099 pg g-
1+0.063) the concentration of metals in the blood of nesting turtles decreased in the
following order Zn>Cu>Cd>Pb. The concentrations of As and Hg were below the
detection limit. No relationship was observed between the type of metal or concentration
with the size of the Turtle (p>0.05). These results show us the current panorama of the
health status of sea turtles and the health of the ecosystems in this coastal area of the state
of Sinaloa.
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I. INTRODUCCION

Las tortugas marinas son uno de los grupos de vertebrados méas primitivos que aparecieron
hace casi 230 millones de afios. Desempefian un papel destacado en el mantenimiento de
ecosistemas equilibrados y saludables en los lechos de pastos marinos y los arrecifes de
coral, ademéas contribuyen en el transporte de nutrientes hacia ecosistemas naturalmente
pobres en nutrientes (playas de anidacion), y participan como medio de transporte para
otras especies marinas (percebes y cangrejos comensales) (Jackson 1997; Jackson y col.
2001; Bjorndal y Jackson.,2003). En el ciclo de vida de las tortugas marinas se requieren
diversos ecosistemas incluyendo el terrestre (playas de anidacién), en el cual las hembras
salen a anidar y donde se lleva a cabo el desarrollo embrionario; el costero (zona neritica),
donde se alimentan y terminan su desarrollo; y el mar abierto (zona oceanica), donde las
crias pasan los primeros 5 a 20 afios de su vida en su etapa conocida como “afios perdidos”
(antes de alcanzar la madurez sexual y dirigirse a las zonas de alimentacion) (Aduriz y
Campos.,2006). Las tortugas adultas pueden alimentarse en areas fijas como los mantos de
algas marinas 0 en &reas transitorias como las zonas en el océano donde ocurren
afloramientos estacionales, pero relativamente predecibles de medusas o invertebrados
bénticos (Meylan y Meylan.,2000). Durante el ciclo de vida, las tortugas son
frecuentemente afectados por contaminantes que los seres humanos desechan en el
ambiente marino como son el intemperismo geoldgico, procesos industriales, uso comun
de componentes metalicos, desechos solidos, excreciones de organismos vivos, el uso de
insecticidas y fertilizantes en la agricultura, afectando la salud del ecosistema (Lagueux et

al.,2005; Aguirre y Starkey.,1994; Aranda-Cirerol.,2001; Clark R.,2001), (Wilcox y
5
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Aguirre.,2004). En México, la tortuga marina forma parte de la historia y del patrimonio
bioldgico (Alvarado et al.,2005), utilizandose como parte de las tradiciones de las
comunidades costeras (Nichols, et al.,2003). En los afos 50’s la explotacion de este
organismo no impactaba sobre sus poblaciones; sin embargo, esto cambio desde 1965
cuando inicié la pesca dirigida como consecuencia de la alta demanda de piel de tortuga
para sustituir a la de cocodrilo, capturando 11,900 toneladas equivalentes a 297,500
tortugas en el afio 1967 (Brisefio-Duefias et al.,2002). En 1990 se decretd una veda total
por tiempo indefinido que detuvo la sobre explotacion de este organismo
(Cifuentes.,2006). En las costas del océano pacifico se encuentran cinco de las siete
especies reportadas en el mundo Illamadas Chelonia mydas agassizii (Verde o Negra),
Caretta caretta (Caguama), Dermochelys coriacea (Laud), Eretmochelys imbricata
(Carey) y Lepidochelys olivacea (Golfina), esta Gltima especie es conocida por anidar en
playas al suroeste del estado de Sinaloa, México. La tortuga marina por sus caracteristicas
bioldgicas, como la talla, longevidad y la interaccion entre la interfaz agua-aire también
funciona excelentemente como especie centinela, que puede proveer informacion esencial
y temprana que advierta de posibles dafios en el ambiente o un ecosistema, pues ésta recibe
cargas ambientales no solo de los alimentos, sino también de la aspiracién de agentes
microbianos y contaminantes en el ambiente marino, lo que proporcionaria un rapido
diagnostico de riesgo (Aguirre y Lutz.,2004; Tabor y Aguirre.,2004). Actualmente se han
descrito diversos agentes zoonoticos de origen terrestre en las especies marinas con severas
consecuencias para la salud de la fauna silvestre con potencial zoonético para los seres
humanos y los animales domésticos (House et al.,2002). Las nutrias marinas (Enhydra

lutris) parecen ser susceptibles a una serie de enfermedades y parasitos que pueden tener
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un origen antropogénico. Evidencia molecular ha demostrado que Toxoplasma gondii
encontrada en nutrias marinas, es similar a los encontrados en los seres humanos y gatos.
Asimismo, la brucelosis es una enfermedad infecciosa importante de muchos mamiferos
terrestres, incluyendo seres humanos. Los miembros del género Brucella recientemente se
han identificado en varias especies de cetaceos y pinnipedos. A las especies de Brucella se
les aisld a partir del tejido del feto abortado de delfines nariz de botella a lo largo de la
costa de California (House et al.,2002). En tortugas marinas se han descrito diversos
patdgenos con potencial zoondtico, entre ellas algunas bacterias como Vibrio sp.,
Mycobaterium sp., Salmonella sp., Clamidia sp. y Leptospira sp. (Zavala-Norzagaray et
al.,2015; Paul et al.,1992; Gambino-Shirley et al.,2015; Mitura et al.,2017; Lindtner-
Knific, Renata et al.,2013). Asimismo, otras bacterias como Aeromonas hydrophila, V.
alginolyticus, Pseudomonas fluorescens, Flavobacterium spp. y Bacillus spp., siendo
microbiotas bacterianos comunes en tortugas marinas de Hawaii y Australia; mismas que
estan asociadas con otras enfermedades como estomatitis ulcerosa, rinitis obstructiva,
neumonia compleja y fibropapilomatosis (Glazebrook y Campbell.,1990; Glazebrook et
al.,1993; Aguirre y Starkey.,1994). En un trabajo realizado por Zavala-Norzagaray Yy
colaboradores en el 2015, muestrearon un total de 42 tortugas negras (C. mydas agassizii)
y 22 tortugas golfina (L. olivacea), en donde aislaron 13 especies diferentes de bacterias
Gram (-) negativas, en donde las especies aisladas con mayor frecuencia fueron V.
alginolyticus en un 60% (39/64), V. parahaemolyticus (26%17/64) y V. cholerae en un 9%
(6/64). Es importante mencionar que los 64 ejemplares de tortugas marinas fueron

capturados en sitios de alimentacion.
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Las tortugas marinas son un grupo de organismos marinos que se sabe que bioacumulan
metales pesados (Storelli y Marcotrigiano.,2000; Gardner et al.,2006; Cortés-Gomez et
al.,2017). Los metales pesados son elementos que han formado parte de la vida en el
planeta; sin embargo, algunos de estos elementos pueden ser considerados como tdxicos no
esenciales, o bien, esenciales para el funcionamiento fisiolégico de los organismos, pero
que en altas concentraciones pueden resultar perjudiciales para los seres vivos. Por ello los
estudios sobre la acumulacion de estos contaminantes inorganicos han tenido un
importante impacto cientifico. En México, a pesar de contar con seis de las siete especies
de tortugas marinas, pocos son los estudios sobre metales pesados y los valores de
referencia relacionados con la salud de las tortugas marinas. El tejido sanguineo se ha
utilizado como un excelente indicador de contaminacion por metales en tortugas marinas, y
ofrece informacion sobre la exposicion reciente (Day et al.,2005; Ley-Quifionez et
al.,2013, 2017; Bucchia et al.,2015), asi como las relaciones entre la concentracion en
sangre y otros tejidos (Van de Merwe et al.,2010). En base a lo anterior, en el presente
proyecto de investigacion se tiene como objetivo determinar las bacterias y presencia de
metales pesados en tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), en la playa de Ceuta municipio
de Elota, Sinaloa. Esto nos permitird conocer si las tortugas marinas en esta region costera
del Estado, son portadoras de microorganismos o metales pesados que pudieran impactar

en su salud y en la salud de los ecosistemas.
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II. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas generales de la tortuga marina

Las tortugas marinas son reptiles de sangre fria que habitan en todos los océanos
tropicales, pertenecen a la clase Reptilia, orden Testudines y se dividen en dos familias
Dermochelydae y Cheloniidae (Lagueux et al.,2005). Se caracterizan por poseer el rango
de distribucion mas amplia de todos los reptiles; habitando en los océanos y mares
tropicales y subtropicales (Aduriz y Campos.,2006). Actualmente, existen siete especies de
tortugas marinas reportadas por la comunidad cientifica Ilamadas tortuga Laud
(Dermochelys coriacea), Carey (Eretmochelys imbricata), Caguama o Cabezona (Caretta
caretta), Golfina (Lepidochelys olivacea), Lora (Lepidochelys kempii), Aplanada (Natator
depressus), y Verde o Negra (Chelonia mydas agassizii) (Spotila.,2004). Son considerados
organismos cosmopolitas con la excepcion de la tortuga lora que se concentra en el Golfo
de México y la costa oriental de Estados Unidos de América (Meylan y Meylan.,2000), y
la tortuga Aplanada que es endémica de la plataforma continental de Australia (Theissinger

et al.,2009).

