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Resumen

En Sinaloa, existen humedales costeros importantes donde habitan los
bobos de patas azules, dentro de los cuales, isla El Rancho (IER) ubicada en
Bahia Santa Maria y la isla El Farallébn de San Ignacio (FSI) en Bahia de
Topolobampo se encuentran influenciados por campos agricolas donde se
practica el cultivo intensivo y una de sus principales caracteristicas es el uso
de plaguicidas quimicos, entre los que se usaron durante mucho tiempo,
estan los plaguicidas organoclorados (pOCs). El bobo de patas azules (Sula
nebouxii), es un ave piscivora que habita en islas del Golfo de California, se
encuentran en grandes grupos y son residentes de los sistemas a estudiar,
resulta muy sencillo capturarlos y se puede contar con suficiente material
biologico para su analisis. En el presente estudio, se determinaron las
concentraciones de pOCs en plasma de bobo de patas azules, durante su
época reproductiva (periodo 2012-2013) en ambas islas. Se tomaron
muestras tanto de adultos (ambos sexos) como de pollos. Se utilizaron
biomarcadores sanguineos para evaluar la condicion inmunoldgica (indice
heterofilo-linfocito) y citogenética (ensayo de microndcleos) de los
organismos (en cortejo, incubacion y crianza) y se detectaron 17 pOCs,
donde cinco sobresalieron por frecuencia y cantidades detectadas (endrin
ketona, HCH a y B, p-p’ DDE y trans-Clordano), predominando, las mayores
concentraciones durante el cortejo (al inicio de la temporada reproductiva)
(p= 0.002), asimismo se encontraron diferencias entre adultos y pollos,
siendo los adultos los que presentaron mayores concentraciones de pOCs
(p= 0.01), encontrandose concentraciones de pOCs, muy similares entre las
islas y sexos. El indice heterdfilo-linfocito H/L, presenté valores relativamente
bajos (0.77 + 0.42) comparados con los reportados para otras especies de
aves marinas, con diferencias significativas entre islas (FSI>IER; p=0.00007),
edad (adultos>pollos; p=0.0013) y etapa reproductiva (co>in>cr; p=0.026). La
frecuencia de microndcleos en eritrocitos normocromaticos (MNENC) mostro

diferencias entre islas (IER>FSI; p=0.038), los micronucleos en eritrocitos

Xiv



policromaticos fueron diferentes entre las etapas reproductivas (co<in<cr;
p=0.014). Mientras que las anormalidades nucleares en eritrocitos, tanto
policromaticos y nhormocromaticos, presentaron diferencias entre islas, sexos
y etapa reproductiva (p<0.05). La relaciébn entre biomarcadores y
concentraciones de pOCs, sélo la concentracién del ZDDE se relacioné con
el indice H/L (GLM, b=0.223 F=5.784 p=0.0176). Se encontr6 que la
concentracion de ZpOCs se relacioné con las anormalidades nucleares en
10,000 eritrocitos (BCET) (GLM, b=-0.017, F=6.025 p=0.01) Hubo relacion
entre los microndcleos en eritrocitos policromaticos (MNEPC) y las
concentraciones de XHeptacloro (GLM, b= F= 4.722, p= 0.032), XEndrin
(GLM, b=-0.088, F=, p=0.0258) y ~pOCs (b, -0.015, GLM, p=0.0150). Se
observd que existe una relacion entre la tasa de eritropoyesis y la
concentracion de ¥DDT (GLM, b=0.156, F= 5.868 p=0.0172).

Palabras clave: Plaguicidas organoclorados, Sula nebouxii,

Inmunosupresion, genotoxicidad.
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l.- Introduccién

El noroeste de México tiene relevancia a nivel nacional, tanto por la importancia
econémica de sus agroecosistemas, donde se han utilizado plaguicidas de
manera intensiva, como por la importancia de sus ecosistemas acuaticos
(lagunas, bahias, esteros, marismas, etc.), los cuales son sitios de alta
productividad. En Sinaloa hay humedales muy productivos que son usados por
muchas especies de aves acuaticas (Howell y Webb, 1995), ya sea para la
reproduccion o para pasar el invierno. El estado de Sinaloa, es considerado
como uno de los estados con mayor desarrollo agricola. Es el primer lugar a
nivel nacional en valor de produccion, practicandose principalmente la
agricultura intensiva. Los altos niveles de produccion se deben en gran medida
a los desarrollos de nuevas tecnologias, donde se usan, en la mayoria de las
ocasiones, grandes cantidades de fertilizantes y plaguicidas para lograr el

optimo desarrollo de los cultivos (Astorga-Rodriguez, 2011).

Los plaguicidas son compuestos, utilizados para matar plagas. Existe una
amplia variedad de plaguicidas, entre los que encuentran los organoclorados
(pOCs), organofosforados, carbamatos, piretroides etc. En el caso de los pOCs,
son compuestos que su uso ha disminuido, tanto por la aparicion en el mercado
de compuestos de nueva generacion (mas eficientes) asi como por la presion
internacional para evitar su uso (convenios de Roterdam y Estocolmo).Debido a
su alta persistencia, el uso de estos compuestos implica que su destino final,
son los ambientes terrestres y acuaticos, afectando negativamente a los
organismos que los habitan, El efecto suele ser mayor en organismos
depredadores, pues estos compuestos se acumulan y se magnifican a través de

la cadena tréfica.



En aves, los pOCs, se depositan en tejidos tales como el tejido abdominal, la
molleja, el sartorio, el mesenterio o formando parte de otros tejidos grasos
(higado, esqueleto, piel) (Cahaner et al. 1987), donde suelen estar inactivos, sin
embargo, cuando se usan las reservas almacenadas durante la migracion o la
reproduccién, los depositos adiposos se movilizan y de esta manera los pOCs
son liberados al torrente sanguineo, donde pueden ocasionar efectos toxicos
(Albert et al., 1990). Uno de los primeros efectos adversos reportados de los
pOCs fue el adelgazamiento de los cascarones de los huevos, ocasionado por
el DDT, especificamente por su metabolito DDE (King et al., 2003). La
exposicion a éste y otros plaguicidas tiene efectos en la salud y esto puede
acarrear fracasos reproductivos y reduccion en las poblaciones de aves
silvestres, incluso se ha observado la muerte por intoxicacion aguda después
de la aplicacion de pOCs (Carson, 1962; Albert et al., 1990; Blus et al., 1997,
Walker, 2001; Giesy et al., 2003).

El uso de pOCs genera problemas de salud, tanto a la fauna silvestre como a la
poblacién humana. Desde hace décadas, se ha generado informacion acerca
de los efectos negativos de estos compuestos en los ecosistemas. Una de las
herramientas utilizadas para evaluar los efectos sobre los ecosistemas, es el
uso de organismos bioindicadores, los cuales reflejan cambios en la condicién
del ambiente o indicando la presencia de contaminantes. La salud los
bioindicadores se evalla a través de respuestas llamadas biomarcadores o
marcadores biologicos. Segun Shugart y McCarthy (1990), los biomarcadores
son "medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular, tanto en
poblaciones provenientes de habitats contaminados, como en organismos
expuestos experimentalmente a contaminantes, y que indican que el organismo
ha estado expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta del
organismo al contaminante". Entonces, la combinacién de una especie
adecuada (bioindicador) y un biomarcador eficiente, facilitaria el monitoreo de
contaminantes. En caso de encontrarse alteraciones en la salud de estos
organismos, pueden servir como focos de alerta temprana de problemas por

contaminacion.



El bobo de patas azules (S. nebouxii) reline una serie de condiciones para ser
considerado como una especie bioindicadora o centinela, por ejemplo: 1)
Durante la reproduccion, anidan en el suelo, en grandes grupos, por lo que es
sencillo capturarlos y darles seguimiento, 2) Tienen un intervalo de forrajeo
definido, cercano a sus colonias, 3) Son aves piscivoras, que ocupan los niveles
superiores de la cadena tréfica, 4) Son residentes de los ecosistemas donde
habitan, 5) Es una especie longeva, por lo que acumulan los pOCs. En este
contexto, el objetivo de este trabajo o tesis fue evaluar la relacion entre la
concentracion de pOCs y la salud del bobo de patas azules, para ser utilizado
como organismo centinela de los ecosistemas costeros. El establecimiento de
un monitoreo de este tipo también tendria implicaciones en la salud publica,
pues las aves y los humanos son usuarios del mismo ecosistema, incluso
pueden explotar recursos similares. El uso de las aves marinas como
organismos centinelas, puede servir como un sistema de alerta de los

problemas por contaminacion.



Il.- Antecedentes

2.1 Plaguicidas organoclorados

De acuerdo a su estructura quimica, los plaguicidas organoclorados (pOCs) son
compuestos formados principalmente por atomos de carbono, hidrogeno y
cloro. Son hidrocarburos ciclicos, de origen sintético con diferentes grados de
cloracion. Sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 2.1), les confieren las
propiedades de ser lipofilicos, resistentes a la degradacion biolégica y tendiente

a la bioacumulacién (Hurme y Puhakka, 1999; Iwate et al., 1994).



Tabla 2.1 Propiedades fisicoquimicas de algunos plaguicidas organoclorados.
(Walker, 2001).

Compuesto Descripcion S.A.(mg/L) Log P.V(mmHg) (25°C)
quimico Kow

p.p’-DDT Soélido, p.f 108°C <0.1 6.36 1.9x 10" (20°C)

p-p’-DDE 7.97 5.70

p-p’-DDD 4.81 6.00

Aldrin Sdlido, p.f. 104 °C <0.1 5.30 1.9x 107

Dieldrin Solido, p.f. 178°C 0.2 5.48 1.9x10 '

Endrin 0.2 5.20 3 x10 ° (20°C)

Heptacloro Sélido, p.f. 93 °C 0.056 5.44 1.9x107

Endrin Sdlido, p.f 226-230 °C 0.2 5.34 1.9x 107

Endosulfan a Solido, p.f. 79-100 °C 0.15 3.55

Endosulfan 8 0.06 3.62

HCH- vy Solido p.f. 112 °C 7.0 3.78 1.9x10°'

p.f: punto de fusion; S.A: solubilidad en agua; Log Kow: coeficiente de particion

octanol-agua P.V: presion de vapor.

De los pOCs, el mas conocido y estudiado es el DDT (Dicloro difenil
tricloroetano), el cual fue sintetizado por primera vez en 1874, pero sus
propiedades como insecticida se descubrieron hasta 1939, cuando se usoé para
proteger la lana contra la polilla. Desde entonces ha sido empleado para
enfrentar todo tipo de plaga artropoda (Restrepo, 1988). Después de la
Segunda Guerra Mundial, los pOCs empezaron a ser usados de manera
indiscriminada especialmente en Norte América, Gran Bretafia y Japon. En
México, el empleo de estos plaguicidas se inici6 a mediados de la década de
los 40°s (Rueda, 1993).

Los pOCs pertenecen al grupo de contaminantes organicos persistentes
(COPs), los cuales son sustancias quimicas que permanecen en el ambiente
por largos periodos de tiempo, se bioacumulan en los tejidos y se biomagnifican
a través de la cadena tréfica. Estos compuestos pueden causar efectos
adversos a la salud humana y al medio ambiente. (European Commission,
2012).



Los pOCs, de acuerdo a su estructura quimica, son clasificados en cinco
grupos: DDT y analogos, hexaclorociclohexano (HCH), cicloideos y compuestos
similares (aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro y endosulfan), toxafeno y
compuestos relacionados, y estructuras tipo mirex y clordecone (Smith, 1991) la
estructura quimica de algunos pOCs se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Estructuras de algunos plaguicidas organoclorados, A: DDT y sus
metabolitos DDD y DDE, B: Aldrin y dieldrin, C: HCHs (Harrison 2001).

a-HCH

2.1.1 Plaguicidas organoclorados en la costa de Sinaloa

Se sabe que los pOCs causan dafios a humanos y fauna silvestre. Gran
cantidad de estudios han descrito sus efectos sobre las poblaciones de aves
silvestres, practicamente desde el momento en que empezaron a emplearse a
partir de la década de los 40s (Albert et al., 1996; Espin, 2010). Estudios de
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campo han demostrado que tras la aplicacién de grandes cantidades de DDT se
producia una reduccion inmediata (mortalidad) de las poblaciones de aves y
algunos invertebrados (Hotchkiss y Pough, 1946; Albert et al., 1990). Sin
embargo, en México los estudios de los efectos de compuestos clorados en
fauna, en especial en aves, son mas recientes. A partir de la década de los 60s
hay estudios sobre el tema, la mayoria se enfocaron principalmente en la
determinacién cuantitativa y cualitativa de pOCs y metales pesados en el
ambiente y en la biota (Galindo et al., 1992; P4ez-Osuna et al., 2002; Gonzéles-
Farias et al., 2003; 2006).

En los ecosistemas costeros de Sinaloa, se ha demostrado la presencia de
pOCs, tanto en agua y sedimento, como en biota. En los organismos estos
compuestos son adquiridos, principalmente a través de la dieta, los valores de
concentracion mayores se han detectado en organismos de niveles troficos
superiores (aves piscivoras principalmente), aparentemente relacionado con
procesos de bioconcentracion y biomagnificacion. (Albert et al., 1990; Galindo et
al., 1992; 2002; Paez-Osuna et al., 2002; Gonzalez-Farias et al., 2002).

Dos zonas costeras que se encuentran rodeadas de grandes superficies, donde
se practica la agricultura intensiva, son Bahia Santa Maria y Bahia de
Topolobampo. En estas zonas se han utilizado pOCs por mucho tiempo (mas
de 30 afos) y aun hoy en dia se siguen aplicando. Y es por medio de diversos
mecanismos (arrastre durante por las lluvias, adsorcion a particulas del
sedimento, lixiviacion, etc.) que pudieron ingresar a los ecosistemas acuaticos
(Garcia-Gonzalez, 2007).

Entre los estudios realizados en la costa de Sinaloa se encuentran los

siguientes:

e Galindo et al (1992), determinaron plaguicidas en agua, sedimentos,
almejas (Anadara sp.) y camarones (Penaeus sp.) de ecosistemas
costeros de Sinaloa, uno de ellos fue la bahia de Santa Maria.

Encontrando niveles elevados de lindano, en los meses de mayo-junio.



Por otro lado, Hernandez y Fierro (1994) realizaron una evaluacion de las
concentraciones de pOCs en agua, sedimentos y almeja (Chione gnidia)
recolectadas en descargas de drenes agricolas, en dos sistemas
lagunares en el norte de Sinaloa (Topolobampo y la Lechuguilla). En
sedimento encontraron predominantemente endosulfan y heptacloro
(325-396 y 1.5-39 ug/Kg, respectivamente), y en agua, de igual manera,
encontraron los mismos pOCs, sin embargo, en concentraciones muy
inferiores (0.33-33.7 ug/l) pero no lo suficiente para encontrarse en
niveles permitidos de acuerdo a la Ley General de Proteccion al
Ambiente.

Gonzalez-Farias et al (1997) realizaron un estudio en el sistema lagunar
Altata-Ensenada del Pabellon para detectar residuos de pOCs, en
muestras de sedimento, peces, almejas, mejillones y ostiones. Ellos
encontraron altas concentraciones de DDT y sus metabolitos DDD vy
DDE, en promedio se encontraron niveles maximos, en peso seco, de
245 ng/g para peces, seguido por ostiones (127 ng/g), mejillones (56.7
ng/g) y almejas (1.3 ng/g). Ademas del DDT y sus metabolitos, se
observaron altas concentraciones de endosulfan (a, B y sulfato)
principalmente en las almejas.

Osuna y Riva (2002), estudiaron la presencia y concentracion de pOCs,
en la bahia de Ohuira, en muestras de agua superficial, sedimentos y
camarones, encontrando en el agua superficial que al DDT en
concentraciones mas elevadas, seguido por el heptacloro y el
endosulfan-a (0.02-3.75, 0.01-1.480 y 0.010-0.132 ug/l,
respectivamente). Para las muestras de sedimento, los plaguicidas con
mayor concentracion fueron el lindano (HCH-y) y heptacloro epéxido
(0.011-1.19 y 0.02-0.132 ug/g, respectivamente), y en menor
concentraciones DDT, endosulfan-a y heptacloro. Mientras que en las
muestras de camarén se presentaron altas concentraciones de
endosulfan a (0.047-2.01 ug/g) y en menores concentraciones heptacloro

epoxido y lindano, mientras el DDT no se detecté.