2.2. Especies de tortugas marinas presentes en México

Las costas mexicanas son privilegiadas teniendo la presencia de seis de las siete especies
de tortugas marinas, la tortuga Laud, Carey, Caguama, Golfina, Lora y Verde o Negra

(Aduriz y Campos.,2006). En el océano pacifico estan presentes estas especies, a
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excepcion de la tortuga Lora (endémica del golfo de México), donde la region provee la
alimentacion necesaria para su desarrollo, cuya dieta principal se constituye de abundantes
algas, pastos marinos e invertebrados (Nichols.,2003). En el estado de Sinaloa a partir del
2005, se iniciaron las primeras prospecciones en la zona norte en el municipio de Guasave,
donde se documentd la presencia de tres de las cinco especies reportadas para Sinaloa:
Tortuga golfina, Verde o Negra y Carey (Zavala et al.,2007), pero se desconoce con
exactitud sus patrones de distribucion, migracion, uso del habitat y las amenazas que
afectan en mayor o menor grado a estas poblaciones, que podrian ser la pesca incidental,
pesca dirigida, contaminacion y agentes infecciosos que pueden estar afectando a estas
especies y a la vez pueden representar una amenaza a la salud humana por la prevalencia

del consumo ilegal.

2.3. Caracteristicas de identificacidn, habitos alimenticios y distribucion de L.
olivacea (golfina)
Cada especie de tortuga marina presenta caracteristicas morfoldgicas Unicas, pudiéndose
realizar una identificacion precisa (Fitzgerald, 2004). Asimismo, su alimentacion y
distribucion contribuyen a conocer las areas de alimentacion y anidacion (Aguirre y
Starkey.,1994; Paullier.,2004). A continuacion, se describen caracteristicas de
identificacion, habitos alimenticios (Paullier.,2004; Spotila.,2004; Eckert et al.,2000;
Lagueux et al.,2005) y distribuciones segun la Corporacion para la Conservacion Caribefia
(2009), la CCC (Siglas en inglés para Caribbean Conservation Corporation) de la especie a

muestrear, la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) (CCC, 2009).
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2.4. Tortuga golfina (Lepidochelys olivacea)

Caracteristicas de identificacion. Es una tortuga pequefia, de cabeza triangular, caparazon
ancho, con 5 a 9 placas corneas costales, 5 a 9 centrales y 12-14 pares de marginales,
ocasionalmente mas. Habitos alimenticios. Es omnivora al igual que la tortuga Caguama,
alimentandose principalmente de crustaceos y moluscos. Se distribuye en el océano
pacifico oriental y se observa desde el Noroeste de Peninsula y Golfo de California hasta

Chile (Fig. 1).

Figura 1. Distribucién de Lepidochelys olivacea segun la CCC (2009).
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2.5. Situacion actual de la tortuga marina en México

En México, las especies con una categoria de riesgo se encuentran en la norma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, la cual contempla a todas las especies de
tortugas marinas del pais en peligro de extincion (P) (SEMARNAT, 2001), esto como
resultado de la captura de hembras y saqueo de nidos (Gardner y Nichols.,2001),
depredacion de huevos, crias y adultos por animales domésticos (Alvarado y
Delgado.,2005), captura incidental y dirigida de adultos y juveniles en el océano
(Spotila.,2004), poblaciones humanas en zonas costeras y turismo (Brisefio-Duefias.,2002;
Alvarado y Delgado.,2005) y la contaminacion constante (Wilcox y Aguirre.,2004; Aguirre
et al.,2006). Este ultimo factor como resultado de las actividades humanas, la destruccion
de hébitats, la perturbacion en sitios de reproduccion de especies nativas y la aparicion de
enfermedades en la fauna silvestre son algunos de los crecientes problemas que se
presentan en los océanos, presentando alteraciones y repercusiones en la salud de las
especies, de los ecosistemas, incluso en la salud humana (Aguirre et al.,2006). Algunas de
las causas de mortalidad y disminucion de las poblaciones de tortugas marinas en el mundo
son principalmente: el consumo de huevos y carne de tortuga. En el noroeste mexicano se
tiene una larga tradicion de consumo y la veda establecida desde 1990 no ha logrado
detener la pesca furtiva, estimandose una mortalidad de hasta 35,000 tortugas/afio
relacionadas con el consumo humano (Koch et al.,2004). El consumo de carne de tortuga
en muchos circulos sociales de México y Estados Unidos sigue siendo comun y frecuente;
la “tradicion” es la que mantiene esta cultura, siendo un platillo preferido en muchas fiestas
y reuniones de Semana Santa; ademas de comercializar productos secundarios que extraen
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de ellas para la fabricacion de artesanias hechas con el caparazon, aceite y piel (Chacon y
Arauz.,2001). En la mayoria de los paises centroamericanos existen muchos mercados y
opciones de comercio; la carne se vende en el mercado costero, mientras que los objetos de
ornato hacia el interior de los paises. Los cosméticos y otros productos de aceite de tortuga
marina que derivan de la captura “subsistente” e “indigena”, podrian ser considerados
legales; este aspecto depende de la claridad y especificidad de las leyes, sin embargo,

mucha de la comercializacion es ilegal (Reuter.,2004).

2.6. Reportes de infecciones por patégenos en humanos por consumo de tortuga

marina

Aunque no existe una microbiologia de inocuidad de los alimentos para el consumo de
carne de tortuga marina o huevos, esta practica ilegal es comun en paises con areas
costeras en todo el mundo. Los efectos de salud en los humanos que consumen tortugas
marinas infectadas con patégenos han sido reportados (Aguirre et al.,2006). Por ejemplo,
Vibrio mimicus en Costa Rica (Campos et al.,1996), V. cholerae en China (Lu H.K. et
al.,2006) Salmonella chester en Australia (O’Grady and Krause.,1999), se asociaron a
enfermedades humanas por el consumo de carne y/o huevos de tortuga marina. Por lo
tanto, es importante investigar de manera efectiva informacion precisa sobre los riesgos
potenciales para la salud humana asociados con el consumo de estos organismos y sus
huevos en areas donde esta practica es comun (Aguirre et al.,2006). Hasta donde sabemos,
no hay informes de la diversidad bacteriana que pudieran afectar a estos organismos en las

playas de anidacion en el noroeste de México.
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2.7. Resistencia bacteriana a antibioticos

Por otra parte, otro gran problema asociado a la diversidad bacteriana, es la resistencia
antimicrobiana debido a que los mismos genes de resistencia que se encuentran en los
entornos clinicos se encuentran actualmente diseminados entre diversos ecosistemas, sin
ningun registro de contaminacién por antibidticos previo (José L. Martinez.,2009). En el
ualtimo siglo, el abuso y el uso indebido de antibioticos provoco la aparicion alarmante de
Cepas multi resistentes a las diferentes familias de antibidticos, mismas que representan
una amenaza creciente en el mundo tanto para humanos como para animales (Vitale, M. et
al.,2019). En los altimos afios, se ha informado con frecuencia de la propagacion de cepas
resistentes a antibioticos en entornos naturales, es decir, animales salvajes, suelos, agua de
mar. Por lo tanto, los animales marinos que estan completamente inmersos en su entorno,
pueden ser indicadores de la salud ambiental, reservorios y esparcidores de cepas
antibidtico resistentes (Albahry et al.,2009; Pace et al.,2019). En este sentido las tortugas
marinas se han propuesto como indicadores de salud de los habitats marinos y portadores
de cepas bacterianas resistentes a antibioticos principalmente por su longevidad y estilo de
vida migratorio. Por lo que podria entrar en la red alimentaria por la ingestion de carne

contaminada o podria liberarse durante el depdsito de huevos (Alduina, R. et al.,2020).
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2.8. Reportes de contaminacion por metales pesados en tortugas marinas

Otro grupo importante de contaminantes que afectan a las tortugas marinas, son los
oligoelementos que incluyen metales pesados y metaloides, que representan una amenaza
tanto para la vida silvestre como para los humanos (Ross et al.,2017). La contaminacién
del océano es un problema global (Wilcox y Aguirre.,2004), esto debido a que multiples
estudios han detectado contaminantes de metales pesados en los sedimentos marinos de la
region (Paez-Osuna et al.,2017), productos de la acuicultura (Delgado-Alvarez et al.,2015)
y vida silvestre, incluidos peces (Soto-Jiménez et al.,2003, 2011; Quintero-Alvarez et
al.,2012). Dichos contaminantes se transfieren a lo largo de las cadenas troficas, lo que
hace que los organismos a niveles mas altos estén expuestos a concentraciones mas
grandes. Las tortugas marinas son un grupo de organismos marinos que se sabe que
bioacumulan metales pesados (Storelli y Marcotrigiano.,2000; Gardner et al.,2006; Cortés-
Gobmez et al.,2017a) y esta es una de las amenazas que afectan a estos animales protegidos
(Godley et al.,1999; Aguirre et al.,2006; Frias-Espericueta et al.,2006; Cortés-Gomez et

al.,2017b; Ley-Quifionez et al.,2017).

Existen estudios sobre la acumulacion de metales pesados en tortuga golfina capturadas en
sitios de alimentacion en el norte de Sinaloa (Zavala-Norzagaray et al., 2014a) y muertos
varados en la playa de anidacion de Ceuta, Sinaloa (Frias-Espericueta et al.,2006). Sin
embargo, este ultimo estudio no identifico si los organismos varados eran hembras
reproductivas pertenecientes a la playa de Ceuta u organismos transitorios y se desarrollé
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hace mas de 10 afios utilizando muestras de tejido. Por lo que estos resultados, no nos
proporcionan informacion sobre la bioacumulacion de metales pesados para las hembras
que anidan en este sitio o el posible riesgo de que los metales puedan estar presentes a
través de la transmision materna vertical a los huevos (F. C-CM et al.,2010; Paez-Osuna et
al.,2010; Paez-Osuna et al.,2011). La sangre ya se ha utilizado como un excelente
indicador de contaminacion por metales en tortugas marinas, y ofrece informacion sobre la
exposicion reciente (Day et al.,2005; Ley-Quifionez et al.,2013, 2017; Bucchia et al.,2015),
asi como las relaciones entre la concentracion en sangre y otros tejidos (Van de Merwe et

al.,2010).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad el ecosistema marino se ve afectado por diferentes factores
antropogénicos, afectando organismos y microorganismos susceptibles dentro de los que se
encuentran las tortugas marinas. Existen diversos reportes donde se muestra que estos
organismos presentan contaminacion por metales pesados y una gran diversidad de
bacterias, por lo que las tortugas marinas podrian verse afectadas. Ademas, estos
organismos podrian actuar como vectores en la diseminaciéon de microorganismos entre
diversos ecosistemas. Por lo que, en México, particularmente en los sitios de anidacion del
estado de Sinaloa, no existen estudios sobre el estado de salud de las tortugas marinas y sus

ecosistemas.
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IV. JUSTIFICACION

La determinacion bacteriana y de metales pesados en tortuga golfina (Lepidochelys
olivacea), en playa Ceuta, Sinaloa; nos permitira conocer si las tortugas marinas en esta
region costera del Estado, son portadoras de microorganismos o metales pesados que

pudieran impactar en su salud y en la salud de los ecosistemas.
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V. HIPOTESIS

La tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) en playa Ceuta, Sinaloa; es portadora de
bacterias y de metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd, As y Hg), que impactan en su salud y en la

salud de los ecosistemas.
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VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general.

Determinar la presencia de bacterias y metales pesados (Cu,Zn,Pb,Cd,As y Hg) en tortuga

golfina (Lepidochelys olivacea), en playa Ceuta, Sinaloa.

6.2. Objetivos especificos.

1. Identificar las bacterias presentes en tortuga golfina mediante pruebas bioguimicas y

moleculares.

2. Determinar los factores de virulencia de las bacterias aisladas de tortuga golfina, mediante

pruebas moleculares.
3. Evaluar la resistencia a antibioticos de las bacterias aisladas de tortuga golfina.

4. Determinar la presencia de metales pesados (Cu,Zn,Pb,Cd,As y Hg), en sangre de tortuga

golfina.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar de obtencion de muestras

Playa de anidacion Ceuta (Fig. 2). En este lugar se llevé a cabo el trabajo de campo
para la recoleccion de muestras. Mismos donde existe una amplia franja de playa
protegida y sitio de refugio para la proteccidon, conservacion, repoblacion,

desarrollo y control de tortugas golfina que llegan a desovar.

Figura 2. Playa de anidacion Ceuta, Sinaloa.

7.2. Tipo de estudio

Esta investigacion es de tipo observacional, de nivel exploratorio, descriptivo,

comparativo y transversal.
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7.3. ldentificacion de ejemplares de L. olivacea (golfina)

La identificacion de especies de tortugas marinas en playa Ceuta, se realiz6 con base a
la guia de anatomia especializada de tortugas marinas propuesta por Wyneken (2004),
que considera aspectos morfoldgicos como: la forma de cabeza, plastrén y la cantidad

de escudos en el caparazon (Fig. 3).

Figura 3. Ficha de identificacion de las diferentes especies de tortuga marina que
considera la forma de cabeza, plastron y la cantidad de escudos en el caparazon segun
Wyneken (2004).
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7.4. Muestreo en tortuga L. olivacea (golfina)

7.4.1.

7.4.2.

Marcacion de tortugas para su identificacion. Se realizo el registro de datos
morfomeétricos a todas las tortugas marinas capturadas, luego se procedié a
la marcacion en la aleta trasera, con una placa metalica especial, la cual
cuenta con un namero de serie y un numero telefonico para reportes de
captura y recaptura, esto con la finalidad de evitar la duplicidad de muestras
durante las capturas y contribuir al conocimiento sobre las migraciones de
las poblaciones en caso de que una tortuga fuera recapturada en otra zona

geografica.

Colecta de hisopados orales y cloacales. De cada tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea), se colectaron muestras orales y cloacales mediante
la utilizacion de hisopos por duplicado (2 series), la primera serie de
hiposos se coloco en medio de trasporte APA (Agua Peptonada alcalina pH
8.5) que se utiliza principalmente para el aislamiento de Vibrio spp. y la
segunda se coloc6 en medio de trasporte APT (Agua Peptonada
tamponada), la cual se utiliza para la conservacién de enterobacterias como
Salmonella, Shigella, Proteus, E. coli, entre otras. hasta su anélisis en el

laboratorio.
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7.5. Aislamiento de cepas microbianas

7.5.1. Enriquecimiento primario. Todas las muestras de hisopados orales y
cloacales colectadas de tortuga golfina, se colocaron directamente en APA
(Agua Peptonada Alcalina) y APT (Agua Peptonada Tamponada) como medio

de enriquecimiento y se incubaron a 37 x 2 °C por 24h.

7.5.2. Aislamiento mediante agar selectivo. Posteriormente a la incubacion, se
tomardn los hisopos colectados de las tortugas marinas y se inocularan
directamente sobre placas de agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y
sacarosa (TCBS) para las Vibrio spp. Para las enterobacterias se pasaron sobre
placas de agar S.S, MacConkey y EMB. las cuales se incubaron a 37 £ 2 °C

por 24 h.

7.6. Caracterizacion de las cepas aisladas de tortuga golfina

7.6.1. Extraccion de ADN. Las colonias aisladas e identificadas, se confirmaron
mediante PCR, por lo que se colocaron tubos con las suspensiones bacterianas
en agua a 100°C durante 5 minutos, finalmente el DNA extraido se toméd
directamente de la parte del sobrenadante y se empleé como templado en la

reaccion de PCR para la amplificacion.
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7.6.2. Amplificacién por PCR. Una vez obtenido el ADN de las cepas bacterianas,
se procedio a realizar la amplificacion de genes por PCR, para confirmar
molecularmente la identificacion de las diferentes cepas aisladas. La mezcla
de reactivos para PCR consistio en 12.5 pL del reactivo Go Tagq Green Master
Mix 2X (promega), 1 pL del iniciador (F-sentido y R-antisentido), 1 puL de
DNA templado y se ajusto el volumen de agua (grado biologia molecular)

para un volumen final de 25 uL, para cada reaccion.

7.6.3. Electroforesis en gel agarosa. Al finalizar la amplificacion de PCR los
productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% preparado en una camara
de electroforesis y se adiciond a la cdmara una solucion de TAE 1X hasta
cubrir el gel de agarosa, asi mismo se coloco un control positivo y un control

negativo como control de calidad de la PCR.

Adicionalmente, se coloc6 un marcador de tamafio molecular para
identificar el tamafio del amplicén. La electroforesis se realizé a 100 V
durante 40 minutos y las bandas de DNA fueron tefiidas con Gel Red, para
ser visualizadas y analizadas a través de un sistema de fotodocumentacion

(GelDoc, BIORAD).
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7.7. Pruebas de susceptibilidad a las diferentes familias de antibioticos

7.7.1 Uso de Sensi-discos. Las cepas aisladas fueron procesadas por el método
estandar de difusién en disco en agar Mueller-Hinton. Posteriormente en
caldo Mueller-Hinton se incubaran en agitacion durante toda la noche a 37
°C. Posteriormente con la ayuda de un hisopo de rayon estéril, la suspensién
fue inoculada en agar Miueller-Hinton, seguido a esto depositamos los
Sensi-discos con la ayuda de un dispensador de 8 plazas, el noveno
antibidtico lo colocamos de manera manual. Los Sensi-discos utilizados
fueron los siguientes: ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg), trimetoprima-
sulfametoxazol (1.25 pug/23.75 pg), cloranfenicol (30 pg), acido nalidixico
(30 pg), ciprofloxacino (5 pg), ceftazidima (30 pg), gentamicina (10 pg), y

cefotaxima (30 pg).