Mas tarde en otro estudio realizado por Galindo et al (2002), reportaron
la presencia de pOCs en todos los ecosistemas de la costa Sinaloense,
tanto en el agua como en los sedimentos y, en algunos casos, también
en camarones y almejas. Los plaguicidas detectados en el agua y
productos marinos fueron: clordano, lindano, DDT y sus metabolitos
(DDE y DDD), aldrin, malation, paration, heptacloro, endosulfan, epoxido
de heptacloro, hexaclorobenceno y dimentoato.

En un estudio realizado por Carvalho et al (2002), detectaron y
cuantificaron pOCs y plaguicidas organofosforados en los sistemas
lagunares de Altata-Ensenada del Pabellon, en muestras de sedimentos,
mejillones, ostiones, camarones, peces y en aves. Las aves de estudio
fueron muestreadas en 1991, estas incluian cormoranes, garzas y patos
(Phalocrocorax sp; Egrettta sp. y Anas acuata, respectivamente) y se
tomaron muestras de musculo, higado y huevos. Los autores
concluyeron que entre la biota, las aves fueron las que presentaron
mayores concentraciones (0.1 a 12000 ng/g peso seco), los autores
concluyeron que se debe a los procesos de bioacumulacion vy

biomagnificacion.

2.2 Efectos de los contaminantes en aves y otros organismos acuaticos.

Debido a su amplia distribucion, a la capacidad que tienen para persistir y
magnificarse a través de la cadena tréfica, los pOCs amenazan la salud publica
y las formas de vida en todos los ecosistemas. En general son compuestos
altamente toxicos que pueden producir o inducir mutagénesis, teratogénesis, y
un sinnimero de alteraciones en funciones metabdlicas y reproductivas (Albert
et al., 1990; Hassall, 1990; Goldberg, 1995).

En humanos y otros organismos como las aves, una vez que los plaguicidas
han sido incorporados al cuerpo, principalmente por medio de la dieta, se

almacenan en el tejido graso donde suelen permanecer inactivos. Sin embargo,
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en aves, en épocas de nutricion deficiente, como la migracién y/o la
reproduccion, los depdsitos adiposos se son utilizados y de esta manera son
liberados al torrente sanguineo (Albert et al., 1990) y otros tejidos (Bastidas-
Bonillas, 2010). Diversos autores han descrito algunos de los efectos que
provocan los pOCs en humanos, estos efectos incluyen, lesiones en el sistema
nervioso central (donde se interfiere en el flujo de iones Na+ y Cl- a través de
las membranas, de las células nerviosas, aumentando su sensibilidad e
impulsos nerviosos), la afectacion en los niveles de calcio y magnesio en
plasma, efectos estrogénicos (como lo es la expresion de vitelogenina en
machos de tortugas y peces), asi como desordenes en el higado y leucemia,
entre otros (Nasir et al., 1998; OMS, 1992; Naqvi y Vaishnavi, 1993; Herbst et
al., 2003; Foster et al., 2001).

Debido a los distintos efectos adversos se propuso la reduccion del uso de
estos compuestos (Convenio de Roterdam y Estocolmo) y en los paises
industrializados se prohibieron desde 1971 (Albert et al., 1990). En México, el
uso de pOCs se extendi6 hasta el afio 2001, aunque recientemente compuestos
como el DDT se ha utilizado durante campafas de fumigacion contra el dengue,
la malaria, también en la agricultura, aunque su uso esta prohibido (Galindo,
2002; Carvalho et al., 2002; Gonzalez-Farias, 2006).

2.3 Especie de estudio
S. nebouxii (Figura 2.2), presenta dimorfismo sexual evidente muy particular.

Las caracteristicas de este dimorfismo se presentan en la tabla 2.2 (Nelson,
1978).
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Tabla 2.2 Clasificacion taxonémica de S. neboukxii.

Reino Animalia
Phyllum Chordata
Clase Aves

Orden Pelicaniformes
Familia  Sulidae
Género  Sula

Especie Nebouxii

Figura 2.2 Pareja de bobos de patas azules Fotografia: Juan Pablo Ceyca
Contreras

Tabla 2.3 Caracteristicas del dimorfismo sexual del bobo de patas azules
(Nelson, 1978).

Caracteristica Dimorfismo sexual
Tamafio 8lcm Hembras 20%>Machos
peso 1.5 kg Hembras 32%>Machos
Sonido Hembras graznan, Machos silban

La temporada reproductiva, de las aves en general esta dividida en 3 etapas:
cortejo, incubacion y crianza. Normalmente, en esta especie, la temporada
reproductiva tiene sus comienzos desde el mes de diciembre, hasta los meses

de mayo y junio.

El trabajar con el bobo de patas azules conlleva muchas ventajas, una de ellas
es gue esta tiene la cualidad de anidar en el suelo, se agrupa en colonias
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grandes (lo que permite su facil captura), presentan un gran radio de
alimentacién aproximado de 30 km (Anderson y Rickleffs, 1987; Castillo-
Guerrero, 2003: Weimerskirch et al 2009), ademas tienen gran tamafio (por lo
gue resulta sencillo obtener suficiente material bioldgico para ser analizados y
aparentemente es facil colocarles instrumentos como sistemas de
posicionamiento global (GPS), relojes o tubitos rellenos de azlcar para medir su
recorridos en busca de alimento y profundidad de buceo y anillos
identificadores) (Castillo-Guerrero, 2003), Otra caracteristica muy importante del
bobo de patas azules, es que es residente de sistemas uno de los sistemas de
interés (Isla el Rancho en Bahia Santa Maria) y posiblemente dado los habitos
de forrajeo reciban influencia de contaminantes en la Bahia de Topolobampo la
poblacién de Isla El Farallon de San Ignacio, por lo que es muy posible que
incorpore contaminantes provenientes de la zona agricola aledafia como el valle
de Culiacan, valle de Guasave y el valle del carrizo (Figura 6.1) (Gonzélez-
Farias et al., 2006).

2.4 Biomarcadores

Los biomonitores o bioindicadores, son organismos vivos utilizados como
indicadores de diversos contaminantes ambientales (Hoffman et al, 2003). Una
de las maneras de avaluar la salud de los biomonitores es a través de
respuestas llamadas biomarcadores o marcadores biologicos. Segun Shugart y
McCarthy (1990), los biomarcadores son "medidas en los niveles molecular,
bioquimico o celular, tanto en poblaciones provenientes de habitats
contaminados, como en organismos expuestos experimentalmente a
contaminantes, y que indican que el organismo ha estado expuesto a
sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta del organismo al

contaminante".

Silbergeld y Davis (1994) mencionan que uno de los métodos para cuantificar la
exposicién a xenobidticos, y su posible impacto sobre las especies de estudio,
es el uso de procedimientos de monitoreo biolégico por medio de marcadores

bioldgicos, de los cuales se distinguen tres tipos:
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» Biomarcador de exposicion: Este biomarcador evidencia la carga
corporal del toxico proveniente de la exposicion. Un biomarcador de
exposicion valora la dosis interna determinando el agente o subproductos
de su biotransformacibn en medios biologicos, permitiendo su
cuantificacion en el organismo (Christiani, 1996);

> Biomarcadores de efecto: Un biomarcador de efecto es el parametro
biolégico que refleja la interacciobn de un quimico con los receptores
biolégicos. Como estas alteraciones anteceden al dafio estructural, su
deteccion permite la identificacién temprana de exposiciones excesivas o
peligrosas;

» Biomarcadores de susceptibilidad: Sirven como indicadores de
sensibilidad individual al efecto de un xenobidticos o grupo de

compuestos toxicos.

En las ultimas décadas el uso de biomarcadores en conjunto con analisis
guimicos ha permitido evaluar y determinar los efectos adversos de los
contaminantes en las aves marinas (Fossi et al.,, 1994; Strum et al., 2008;
Quiros et al., 2008; Mellink et al., 2009; Barata et al., 2010; Roos, 2011; Cruz-
Acevedo, 2012).

Estudios recientes han involucrado variables celulares hematologicas como
biomarcadores para inferir sobre los posibles efectos genotoxicos y de
inmunosupresion producidos por la exposicion a pOCs (Pastor, 2002.; Larrea,
2007; Cruz-Acevedo, 2012). Ademas, el uso de variables celulares provenientes
de un tejido como la sangre, tiene sus ventajas ya que su extraccion se realiza
de forma sencilla, rdpida y eficiente (un par de gotas es suficiente para observar
variables hematoldgicas) y la concentracion de pOCs en la sangre es
proporcional a la concentracién interna de los organismos (Radomski et al.,
1971).

Las caracteristicas morfologicas y valores hematoldgicos son biomarcadores de

exposicion y efecto a contaminantes (Clark et al. 2009; Cruz-Acevedo, 2012). Uno
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de los aspectos mas importantes de los biomarcadores hematolégicos, es que
no son considerados como un método invasivo ni destructivo, debido a la
constante regeneracion de este tejido (Fossi, 1994; LeBlanc y Bain, 1997;
Handy y Depledge, 1999, van der Oost et al., 2003).

2.4.1 Hematologia

La sangre es un tejido conjuntivo de matriz liquida, compuesta por una fase
sélida (elementos formes conformada por eritrocitos, leucocitos y plaquetas) y
una fraccién liquida (compuesta principalmente por el plasma sanguineo). Cada
tipo de célula en el organismo tiene un tiempo de vida dado, las células
sanguineas no son excepcion, por lo que es necesario reemplazar las células
gue mueren, en el caso de las células sanguineas son reemplazadas
constantemente mediante un proceso de diferenciacion y maduracion llamado
hematopoyesis (Figura 2.3), que ocurre en la médula 6ésea asi como en otros
organos hematopoyéticos como el rifidn, bazo, ganglios linfaticos, timo y en

aves la bolsa de Fabricio) (Reagan y Sanders, 1999).
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Figura 2.3 Diagrama de la hematopoyesis en aves. Célula madre pluripotencial,
unidades formadoras de colonias (CFU) multipotenciales, CFU restringidas y
células maduras en sangre. Modificado de: Ross et al., 2007.

Una célula madre pluripotencial origina diferentes fases de células hijas
multipotenciales, que posteriormente, se diferencian en células progenitoras,
dando lugar a dos linajes: mieloide y linfoide (Tabla 2.4). El linaje mieloide da
lugar a células de la serie eritrocitica (eritrocitos), granulocitica (eosindfilos,
baséfilos y heterdfilos), megacariocitica (trombocitos) y agranulocitica (solo
monocitos). El linaje linfoide, como su nombre lo dice, da lugar a células de la

serie agranulocitica (solo linfocitos) (Reagan y Sanders, 1999).
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Tabla 2.4 Tipos de células sanguineas y sus diferentes funciones (Ross y Pawlina

2007).

Clasificacion

Célula

Linaje celular

Funcion

Gldébulos rojos

Eritrocito

Mieloide

Transporta hemoglobina la cual tiene afinidad con oxigeno'y
bioxido de carbono, en su membrana interna tiene
proteinas como espectrina y actina, otorgando a la
membrana la rigidez y flexibilidad necesaria para filtrarse
por capilares

Glébulos blancos

Heterdfilo

Mieloide

Pioneros en las respuestas a invasiones de algun agente
externo, se les conoce también como macrofagos,
presentan receptores de membrana que les permite
reconocer el agente externo y activar los procesos de
fagocitosis para la destruccion intracelular del agente
externo.

Eosindfilo

Mieloide

Interactuan con otras células mediante sus receptores, son
células fagocitarias con afinidad antigeno-anticuerpo por lo
que su atraccion es mayormente por quimiotaxis, combaten
los efectos inflamatorios en reacciones alérgicas e
infecciones parasitarias.

Basofilo

Mieloide

Dificiles de encontrar en un frotis sanguineo, actian sobre
inflamaciones y reacciones alérgicas, fijan anticuerpo a
través de sus receptores, liberando agentes vasoactivos que
causan alteraciones vasculares importantes que se asocian
con la hipersensibilidad y la anafilaxia.

Linfocito

Linfoide

Dificiles de encontrar en un frotis sanguineo, actuan sobre
inflamaciones y reacciones alérgicas, fijan anticuerpo a
través de sus receptores, liberando agentes vasoactivos que
causan alteraciones vasculares importantes que se asocian
con la hipersensibilidad y la anafilaxia.

Monocito

Mieloide

Son las células fagocitarias mas importantes, cuando se
filtran al tejido se les conoce como macréfagos.

Trombocitos

Trombocito

Mieloide

Son residuos plasmaticos de la maduracién de los
megacariocitos, tiene relacion con los mecanismos de
coagulacién y su tiempo de vida es de 5 a 9 dias.
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2.4.1.1 Relaci6n Heteré6filos-Linfocitos

Los linfocitos y los heteroéfilos son los dos tipos de leucocitos mas abundantes
en la sangre de los organismos. Un nimero alto de estas células en sangre se
interpreta como una mayor capacidad para combatir contra las infecciones
(Dufva y Allander, 1995). En un individuo bajo condiciones de estrés, la relacion
heterdfilos/linfocitos aumenta, por lo tanto, puede ser utilizado como un
indicador fisiologico de la respuesta de estrés. Los factores de estrés elevan el
namero de heterdfilos y disminuye el nimero de los linfocitos (Gross y Siegel,
1983).

Hay diferentes estudios en los que demuestran que los pOCs provocan
Inmunotoxicidad (Reppetto y Baliga, 1996), es decir, tienen la capacidad de
afectar adversamente el sistema inmunologico y/o la respuesta inmune de los
individuos afectados (Albert et al., 1990; Grasman y Scanlon, 1995; Repetto y
Baliga, 1996). Esta respuesta puede presentarse como inmunosupresion, es
decir una resistencia disminuida a las infecciones. La exposicion a pOCs en el
sistema inmune, ocasiona efectos que van desde la modulacién de la respuesta
inmune funcional hasta el desarrollo de hipersensibilidad (Lavoie et al., 2007;
Repetto y Baliga, 1996).

Gross y Siegel (1993) sugieren valores de referencia para el cociente entre
heterdfilos y linfocitos de 0.2, 0.5 y 0.8 los cuales son reflejo de bajos, 6ptimos y
altos niveles de estrés, respectivamente. La relacién de heterofilos linfocitos es
un método que ha sido usado ampliamente para determinar el nivel de estrés
provocado por cambios en la alimentacion y hacinamiento en gallinas (Gross y
Siegel, 1983.), Asimismo, este método se ha usado para evaluar la presencia
de contaminantes (plaguicidas) en el alimento de las aves de corral (Grasman y
Scanlon, 1995) y mas recientemente para determinar los efectos de
contaminantes en aves acudticas (Grasman y Fox, 2001; Verdugo, 2004,
Skarphedinsdottir et al., 2010).
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Son diversos los estudios que existen en la literatura, sobre la relacién entre
pOCs y su interaccién con el sistema inmune (Reppetto y Baliga, 1996). Un
parametro del sistema inmune muy estudiado es la relacidén existente entre los

numeros de heterdfilos y de los linfocitos (H/L) y contaminantes.

Hassall (1990), menciona que las aves son mas susceptibles a los efectos
adversos provocados por compuestos organoclorados que otras especies,
como peces Yy otros organismos ubicados en niveles tréficos inferiores. Estudios
sobre la relacion Heterdfilos/Linfocitos (H/L) han probado su eficiencia en la
determinacién del estrés psicoldgico, fisico y ambiental (Maxwell, 1993.) Los
contaminantes interactian en diversas partes del sistema inmune de las aves,
provocando supresion o incremento de las actividades inmunes (Albert et al.,
1990; Fairbrother et al., 1994) y autoinmunes (Grasman, 2002).

Grasman y Fox (2001), estudiaron la relacion entre los organoclorados y la
supresion de las funciones de las células T (linfocitos) y la produccion de
anticuerpos en el Charran Caspio (Hydroprogne caspia), durante 1997 y 1999
en dos colonias del lago Huron, EU. Realizaron mediciones de compuestos
organoclorados (PCBs y DDE) en plasma y huevo. En comparacion con la
colonia de referencia se observd una disminucion del 42% de las funciones de
los linfocitos, asimismo encontraron una correlacion negativa entre los niveles
de organoclorados en plasma y el porcentaje de monocitos y positivamente con

el porcentaje de basdfilos.

Bustnes et al (2004) evaluaron la relacién entre la concentracion en plasma de
diferentes pOC’s (HCB, oxiclordano y p-p’'DDE, y una mezcla de congéneres de
PCBs) y medidas relevantes en el estado inmune. Se hicieron conteos celulares
de heterdfilos y linfocitos asi como también la funcién en la reproduccion de
gaviotas articas (Larus glaucas hyperboreus) recolectadas entre los afios 1997
y 2001. Estos autores reportaron que las concentraciones detectadas de pOCs
y heterdfilos presentaron una relacién significativa, los autores concluyeron que

los pOCs estan causando alteraciones en el sistema inmunolégico,
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ocasionando una disminucion de su eficacia al combatir patdbgenos y hacer que

las aves sean mas susceptibles a los parasitos y enfermedades.

Brito-Rojas (2013) estudid la relacion existente entre los rasgos de historia de
vida con variables hematologicas (indice H/L y frecuencia de micronucleos en
eritrocitos) de tres especies de aves marinas, entre las que se encuentra el
bobo de patas azules (S. nebouxii), midiendo la frecuencia de micronucleos en
eritrocitos asi como también el indice H/L. Se encontraron valores promedio del
indice H/L durante la etapa de incubacién de 2.24 + 0.23, mientras que durante
la crianza (temprana y tardia) los valores del indice H/L oscilaron entre 2.17 +

0.1y 1.55 £ 0.11, respectivamente.

Finalmente, se revisd una base de datos de conteos de leucocitos (en linea;
www.wildlifehematology.uga.edu), donde se obtuvieron valores de referencia de
las distintas células (heterofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos),
asi como del indice H/L, de diferentes especies de aves marinas, las cuales se

muestran en el Anexo |.

2.4.1.2 Micronucleos

Un microndcleo, como su nombre lo indica, son masas de cromatina que tienen
forma de pequefios nucleos y aparecen fuera del nacleo principal en las células
interfasicas. Las células micronucleadas se originan cuando las células
mitoticas con rupturas de las cromatidas o aparato mitético disfuncional sufren
una distribucién anormal de la cromatina durante la anafase. Después de la
telofase, la cromatina desplazada puede ser excluida de los nudcleos de las

células hijas y queda en el citoplasma como un microndcleo (Schmid, 1975).

Los micronudcleos se pueden originar de manera espontdnea 0 como respuesta
a la accion de determinados agentes genotoxicos (Fenech y Morley, 1985).
Aunque esta prueba fue desarrollada inicialmente para los mamiferos (Dertinger
et al., 1996), ha sido utilizado con éxito en peces (Llorente et al., 2002; Kim et
al.,, 2003; Barsiene et al., 2004; Palma-Acufia, 2005; Bolognesi et al., 2006),

anfibios (Fernandez et al., 1993; Bouhafs et al., 2009.), aves (Stoncius y
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Lazutka, 2003a; 2003b; Kim et al., 2003; Quirds et al., 2008; Barata et al.,
2010), y algunos invertebrados (Wrisberg et al., 1992; Barsiene et al., 2004; Siu
et al., 2004).

El ensayo de micronucleos, para detectar anormalidades en células
sanguineas, particularmente en eritrocitos, se ha venido utilizando con mas
frecuencia para evaluar efectos genotoxicos ocasionados tanto por
contaminantes organicos (como pOCs), como por la radiacion (Muller et al.,
1996; Ohe et al., 2004). Esta prueba ofrece resultados claros y contundentes,
donde su principal ventaja es que solo se necesita una gota de sangre para el
estudio y la posibilidad de trabajarla in vivo (Suzuki, 1993).

Para realizar el ensayo de micronucleos, obligatoriamente se debe contar con
células que se estén dividiendo constantemente para que los micronucleos se
formen y puedan ser visualizados (Fenech y Morley, 1986). En tejido como el
epitelio bucal o la sangre, sus células se reproducen continuamente para

mantener la integridad y funcion del tejido.

El ensayo de micronucleos permite detectar diferentes tipos de lesiones, por

ejemplo:

» Roturas de doble cadena del ADN.

» Roturas de cadena simple del ADN gue estan mal reparadas o sin
reparar.

» Alteraciones en las proteinas implicadas en la segregacion
cromosomica.

» Diferentes aberraciones cromosémicas, que pueden dar lugar a

micronucleos

La presencia de micronucleos se traduce, en el ambito celular, como pérdida
del ADN. Esta técnica es muy eficaz para el monitoreo de compuestos
genotéxicos de manera sencilla, rapida y con resultados contundentes. Esta

prueba no da lugar a dudas que existe un dafo producido en el ADN, ya que es
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claro que la frecuencia de micronucleos aumenta cuando los organismos son

expuestos a genotoxicos.

La presencia de microndcleos, en eritrocitos normocromaticos (ENC) pueden
indicar una exposicion cronica a contaminantes (Gémez-Meda et al., 2006),
mientras que su aparicion, en eritrocitos policrométicos (EPC), puede significar
efectos en un periodo maximo de 24 horas (Schmid, 1975).

Existen estudios en los que buscan validar la aplicacién de los micronucleos en
campo, tal es el caso de Sui et al (2004), donde evaluaron el efecto producido
por la exposicion, in situ (Bahia de Hong Kong), de pOCs, PHAs y PCBs en
mejillones de labios verdes (Perna viridis) expuestos en agua de la bahia de
Hong Kong. Los resultados mostraron que los micronucleos aumentaron, su
frecuencia, conforme el tiempo de exposicidén, y concluyeron que el uso del

ensayo de micronucleos es eficaz en estudios de campo.

En aves de la cuenca del Rio Ebro, en Espafia, se compararon las frecuencias
de microndcleos en eritrocitos de dos especies de aves (Egretta garzeta y
Ardea purpurea) en sitios contaminados (zona influenciada de una industria
cloro-alcali, donde se fabricaban pOCs y una zona agricola) y un sitio de
referencia. En los sitios contaminados la frecuencia de microndcleos fue mayor
gue en el sitio de referencia. Demostrando la efectividad de la prueba de
micronucleos en aves acuaticas en programas de monitoreo ambiental (Quirds
et al., 2008; Barata et al., 2010).

Brito-Rojas (2013) estudio la relacion existente entre los rasgos de historia de
vida con variables hematoldgicas (indice H/L y frecuencia de microndcleos en
eritrocitos) de tres especies de aves marinas, entre las que se encuentra el
bobo de patas azules (S. nebouxii), midiendo la frecuencia de micronucleos,
encontré para machos y hembras una frecuencia de micronucleos en 10,000

eritrocitos de 1.83 + 0.95y 1.5 + 0.62, respectivamente.

Estos estudios y otros en los que se han usado microndcleos se presentan en

Anexo Il.
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I1l.- Justificacién

La produccion agricola intensiva y tecnificada en el estado de Sinaloa,
ocasiona un deterioro en la calidad del agua y del suelo, tanto en sus bahias
como en sus costas. Este deterioro, puede deberse en gran medida al uso
desmedido de plaguicidas quimicos y otros contaminantes, los cuales degradan

la calidad de habitats, asi como a las especies que residen en los mismos.

Dos ecosistemas, importantes por su productividad y su valor socio-ecoldgico
son la Bahia Santa Maria e Isla el Farallon de San Ignacio, donde residen
grandes poblaciones de aves acuaticas, de las que sobresale el bobo de patas
azules (Sula nebouxii). Por lo que este organismo, siendo un depredador tope,
puede verse perjudicado por diversos factores antropogénicos, donde sobresale

la exposicion a pOCs.

En este contexto, el objetivo de este trabajo o tesis fue evaluar la relacion entre
la concentracion de pOCs y en indicadores de salud en el bobo de patas azules,

para ser utilizado como organismo centinela de los ecosistemas costeros.

El establecimiento de un monitoreo de este tipo también tendria implicaciones
en la salud publica, pues las aves y los humanos son usuarios del mismo
ecosistema, incluso pueden explotar recursos similares. El uso de las aves
marinas como organismos centinelas, puede servir como un sistema de alerta

temprana de los problemas ocasionados por la contaminacion.
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IV.- Hipétesis

1. En aves, asi como otros organismos oviparos, la puesta de huevos
representa un mecanismo de destoxificacion, por lo que las
concentraciones de pOCs en las hembras adultas, de Sula nebouxii,
seran menores a la de los machos. Ademas, la concentracion de pOCs
en la etapa de cortejo sera mayor que en las etapas de incubacion y
crianza .Asimismo, debido al tiempo de exposicion a estos compuestos,
los pollos presentaran menor concentracion, de pOCs, que en adultos.
Por la cercania a la costa IER sera el sitio con mas carga de pOCs que
FSI.

2. Dado que los plaguicidas organoclorados son  agentes
inmunosupresores, genotoxicos y afectan la masa corporal, los
individuos con mayor carga de pOC's presentaran mayor frecuencia de

micronucleos MN e indice H/L y menor indice de condicion corporal (IC).
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V.- Objetivo General:

Evaluar la concentracion de contaminantes organoclorados y sus efectos
mediante el uso de biomarcadores hematol6gicos de la especie Sula nebouxii
durante las etapas de la temporada reproductiva, en Isla el Rancho, e Isla El
Farallon de San Ignacio, Sinaloa.

5.1 Objetivos particulares:

1. Cuantificar los niveles de plaguicidas organoclorados en ambas islas en

padres y pollos de S. nebouxii.

2. Determinar la presencia de microndcleos y anormalidades nucleares en

los padres y pollos de S. nebouxii.

3. Estimar la relacion heterdfilo/linfocito (H/L) de padres y pollos en S.

nebouxii.

4. Evaluar la relacion entre las concentraciones de plaguicidas
organoclorados con los parametros hematoldgicos entre islas, etapas

reproductivas, sexos y edades.
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VI.- Materiales y Métodos
6.1 Zona de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en dos islas del Golfo de California, IER y
FSI, forman parte del Area de Proteccion de Flora y Fauna Islas del Golfo de
California (APFF Islas del Golfo de California), las cuales se encuentran
ubicadas en el Noroeste de la Republica Mexicana, en la porcion al centro y
norte del Estado de Sinaloa (Figura 6.1). En la misma figura se muestra la
batimetria de la zona, los circulos representan el area estimada de dispersion

de las colonias durante la alimentacion para la especie.
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Figura 6.1 Isla el Rancho (IER) y Farallébn de San Ignacio (FSI) noroeste de
Sinaloa, NW de México. Batimetria de la zona y dispersion de las colonias
durante la alimentacion (circulo)

25



6.1.1 Isla El rancho

La Bahia Santa Maria, es un sistema lagunar que se encuentra en el municipio
de Angostura, Sinaloa. Es un sitio de congregacion para diversas especies de
aves, entre las que se destacan las aves playeras, patos y aves marinas,
presentdndose en grandes grupos para la reproduccién y durante la migracién
(Lyle-Fritch, 2003). Dentro de esta bahia, se encuentra la isla EI Rancho,
ubicandose en la boca norte del sistema, en las coordenadas (25°09°N, 108°
22°'W) (Figura 6.2).

La Bahia Santa Maria, de acuerdo con la Conabio (2000), esta incluida dentro
de la Region Terrestre Prioritaria numero 22 (RTP-22), denominada Marismas
Topolobampo—Caimanero, y desde el afio 2004, es reconocida como un sitio
RAMSAR. Entre las especies de aves marinas que se reproducen en esta
bahia, especificamente en Isla el Rancho se encuentra el bobo de patas azules

S. nebouxii.

Entre las actividades, que se realizan en las zonas aledafias a esta bahia,
destacan las actividades pesqueras,
acuicolas y agricolas, siendo esta ultima la
actividad que predomina (Paez-Osuna et al
2007).

Figura 6.2 Ubicacion geografica de isla el
Rancho (IER), en Bahia Santa Maria,
Angostura Sinaloa.

6.1.2 Isla El Farallbn de San Ignacio

La Isla El Farallon de San Ignacio (FSI), es
un islote de 17 ha, su topografia es muy
peculiar es relativamente plana en la parte

superior, con paredes muy inclinadas que

1
Kilometros

alcanzan los 137 msnm (Gonzalez-Bernal et
al., 2007) FSI, esté localizado en la parte suroriental del Golfo de California, a

36 km de la costa de Topolobampo, en el municipio de Ahome, en la porcion
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norte del estado de Sinaloa (Figura 6.3). La isla est4d ubicada en las
coordenadas (25° 26’ N, 109° 22’ W) (Guevara-Medina et al., 2008).

El FSI es un pequefio islote desprovisto de vegetacion, Sula nebouxii es el ave
anidante mas abundante Guevara-Medina et al., (2008), estimaron que el
numero de parejas de esta especie fluctia entre los 1,500 y 2,500. La dieta se
compone principalmente de peces pelagicos menores, los mas importantes son
la anchoveta (Cetengraulis mysticetus) y la sardina crinuda (Ophistonema sp.).
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Figura 6.3 Ubicacion geogréfica de isla el Farallon de San Ignacio (FSI),

Topolobampo, Ahome, Sinaloa.

6.2 Muestreos

Los muestreos se llevaron a cabo en la temporada reproductiva del 2012-2013,

se realizaron tres muestreos en ambas islas, los cuales fueron al inicio,
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intermedio y al final de la temporada reproductiva (cortejo, incubacion y
crianza), respectivamente (Tabla 6.1).

Tabla 6.1 Numero de muestras sanguineas colectadas por etapa reproductiva:

cortejo, incubacion y crianza.

Isla Organismo Cortejo Incubacién Crianza Total

M 10 6 4 20
IER H 21 7 3 31
P - - 4 4
M 20 10 3 33
= H 19 5 1 25
P - - 3 3

Isla el Rancho (IER), e Isla el Farallon de San Ignacio (FSI);
Diferenciando sexos. H: hembra, M: macho, P: pollo.

Para realizar las visitas a los sitios de estudio y muestreos, se conto con la
autorizacion de la Direccion General de Vida Silvestre perteneciente a la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) con el
permiso de colecta de muestras cientificas (Permiso: SGPA/DGVF/03292/13).

En cada salida al campo, se le notifico a las autoridades correspondientes las
fechas de muestreo y/o visitas en las islas, contando con la autorizacion y/o
acompafiamiento de personal de la Comisién Nacional de Areas Naturales
Protegidas (CONANP).

6.2.1 Captura de los organismos

Los organismos se capturaron e inmovilizaron con una red de mano, evitando
gue se enredaran, golpearan o sufrieran lesiones con el armazon de la red.
Posteriormente, para sacar el ave de la red se le sujetaba la cabeza y culmen
(Figura 6.4) y se colocaba el ave dentro de una bolsa de tela para su traslado a
la estacibn de trabajo. En esta estacion de trabajo, los organismos

seleccionados se les tomaban las medidas morfométricas y se pesaron,
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prosiguiéndose a la extraccion de una muestra sanguinea, para realizarles

analisis celulares y de pOCs.

Es importante mencionar, que durante los muestreos de incubacion, se
capturaron los adultos y se cubrieron los huevos para evitar la depredacion. De
igual manera, durante el periodo de crianza se capturaron los adultos junto con
el polluelo para evitar que otros adultos lastimen a los pollos o fuera

abandonado.

3 S A w.» T nﬁi’ _“
Figura 6.4 Captura e inmovilizacion del ave.

6.2.2 Medidas morfométricas

En la estacion de trabajo, las aves capturadas fueron pesadas dentro de la
bolsa de tela (100 u 80 g, el peso de bolsa grande o chica) en una balanza
electronica (Ohaus £ 5 g) y utilizando un vernier (Stainless Hardened, 0.01 mm
de precision) se realizaron las mediciones de las estructuras corporales: el tarso
(Figura 6.5) y el culmen (Figura 6.6) y con una cinta métrica (5 m.) se les midi6

la ulna (Figura 6.7).

S. nebouxii, una vez que llega a la adultez, sus medidas corporales (ulna,
culmen y tarso) practicamente son las mismas, por lo que las medidas
morfométricas solo se realizaron la primera vez que se captur6 el ave, para los
adultos corresponde a la etapa de cortejo, mientras que para los pollos a la

etapa de crianza.
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Durante el primer muestro (cortejo), a las aves capturadas se les colocaron
anillos identificadores de plastico numerados, a los machos se les asigné anillos
de color rojo mientras que a las hembras anillos de color verde, la colocacion de
los anillos tiene como finalidad el identificar a los organismos capturados y
darles seguimiento a lo largo de la temporada reproductiva.

Figura 6.5 Patas de un ejemplar de Sula nebouxii, la linea roja simboliza la
ubicacion del tarso del ave donde se tomo la medida morfométrica, para medir
el tarso el ave se colocé boca arriba y se doblaba la pata para facilitar la
medida.