Este cultivo, se incubd por 18-24 horas a 37°C, posteriormente con la ayuda
de un vernier digital se procedié a realizar las mediciones de los halos de
inhibicion y de esta manera se identifico y clasificO su resistencia,

intermedio o sensibilidad a las diferentes familias de antibiéticos evaluados.

7.8. Determinacion de metales pesados en sangre en tortuga golfina.

Se tomaron muestras sanguineas a ejemplares de L. olivacea después del proceso

de anidacion, en la playa de anidacion de Ceuta, Sinaloa, México (Fig.1). De cada
26
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tortuga se recogio una muestra de 5 ml del seno cervical dorsal con una aguja de
calibre 21 y una jeringa vacutainer con un tubo con EDTA como agente
anticoagulante (Owens 1999; Ley-Quifionez et al.,2017). Las muestras se
almacenaron en refrigeracion a 4 ° C hasta su procesamiento en el laboratorio. Se
colectaron mediciones morfométricas de cada tortuga (CCL = longitud del
caparazon curvado y CCW = ancho del caparazén curvado) y se realiz6 un examen
fisico detallado en el que se verifico al individuo en busca de dafios en la piel,
tumores, amputaciones de aletas, anomalias fisicas, emaciacion, debilidad y carga
de epibidticos (Deem et al.,2009; Espinoza-Romo et al.,2018). Finalmente, las

tortugas fueron liberadas ilesas.

Se procesé un total de 0,5 g de cada muestra de sangre (peso humedo) utilizando
una mezcla acida de 5 ml de HNO3, HCI y H202 (proporcién 2: 2: 1) en un
sistema de microondas (MARS Xpress, CEM) durante 35 minutos (Ley-Quifionez
et al.,2011, 2013, 2017; Zavala-Norzagaray et al.,2014b). Se utilizaron dos réplicas
del material de referencia (RM) TORT-3 (Consejo Nacional de Investigacion de
Canada, Ottawa) para identificar el porcentaje de recuperacion y la evaporacion
durante el proceso de digestion, y se agregaron dos muestras de sangre con un
multielemento estandar SIGMA 6000 (Perkin- Elmer) para identificar la eficiencia
del equipo y la posible interferencia generada por el tejido de anélisis. Para
identificar la posible contaminacion y garantizar la precision del analisis, se
colocaron 4 objetivos (agua desionizada). Las concentraciones de metales pesados
(basadas en el peso himedo) se determinaron con un espectrofotémetro atdbmico de
plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) modelo OPTIMA 4300TM DV
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(Perkin-Elmer). Se realizaron curvas de calibracion para el espectrofotometro

utilizando un estandar multielemento SIGMA 6000 (Perkin Elmer).

7.9. Analisis estadisticos

Todos los datos obtenidos se analizaron en el programa Sigma Plot® version 12, y
se utilizd6 una prueba de Chi cuadrada (Chi?) para las comparaciones de las
proporciones con un nivel de significancia del 95% (p<0.05). Asi mismo medias
aritméticas y desviaciones estandar (SD), la unidad de medida utilizada para las
concentraciones de metales es en microgramos por gramo, en peso humedo. El
analisis de varianza de una via (ANOVA) (0=0.05) y la prueba de comparacion

maltiple de Tuckey.

7.10. Lugar de realizacion

La parte experimental se Ilevo a cabo en la Unidad de Investigacion de la Facultad
de Medicina, en el laboratorio de Biologia Molecular, a cargo del Dr. Adrian
Canizalez Roman, lugar a donde se transportaron las muestras aisladas para su

estudio.

7.11. Financiamiento

Este proyecto de investigacion fue financiado por Becas Nacionales CONACyT.
No. de apoyo 712481. Convocatoria 2018-2.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Muestreo de tortugas marinas en playa Ceuta

De los monitoreos realizados en playa Ceuta en el periodo de Julio-diciembre del 2018
(Fig. 4), se logro el muestreo de 52 ejemplares de tortugas marinas. De acuerdo a sus
caracteristicas morfométricas (Fig. 3), todos los ejemplares muestreados eran hembras en
etapa de reproduccion, pertenecientes a la tortuga golfina (L. olivacea). En el mes de
septiembre se capturaron la mayoria de los ejemplares 29/52 (55.7%), seguido por los

meses de octubre 10/52 (19.2%), noviembre 9/52 (17.3%) y agosto 4/52 (7.6%) (Fig. 5).

México Sinaloa Ceuta

o

Figura 4. Sitio de muestreo para ejemplares de L. olivacea en playa Ceuta en el periodo
Julio-diciembre de 2018.
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Figura 5. Numero de tortugas golfina (Lepidochelys olivacea) capturadas por mes en playa
Ceuta, durante el periodo Julio-diciembre de 2018.

8.2. Registro de datos morfométricos LCC

La talla de los organismos capturados se clasifico mediante una distribucién de frecuencias
por intervalos o categorias de 10cm, tomando en cuenta la medida del Largo Curvo del
Caparazon (LCC). El 96.1% (50/52) del total de las tortugas muestreadas presentaron una
talla esperada para hembras en etapa de reproduccién (61-70 cm) y solo el 3.9% (2/52) de

las hembras sobrepasaron la talla de 70 cm (Fig. 6).
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Figura 6. Distribucion de frecuencia de tallas de tortuga golfina en playa Ceuta, durante el

periodo julio-diciembre 2018.

8.3. ldentificacion de Vibrio spp.

Se identificaron 19 cepas pertenecientes a la familia Vibrionadaceae por pruebas

bioquimicas y moleculares, aislando principalmente V. alginolyticus en un (42.1%;8/19),

seguido por V. parahaemolyticus (31.5%;6/19), V. mimicus (15.7%;3/19) y V. furnisii

(10.5%:2/19) (Fig. 7).
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Figura 7. Vibrio spp. aisladas en tortuga golfina.

8.4. Caracterizacion de V. parahaemolyticus

De las cepas consideradas de gran importancia clinica identificamos V. parahaemolyticus,
aislada en un 31.5% (6/19 confirmadas por PCR, gen taxondémico r72H), solo el 16.6%
resultd positiva (1/6 para el gen toxigénico tdh), resultando negativo para los genes de

virulencia trh, toxRS/NEW, orf-8.

8.5. ldentificacion de enterobacterias

Como parte de la identificacion bacteriana, fue posible el aislamiento e identificacion de
otras 17 enterobacterias Gram-negativas, por pruebas bioquimicas y moleculares, aislando
principalmente la familia Enterobacteriaceae (32%;26/81), de las cuales destaca K.

pneumoniae (23%;6/26), seqguido de E. coli en un 19.2% (5/26; 3/5 pertenecientes al
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patotipo EAEC y 1/5 al patotipo EPEC), E. amnigenus, E. sakazakii y R. ornithinolytica en

un 15.3% (4/26), respectivamente. E. cloacae (2/26; 7.7%) y finalmente R. aquatilis (1/26;
3.8%). Posteriormente encontramos a la familia Pseudomonadaceae (30.8%;25/81), donde
destaca su prevalencia P. aeruginosa (88%;22/25), seguido de P. fluorescens (12%;3/25).
De la familia Aeromonadaceae, identificamos solamente A. hydrophila (24.7%;20/81). De
la familia Morganellaceae (4.9%;4/81), identificamos P. mirabilis (75%;3/4) y P.
alcalifaciens (25%;1/4). De la familia Yersiniaceae (3.7%;3/81), identificamos S. ficaria,
S. fonticola y S. liquefaciens en un 33.3% (1/3), respectivamente. De la familia
Burkholderiaceae solo se identifico B. cepacia (2.4%;2/81) y finalmente de la familia
Chromobacteriaceae se identifico C. violaceum (1.2%;1/81) (Fig. 8, Fig. 9). Asimismo,
cabe mencionar que no se encontrd diferencia significativa entorno a la zona de

aislamiento (oral y cloacal) en las diferentes familias bacteriana (Fig.10).

7 N=100

(22%)

No. de Cepas

Figura 8. Diferentes cepas bacterianas aisladas de zona oral y cloaca en tortuga golfina.
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Figura 9. Prevalencia en (%) de las diferentes familias bacterianas aisladas de tortuga
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Figura 10. Distribucion de frecuencias de las diferentes familias, segun la zona de

aislamiento en tortuga golfina
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8.6. Caracterizacion de E. coli

De las cepas identificadas para E. coli (5%;5/100), se les realiz6 la caracterizacion,
resultando positivo el 80% (4/5) para la identificacion del patotipo, encontrando (3/5)
pertenecientes al patotipo EAEC (Confirmadas por PCR con presencia del gen Pcvd+) y

(1/5) al patotipo EPEC (presencia del gen eae+).