Figura 6.6. Cabeza de una hembra de Sula nebouxii, la linea roja simboliza el
sitio donde se realiz6 la medida del culmen del ave, el culmen es la zona que
comprende desde la punta del pico hasta la base del mismo donde comienza el
plumaje de la cabeza del ave.
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Figura 6.7 Ejemplar de Sula nebouxii en vuelo, la linea roja simboliza el sitio
donde se realizé la medida de la ulna del ave. Como se puede apreciar en la
imagen la ulna es el hueso ubicado en la parte media del ala.

6.2.3 Muestreo sanguineo

La muestra sanguinea se obtuvo mediante extraccion intravenosa en la vena

braquial, la cual esta ubicada en el ala del ave.
Procedimiento:
1. Sostener el ave del cuerpo en posicion boca arriba (con una mano).

2. Con la otra mano, extender el ala, exponiendo asi la vena braquial el ala

extendida (con la otra mano) exponiendo asi la vena braquial.

3. Posteriormente, el area de puncion era frotada con un algodén con

alcohol.

4. Después con la ayuda de otra persona, se extrajeron 2ml de sangre, con
una jeringa de 3 ml con aguja 25G.

5. Se realizaron tres frotis in situ: el primero para determinar la relacién
heterdfilos-linfocitos, un segundo para realizar el ensayo de micronucleos

Yy el tercero como repuesto.
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6. Una vez realizados los frotis, se dejaron secar a temperatura ambiente
para posteriormente almacenarlas en cajas para portaobjetos
(Fisherbrand).

7. La sangre restante se colocd en tubos eppendorf de 1.0 ml con
anticoagulante EDTA K, (0.04 M, 100 pl). y se llevé a cabo un registro en
la bithcora de campo.

8. Una vez acumulados 6 tubos eppendorf con muestras de sangre o en su
defecto haber transcurrido 2 horas de la extraccidbn de la primera
muestra, se procedi6 a centrifugar las muestras (7,000 rpm 15 min.) con

el fin de separar el plasma de las células.

9. EIl plasma se transfirio con una pipeta de 2 ml a tubos eppendorf de 1.0
ml. Los cuales se almacenaron en hielo, a aproximadamente 4°C para su

conservacion.

6.4 Analisis de plaguicidas organoclorados
6.4.1 Extracciéon de plaguicidas organoclorados en plasma

Para la extraccion se sigui6é la metodologia de Matos et al., (1988), extraccion
liquido-liquido donde se coloco un mililitro de plasma en un tubo de 10 ml, se le
agregaron 0.2 gramos de cloruro de sodio, posteriormente 2.5 ml de una
solucion hexano/acetona 9:1 (v/v). El tubo se agitd6 en un vortex durante un
minuto y se dejé reposar por 5 minutos, la muestra se separ6 en dos fases, la
fase superior se colectdé con una pipeta Pasteur y se coloca en otro tubo de 5
ml. Nuevamente se agregd 2.5 ml de la soluciéon de hexano-acetona al tubo de

10 ml y se repitieron los pasos anteriormente descritos.

Una vez extraidas las fases superiores se evapor6 en un minivap con flujo de

N, hasta sequedad y se resuspendié en un mililitro de hexano.
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6.4.2 Limpieza EPA 3630c

La limpieza para la extraccion de pOCs en plasma, fue la descrita en la EPA
3630c “silica gel cleanup” (EPA, 1996) con algunas modificaciones. En breve se
instala una columna pléastica donde se le coloca en el fondo un tapén de fibra de
vidrio, y se le agrega 1 g de arena comercial (Sigma Aldrich) previamente
lavada con solventes (acetona/hexano 15:85). Posteriormente a la columna se

le adicionaron 5 ml de hexano para acondicionarla.

Por cada ml de muestra se peso 1 g de silica gel activada (3% en peso de agua
ultra pura grado plaguicida y agitado por 3 horas) la cual se mezclé con hexano
hasta formar el gel; el hexano restante se depurd y se agrego el extracto
(muestra) dentro de la columna, y nuevamente se agregol g de arena (Figura
6.8).

Arena

Muestra

Silica gel activada

Arena
Tapon de fibra de vidrio

Figura 6.8 Representacién de la columna plastica preparada para la limpieza
con silica gel, (EPA, 1996).

Una vez preparada la columna (Figura 6.8) se dio inicio a la limpieza, se
agregaron 5 ml de hexano al tubo de la muestra, para rescatar la mayor
cantidad de muestra, y después con ayuda de una pipeta, se agregaron a la
columna otros 5 ml de hexano, seguido de 10 ml de diclorometano-hexano 1:1
(v/v). Una vez concluida la limpieza se evaporan los extractos eluidos hasta
sequedad por mini vap con un flujo de N; y finalmente se resuspendié con 200
ul hexano.
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6.4.3 Deteccion y cuantificaciéon de pOCs (CG-DCE)

La deteccion y cuantificacion de pOC's, fue llevada a cabo por cromatografia de
gases (EPA 8081B, EPA, 2007). Se utiliz6 un cromatografo de gases (GC)
Hewlett-Packard 5890 Serie Il equipado con dos detectores de captura de
electrones (ECD por sus siglas en inglés) y dos columnas (RESTEK): Rtx-
CLPesticides (cat. #11141) y Rtx-CLPesticides 2(cat.#11324) de 30 m x 0.25 ID
x 0.2 um de espesor de pelicula, unidas con una “Y” universal desactivada
Press-Tight® connector (cat. #20405261) a una pre-columna Rxi® guard
(cat.#10039) de 5 m x 0.32mm ID. Nitrégeno UAP (INFRA®) como gas
acarreador y gas auxiliar, inyeccion modo splitless, se inyectaron 2 pl del

extracto.

El equipo trabajé bajo las siguientes condiciones: temperatura del inyector de
290° C; temperatura de los detectores de 300° C; temperatura inicial del horno
150° C, con una gradiente de temperatura de 5° C/min hasta 245° C/min; un

segundo gradiente de temperatura de 10° C/min hasta 310° C durante 5 min.

Para la identificacion de pOC’s se utilizd una solucién estandar de pOC’s
48858-U (SUPELCO Analytical ®), que contiene los siguientes plaguicidas:
HCH (a, B, vy y ©), Heptacloro, Aldrin, Dieldrin, Endrin, Endrin aldehido,
Heptacloro epdxido, Endosulfan (ay B), p, p-’'DDT, p, p’-DDE y p, p’-DDD.

Cada compuesto en el estandar tiene una concentracion conocida que es
proporcional a la respuesta obtenida en la deteccion por GC-ECD, por lo que
conociendo la respuesta del estandar y la muestra se puede calcular su
concentracion. Para la cuantificacion de los pOCs se empleara la siguiente
ecuacion:

ng

Concentracion (—)
ml

_Rm*Ce
" RexVm

En donde:

Rm: Respuesta en area del pico de la muestra.
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Ce: Concentracion (ng) de estandar inyectado.
Re: Respuesta en area del pico del estandar.
Vm: Volumen (ul) de muestra inyectado.

6.3 Andlisis de biomarcadores

6.3.1 Relacién Heteréfilo/Linfocito

Para realizar los célculos de la relacion Heteroéfilos-Linfocitos se usé la
metodologia descrita por Lucas y Jamroz (1961). Una vez extraida la sangre, se
coloc6é una gota en tres portaobjetos (seccion 6.2.3) y posteriormente en el

laboratorio se procedio a fijarse con metanol (Espinosa-Reyes et al 2007).

La tincion de los frotis se realizO con Wright-Giemsa siguiendo el protocolo
propuesto por Del Rio-Zaragoza et al., (2008), ANEXO IIl. Para la conservacion
de las muestras tefiidas se colocaron un par de gotas de resina sintética
Cytoseal ® sobre el frotis sanguineo y posteriormente se coloco un portaobjetos
(25 X 75 mm) y se guardaron hasta el momento de su lectura.

Todas las células sanguineas fueron caracterizadas mediante el objetivo 100x
en un microscopio (100x, Leica DM3000) y las imagenes de los leucocitos
fueron capturadas con una camara de microscopia. Para hacer el conteo
diferencial de leucocitos, se contaron un total de 100 leucocitos, incluyendo los
granulares (heterdfilos, eosinofilos y basofilos) y los no granulares (linfocitos y
monocitos). Una vez realizado el conteo, simplemente se dividen el nUmero de

heterdfilos entre el namero de linfocitos (H/l) (Lucas y Jamroz, 1961).

Zona optima de conteo

— .
Origen

I[ER V95230213

Areade

Cola del frotis Cabezadel frotis

Figura 6.9 Frotis sanguineo clasico.
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6.3.2 Anédlisis de los microntcleos

El analisis de micronucleos, se llevo a cabo en Departamento de Investigacion a
cargo de la Dra. Olivia Torres Bugarin de la Facultad de Medicina, en la

Universidad Auténoma de Guadalajara.

Para el analisis de micronucleos (MN) y prolongaciones nucleares en eritrocitos
se procedié de la misma manera que para obtener la relacion H/L, sélo que la
fijacion de las laminillas en metanol fue durante 10 min (Espinosa-Reyes et al,
2007). Luego se procedi6 acorde a la metodologia propuesta por Zamora-Perez
et al. (2004), Donde después de fijar las laminillas con metanol, se dejaron
evaporar al aire libre, posteriormente se procedio a tefirlas con naranja de

acridina disuelta en buffer de fosfato (pH 7.03; Hayashi et al., 1983.).

Con esta tincion se identifican claramente los MN, los cuales se tifien de verde
amarillento al igual que el nucleo, también reconoce a los eritrocitos nuevos o
Eritrocitos Policromaticos (EPC), y Eritrocitos Policromaticos Micronucleados
(EPCMN) los cuales se tifien de un color rojo fluorescente, mientras que los
eritrocitos viejos o eritrocitos normocromaticos (ENC), se tifien de un color
verde opaco (Hayashi et al., 1983). Posteriormente, se coloca una gota de
buffer de fosfato sobre la muestra y se tapa con un cubre objetos; después se
procede a realizar el recuento de las células con el objetivo de 100x de un
microscopio de fluorescencia Marca Carl Zeiss Axiostar® con lampara de
fluorescencia HBO 50 y fuente de poder mbq, con el objetivo A-Plan® y se
tomaron microfotografias de las células con una camara digital. Para el

recuento se consideraron 10,000 eritrocitos por laminilla (Anexo V).

Para realizar el conteo de micronucleos se siguieron los 3 criterios descritos por

(Espinosa-Reyes et al. 2007):

1. El contorno de la membrana celular debe estar bien delineado.
2. El tamafio del MN debe ser por lo menos una tercera parte del tamafio
del nucleo, pero debe ser suficientemente grande como para poder

observar que los detalles sean similares al nucleo.
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3. Por ultimo el MN, se debe observar en el mismo plano focal y no

traslaparse con el ndcleo.

Dentro de las anormalidades nucleares se considerara como micronucleos
(MN), a pequefios cuerpos citoplasmaticos en forma redonda u ovoide, con el
mismo plano éptico que el ndcleo principal y que ademas, no estuviera
conectado a él (Bolognesi et al., 2006), y como prolongaciones nucleares se
considerara a los eritrocitos con nucleos que presenten protuberancias o
deformidades en la membrana nuclear (Carrasco et al., 1990 en Cavas, 2008),
ademas, esta prueba nos permite conocer la tasa de eritropoyesis, el cual es
igual e eritrocitos policromaticos/10,000 eritrocitos (Serrano-Garcia y Montero-
Montoya 2001; Gomez-Meda et al. 2006).

Los parametros considerados en la prueba de micronucleos se obtuvieron de la

siguiente manera:

e MNET- Micronucleos/10,000 eritrocitos totales.

e BCET- Las anormalidades nucleares/10,000 eritrocitos totales.

e MNEPC- Micronucleos/1,000 eritrocitos policromaticos.

e BCEPC- Anormalidades nucleares/1,000 eritrocitos policromaticos.
e MNENC- Micronucleos en eritrocitos/ 1,000 normocromaticos.

e BCENC- Anormalidades nucleares en eritrocitos/ 1,000 normocromaticos

6.3.3 indice de condicién IC

El indice de condicion corporal (IC), nos permite conocer la salud de los
organismos, respecto a estado de energia almacenada. Un organismo con una
buena condicién, tiene mayores reservas energéticas que otro con una pobre
condicion (Schulte-Hostedde et al., 2005). Los organismos con mayores
reservas energéticas pueden afrontar de mejor manera las inclemencias
ambientales que aquellos con menores reservas energéticas (Millar y Hickling,
1990).
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El indice de condicion (IC), es un numero utilizado para relacionar el peso del
organismo con algun indicador del tamafio corporal. Este indice se basa en el
supuesto que el peso del organismo se incrementa linealmente con los
indicadores del tamafio del cuerpo, Para calcular este indice se realizaron
correlaciones entre las medidas morfométricas (ulna, culmen y tarso) con
respecto a el peso; De las tres medidas corporales la que mejor se correlacioné
y mejor se ajusté a una regresion lineal fue la ulna (Anexo V), entonces al
sustituir los datos de la ecuacion de la recta obtenida en la regresion lineal entre
ulna y peso del organismo, se obtuvo el peso esperado (PE). Finalmente sélo

se sustituyeron los valores de la ecuacion 1, para calcular el IC.
Para calcular el IC se emple¢ la siguiente ecuacion (EC 1).

C_PO—PE
- PE

En donde:

IC es el indice de condicién

PO es el peso observado

PE es el peso esperado.

La obtencion del IC, se realizé6 usando una base de datos automatizada en Microsoft

Excel.

6.5 Anédlisis de datos
6.5.1 Concentraciones de plaguicidas organoclorados

Los datos fueron transformados usando la transformacién descrita por Zar,
(1988) logl0 (X+1), para asi cumplir con las premisas de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, y asi reducir la variabilidad que presentaron los

datos.

Para analizar los datos (transformados) se us6 el modelo lineal general (GLM),
se seleccion6 como variable dependiente la concentracién de cada grupo de
plaguicida por separado (£ HCHs, X Drines, Z Endrines, ¥ Heptacloro, & DDTs,
2 Endosulfan, Z Clordanos) y la suma de todos los plaguicidas (£ pOCs). Como

predictores categoricos, se utilizaron la Isla (IER y FSI), la etapa reproductiva
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(cortejo, incubacion y crianza) y el sexo (Machos y Hembras). Finalmente como
predictor continuo se incluy6 el dia juliano estandarizado, de igual manera que
el analisis de micronucleos y anormalidades nucleares, se parti6 de un modelo
completo, el cual consideraba todos los factores e interacciones y se fueron
removiendo los factores no significativos, se removian valores de P mayores
hasta simplificar el modelo, comenzando con los covariados, las interacciones
de la mas complicadas (tres factores) a las mas simples (dos factores) y al final
los factores categoricos.

Finalmente para evaluar la edad, so6lo se pudo evaluar la concentracion total de

pOCs, para ello, se utilizd6 un método no paramétrico (U de Mann-Whitney).

6.5.2 Relacion heterofilo-linfocito (H/L)

Se evalu6 la relacion H/L de Sula nebouxii, mediante un modelo lineal general
(GLM). En este se consideraron el sitio, (dos islas: EI Rancho (IER) y El
Farallon De San Ignacio (FSI)), las etapas reproductivas (cortejo, incubacion y
crianza) y el sexo (macho y hembra) como factores fijos y el dia juliano

estandarizado y el tiempo de manipulacion como covariados.

Para estandarizar el juliano se tomdé en cuenta que la especie inicia su
temporada reproductiva en diciembre asi que se tomé el dia primero de
diciembre como dia uno del calendario juliano, para observar si existen

diferencias a través del tiempo (temporalidad).

6.5.3 Frecuencia de micronucleos y anormalidades nucleares

Se obtuvieron muestras provenientes de adultos de ambas islas, IER: 53,
mientras que FSI: 62.Tambien se evaluaron los sexos: Hembras: 65, Machos;

50. Los pollos se excluyeron del analisis.

Se utilizaron modelos lineales generales para analizar los datos de
micronucleos y anormalidades nucleares, en diferentes analisis se incluyé como
variable dependiente la frecuencia de micronucleos en eritrocitos totales,

eritrocitos policromaticos y eritrocitos normocromaticos (MNET, MNEPC vy
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MNENC, respectivamente) asi como las anormalidades nucleares (Bud Cells)
en eritrocitos totales, eritrocitos policrométicos y en eritrocitos normocromaticos
(BCET, BCEPC y BCENC), ademas de la tasa de eritropoyesis (TEP). Para los
modelos lineales se usaron como predictores categoricos, la Isla (IER y FSI), la
etapa reproductiva (cortejo, incubacion y crianza) y el sexo (Machos y Hembras)
y como predictores continuos el dia juliano estandarizado y el tiempo de
manipulacion. En todos los casos, se parti6 de un modelo completo, el cual
consideraba todos los factores e interacciones y se fueron removiendo los
factores no significativos, se removian valores de P mayores hasta simplificar
el modelo, comenzando con los covariados, las interacciones de la mas
complicadas (tres factores) a las mas simples (dos factores) y al final los

factores fijos.