8.7. Evaluacion de la resistencia a antibidticos

Como parte de la evaluacion de la resistencia a antibioticos de las bacterias P. aeruginosa,
V. alginolyticus, K. pneumoniae, V. parahaemolyticus, E. coli, P. mirabilis, V. mimicus y
V. furnisii. Se observo resistencia principalmente a ampicilina, perteneciente a la familia de
los betalactamicos (85.4%;47/55), seguida de cefotaxima (67.2%;37/55), acido nalidixico
(54.5%;30/55), tetraciclina (49%;27/55), sulfametoxazol-trimetoprima (45.4%;25/55),
cloranfenicol (34.5%;19/55), gentamicina (16.3%;9/55), ceftazidima (5.4%;3/55) vy
finalmente no se encontrd resistencia al antibidtico ciprofloxacino, entre los antibidticos

evaluados (Tabla 1).
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Tabla 1. Resistencia antimicrobiana de las cepas bacterianas aisladas de tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea) capturadas en playa Ceuta, Sinaloa.

Familias y Total a P'. . V, . K . , V. _ E. coli P. mirabilis V. mimicus V. furnisii
antimicrobianos ore ° - o
n=55 (%) n=22 (%) n=8 (%) n=6 (%) n= 6 (%) n=5 (%) n=3 (%) n=3 (%) n=2 (%)
Aminoglycoside
Gentamicin 9(163) 6(272) 0(0.0) 0(0.0) 1(16.6) 0(0.0) 2(66.6) 0(0.0) 0(0.0)
Quinolones and
Fluoroquinolones
Ciprofloxacin 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Nalidixic acid 30(545)  21(954) 0 (0.0) 3(50.0) 0(0.0) 2 (40.0) 3 (100) 1(33.3) 0(0.0)
Sulfonamides and
potentiated
sulfonamides
S"Jrf;‘:,’::::z;::e 2554 17(772) 0(0.0) 4(66.6) 0(0.0) 1(20.0) 2(66.6) 1(33.3) 0(0.0)
Tetracyclines
Tetracycline 27 (49.0) 17(772) 0(0.0) 3(50.0) 0(0.0) 2 (40.0) 2(66.6) 3 (100) 0(0.0)
Beta lactams
Ampicillin 47(s54)  18(81.8) 8 (100) 5(83.3) 4(66.6) 4(80.0) 3 (100) 3(100) 2(100)
Cephalosporins
Cefazidime 3(54) 1(45) 1(12.5) 0(0.0) 1(16.6) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Cefotaxime 37(67.2) 21(95.4) 1(12.5) 6 (100) 2(33.3) 3(60.0) 3(100) 1(33.3) 0(0.0)
Phenicols
Chloranphenicol ~ 19(345)  12(54.5) 0(0.0) 3(50.0) 0(0.0) 1(20.0) 1(33.3) 2(66.6) 0(0.0)

8.8. Determinacion de metales pesados en sangre.

Se realizo la extraccion sanguinea a un total de 47 tortugas, de las cuales se descarté el
25.5% (12/47), esto debido a que presentaban una cantidad excesiva de grasa
imposibilitando la lectura. Un total del 74.5% (35/47) fueron analizadas con éxito. Las
tortugas presentaron una media LCC de 65.52 cm (61.0-71.0 cm £ 2.29) y ACC de 70.08
cm (63.0-74.0 cm £ 3.10). Los oligoelementos esenciales (Zn y Cu), se encontraron en
altas concentraciones (9.43 pg gt +6.56 y 2.11 pug gt +0.94, respectivamente) en
comparacion con los metales toxicos (Cd: 0.61 pg g'+0.51 y Pb: 0.099 pg g*+0.063)

(Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion de metales pesados (ug g) (peso hiimedo) en sangre de tortuga
golfina (Lepidochelys olivacea) capturadas en playa Ceuta, Sinaloa, 2018.

Concentracion de metales pesados en sangre de tortuga.

Variable Media + EE Min-Max
Zn 9.430+6.560 1.50-26.73
Cu 2.118+0.945 0.56-3.83
Pb 0.0992+0.0634(10) 0.00-0.19
Cd 0.619+0.514(1) 0.03-1.70
As LD -

Hg LD -

LD- Limite de Deteccion; Los datos estan presentados como Media + EE o rango en parentesis.

na — Numero de muestras arriba del LD en parentesis si <16.

La concentracion de metales en sangre de tortugas anidadoras disminuyé en el siguiente
orden Zn>Cu>Cd>Pb. Las concentraciones de As y Hg resultaron menores al LDD. No se
observo relacion entre el tipo de metal o concentracidn con la talla de la Tortuga (p>0.05)

(Tabla 2).
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Tabla 3. Concentracion de metales pesados en sangre de tortugas marinas comparado con
los niveles encontrados en el presente estudio de tortugas golfina anidadoras (Lepidochelys
olivacea) en playa Ceuta, Sinaloa, 2018.

Concentracion de metales pesados en sangre de tortugas marinas.

Especies Zn Cu Cd Pb Autor

L. olivacea Mexico 9.43+6.56 2.11+0.94 0.61+0.51(1) 0.099+0.063(10)  This study

L. olivacea Mexico 37.12 + 3.67 1.02 £1.47 1.33+£0.20 LD Zavala-Norzagaray et al. (2014)
L. olivacea Mexico 1043 £4.12 0.60 £0.11 0.17 £0.10 0.02 £0.01 Costés-Gomez et al. (2014)
L. olivacea Mexico 58.4+4.7 2.28+0.40 0.45+0.20 0.19+0.03 Paez-Osuna et al. (2010a,b)
C. mydas Mexico 63.58 £17.06 1.71+0.73 0.99 £0.35 LD Ley-Quifiénez et al. (2013)
C. mydas Mexico 13.92 +0.49 NA 0.06 £ 0.00 NA Labrada et al. (2011)

C. mydas Iran 36.78+3.20 2.01+0.23 0.37£0.02 0.77 £0.20 Sinaei et al. (2017)

C. mydas Australia 7.54 + 063 0.97 £0.09 0.33+£0.009 NA van de Merwe et al. (2010)
C. caretta Mexico 4481 +1753 2.83+0.62 1.80 £0.63 LD Ley-Quifiénez et al. (2011)
C. caretta Spain 49729 1.27 £8.46 0.29 £0.25 0.06 +£0.02 Camacho et al. (2013)

C. caretta Australia 1154 +£1.77 0.67 £0.13 0.30 £0.30 0.02 £0.01 Trocini (2013)

D. coriacea French Guiana 444 +£1.12 5.36+1.12 0.32+0.12 NA Guirlet et al. (2008)

L. kempii Mexico 7.50 0.52 NA 0.01 Kenyon et al. (2001)

Concentracion en pg g; NA-no analizados, LD- Limite de Deteccion; Los datos son presentados como media + EE (error estandar) or range
in parentheses. na — number of samples above the LD in parenthesis if <16
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IX. DISCUSION

El presente estudio se realizd en tortugas golfina anidadoras capturadas en la playa de
Ceuta, municipio de Elota, Sinaloa. El periodo del muestreo comprendido fue de Julio-
diciembre del 2018. Como parte de los recorridos realizados para la captura de ejemplares
de L. olivacea, El mes de septiembre fue donde se registr6 la mayoria de estos organismos,
seguido por los meses de octubre, noviembre y diciembre (Fig. 5). De acuerdo a sus
caracteristicas morfométricas (Fig. 3), todos los ejemplares muestreados eran hembras
pertenecientes a la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea). En este sentido, a finales del
verano y principios de otofio hay mayor cantidad de microalgas y algunas especies de
pastos marinos que son la dieta principal de las tortugas marinas (Ordufia-Rojas.,2008).
Razon por la que por décadas se ha registrado la presencia de estos organismos en el estado
de Sinaloa en los meses de julio a diciembre. Sin embargo, los cambios de temperatura en
el ambiente marino, probablemente debido al calentamiento global, los periodos de
anidaciéon han venido variando. Todos los organismos capturados presentaron un buen
estado fisico y se encontraban aparentemente sanos. El 96.1% de los ejemplares presentd
medidas Optimas para esta especie en etapa de reproduccion sexual (61-70 cm LCC) (Fig.
6), considerando valores > 62.2 ¢cm en el LCC como la talla minima para hembras
anidadoras (Marquez, 1990). Como parte de la caracterizacion bacteriana, se identificaron
19 cepas pertenecientes a 4 especies de la familia Vibrionadaceae, mediante pruebas
bioquimicas y moleculares, identificando principalmente V. alginolyticus (42.1%;8/19),
seguida de V. parahaemolyticus en un 31.5% (6/19 confirmados por PCR, gen taxonomico

r72H), de las cuales solo el 16.6% resultd positivo (1/6 para el gen toxigeénico tdh) y
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negativo para los genes de virulencia trh, toxRS/NEW, orf-8. V. mimicus (15.7%;3/19) y V.
furnisii (10.5%;2/19). La especie V. parahaemolyticus es considerada de gran importancia
clinica, caracterizada por presentar gastroenteritis, diarrea acuosa, nausea, vomito, fiebre y
dolor de cabeza, ocasionalmente se presenta como una enfermedad tipo disenteria, heces
con sangre y mucosas, fiebre elevada; las heridas abiertas se pueden infectar; la infeccion
sistémica y rara vez la muerte (ElImahdi et al.,2016) ya que se han registrado diversos
brotes principalmente por la ingesta o contacto con alimentos maritimos. En el estado de
Sinaloa, V. parahaemolyticus ha sido ampliamente estudiado a nivel de serotipos,
distribucion de genes de virulencia y la presencia de la cepa pandémica O3:K6 por

Veldzquez-Roman et al., (2012, 2014).

Asimismo, como parte del aislamiento bacteriano, se identificaron otras 17 especies Gram
negativas, aislando principalmente la familia Enterobacteriaceae (32%;26/81), de las
cuales destaca K. pneumoniae (23%;6/26), seguido de E. coli en un 19.2% (5/26; 3/5
pertenecientes al patotipo EAEC y 1/5 al patotipo EPEC), E. amnigenus, E. sakazakii y R.
ornithinolytica en un 15.3% (4/26), respectivamente. E. cloacae (2/26; 7.7%) y finalmente
R. aquatilis (1/26; 3.8%). Posteriormente encontramos a la familia Pseudomonadaceae
(30.8%;25/81), donde destaca su prevalencia P. aeruginosa (88%;22/25), sequido de P.
fluorescens (12%;3/25). De la familia Aeromonadaceae, identificamos solamente A.
hydrophila (24.7%;20/81). De la familia Morganellaceae (4.9%;4/81), identificamos P.
mirabilis (75%;3/4) y P. alcalifaciens (25%;1/4). De la familia Yersiniaceae (3.7%;3/81),
identificamos S. ficaria, S. fonticola y S. liquefaciens en un 33.3% (1/3), respectivamente.

De la familia Burkholderiaceae solo se identifico B. cepacia (2.4%;2/81) y finalmente de
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la familia Chromobacteriaceae se identificé C. violaceum (1.2%;1/81). P. aeruginosa se
identificd en mayor proporcién (22%;22/100), respecto a las demas especies bacterianas
identificadas. Misma que es considerada de gran importancia clinica ya que infecta los
pulmones, las vias respiratorias, urinarias, los tejidos (heridas) y también causa otras sepsis
(Gee w. et al.,2004); sin dejar de lado las especies K. pneumoniae (6/100), Proteus
mirabilis (3/100) y E. coli patogénica (5/100), ya que son de las principales enterobacterias
gue generan patogénesis en los seres humanos principalmente de tipo intestinal. A E. coli
se les realizd caracterizacion para la identificacion de genes que codifican para
patogenicidad, resultando (3/5) positivos para el patotipo EAEC (gen Pcvd+) y 1/5 positivo
para EPEC (gen eae+). En la actualidad estas bacterias siguen siendo de gran importancia
clinica, esto debido a la recurrente infeccién por estos patdgenos. Sin embargo, Santoro
(2016) y Hernandez y col. (2003), destacan que este tipo de enterobacterias que son

patdgenas para el humano, suelen formar parte de la flora normal en estos organismos.

En el altimo siglo, el abuso y el uso indebido de antibidticos provoco la aparicién
alarmante de Cepas multi resistentes a las diferentes familias de antibi6ticos, mismas que
representan una amenaza creciente en el mundo tanto para humanos como para animales
(Vitale, M. et al.,2019). En los ultimos afios, se ha informado con frecuencia de la
propagacion de cepas resistentes a antibiéticos en entornos naturales, es decir, animales
salvajes, suelos, agua de mar. Por lo tanto, los animales marinos que estdn completamente
inmersos en su entorno, pueden ser indicadores de la salud ambiental, reservorios y
esparcidores de cepas antibidtico resistentes (Albahry et al.,2009; Pace et al.,2019). En este

sentido las tortugas marinas se han propuesto como indicadores de salud de los habitats
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marinos y portadores de cepas bacterianas resistentes a antibidticos principalmente por su
longevidad y estilo de vida migratorio. Por lo que podria entrar en la red alimentaria por la
ingestion de carne contaminada o podria liberarse durante el deposito de huevos (Alduina,
R. et al.,2020). Como parte de la evaluacion de la resistencia a antibidticos de las bacterias
P. aeruginosa, V. alginolyticus, K. pneumoniae, V. parahaemolyticus, E. coli, P. mirabilis,
V. mimicus y V. furnisii. Se observo resistencia principalmente a ampicilina, perteneciente
a la familia de los betalactamicos (85.4%;47/55), sequida de cefotaxima (67.2%;37/55),
acido nalidixico (54.5%;30/55), tetraciclina (49%;27/55), sulfametoxazol-trimetoprima
(45.4%;25/55), cloranfenicol (34.5%;19/55), gentamicina (16.3%;9/55), ceftazidima
(5.4%;3/55) y finalmente no se encontrd resistencia al antibidtico ciprofloxacino, entre los

antibioticos evaluados.

Por otra parte, respecto a la concentracion de metales pesados, dentro de los elementos mas
abundantes en organismos se encuentran el Zny el Cu, esto debido a que cumplen tareas
esenciales en el desarrollo y funcion de procesos fisioldgicos (Ley-Quifionez et al.,2013;
da Silva et al.,2014; Ley-Quifionez et al.,2017). Sin embargo, altas concentraciones
podrian presentar efectos toxicos (ATSDR 2004, 2005). Las concentraciones de Cu en
nuestro estudio resultaron relativamente altos comparado con otros estudios (Tabla 3), ain
en general hay una pequefia variacion entre las diferentes especies de tortugas (Paez-Osuna
et al.,2010a; Van de Merwe et al.,2010; Camacho et al.,2013; Ley-Quifionez et al.,2013;
Trocini 2013; Zavala-Norzagaray et al., 2014; Ley-Quifionez et al.,2017), excepto por las
tortugas Laud que presentan altos niveles de cobre, quizas debido a su dieta basada
principalmente en zooplancton gelatinoso (Guirlet et al.,2008; Xu et al.,2011; Ley-
Quifdnez et al., 2013). En general, las concentraciones de Cu en sangre estan bajos para
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todas las especies de tortugas, los diferentes estudios reportan concentraciones por debajo
de 6.0 ug g*; por lo tanto estas concentraciones observadas en hembras anidadoras en
playa Ceuta pueden ser consideradas “normal” para las especies (Ley-Quifibnez et
al.,2013; Zavala-Norzagaray et al.,2014). El Zn como el Cu, son elementos esencial para
un crecimiento normal y procesos fisiologicos dentro de los organismos y existen las méas
altas concentraciones comparado con otros metales pesados (Ruelas-Inzunza et al.,2005;
Cornish et al.,2007; Elorriaga-Verplancken y Aurioles-Gamboa 2008; Griesel et al.,2008;
Sinaei and Bolouki 2017). Las concentraciones obtenidas en este estudio son similares a
aquellos observados en tortugas golfina anidadoras in el sureste del Pacifico Mexicano
(10.43 ug g?) (Cortés-Gomez et al.,2014), y mas altos que niveles encontrados en otros
ejemplares de especies de tortugas marinas en areas de alimentacion (Kenyon et al., 2001;
Van de Merwe et al.,2010; Camacho et al.,2013). Sin embargo, esto podria deberse a la
ubicacion geografica y caracteristicas de las areas de alimentacion y aparentan no
representar un riesgo para la salud hacia las tortugas marinas (Van de Merwe et al.,2009a;

Paez-Osuna et al.,2010a; Zavala-Norzagaray et al.,2014).