6.5.4 indice de condicién

Este indice se calcul6 usando todos los organismos muestreados en los
muestreos, solamente se excluyeron los pollos y organismos a los que por
alguna razon no se les tomo el peso (g) y/o la ulna (mm). Es decir de los 137

organismos solo se pudieron considerar a 126 organismos.

De la misma manera que en los casos anteriores se usé un ANOVA de tres vias
para analizar los datos, seleccionando como variable dependiente el indice de
condicion. Como factores, se consideré el sitio: (IER y FSI), la etapa

reproductiva: (cortejo, incubacion y crianza) y el sexo: (Machos y Hembras).

6.5.5 Relacidén entre las concentraciones de los pOCs y biomarcadores

Para evaluar la relacién de los biomarcadores (indice H/L, IC, MN y BC) y las
concentraciones de pOCs, se utilizaron modelos lineales generalizados, para
realizar un andlisis de la covarianza (ANCOVA), considerando como variables
covariadas los grupos de plaguicidas (XHCH, 2Drines, >Endrines, ZHeptacloro,
>DDT, 2Endosulfan, £Clordanos y pOCs), se parti6 de un modelo complejo
considerando los factores estudiados asi como las interacciones. Para

simplificar el modelo, se removian valores de P mayores, comenzando con las
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interacciones y los predictores categéricos (sitio, etapa reproductiva y sexo).
Finalmente se fueron removiendo los covariados con P mayor hasta simplificar

el modelo.
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VII.- Resultados
7.1 Concentraciones de plaguicidas organoclorados

De 137 de aves capturadas y muestreadas, sélo a 126 individuos se les logré
extraer suficiente sangre (1 ml aprox.), para realizar los andlisis de la
concentracion los compuestos organoclorados. Se utilizd una solucion estandar
gue contenia 20 plaguicidas, de estos s6lo se detectaron 17, esto se puede
apreciar en el anexo VII. Primeramente, se evalué el factor edad,
posteriormente los grupos afines de plaguicidas y por ultimo la sumatoria de los
compuestos organoclorados evaluados en este estudio, las tablas y figuras de

esta seccion, se localizan al final del apartado.
Edad

Dado que el factor edad se excluyé del modelo lineal generalizado (GLM, por
sus siglas en inglés), para este factor solamente se analizé la concentracion de
la sumatoria de los pOCs, ya que solamente fueron pocas muestras de pollos
(7), ademas sdlo se encontraron en los pollos el grupo del endrin y el grupo del
clordano. Se observaron diferencias entre adultos y pollos (U, Z=2.090,
p=0.0366) (Figura 7.1).
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Figura 7.1 Concentracién (ng/ml) promedio de pOCs en plasma de Sula nebouxii, en

adultos y pollos.

2 HCH

Para fines de este estudio, el grupo de los hexaclorociclohexanos (XHCH) se
encuentra conformado por la sumatoria de los siguientes compuestos: HCH q,
HCH B8, HCH y y HCH &. Este grupo, fue el segundo con mayor presencia en las

muestras (65 muestras, aproximadamente el 52 %).

Este grupo de compuestos se encontré en ambas islas (45.5 y 57.1% de las
muestras provenientes de IER y FSI, respectivamente), siendo en la IER donde
se presentd, en promedio, las mayores concentraciones (18.1 + 89.1 ng mi™).
Sin embargo, no se encontrd diferencias significativas entre ambas islas (Tabla
7.1).

De acuerdo a la temporada reproductiva, la etapa de cortejo es la que
presento las mayores concentraciones, tanto en IER (30.5 ng mi™) como en FSI
(9.6 ng ml*) (Tabla 7.3), en todos los casos se mantuvo el siguiente
comportamiento co>in>cr. Debido a la predominancia de la etapa de cortejo,

con las mayores concentraciones, es que se encontraron diferencias
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significativas, por lo que se realiz6 la prueba post-hoc HSD de Tukey. Solo se
encontraron diferencias significativas entre las etapas cortejo y crianza, de la
temporada reproductiva, mas no entre la interaccion isla-etapa reproductiva
(Tabla 7.1).

Entre sexos, no se encontré una predominancia por alguno en particular, ya
gue este grupo de compuestos se detectd, en la IER, en el 46.37 y 64.4% de las
muestras de hembras y machos, respectivamente, mientras que en FSI se
encontr6 en el 57.6 y 46.2%, en muestras de hembras y machos,
respectivamente. En cuanto a las concentraciones, los machos de FSI
presentaron las mayores concentraciones (11.4 + 30.4 ng ml™) y las hembras
en IER (20.04 + 104.8 ng ml™). A pesar de las amplias desviaciones entre las
concentraciones de las muestras (Tabla 7.2), no se encontraron diferencias
significativas entre los sexos (en ambas islas), ni en la interaccién isla y sexo
(Tabla 7.1).

2 Heptacloro

En este grupo se tomaron en cuenta el plaguicida heptacloro y su metabolito, el
heptacloro epdxido, este grupo (= Heptacloro) fue detectado sélo en 9 muestras

y lo convierte en el grupo con menor presencia correspondiendo al 8.73 %.

El grupo del Z Heptacloro se detectd en ambas islas (7.14 y 6.01%) IER y FSI
respectivamente, siendo IER (0.93 + 4.67 ng ml ™) la isla que presenté un
promedio mayor que FSI (0.28 + 1.19 ng ml ), no se encontraron diferencias

significativas entre ambas islas (Tabla 7.1).

Para las etapas reproductivas las concentraciones del grupo del heptacloro se
comportaron de la siguiente manera: co <in> cr (Tabla 7.3), sin que se
encontraran diferencias significativas entre las etapas (Tabla 7.1).Tampoco la
interaccion isla-temporada reproductiva mostré diferencias significativas (Tabla
7.1), no obstante en IER, este grupo no fue detectado en la etapa de cortejo,

mientras que en FSI en la etapa de crianza (Tabla 7.3).

44



Mientras que para los sexos, este grupo se encontro en el 4.3 y 13.6% de las
muestras de hembras y machos, respectivamente, en general, se observé que
las hembras presentaron un promedio mayor que los machos, no obstante en
IER, se observé una mayor concentracién en los machos (Tabla 7.2), sin
embargo no se encontraron diferencias significativas entre los sexos, tampoco

entre la interaccion isla y sexos (Tabla 7.1).

2 DDT

En este grupo estan incluidos el plaguicida DDT, y sus metabolitos DDD y DDE.
Destacando el DDE, el cual fue el tnico compuesto de este grupo detectado,
este metabolito, se detectd en 34 muestras de plasma sanguineo, por encima

del 20% de las muestras.

Este grupo, se encontr0 en muestras provenientes de ambas islas,
correspondiendo al 24.2 y 22.8% en FSI e IER, respectivamente. FSI (1.87 *
4.74 ng ml 1) presenté mayor promedio que en IER (1.06 + 3.09 ng ml ), sin
embargo no se encontraron diferencias significativas entre las islas y la
concentracion del £ DDTs (Tabla 7.1).

Para las etapas reproductivas, los niveles de = DDTs se comportaron de la
siguiente manera: co> in> cr (Tabla 7.3), observandose diferencias significativas
entre las etapas (Tabla 7.1). Se realizé la prueba post hoc HSD de Tukey, sélo
se encontraron diferencias significativas entre cortejo y las etapas de incubacién
y crianza, mientras que no las hubo entre incubacion y crianza. Para la
interaccion entre isla y temporada reproductiva se encontraron diferencias entre
las islas (Tabla 7.1).

En relacion a los sexos, el grupo se detectd en un tercio de las muestras
provenientes de hembras, y sélo en el 15.25% de las provenientes de los
machos, las hembras presentaron un mayor promedio que los machos (Tabla
7.2) encontrandose diferencias significativas entre los sexos y en la interacciéon

islas-sexo (Tabla 7.1).
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2 Drines

El grupo de los drines esta constituido por aldrin y el metabolito dieldrin, ambos
fueron detectados en ambas islas, en las etapas reproductivas de cortejo e
incubacion pero no en crianza, se detect6 en ambos sexos, el grupo fue

detectado en 16 muestras, correspondiendo al 12.70 %.

En ambas islas, el grupo se detectd en un porcentaje muy bajo de muestras (en
FSI 1.2%, mientras que en IER, 0.85%), para las concentraciones promedio,
FSI (2.84 + 9.46 ng ml ™) presentd ligeramente un mayor promedio que IER
(2.52 +10.06 ng ml 1), por lo tanto, como era de esperarse, no se encontraron

diferencias significativas entre ambas islas (Tabla 7.1).

Para las etapas reproductivas, las concentraciones del grupo de los drines se
comportaron de la siguiente manera: co> in> cr (Tabla 7.3), no obstante no se
encontraron diferencias significativas entre las etapas reproductivas (Tabla 7.1),
ni se observaron diferencias significativas entre la interaccion isla-etapa

reproductiva (Tabla 7.1).

Para los sexos, el grupo estuvo presente en el 14.49 y 10.17% de las muestras
de hembras y machos, siendo las concentraciones entre ambos sexos muy
similares, mostrando los machos un promedio mayor que las hembras (Tabla
7.2), por lo que no se encontraron diferencias significativas entre sexos ni en la

interaccion isla-sexo (Tabla 7.1).

2 Clordanos

El clordano es una mezcla de varias sustancias quimicas relacionadas, para los
fines de este estudio, s6lo se analizaron los isémeros Tras y Cis, el grupo fue
detectado en 47 muestras. Ambos isomeros fueron detectados en las dos islas,
a lo largo de la temporada reproductiva, en ambos sexos, después de los
endrines, los clordanos fueron el segundo grupo de organoclorados detectado

en pollos.
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Entre las islas, el grupo fue detectado en un tercio de las muestras
provenientes de FSI, mientras que en IER, un poco por encima de la tercera
parte de las muestras, 33.33 y 35.71%, para la concentracion promedio, IER
(2.5 £ 8.21 ng ml %), presenté un promedio mayor que FSI (2.38 + 5.4 ng ml ™),
como es de esperarse, al presentarse las concentraciones y numeros de
muestras con este grupo similares entre ambas islas, no se encontraron

diferencias significativas entre ambas islas (Tabla 7.1).

Para la etapa reproductiva, el grupo se comporté de la siguiente manera:
co>in>cr (Tabla 7.3), sin que se encontraran diferencias significativas, ni se
observaron diferencias significativas entre la interaccion isla-etapa reproductiva
(Tabla 7.1).

En relacion al sexo, las hembras presentaron una frecuencia de 36. 23%,
siendo menor en comparacion con la de los machos 42.37%, aunque el grupo
se presentd con mayor frecuencia en los machos, no obstante, las hembras
tienen un promedio mayor que en los machos (Tabla 7.2), no se detectaron
diferencias significativas entre los sexos, ni en la interaccion isla-sexo (Tabla
7.1).

2 Endrines

El grupo estd compuesto por endrin y sus metabolitos el endrin ketona (endrin
cetona) y endrin aldehido. Este grupo resulté ser el predominante entre los
organoclorados debido a que fue detectado en 94 muestras, correspondiendo al
74.60% de las muestras. Fue detectado en ambas islas, a lo largo de la
temporada reproductiva, en ambos sexos y en los pollos, es el grupo con mayor

presencia en los pollos.

El grupo % Endrines, es muy predominante en ambas islas, especialmente uno
de los metabolitos de este grupo el endrin ketona. Este grupo, en FSI, se
encontrd en el 60.6% de las muestras, mientras que en IER el 77.14%, En FSI

el promedio fue (15.97 + 54.2 ng ml %), mientras que IER, present6 un promedio
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menor (7.3 + 17.3 ng ml %), se encontraron diferencias significativas entre islas
FSI>IER, (Tabla 7.1).

En el caso de la temporada reproductiva, las concentraciones del grupo de los
Endrines se comportaron de la siguiente manera co> in> cr (Tabla 7.3),
presentandose diferencias marginalmente significativas (GLM, F= 0.051) entre
las etapas reproductivas (Tabla 7.1), por lo que se decidi6 realizar la prueba
post hoc HSD de Tukey, la prueba encontr6 que existen diferencias
significativas entre las etapas de cortejo y crianza, pero no existen diferencias
entre las etapas de cortejo e incubacion e incubacién y crianza. Para la
interaccion entre la isla-temporada reproductiva, no se encontraron diferencias

significativas (Tabla 7.1).

En relacion al sexo, los endrines de detectaron en el 72.46% de muestras
provenientes de hembras, mientras que para los machos fue en el 69.49%. Los
machos presentaron un promedio mayor que las hembras (Tabla 7.2), sin que
se observaran diferencias significativas entre los sexos y la interaccion sexo-isla
(Tabla 7.1).

2 Endosulfan

Este grupo estd compuesto por endosulfan-a y endosulfan-p y su metabolito el
endosulfan sulfato. El grupo sélo se detecté en 16 muestras alcanzando el
12.70% de las muestras. El endosulfan-g fue detectado en una sola muestra, el
grupo Z Endosulfan fue detectado en ambas islas, en las etapas de cortejo e

incubacion pero no en crianza y en ambos sexos.

El grupo del endosulfan, se detect6 en pocas muestras de ambas islas,
correspondiendo al 10.6 y 8.57% en FSI e IER, respectivamente. FSI (0.37 +
1.4 ng ml ) presenté un promedio mayor que IER (3.83 + 26.1 ng ml %), no

obstante no se encontraron diferencias significativas entre islas (Tabla 7.1).

Para las etapas de la temporada reproductiva, los niveles del grupo

describieron el siguiente comportamiento: co> in> cr (Tabla 7.3), no obstante,
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no se encontraron diferencias significativas entre las etapas reproductivas
(Tabla 7.1), de la misma manera no se observé entre la etapa reproductiva y la
isla (Tabla 7.1).

Para los sexos, el grupo mostrd porcentajes de deteccion similares en ambos
sexos, 13.04 y 15.25% en hembras y machos, respectivamente. Siendo las
hembras, las que presentaron valores mayores que machos (Tabla 7.2), sin
embargo no existen diferencias significativas entre los sexos y la interaccion isla

y sexo (Tabla 7.1).

2 pOCs (Suma de los plaguicidas organoclorados)

Finalmente, se evalud la presencia de la suma total de plaguicidas y sus
metabolitos en plasma sanguineo, en total los plaguicidas fueron detectados en

112 muestras, lo que corresponde al 82.35 % de las muestras.

Si bien, no se encontraron diferencias significativas entre algunos grupos de
pOCs, al evaluar el total de estos, si se encontraron diferencias significativas
entre las islas, mostrando la siguiente jerarquia, IER>FSI, 35.01 £ 134.2 ng ml -
! 31.6 + 76.1 ng ml *, respectivamente. La frecuencia de deteccién de las
sumas de los compuestos clorados, como era de esperarse fue alta, con un
75.75y 88.57% en FSI e IER, respectivamente.

En cuanto a las etapas reproductivas, se observa una clara tendencia en la
disminucién de la concentraciéon de los Z pOC's conforme avanza la temporada
reproductiva, se observa el siguiente comportamiento de las concentraciones de
2 pOCs: co> in> cr (Tabla 7.3), observandose diferencias significativas entre la
etapa reproductiva y la concentracion de £ pOC's (Tabla 7.1) (Figura 7.2). Por
lo que se realizo la prueba post hoc HSD de Tukey, encontrando que la etapa
de cortejo es diferente de las etapas de incubacioén y crianza, pero la etapa de
incubacion y crianza no son diferentes. La interaccién etapa reproductiva-isla
fue significativa (Tabla 7.1), lo que sugiere que existen patrones temporales de

las concentraciones de £ pOCs entre las islas (Figura 7.3), observandose que
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existe una tendencia a la baja de las concentraciones (ng ml™) de los = pOC's,
en FSI.

La suma de pOCs, se detectdé en proporciones muy similares entre ambos
sexos, correspondiendo al 84.01 y 85.71% de hembras y machos. Los machos
presentaron un promedio mayor que las hembras, mientras que las hembras
presentaron un valor maximo mayor (Tabla 7.2), sin que se observen

diferencias significativas entre los sexos y la interaccion isla-sexo (Tabla 7.1).
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Tabla 7.1 Resultados del modelo lineal generalizado de la sumatoria de cada grupo de plaguicida y la su

sumatoria total ¥ pOC's, calculadas para los diferentes factores e interacciones evaluadas. N.S: No significativa

p>0.05, los valores en negrita (p<0.05).