Recientemente se ha reportado un incremento en las concentraciones de metales como lo
son el Cd, Pb y Zn, en zonas costeras en el Pacifico Mexicano, notablemente en el estado
de Sinaloa y Nayarit, que podrian representar un riesgo por efectos toxicos en la salud de
los ecosistemas (Paez-Osuna 2014; Vazquez Botello et al.,2014). Con respecto a las redes
troficas del Golfo de California, la biomagnificacién en organismos de Cd y Zn ha sido
observada, mientras que el Cu muestra una biomagnificacién parcial (Jara Marini et al.,

2014; Paez-Osuna 2014). Sin embargo, Pb se ha desmotrado que se biodiluye a través de
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niveles troficos (Szefer et al.,2006; Soto-Jiménez et al.,2008; Ruelas-Inzunza et al.,2010;
Jara Marini et al.,2014). De acuerdo con Soto-Jiménez y col. (2008), Las concentraciones
de Pb en el Golfo de California estuvieron principalmente vinculados a actividades de
perforacion de gasolina en México y los Estados Unidos de América. Sin embargo el uso
actual de combustibles bajos en Pb, ha resultado en una disminucion en este metal en el
océano Yy sus cadenas troficas (Paez-Osuna.,2014). También se han observado
concentraciones bajas de Pb en sangre de tortuga marina. (Ley-Quifiénez et al.,2011, 2013;
Zavala-Norzagaray et al.,2014) y tejidos (Gardner et al., 2006) en el Golfo de California.
Sin embargo, los niveles de Pb encontrados en este estudio (0.099+0.063 ng g?),
resultaron mas altas que los reportados por Cortez-Goémez (2014), y aun mas bajos que las
concentraciones reportadas por Paez-Osuna (2010b) (Tabla 3), ambos estudios fueron
realizados en tortugas golfina anidadoras en el Pacifico Mexicano. Paez-Osuna y col.
(2010), concluyeron que las concentraciones de Pb en tortugas marinas en Oaxaca son una
reflexion de las bajas concentraciones de plomo en el area, por lo que tales niveles no
representan un riesgo en la salud para la poblacion anidadoras de tortugas golfina en esta

region.

El Cd es el metal que presenta el mayor peligro para la salud ambiental tanto para humanos
como para animales debido a su toxicidad. Motivo de la gran importancia en el area de
ecotoxicologia (Storelli and Marcotrigiano 2003; Storelli et al.,2008), particularmente en
vida silvestre (Camacho et al.,2013; Cortés-Gomez et al.,2018) ya que la principal fuente
de exposicion al Cd es a través de cadenas troficas (Van de Merwe et al.,2009b; Ley-

Quinonez et al.,2017; Ross et al.,2017). Encontramos concentraciones de Cd mas altas que
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las reportadas en sangre de tortugas marinas de otras regiones (Kenyon et al..2001; Guirlet
et al.,2008; Paez-Osuna et al.,2010b; Van de Merwe et al.,2010; Labrada-Martagon et al.,
2011; Camacho et al.,2013; Trocini 2013; Cortés-Gomez et al.,2014; Sinaei and Bolouki
2017). Ademas, el Cd estaba en niveles mas bajos que los reportados anteriormente en la
misma especie y region, pero en areas de alimentacion (Zavala-Norzagaray et al.,2014).
Los niveles de Cd también fueron mas bajos que las concentraciones encontradas en otras
especies de tortugas marinas de la misma region (Ley-Quifionez et al.,2013; Ley-Quinonez
et al.,2017). De acuerdo con Storelly y Marcotrigiano (2003), el Cd se acumula en
concentraciones mas altas en organismos carnivoros, particularmente aquellos que se
alimentan de especies calcareas como cangrejos y moluscos (Storelli et al.,1998a; Ley-
Quifdnez et al.,2011). Otros estudios indican que los organismos que se alimentan en
ecosistemas semicerrados tienden a estar mas expuestos a los procesos de bioacumulacion
de metales (Sakai et al.,2000b; Storelli et al.,2008; Ley-Quifidénez et al.,2013). EI Golfo de
California es un ejemplo de esto, con estudios previos que muestran la biomagnificacion
del Cd a través de las redes tréficas de las regiones, con organismos en niveles mas altos
que presentan mayores concentraciones de este metal (Jara Marini et al.,2014). Esta
tendencia a altas concentraciones de Cd se ha documentado en todas las especies de
tortugas marinas que se encuentran en el Golfo de California (Frias-Espericueta et al.,
2006; Gardner et al.,2006; Kampalath et al.,2006; Ley-Quifidnez et al.,2011; Zavala-
Norzagaray et al.,2014). Ademas, estos niveles son los mas altos que se encuentran en las
tortugas marinas a nivel mundial, esto es particularmente evidente en las tortugas bobas,
una especie carnivora (Storelli.,2005); mencionaron que las concentraciones de Cd en las

tortugas marinas son un reflejo de la carga contaminante en las areas de alimentacion, sin
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embargo, la biodisponibilidad del Cd en los organismos marinos se debe principalmente a
factores globales, y no necesariamente refleja areas con alta actividad antropogénica, sino
también contribuciones naturales oceanicas. Los organismos del océano Pacifico presentan
concentraciones de Cd mas elevadas que los del océano Atlantico (Fraga et al.,2018). Las
concentraciones de Cd en poblaciones anidadoras de tortugas lora pueden representar un
riesgo para las crias de tortugas después de la transferencia maternal (Paez-Osuna et
al.,2010a), El Hg y el As se consideran entre los elementos toxicos mas importantes del
medio ambiente (Yokel et al.,2006; Paez-Osuna 2014). Sin embargo, en nuestro estudio,
las concentraciones de As y Hg en sangre estaban por debajo del LOD. Como las
concentraciones en las tortugas marinas muestran variaciones por especie y fuente de
alimento (Storelli et al.,1998a; Storelli and Marcotrigiano (2000); Zavala-Norzagaray et
al.,2014; Cortés-Gémez et al.,2017; Ley-Quinonez et al.,2017). Diversos estudios han
informado niveles de As en la tortuga golfina, lo que representa concentraciones bajas en
sangre y otros tejidos (1.19 a 3.34 pg g*) comparado con otras especies de tortugas
marinas (Cortés-Gomez et al.,2014, 2017; Zavala-Norzagaray et al.,2014). De acuerdo con
Sakai y col. (2000), Las tortugas marinas que se alimentan de algas y moluscos acumulan
altos niveles de As, mientras que las especies omnivoras, como la tortuga golfina (Marquez
1990; Paez-Osuna et al.,2010b) tienden a acumular niveles mas bajos de este metaloide
(Agusa et al.,2008). Por otro lado, las concentraciones de Hg en los diferentes tejidos de
las tortugas marinas tienden a ser bajas (<0.5 pg g*) (Storelli et al.,1998b; Sakai et
al.,2000a; Anan et al.,2002; Maffuci et al.,2005; Kampalath et al.,2006; Innis et al.,2008;
Day et al.,2010; Jerez et al., 2010; van de Merwe et al.,2010; Cortés-Gémez et al.,2017).

Para el Pacifico mexicano, los niveles de Hg en la sangre de las tortugas marinas presentan
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concentraciones por debajo del limite de deteccion LD (Ley-Quifidnez et al.,2011, 2013;
Zavala-Norzagaray et al., 2014). Sin embargo, incluso en concentraciones bajas, este metal
causa impactos negativos sutiles en la funcién inmune de las tortugas marinas dependiendo

del tipo de especiacion de Hg como el metilmercurio (Day et al.,2007).

En las tortugas marinas, la longitud del caparazon curvo (LCC) se usa para determinar la
edad (Gardner et al.,2006; Paez-Osuna et al.,2010; Cortés-Gomez et al.,2014), y de
acuerdo con Hart y col. (2014), el LCC observado en las tortugas estudiadas (65.52 cm)
son similares a las tortugas golfina anidadoras en el Pacifico Mexicano (64 cm).
Estadisticamente, no se encontro6 correlacién significativa entre LCC vs concentraciones de
metal (p> 0.05), posiblemente porque hubo poca diferencia entre los tamafios de los
organismos estudiados, ya que todas eran tortugas anidadoras hembras adultas. Sin
embargo, estos resultados son consistentes con estudios previos en la misma especie en el
Pacifico mexicano (Frias-Espericueta et al.,2006; Paez-Osuna et al.,2010a, b; Zavala-
Norzagaray et al.,2014) y otras tortugas marinas (Gardner et al.,2006; Ley-Quifibnez et
al.,2011; Ley-Quinonez et al.,2013, 2017). Por otro lado, las concentraciones de metales en
sangre de tortugas marinas en el Océano Atlantico, demuestran una correlacion positiva
con el tamafio, particularmente Pb (Kenyon et al.,2001; Wang 2005; Fussy et al.,2007,;
Camacho et al., 2012, 2013). Esta relacion puede deberse a la actividad de perforacion y
extraccion de petroleo, siendo una de las principales fuentes de contaminacion de la zona.
La contaminacion por aceite aumenta los niveles de metales toxicos como Ni, Cd y Pb
(Vazquez et al.,2002; Turner and Rabalais.,2019) con riesgos potenciales para la biota

marina (Villanueva and Botello 1992; Botello et al.,2005; Ruiz-Fernandez et al.,2019).
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X. CONCLUSIONES