Factor/Interacciones 2 HCH 2 Heptacloro Z Clordanos X Drines X Endrines 2 DDTs Z Endosulfan 2 pOCs
Isla N.S N.S N.S N.S 0.013 N.S N.S 0.012
Etapa reproductiva 0.021 N.S N.S N.S 0.050* 0.000048 N.S 0.002
Sexo N.S N.S N.S N.S N.S 0.0307 N.S N.S
Dia Juliano estandarizado N.S N.S N.S N.S 0.005 N.S N.S N.S
Isla-Etapa reproductiva N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S 0.024
Isla-Sexo N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S
Etapa reproductiva-Sexo N.S 0.0198 N.S N.S N.S 0.0008 N.S N.S
Dia Juliano estandarizado-Isla N.S N.S N.S N.S 0.005 N.S N.S 0.007

*. Diferencia marginalmente significativa.
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Tabla 7.2 Concentracién (ng ml ') de los diferentes grupos de plaguicidas organoclorados y

sumatoria de los grupos en plasma sanguineo. H: Hembras, M: Machos. En ambas islas por

separado.

FSI IER
Grupo de pOCs Sexo Promedio D.E. Méaximo  Promedio D.E. Méaximo
H 4,712 10.786 60.788 20.046 104.784 621.821
> HCHs
M 11.438 30.393 159.317 11.373 39.837 182.419
H 0.320 1.515 8.778 0.088 0.481 2.845
> Heptacloro
M 0.201 0.641 2.451 2.391 7.559 27.570
H 2.915 6.132 26.398 1.681 3.820 18.369
2 DDTs
M 0.608 1.627 7.225 0.071 0.324 1.483
H 2.284 5.628 25.893 2.825 10.656 60.057
2 Drines
M 3.424 12.351 62.492 2.012 9.222 42.260
H 2.564 6.005 20.992 2.701 9.527 55.449
2 Clordanos
M 2.185 4.814 18.479 2.146 5.552 21.053
H 9.491 16.285 95.869 6.218 8.101 30.184
2 Endrines
M 22.816 75.881 425.014 9.218 26.530 122.735
H 0.270 0.809 3.558 6.064 32.992 195.357
2 Endosulfan
M 0.474 1.890 10.824 0.099 0.454 2.082
H 22.556 41.683 229.230 39.623 159.364  951.053
> pOCs
M 41.156 100.361  520.644 27.310 78.983 353.777
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Tabla 7.3 Concentracién (ng/ml) de los diferentes grupos de plaguicidas organoclorados

en plasma sanguineo, en las etapas de la temporada reproductiva (Co: Cortejo, In:

Incubacién, Cr: Crianza).

FSI IER
Grupos Etapa . Prom D.E Max Prom D.E. Max
reproductiva
Co 9.631 24.739 159.317 30.465 132.103 621.821
2 HCHs In 7.176 20.816 83.951 10.988 37.311 182.419
Cr 0.167 0.442 1.17 0.648 1.115 3.336
Co 0.342 1.37 8.778 nd nd nd
2 Heptacloro In 0.153 0.613 2.451 2.211 7.082 27.57
Cr nd nd nd 0.021 0.068 0.214
Co 2.503 5.493 26.398 2.594 4.606 18.369
2 DDTs In 0.406 0.921 2.9 0.074 0.253 0.948
Cr nd nd nd 0.148 0.469 1.483
Co 3.962 11.234 62.492 2.73 12.804 60.057
2 Drines In 0.635 2.54 10.161 3.378 9.43 42.26
Cr nd nd nd nd nd nd
Co 2.824 5.957 20.992 3.838 11.908 55.449
2 Clordanos In 1.792 4.706 18.097 1.961 5.21 21.053
Cr 0.615 1.628 4.307 0.812 1.807 5.889
Co 18.938 63.196 425.014 6.706 7.509 30.184
2 Endrines In 12.945 31.46 127.948 10.41 25.228 122.735
Cr 2.098 2.461 6.315 1.383 1.254 3.238
Co 0.497 1.698 10.824 9.393 41.599 195.357
2 Endosulfan In 0.141 0.563 2.252 0.32 0.848 3.396
Cr nd nd nd nd nd nd
Co 38.426 86.64 520.644 55.726 200.363 951.053
2p0Cs In 23.249 52.717 211.899 29.343 74.194 353.777
Cr 2.881 3.156 7.368 3.012 3.989 12.674
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Figura 7.2 Concentracién (ng/ml) de plaguicidas organoclorados en las etapas reproductivas, en ambas islas.
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7.2 Relacion heteréfilo-linfocito (H/L)

Para realizar los célculos de la relacion H/L, primeramente se realizo la
caracterizacion celular de los eritrocitos y los globulos blancos, es decir, los
leucocitos  (heterofilos, eosinodfilos, linfocitos, basoéfilos, monocitos vy
trombocitos), sin embargo, en el conteo diferencial se excluyeron los

trombocitos.

Las caracteristicas encontradas en las células sanguineas (eritrocitos y
leucocitos), para la especie Sula nebouxii, son similares a las descritas por el
libro de hematologia aviar de Ritchie et al., (1994) y (Clark et al., 2009), ademas
de otros grupos de aves como anatidos (Ross-Muios, 2011) psitacidos
(Campbell, 2010) y aves playeras (Cruz-Acevedo, 2012) (Anexo VI).

En la Tabla 7.4 se observa el conteo diferencial de leucocitos y la relacion
heterdfilo/linfocito promedio para aves marinas', asi como, los obtenidos en
este estudio para los bobos de patas azules (Sula nebouxii) adultos, (n=128).
Los datos muestran que, en general para aves marinas, existe una amplia

variabilidad en el conteo leucocitario y por ende en la relacion H/L.

Tabla 7.4 Conteo diferencial de leucocitos e indice H/L de aves marinas’y de S.
nebouxii obtenido en este estudio.

Aves marinas

Variable He Eo Ba Li Mo H/L
Prom 42.83 7.48 1.72 4531 2.44 1.46
DE 1494 7.05 2.28 16.80 2.03 1.66
Max 7200 26.10 10.10 71.10 8.00 6.45
Min 22.00 0.10 0.00 11.20 0.20 0.31
Sula nebouxii

28.35 26.48 0.18 4164 3.35 0.77
Prom
DE 9.20 11.86 0.40 1261 2.12 0.42

Fuente: Avian Leukocyte Profiles en The Wildlife Leukocytes Website. En linea
www.wildlifehematology.uga.edu
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Tiempo de manipulacion

Debido a que el estrés en general (como temperatura, psicologicos, de
contaminacion, etc.), tiene influencia en la relacion H/L, es que se deben
descartar la mayoria de estos aspectos. Uno de los mas importantes es el
tiempo de manipulacion de los organismos, al momento de la toma de muestra,
por lo cual se miden los tiempos de manipulacion, es decir el tiempo

transcurrido desde la captura de los organismos, hasta su liberacion.

Los tiempos de manipulacion variaron ampliamente entre los muestreos,
registrandose tiempos desde 3 min (como minimo) hasta 62 min (maximo). El
tiempo de manipulacién mostré dependencia con el indice H/L, (R*= 0.0001)
(Figura 7.4), tampoco se observa que exista algun efecto en el indice H/L y el
tiempo de manipulacién (GLM, F=0.037, p=0.847).

70 y=0.2107x+ 13.996
= R2=0.0001
§ 50
3 40 .
£ o
£ 30 : *n .
@ L/
AP B AT
-3 <. &
E NN o
2 10 * * * z 2 *
0 *
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

indice H/L

Figura 7.4 Relacioén del indice H/L respecto al tiempo de manipulacién.
Variacion del indice H/L entre ambas islas

La relacion H/L con respecto a las 2 islas, en este estudio, el promedio mas alto
de H/L se present6 en FSI (N=72) 0.88 + 0.45, con un valor maximo y minimo
de 2.76 y 0.17 respectivamente. Mientras que en IER (N=56), el promedio del

indice H/L fue 0.60 = 0.39, con un valor maximo y minimo de 1.45 y 0.20
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respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre ambas islas
(GLM, F=10.093, p= 0.0018).

Variacién de larelaciéon H/L entre edades.

Los resultados de H/L varian significativamente entre las edades (U, Z=3.218,
p= 0.0012), sin embargo, esto se debe tomar con reservas, debido a que la
diferencia en el nimero de organismos muestreados, entre edades, es muy

grande (128 organismos adultos y solo 7 pollos).

En promedio, la relacion H/L para adultos fue de 0.78 (con valores maximos y
minimos de 2.76 y 0.17, respectivamente) y para pollos es de 0.37 (con valores
maximos y minimos de 0.70 y 0.22, respectivamente) (Figura 7.5). No fue
posible realizar una comparacion entre edades e islas, debido a que el nimero
de pollos en ambas islas fue muy bajo (2 y 5 para FSI y IER, respectivamente)

en relacion a los adultos

1.4 4
1.2 4
1.0 4

08 1 <

indice HIL

0.6

0.2

0.0

T T
Adultos Pollos
Edad

Figura 7.5 Comparaciéon entre edades (Adultos y Pollos) en ambas islas
respecto a H/L.

Variacion de larelacion H/L entre Sexos.

En cuanto a los resultados obtenidos de la relacién H/L, tanto de machos como
de hembras (de ambas islas), fueron muy similares. Para machos, el valor

promedio se encontré en 0.8 (con valor maximo de 2.76 y minimo de 0.20) y
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para las hembras en 0.76 (con valor maximo de 1.56 y minimo de 0.17), no se
encontraron diferencias significativas entre el indice H/L y los sexos (GLM,
F=0.268, p=0.60). Tampoco se encontr6 efecto en la interaccion isla-sexo
(GLM, F=3.362, p=0.069)

1.6 q

® Hembras
O Machos

1.4 1

1.2 1

1.0

indice H/L

0.8

0.6

0.4

0.2

T T
FSI IER
Sexosl/Isla

Figura 7.6 Comparacion entre sexos en ambas islas respecto a H/L.

Temporada reproductiva

Para inferir si existen diferencias significativas entre las etapas de la temporada
reproductiva, se evalué la variacion del indice H/L de ambas islas, se
observaron diferencias significativas entre etapas de la temporada reproductiva
(GLM, F=3.762, p=0.026). Se realizé una prueba post-hoc, usando el método de
diferencia minimas de Fisher, los resultados indicaron que la temporada de
cortejo es diferente a incubacién y crianza, mientras que estas ultimas no

presentan diferencias significativas (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Comparacion del indice H/L, para cada una de las etapas
reproductivas en ambas islas.

Se presentaron diferencias del indice H/L en las etapas reproductivas entre
islas, (GLM, F=6.798, p= 0.0015). Para IER, no se encontraron diferencias
significativas (F (253=0.211, p= 0.81, mientras que para FSI si se encontraron
diferencias significativas entre etapas de la temporada reproductiva (K-W,
ANOVA H (2,72)=6.733, p=0.034), (Figura 7.8). Se realiz6 la prueba LSD, entre
las etapas de la temporada reproductiva y se encontré que solo la etapa de
crianza presentaba diferencias significativas de la etapa de cortejo e incubacién
(p=0.0474). Finalmente no se encontrd0 que la interaccion entre la etapa
reproductiva y el sexo (GLM, F=0.0714, p=0.9256).
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Figura 7.8 Valores promedio del indice H/L, asi como su desviacion estandar
para cada una de las etapas reproductivas en FSI e IER con la correccion de
covariados.

Finalmente, como parte complementaria a la descripcion de las variaciones de
las relaciones H/L por cada componente, se realizé un analisis para construir
modelos mediante el Criterio de Informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en
inglés), el cual nos ayud6 a determinar cudl de los posibles modelos es mas

simple y que explicé mejor la varianza (Anexo VII).
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7.3 Ensayo de micronucleos

De los 137 organismos, s6lo a 123 (116 adultos y 7 pollos) se les realizo el
ensayo de micronucleos, debido a fallos en la metodologia (elaboracién del
frotis). La tasa de eritropoyesis (TEP) solo se determiné en 116 muestras.
Durante la prueba de micronucleos se contemplan distintos parametros (Figura
7.9)

Figura 7.9 Representacién grafica de los pardmetros encontrados en el ensayo de
Micronucleos: Micronlcleos en Eritrocitos A) Policromaticos (MNEPC) y B)
Normocromaticos (MNENC); y Prolongaciones Nucleares “Bud Cells” en Eritrocitos C)
Policroméaticos (BCEPC) y D) Normocromaticos (BCENC).
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Micronudcleos y prolongaciones nucleares en eritrocitos totales

» Micronucleos en Eritrocitos Totales (MNET)

No hubo diferencias significativas entre islas (GLM, p>0.05) en IER hubo,
1.92+1.9 MNET que FSI 1.27+1.64. No hubo diferencias entre sexos (GLM,
p>0.05), (Tabla 7.5), hubo un efecto significativo en la interaccion isla-sexo
(GLM, F=4.50, p=0.036).

Hubo diferencias significativas entre las etapas (GLM, F=6.877, p=0.0015), no
hubo diferencias entre edades (adultos y pollos) (GLM, p>0.05). La interaccién
isla-etapa reproductiva no fue significativa (GLM, p>0.05) (Tabla 7.5).

» Prolongaciones nucleares en Eritrocitos Totales (BCET)

Hubo diferencias significativas entre islas en las BCET (GLM; F =7.2459,
p=0.008). En IER fue mayor el niumero de BCET (8.32+7.01) que en FSI (5.23 +
5.30). Hubo diferencias entre sexos (GLM: F=16.079, p=0.0001). Las hembras
tuvieron promedio mayor de BCET que los machos (8.87 + 7.1y 3.76 + 3.44,

respectivamente). La interaccion isla-sexo no fue significativa (GLM, p>0.05).

Hubo diferencias entre las etapas (GLM: F=3.41, p=0.037) mostrando el
siguiente (co<in>cr), mostrando diferencias entre las etapas, la prueba post-hoc
encontré que, solo entre incubacién y crianza no presentaron diferencias entre

ellas. No hubo diferencias entre edades (GLM, p>0.05).

Micronucleos y prolongaciones nucleares en eritrocitos policromaticos
(MNEPC) y (BCEPC)

» Micronucleos en Eritrocitos Policromaticos

No hubo diferencias entre las islas en los MNEPC (GLM, p>0.05), FSI =0.32 +
0.65, IER=0.53 £ 0.84. Tampoco entre sexos en la frecuencia MNEPC (GLM,
p>0.05) (Tabla 7.5). La interaccion sexo-isla no fue significativas (GLM, p>0.05).

Hubo diferencias en los MNEPC entre las etapas de la reproduccion (GLM,

F=4.39, p=0.014). La frecuencia de MNEPC se increment6 en el trascurso de la
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temporada, siendo menor durante el cortejo e incubacién de huevos que
durante el periodo de crianza de pollos (Tabla 7.5), observdndose diferencias
entre las etapas (GLM: F=4.39, p=0.014), cortejo so6lo es diferente a crianza. La
interaccién isla-etapa reproductiva, y la interaccion etapa reproductiva-sexo no
fueron significativas (GLM, p>0.05). Hubo diferencias significativas entre pollos
y adultos (2.38 £3.16 y 1.57 £ 1.79) (GLM; F=16.84, p=0.00007) (Tabla 7.5).

» Prolongaciones nucleares en eritrocitos policrométicos

Hubo diferencias significativas entre las islas en la frecuencia de anormalidades
nucleares (BCEPC) (GLM: F=10.32, p=0.002). IER la frecuencia de BCEPC fue
mayor que en FSI (1.06 £1.2 y 0.92 = 1.322, respectivamente). No hubo
diferencias entre los sexos (GLM, p>0.05), y la interaccion isla-sexo no fue
significativa (GLM, p>0.05) (Tabla 7.5).

Hubo diferencias significativas entre las etapas reproductivas (GLM: F=17.57,
p=0.0001). La frecuencia de BCEPC se incrementd en el transcurso de la
temporada reproductiva (co<in<cr), (Tabla 7.5), se encontr6 que todas las
etapas reproductivas son diferentes entre si. Las interacciones isla-etapa
reproductiva y sexo-etapa reproductiva no fueron significativas (GLM, p>0.05).
Hubo diferencias significativas entre pollos y adultos (9.38 £ 5.56 y 6.65 *+ 6.31)
(GLM; F=8.608, p=0.004) (Tabla 7.5).