Los resultados sobre la identificacion bacteriana y su caracterizacion muestran un
panorama critico de salud del ecosistema marino en nuestra region. Se aislaron cepas de V.
parahaemolyticus, E. coli patogénicas, P. aeruginosa, K. pneumoniae, P. mirabilis, entre
otras. Lo que podria representar un alto riesgo en la propagacion de microbios ambientales.
Por parte de la evaluacion de la resistencia antimicrobiana, observamos que la totalidad de
las cepas evaluadas de las diferentes especies bacterianas, presentaron multi-resistencia,
debido a que la totalidad de especies identificadas, presentaron resistencia a 2 0 mas
familias de antibidticos, principalmente a la familia Beta-lactdmicos (ampicilina). Esto es
alarmante debido a que el uso indiscriminado de antibidticos provoca la aparicién
alarmante de cepas multi resistentes, mismas que representan una amenaza creciente en el
mundo, tanto para humanos como para animales. Por otra parte, los metales tdxicos As y
Pb, no representan un riesgo para la salud de las tortugas golfina muestreadas en la playa
de Ceuta, ya que los niveles de estos metales resultaron bajos. La concentracion de Hg
estuvo por debajo del limite detectable, lo que corrobora estudios previos que encontraron
este elemento en niveles bajos en tortugas marinas del Pacifico mexicano. Sin embargo, es
importante considerar que la especiacion de metales juega un papel importante en la
toxicidad de los metales, particularmente el metilmercurio, que incluso en niveles bajos,
puede ser dafino para los organismos. A pesar de ser ilegal el consumo de tortugas
marinas, este estudio también destaca la importancia de evitar el consumo de estos

organismos particularmente en las zonas costeras del noroeste de Meéxico.
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Xl. PERSPECTIVAS

La determinacion bacteriana y de metales pesados en tortuga golfina (Lepidochelys
olivacea). Nos permite conocer y evaluar la salud de las tortugas marinas, asi como la
salud de los ecosistemas. Este proyecto de investigacion, busca concientizar sobre la
importancia de la conservacion de estos organismos y la importancia de evitar su consumo.
Seria de gran importancia que estudios similares se repliquen en otros estados costeros
como Nayarit, Jalisco, Michoacén, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (zona costera del Océano
Pacifico). Con el fin de visualizar de manera mas precisa la salud de las tortugas marinas
como portadoras de microorganismos patégenos y metales pesados; que en cierta forma

determinan la salud de los ecosistemas de las zonas costeras de México.
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XI1.  ANEXOS

SUBSECRETARIA DE GESTION PARA LA PROTECCION

SEMARNAT i AMBIENTAL
I R DIRECCHMON GENERAL DE VIDA SILVESTRE
ROV WIS RS Oficio N* SGPA/DGVS/ 08562 /17

Ciudad de México, a 04 de octubre de 2017

“2017, ARO nEL CRNTENARIY DF £A FROMULGACION DY 1A
CONSTITUCION POLITICA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS™

M. EN C. DELIA KAREN ESPERANZA OCEGUERA CAMACHOD

DIRECTORA EJECUTIVA DEL GRUPQ TORTUGUERO DE LAS CALIFORNIAS, A.C
CALLE SEIS No. 141

COLONIA AZALEAS

LA PAZ, RAJA CALIFORNIA SUR

C.P.23098 - MEXICO

TEL 01 (612) 146 3553, chuy@grupotortuguero.org

En atencion a la solictud de licendia de colecta cientifica o con propdsitos de ensefianza en materia
de vida silvestre, recibida en esta Direccién General el 30 de agosto de 2017, ala cual se le asignd
la bitacora 09/K5-1914/08/17 y considerando que ha dado cumplimiento a las requisitos
establecidos para efectuar investigacidn y colecta cientifica de flora y fauna silvestres en territerio
mexicano y con fundamento en ¢ Articuko 32 Bis fracciones |, 111, X8 XXXIX de la Ley Orgéanica de
la Administracién Pibkica Federal; Articulo 19 fraccion XXV y 32 fraccion VI, XVIIL XX, XXIV del
Reglamento Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, publicado en el
Diario Oficial de 1a Federacion el 26 de noviembre de 2012; 79, 80 fraccion |, 82, 83 y 87 parrafo
cuarto de la Ley General del Equifibrio Ecoldgico y fa Proteccion al Ambiente; Articulos 9° Fraccion XII,
97 y 98 de la Ley General de Vida Silvestre; 12, 123 Fraccidn IV y 126 del Reglamento de la Ley
General de Vida Silvestre; Articulo B5, Artiouo 88, fracciones [y Il, Articulo 105, fracciones Il y 1l del
Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccitin al Ambiente en Materia de Areas
Naturales Protegidas (AN2s); las disposiciones relativas de la Nerma Oficial Mexicana NOM-126-
SEMARNAT-2000, por ta que se establecen las especificaciones para la realizacidn de actividades de
colecta cientifica de material bioldgico de especies de flora y fauna silvestres y otros recursos
hioldgicos en of territorio nacional; la Norma Oficial Mexicana NOM-D59-SEMARNAT-2010,
proteccion ambiental-especies nativas de México de flora y fauna silvestres-categorias de riesgo
y especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-lista de especies en riesgo, y al oficio No.
FOO/DGOR/1207/2017 de fecha 29 de septiembre de 2017, emitido por la Direccidn Regional
de Operacién Regional de la CONANP la Direccion General de Vida Silvestre autoriza la licencia
de colecta cientifica o con propdsitos de ensefanza en materia de vida silvestre per proyecto
sobre espeas o poblacicnes en riesgo o sobre habitat critico, para desarrollar las sigulentes

dades iherentes al proyecto de investigacion denominado “Ecologia de las tortugas
amanla (Cnretta caretta), golfina (Lepidochelys olivacea), carey (Eretmochelys
imbricata), prieta (Chelonia mydas agassizi) y laud (Dermochelys coriacea), en Areas
de Forrajeo de la Peninsula de Baja California, Golfo de California y el Pacifico Norte de
México™:

« Colecta de craneos y muestras ce piel, caparazdn, higado, estémagoes y huesos (thumeros y
craneos), para andlisis toxicologicos, metabolicos y genéticos de tortugas encontradas
muertas en el area de estudio (hasta cen (100) ejemplares de “tortuga amarilla” Caretta
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Abstract

Trace metals have been found in sea turtle blood and tissues and may represent a threat to these endangered species. Essential
trace metal (Cu, Zn Cd, Pb, As, and Hg) concentrations were determined in blood of adult female, post-nesting olive ridley nrtles
Lepidochelys olivacea (n = 35) on Ceuta beach, Sinaloa, Mexico. Essential metals (Zn and Cu) analyzed were found in higher
concentrations than toxic metals (Cd and Pb), while As and Hg concentrations were below the limits of detection (0.01 ug g™).
Low Pb concentrations (0.09 ug g™') were previously observed in sea turtles in the Gulf of California. There were no significant
comrelations found between curved carapace length (61.00-71.00 = 2.29) vs metal concentrations (p = 0.05). Cd levels were
relatively high when compared to other species and populations of sea turtles worldwide and Cd may represent the greatest risk
for sea trtles in the Mexican Pacific. Such concentrations of Cd may pose a further risk to sea wrtles through bicaccumulation
from the nesting female to offspring which may affect embryo development

Keywords Cadmium, - Ecotoxicology, - Blood, - Sea turtle, - Bioaccumulation, - Toxicity
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ABSTRACT: Despite being the most abundant sea turtle in the waorld, the olive ridley turtle Lepi-
dochelys olivacea is classified as Vulnerable by the IUCN. There is evidence of congenital malfor-
mationsin hatchlings, and the associated causes are multifactorial, with both genetic and environ-
mental sources. Santuario Playa Ceuta (SPC) is a sanctuary for the olive ridley, located at the
northernmost region of its nesting range in the Mexican Pacific. The objective of this study was to
identify and quantify the prevalence and severity of congenital malformations in olive ridley
embryos/hatchlings in SPC dwring the 2017 nesting season. We collected 62 907 eggs from 643
relocated nests that were moved to a hatchery, of which 4242 eggs with obvious development did
not hatch and were analyzed for this study. Hatching success was 53.9%, with 22.5 % of nests (n=
145) and 0.54% of eggs (n = 344) showing embryos or hatchlings with malformations. The nest
severity index was 2.4 (range: 1-10) malformed embryos or hatchlings per nest, and the organism
severity index was 1.4 (range: 1-7) malformations per malformed embryo or hatchling. Leucism
was the most prevalent malformation (34.4 %; 170/494 total observed), with the craniofacial region
showing the greatest diversity of malformations (17/35 types). Given the geographical position of
SPC, extreme environmental conditions (e.g. cold, heat, and dryness) could be one of the main
causes of teratogenesis in this species. However, more studies are needed regarding the presence
of contaminants, genetic factors, health assessments of nesting females, and malformation rates of
nests that remain in situ versus those that are relocated.
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1. INTRODUCTION and involve the intrinsic alteration of the affected

tissue (Smith 1975, Trigos et al. 2000). Research on

The field of teratology explores abnormal develop- teratogenesis has primarily been carred out in
ment and congenital malformations, which are de- humans and model organisms (Guest et al. 1994,

fined as structural defects that are present at birth Ujhazy et al. 2012, Kamecka et al. 2014). Wild, cap-
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