Micronucleos y prolongaciones nucleares en eritrocitos hormocromaticos
(MNENC) y (BCENC)

» Micronucleos en Eritrocitos Normocromaticos

Hubo diferencias significativas entre las islas en MNENC (GLM: F=4.395,
p=0.038).En IER (1.415 £ 1.49), esta por encima de FSI (0.95 + 1.31). No hubo
diferencias entre sexos (GLM, p>0.05) hembras las que ligeramente,
presentaron mayor promedio de MNENC que los machos, (Tabla 7.5) se

observo un efecto entre la interaccion isla-sexo (GLM: F=4.118, p=0.045).
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No hubo diferencias significativas entre las etapas reproductivas (GLM, p>0.05).
la frecuencia de MNENC, presento el siguiente patron co>in>cr (Tabla 7.5). Las
interacciones isla-etapa reproductiva y sexo-etapa reproductiva, no fueron
significativas (GLM, p>0.05). No hubo diferencia entre edades (GLM, p>0.05).

» Prolongaciones nucleares en Eritrocitos Normocromaticos

Hubo diferencias significativas entre islas en la frecuencia de prolongaciones
nucleares en eritrocitos normocrométicos (BCENC) GLM: F=0.022, p=0.022).
En IER, la frecuencia de BCENC fue mayor FSI (7.74 + 6.86 vs 4.98 + 4.99).
Hubo diferencias significativas entre sexos (GLM: F=19.7, p=0.00002) (Tabla
7.5). La interaccion isla-sexo, no fue significativa (GLM, p>0.05).

Hubo diferencias significativas entre las etapas reproductivas GLM: F=6.73,
p=0.0018) las etapas presentaron el siguiente patron: co<in>cr (Tabla 7.5). Sélo
la etapa de cortejo es diferente a las etapas de incubacion y crianza. La
interaccion isla-etapa reproductiva fue significativa (GLM: F=3.175, p=0.046)
mientras que la interaccion sexo-etapa reproductiva no fue significativa (GLM,

p>0.05). No hubo diferencias significativas entre adultos y pollos (GLM, p>0.05).

Tasa de eritropoyesis (TEP)

Hubo diferencias significativas entre las islas y la tasa de eritropoyesis (GLM:
F=5.51, p=0.02), FSI= 807.14+267.26, IER= 814.76+219.17. No hubo
diferencias entre sexos y la tasa de eritropoyesis (GLM, p>0.05) (Tabla 7.5)

Mientras que la interaccion isla-sexo fue significativa (GLM: F=4.73, p=0.032).

Hubo diferencias entre las etapas reproductivas (GLM: F=6.63, p=0.001)
presentando el siguiente patrén co>in<cr (Tabla 7.5). Sélo cortejo es diferente a
las demas etapas. La interaccion isla-etapa reproductiva, no fue significativo
(GLM, p>0.05). La TEP es mayor en pollos (Tabla 7.5), no obstante no hubo
diferencias significativas entre edades y TEP (GLM, p>0.05).
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Tabla 7.5 Promedio y deviacion estandar de los diferentes parametros de la prueba de micronucleos, en ambos sexos,

etapas de la temporada reproductiva y edades.

MNET BCET MNEPC BCEPC MNENC BCENC TEP
n
Prom D.E. Prom D.E. Prom D.E. Prom D.E. Prom D.E Prom D.E. Prom D.E
Hembras 65 1492 1.769 8.877 7.094 0.354 0.648 1.015 1.293 1.169 1.364 8.492 6.806 815.632 223.384
o]
x
a Machos 50 1.680 1.823 3.760 3.444 0.500 0.863 0940 1.236 1.160 1.490 3.340 3.088 776.931 162.049
S Cortejo 62 1.065a 1.366 4.08la 4.174 0.258a 0.599 0.532a 0.900 0.887a 1.332 3.774a 4.014 832.53a 166.64
£
=3
'g Incubacion 38 2.000a 1.860 10.05b 7.414 0.658ab 0.938 1.158b 1.242 1.395a 1.366 9.711b 7.097 785.59b 227.14
o}
§ Crianza 15 2.522a 2.644 8913b 5.861 0.913b 1.443 2.391c 1559 1.826a 1.992 7.913b 5.334 786.21b 426.92
)
w
Adultos 116 1.57 1.79 6.65 6.31 0.42 0.75 0.98 1.26 1.17 1.41 6.25 6.06 798.43 198.55
e]
©
i Pollos 7 2.38 3.16 9.38 5.58 1.75 2.12 2.38 1.77 2.00 2.62 8.25 4,74 1004.95 611.17

MNET: microntcleos en 10,000 eritrocitos, BCET: prolongaciones nucleares en 10,000 eritrocitos, MNEPC: micronucleos en
1,000 eritrocitos policromaticos, BCEPC: prolongaciones nucleares en 1,000 eritrocitos policromaticos, MNENC:
micronucleos en 1,000 eritrocitos normocromaticos, BCENC: prolongaciones nucleares en 1,000 eritrocitos policromaticos.

Tasa de eritropoyesis TEP
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7.4 Iindice de condicién

Para el calculo del indice de condicion (IC) son necesarios los datos de peso (g)
y la ulna (mm), excluyeron algunos organismos, s6lo se pudo calcular el indice

de condicién a 126 organismos (54 machos y 72 hembras).

Hubo diferencias significativas entre islas (Anova, F=5.2035, p=0.0244). En
FSI, 1.57+1.26 mientras que IER, y 0.81+1.34. Hubo diferencias significativas
entre sexos (Anova: F=6.263, p=0.0136), el IC en machos es menor que el de
las hembras, -0.26+1.48 y 2.23+1.09, respectivamente. La interaccion isla-sexo
no fue significativa (Anova, p>0.05). Hubo diferencias significativas entre etapa
reproductiva (Anova, F=4.758, p=0.01) cortejo N=71 (-1.64 £ 7.72) <incubacién
N=40 (1.87+ 9.04) <crianza N=15 (2.6 £ 6.25). La etapa de cortejo soOlo es
diferente a incubacion. La interaccion isla-etapa reproductiva fue significativa
(Anova: F=4.6522, p=0.011) (Figura 7.10).
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Figura 7.10 indice de condicién observada en etapa reproductiva y sexos en ambas

islas, FSI n=72 arriba y IER abajo n=54.
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7.5. Relacion entre las concentraciones de los pOCs y biomarcadores

indice H/L: De las concentraciones de pOCs, sélo un grupo dio significativo
(ZDDT, GLM, b=0.223 F=5.784 p=0.0176), mientras que los demas grupos no:
2 Clordanos GLM, F=1.8942, p=0.17; Z Endrines GLM, F=0.781, p=0.378; %
Drines, GLM, F=0.249, p=0.618; ~ Endosulfan, GLM, F=0.0868, p=0.7688; %
HCH, GLM, F=0.0689, p=0.7933; ¥ Heptacloro, GLM, F=0.0038, p=0.9505; %
pOCs, GLM F=0.2671, p=0.6063.
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Figura 7.11 Relacion entre la concentracién de 2 DDT vy el indice HI/L.
IC: Ningun covariado dio significativo.
MNET: Ningun covariado dio significativo.

BCET: Solo la sumatoria total de plaguicidas dio significativa (ZpOCs, GLM, b=-
0.017, F=6.025 p=0.01); Z Endosulfan, GLM, F=2.7158, p=0.1016; Z Clordanos,
GLM, F=1.0123, p=0.3166; = HCH, GLM, F=1.915, p=0.169; Z DDT, GLM, F=
0.163, p=0.687; Z Endrines, GLM, F=0.308, p= 0.58; Z Drines, GLM, F=0.246,
p=0.621; ~ Heptacloro, GLM, F= 0.009, p=0.9243.
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Figura 7.12 Relacién entre la concentracién de pOCs y la frecuencia de BECT.

MNEPC: Varios factores dieron significativos, Z Heptacloro, GLM, b= F=4.722,
p=0.032; £ Endrines, GLM, b=-0.088, F=, p=0.0258; X pOCs, b, -0.015, GLM,
F=, p=0.0150. ¥ DDT, GLM, F=0.001, p=0.9764; ¥ Endosulfan, GLM, F=
0.4712, p=0.494; % Drines, GLM, F=0.774, 0.381; Z Clordanos, GLM, F= 2.215,
p=0.139; = HCH, GLM, F=1.995, p=0.161.
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Figura 7.13 Relacién entre la concentracién de Heptacloro y la frecuencia
de MNEPC.
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Figura 7.14 Relacion entre la concentracion de Heptacloro y la frecuencia de
MNEPC
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Figura 7.15 Relacién entre la concentracién de Heptacloro y la frecuencia de
MNEPC

BCEPC: Ningun covariado dio significativo.
MNENC: Ningun covariado dio significativo.
BCENC: Ningun covariado dio significativo.

TEP: Sdlo un grupo fue significativo £DDT, GLM, b=0.156, F= 5.868 p=0.0172;
>HCH, GLM, F=0.560, p=0.4562; ¥ Heptacloro, GLM, F=0.542, p=0.4635; X

71



Clordanos, GLM, F=1.053, p=0.3076; 2 Drines, GLM, F=0.1296, p= 0.7197; %
Endrines, GLM, F=0.4525, p=0.503; ~ pOCs, GLM, F=0.63, p=0.43..
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Figura 7.16 Relacion entre la concentracion de Heptacloro y la frecuencia de

MNEPC

Durante los muestreos, se anoto el tamafio de la puesta de huevos (clutch)

durante los muestreos. Se encontré que el tamafio de la puesta de huevo se

correlacioné con la relacion H/L de manera negativa (r = -0395, p=0.031) (Fig.

7.14).
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Figura 7.17 indice H/L (cortejo) respecto al tamafio de puesta observado (incubacion).
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VIII.- Discusioén

Frecuencia de plaguicidas

El plaguicida HCH, se usa en el cultivo de frutas y hortalizas, ademas tiene usos
meédicos para el control de piojos, garrapatas y sarna (ATSDR, 2005, Walker,
2001). En realidad es una mezcla de 8 isdmeros, entre ellos el isomero HCH-y,
mejor conocido como lindano, es el Unico que posee propiedades de plaguicida
es mas toxico que el HCH-a y HCH-6, mientras que los isbmeros HCH- y
HCH-¢ son compuestos inertes, sin embargo se ha observado que el isémero
HCH- B tiene efecto estratégico (Weber, 1976; ATSDR, 2005). El isdmero
metabodlicamente mas estable, mas lipofilico y mas persistente de este grupo es
el HCH-B (Hassall, 1990; Li et al., 2002), lo que concuerda con lo encontrado en
este estudio, donde la presencia de HCH-3 se detecté con mayor frecuencia y
concentracion que otros isbmeros, ademas, se tiene conocimiento que el HCH-y
también usa en la ganaderia para proteger las cabezas de ganado de

ectoparasitos.

El heptacloro se utiliza para el control de plagas de hormigas en cosechas de
alimentos (ATSDR, 2005), para el control de termitas y generalmente como
insecticida, La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por
sus siglas en inglés) y la EPA han clasificado al heptacloro como posiblemente
carcinogénico. El heptacloro se metaboliza a heptacloro epéxido, por lo cual se
observa una mayor frecuencia del metabolito en los tejidos de los organismos
(ATSDR, 2005), como peces (Bastidas-Bonillas, 2010). EI comportamiento

anterior presenté el patron contrario, lo cual significa que si se encuentran
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mayores concentraciones del compuesto original, sin metabolizarse, indica una

aplicacion reciente.

El grupo de los drines (aldrin y dieldrin), son insecticidas con estructuras
quimicas similares, son usados en las cosechas de maiz y algodon (ATSDR,
2002) y termitas (PISSQ, 1996). Se ha observado que el grupo produce
afectaciones en el higado asi como efectos negativos capacidad de combatir
infecciones (inmunosupresor) y se cree que afectan la capacidad reproductiva
en humanos y poseen propiedades cancerigenas (ATSDR, 2002).

Otro plaguicida es el endrin, se utiliza como insecticida, rodenticida y avicida
(Matsumura, 1985; ATSDR, 1996), es altamente toxico, muy persistente en el
medio ambiente (Barbera, 1989), en presencia de luz y altas temperaturas se
degrada a sus metabolitos (endrin acetona/ketona y endrin aldehido) (ATSDR,
1996). El endrin ketona fue el metabolito que presentd mayor frecuencia en
adultos, pollos y en ambas islas, sus concentraciones en plasma fueron altas,
solamente superadas por los HCHs. Lo que concuerda con lo reportado por
ATSDR, (1996), donde mencionan que el endrin y sus metabolitos son

altamente estables y muy persistentes.

El endosulfan, es una mezcla formada por dos is6meros, endosulfan-a vy
endosulfan-B, siendo el isbmero a el mas toxico de los dos (Ranga y
Satyanarayana), sin embargo ambos compuestos poseen propiedades de
plaguicidas, es usado principalmente como insecticida (ATSDR, 2013), es
especialmente toxico en vertebrados, particularmente en peces (Peterson y
Batkey, 1993) y su metabolito es el endosulfan sulfato (Hassall, 1990; ATSDR,
2013). En nuestro estudio se encontraron casi en la misma frecuencia los tres
compuestos, lo que sugiere que los plaguicidas padres estan siendo

degradados a su metabolito.

El DDT y analogos, el DDT se utlizo para matar plagas en general
(Rueda,1993; Walker, 2001; ATSDR, 2002) El hecho que no se detecté el DDT

en ninguna muestra es una buena sefal que nos indica que no ha sido utilizado

74



recientemente Hassall (1990), ya que la mitad del DDT se metaboliza
lentamente en un lapso de 2-15 afios (ATSDR, 2002) y de este grupo el
metabolito DDE es el mas persistente, Robinson (1969) menciona que es el
metabolito del DDT que se encuentra con mayor frecuencia en autopsias y
biopsias de tejidos de los animales, lo que concuerda con nuestro estudio,
donde se observa solo la presencia de este metabolito (DDE).

El clordano es un compuesto que se us6 como plaguicida en campos agricolas,
es una mezcla de compuestos similares, entre ellos el Cis-Clordano y el Trans-
Clordano (ATSDR, 1996), segun la Agencia Internacional para la Investigacién
del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), no se descarta a los clordanos

COmo compuestos cancerigenos.
2pOCs

Las fuente de plaguicidas en los sitios de estudio, claramente es la actividad
agricola del estado de Sinaloa, donde las zonas mas productivas para la
agricultura se encuentran en las zonas aledafas a los humedales costeros, el
agua proveniente de los drenes agricolas asi como los arrastres de sedimentos
agricolas son la mayor fuente de contaminantes de organoclorados en la costa

del estado de Sinaloa (Phleger y Ayala, 1969).

Dado que los sedimentos son el deposito final de los compuestos
organoclorados, los pOCs en los sedimentos pueden ser afectados por
movimientos oceanicos haciéndolos posibles dispersores de pOCs. Prestamos
atencion especialmente a los movimientos conocidos como surgencias, donde
el viento desplaza la capa superior del agua y esta es sustituida por agua del
fondo, este movimiento puede resuspender el sedimento liberando los pOCs,
minerales y nutrientes en el agua quedando biodisponibles para la biota. En
este estudio se observo que en los primeros muestreos, correspondientes a la
etapa de cortejo e incubacién, la concentracion de pOCs en plasma fue mayor
en FSl y IER, estos muestreos corresponden con la época de surgencias en la

costa del estado de Sinaloa (De la Lanza, 1991) (Figura 8.1), estos movimientos
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de agua y resuspension de sedimento, puede ser una fuente de liberacion de

pOCs y otros contaminantes.
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Figura 8.1 Fechas de surgencias en el Golfo de California, en la costa de
Sinaloa se presentan en invierno-primavera, Tomado de oceanografia de mares

mexicanos, (De la Lanza Espino, 1991).

La edad es un factor importante, dado que se encontraron claras diferencias
entre los adultos y los pollos, estos patrones de acumulacién de contaminantes
han sido observados que la edad es un factor importantes de variacion para las
concentraciones de los contaminantes quimicos (Dikshith, 1991; Aguilar et al.,
1999). Se ha encontrado que en general los organismos mas viejos como los
adultos tienen una mayor carga de contaminantes que los organismos mas
jovenes (O’Shea et al., 1980; Krahn et al., 2001; Valdez-Marquez, 2001; Debier
et al., 2003; Evans et al., 2004), estos niveles mas altos en adultos puede
reflejar un periodo mas largo de exposicion en estos individuos y una baja tasa
de eliminacion de estos compuestos (Espin, 2010) lo que concuerda con este

estudio, donde los organismos jovenes presentaron menor carga de pOCs.
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Las hembras desechan parte de su carga corporal de pOCs a través de la
puesta de huevos (Bustnes et al.,, 2004; Moss et al.,2009), en general los
diferentes autores observan que los machos presentan mayor concentracion de
pOCs que las hembras (Thies et al., 1996; Tanabe et al., 1998; Donaldson et
al., 1999; Wienburg y Shore, 2004), lo que concuerda con lo observado en FSI,
no obstante en IER, sucede el caso contrario, estas diferencias pueden
atribuirse al dimorfismo sexual inverso que presenta la especie, es decir que las
hembras son mas grandes y capaces de capturar peces mas grandes, con
mayor carga de pOCs, sin embargo pueden destoxificarse.

La reproduccion, representa un gran gasto energético (Albert et al., 1990; Borga
et al., 2004), el hecho de que la etapa de cortejo sea mas elevada la
concentracion de pOCs que la de incubacion puede deberse al esfuerzo
reproductivo, donde pueden ocurrir cambios en la masa corporal, esta
alteracion consecuentemente provoca que los compuestos alojados en los
tejidos grasos, el organismo al usar las reservas lipidicas provoque que se
liberen los pOCs al torrente sanguineo y se redistribuyan, excreten parcialmente
0 aumenten su toxicidad (Addison 1982; Amado et al. 2006; Letcher et al. 2010;
Bastidas-Bonillas, 2010).

Lerma-Lizarraga, (sin publicar) en un estudio en S. nebouxii, durante 2010-
2012, descubrié que la especie se comporta como un “in come breeding”, es
decir que el organismo cubre el gasto energético de la reproduccion a través de
la dieta, en lugar de utilizar sus reservas lipidicas, asimismo, las
concentraciones mas altas de pOCs en la etapa de cortejo, provienen del
alimento que consume, correspondiendo a la época de surgencias en la zona,
lo que explicaria las altas concentraciones en plasma de plaguicidas al
comienzo de la época reproductiva y también explicaria el patrén temporal de
pOCs observado en este estudio. Con lo observado en la literatura
probablemente existe un efecto combinado de estos dos factores (surgencias y

el uso del alimento para mediar los gastos reproductivos) .
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indice heteréfilo/linfocito (condicién inmunolégica)

Se observé que el promedio eosinoéfilos en S.nebouxii, fue anormal (26.48%), el
cual, es un numero alto para el promedio de las aves marinas (7.48%) Tabla
7.4, aungque cada especie tiene niveles basales y la relacion de las diferentes
células se relaciona con aspectos filogenéticos y de historia de vida (Brito-
Rojas, 2012), Campbell, 2010, menciona que la eosindfilia (aumento de
eosinodfilos), se asocia con parasitismo, en este estudio durante la
caracterizacion celular y los conteos celulares se observo la presencia de
parasitos sanguineos intracelulares en eritrocitos, sospechamos que los
parasitos intracelulares pertenecen a protozoarios del género Haemoproteus.
Ademas, en un par de ocasiones se observaron otros parasitos, los cuales
aparentemente viven en el torrente sanguineo, sin embargo otros autores
mencionan que un aumento de los eosindfilos, en circulacion puede ser
atribuidos al efecto de contaminantes ambientales posiblemente no
considerados en este estudio como metales, organofosforados y carbamatos
(Repetto y Baliga, 1996; Grasman et al., 2002; Karmaus et al., 2005; Fox et al.,
2007).

Se observaron diferencias del indice H/L entre islas (FSI>IER), no obstante los
habitos de forrajeo descritos para la especie, hacen que la colonia de FSI,
puedan ser influenciados por la contaminacion costera, se observa que el indice
H/L indica mayor estrés en la colonia de FSI, esto se puede deber a que la
colonia de bobos en FSI puede tener organismos mas viejos que los de IER, ya
gue los bobos de patas azules en FSI, se han reportado desde la década de los
70°s mientras que la colonia de IER, puede considerarse “nueva”, alrededor del
afio 2000 (Castillo-Guerrero (com pers)). Asimismo, el indice H/L, mayor en FSI,
gue IER, puede deberse a que las condiciones ambientales en FSI son mas
severas (Inclemencias clima, menor variedad de presas y vuelos de forrajeo

mas largos).
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Los valores entre individuos sanos no suelen ser muy variables en individuos de
una misma especie (Clark et al., 2009) entre los mismos sexos y rangos de
edad difieren en sus respuestas al estrés y estresores ambientales (Burger et
al., 2007), consecuentemente el indice H/L puede presentar variaciones, lo cual
concuerda con este estudio donde si bien no se encontraron diferencias entre
sexos si se encontraron diferencias entre las edades (H/L: Adultos> Pollos), no
obstante esta diferencia puede darse a que los pollos demandan alimento y los

adultos tienen que esforzarse més, para mantenerse ellos mismos y sus pollos.

Aunque no existen diferencias entre sexos, las hembras presentaron indices
H/L mayores, esto puede deberse a lo que comenta Laiolo et al., (2009) donde
uno de los sexos es mas vulnerable al estrés, ya que en (Pyrrhocorax
pyrrhocorax), las hembras adultas tienen mayores indices H/L que los machos
antes de la puesta de huevos, al parecer es cuando presentan mayor estrés por
la época reproductiva, ya que se enfrentan a mayores costos energéticos, lo
gue concuerda con el este estudio, donde en la etapa de cortejo de ambos
sexos presentaron mayores indices H/L, posteriormente en las etapas de
incubacion y crianza este indice se nivela en ambos sexos. Esto puede ser
atribuido a la estrategia reproductiva de la especie, donde el cuidado de los
pollos es biparental (Castillo-Guerrero y Mellink, 2011), por lo tanto las parejas
de bobos enfrentan juntos los costos energéticos de la reproduccion y
consecuentemente comprometen su sistema inmunoldgico, dado que la
reproduccion es muy demandante puede comprometer otros aspectos
fisiol6gicos entre ellos el sistema inmunolégico (Folstad y Karter, 1992; Sheldon
y Verhulst, 1996).

Clark et al. (2009), Menciona que la etapa reproductiva es un factor de
variabilidad en valores hematolégicos, esto se puede observar en este estudio
S. nebouxii presentd diferencias del indice H/L entre etapas reproductivas,
mostrando en ambas islas, el siguiente patron: H/L: co>in>cr, donde, las parejas
mejoran su condicion inmunolégica en el transcurso de la temporada

reproductiva, siendo la etapa de cortejo la mas demandante (en términos
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inmunoldégicos). Estos resultados concuerdan con el estudio realizado en esta
misma especie por Brito-Rojas (2013), donde el indice H/L presenté un patrén
similar durante la temporada reproductiva, asi mismo se observdé en el
comienzo de la temporada reproductiva una mayor cantidad de pOCs,
posiblemente la liberacion de los contaminantes (no sé6lo de pOCSs)

almacenados en las reservas lipidicas provocaron el aumento del indice.

El indice H/L, solamente se relacioné la concentracion de ¥ DDT, en los
adultos de ambas islas. Esto sugiere que las concentraciones detectadas son
suficientes para generar reacciones adversas a nivel del sistema inmunolégico
(Grasman et al., 2002; Bustnes et al., 2004). Esto, puede afectar la capacidad
de combatir infecciones parasitarias, por ejemplo en un estudio realizado por la
AMAP, (2004), en gaviotas de Bjornoya, las cuales presentaron una invasion de
nematodos, las densidad de nematodos se correlacion6 con la concentracion de
p.p-DDT, mirex y PCBs.

La relacion negativa encontrada entre el indice H/L y el tamafio de puesta,
indica que la inversion reproductiva esta regulada por la condicidon general de
los adultos (Velando y Alonso-Alvarez, 2003; Apanius et al., 2008) y el riesgo
gue la inversion implica para la supervivencia y el éxito reproductivo de por vida
(Stearns, 1992). Es posible que los organismos con mayor indice H/L (mayor
estrés), restrinjan el tamafio de puesta para no comprometer su supervivencia,

la de la descendencia o reproducciones futuras.

Ademas, Repetto y Baliga, (1996) y van der Oost et al., (2003) mencionan que
el sistema inmunolégico puede ser influenciado por un gran numero de
estresores, por ejemplo una exposicion simultdnea a un sinnimero de agentes
guimicos y factores ambientales como la temperatura, disponibilidad de
alimento, esto implica que los biomarcadores inmunoldgicos sean muy utiles y

sencillos, no obstante no son especificos.

Presencia de micronucleos y anormalidades nucleares

80



IER tuvo un mayor promedio de micronucleos que FSI lo que concuerda con lo
esperado, ya que la isla se localiza en una zona mas cercana a las actividades
agricolas, donde potencialmente se liberan los genotdxicos, asimismo, IER
presentd mayor cantidad de pOCs.

Se ha observado en otros organismos que se encuentran mayores frecuencias
de microndcleos en organismos jovenes que en adultos, por ejemplo Zufiga-
Gonzélez et al., (2001) reportaron que en la ardilla gris Sciurus aureogaster,
encontraron mayores frecuencias de micronucleos en ardillas jovenes (menor
peso) que en ardillas adultas (mayor peso), Esto concuerda con lo observado
en este estudio, los pollos tuvieron valores de microndcleos y anormalidades
nucleares mayores que la de los adultos. ElI decremento de los microndcleos
con la edad, indica que el sistema reticuloendotelial madura y puede retirar los

eritrocitos dafnados de manera mas eficiente.

La frecuencia de microndcleos en eritrocitos policromaticos solé presentd
diferencias entre las etapas reproductivas, siguiendo lo mencionado por los
anteriores autores, se puede atribuir a la presencia de genotéxicos libres en la
sangre de los organismos, durante los muestreos, se observdé un patron
temporal de los pOCs, el cual concuerda con la época de surgencias, lo que no
descarta la biodisponibilidad de pOCs y otros agentes quimicos también se

vean influenciados por los fendbmenos de surgencias.

En este estudio se observaron mas anormalidades nucleares que microndcleos,
esto puede indicar un mayor espectro de dafios al ADN (Gomez-Meda et al.
2006; Cruz-Acevedo, 2012). Las anormalidades nucleares en eritrocitos totales
y normocromaticos, fueron las Unicas diferentes en los sexos, siendo las
hembras las que presentaron mayores anormalidades nucleares, lo cual puede
deberse a que los organismos presentan diferencias en su respuesta a
estresores ambientales (Burger et al, 2007) ya que los organismos son
diferentes a nivel fisiolégico, asi como diferencias en la eficiencia del
funcionamiento del sistema reticuloendotelial, puede ser que el sistema

reticuloendotelial de los machos sea mas eficiente (Zufiga-Gonzalez et al,
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2001). El hecho de que en este estudio se observaran mayores frecuencias de
micronucleos y anormalidades nucleares en eritrocitos normocromaticos que en
los policrométicos, indica que existe dafio citogenético crénico en los

organismos (Gomez-Meda et al., 2006).

La tasa de eritropoyesis, mantuvo valores similares entre islas. No obstante en
IER, fue mayor, se ha visto que los contaminantes incrementan la TEP (Gémez-
Meda, 2006). Entre sexos, las aves mas pequefias normalmente tienen mayor
actividad eritropoyética que las aves mas grandes (Clark et al., 2009), en este
estudio las hembras, las cuales son mas grandes, presentaron mayor actividad

gue los machos, no obstante existe poca informacion de la actividad

eritropoyética en especies con dimorfismo sexual inverso.

No obstante la temporada reproductiva, fue una de las mas variables y
notables, por ejemplo en cortejo se diferencio estadisticamente de las etapas de
incubacion y crianza, donde, se observo en cortejo, una TEP mas alta, esto
puede deberse a que la concentracion de pOCs es mas pronunciado en esta
etapa reproductiva ya que los contaminantes almacenados quedan libres en el
torrente sanguineo. Se ha visto que la presencia de compuestos metalicos,
como el mercurio, pueden producir un aumento en la TEP en peces (O Connor
y Fromm, 1975). Asimismo, la exposicibn a compuestos micronucleogénicos
(Mitomicina-C) en aves provoca un aumento de la TEP (Gomez-Meda, 2006).
Es posible que un aumento en la TEP, sea un mecanismo de compensacion del
estrés, particularmente el generado por la reproduccion o migracion asi como
por la exposicion a algun contaminate (Cruz-Acevedo, 2012; Gomez-Meda,
2006).

Se observoé una relacion entre los BCET (2£pOCs), MNEPC (ZHeptacloro,
2Endrines, 2pOCs) y TEP (2DDT), no obstante se dio de manera contraria a la
esperada, a mayor concentracion menor frecuencia de microndcleos y

anormalidades nucleares.
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La nula relacién entre las concentraciones de los contaminantes y los
parametros de la prueba de micronucleos (MNET, BCEPC, MNENC y BCENC),
se puede deber a que las concentraciones de contaminantes no son lo
suficientemente elevadas como para inducir un efecto genotoxico que derive en
la formacién de microndcleos. Asimismo por el efecto de contaminantes no
considerados en este estudio que también afectan la condicion citogenética
como los organofosforados (Sailaja et al,2006; D"Arce y Syllos, 2000), metales
(Bonacker et al.,2004; Cavas, 2008; Roos-Mufoz, 2011) y PHAs (Siu et al.,
2004).

La frecuencia de micronucleos en aves es un buen biomarcador, sin embargo
en aves las frecuencias se presentan en valores mas bajos que en otras clases
de animales (Zufiiga-Gonzéalez et al, 2000; Skarphedinsdottir et al., 2010). Lo
anterior puede deberse a factores como los que reporta Martinez et al., 2009,
estos autores realizaron un biomonitoreo genotoxico, usando diferentes
biomarcadores de genotoxicidad, entre ellos la prueba de micronucleos en
humanos, usaron trabajadores agricolas como grupo expuesto contra un grupo
control. Sin embargo no encontré diferencias entre el tiempo de exposicion a
plaguicidas agricolas y la frecuencia de micronucleos, estos autores y otros
como Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo, (2007) concuerdan que estos
resultados dependen de factores como la edad, la mezcla de plaguicidas,
polimorfismo genético, métodos de aplicacion de los plaguicidas, y la
genotoxicidad de los compuestos usados y la interaccién entre todos ellos, lo

gue puede explicar la nula correlacién observada en este estudio.
Incide de condicion corporal

A lo largo de la temporada reproductiva el indice de condicibn se comportd
como lo esperado, al comienzo de la temporada reproductiva el IC muestra los
valores mas bajos, debido al gasto energético de la preparacién para la
reproduccién y la puesta de huevos. Conforme avanzé la temporada
reproductiva, los organismos recuperaron su masa corporal. En particular los

cambios en la condicidon corporal (IC), es un factor determinante en la variacién
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y redistribucion de contaminantes en los tejidos en aves (Colabuono et al.,
2012) y peces (Bastidas-Bonilla, 2010), siguiendo lo descrito anteriormente, las
aves utilizan las reservas lipidicas especialmente en la etapa de cortejo, antes
de la puesta de huevo observandose una disminucién del IC. Esto se observé a
lo largo de la temporada reproductiva en ambas islas, las hembras presentan un
mayor IC, excepto al final de la temporada reproductiva, esto se puede deber a
gue las hembras, al final de la temporada reproductiva invierten mayor energia
en la reproduccion que los machos. Ademas Castillo-Guerrero y Mellink, (2006),
comentan que S. nebouxii disminuye la frecuencia de alimentacién a los pollos,
con el objetivo de alentar a los pollos para que empiecen a volar y asi
independizarse de los padres, lo que explicaria la recuperacion de peso de los
adultos al final de la etapa reproductiva.
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IX.- Conclusiones

Con base a lo encontrado en este estudio se concluye que:

1. Existen diferencias significativas en las concentraciones de pOCs en
plasma entre los sitios de estudio, siendo las concentraciones mayores
en IER que en FSI. Para los sexos, no se encontraron diferencias
significativas, sin embargo los machos presentaron mayores
concentraciones que las hembras. La edad presentd diferencias
significativas ya que los adultos presentaron mayores concentraciones

gue los pollos.

2. El factor mas influyente en la condicidon inmunoldgica, citogenética y de
las reservas energéticas, asi como las concentraciones de pOCs en
plasma, es la etapa reproductiva, ya que presenté diferencias estas

respuestas evaluadas.

3. El indice H/L fue diferente entre edad lo que indica que los organismos
adultos sufren mayor estrés que los pollos, ya que de encargan de
mantenerse a ellos mismos y al mismo tiempo a los pollos, también se
presentaron diferencias significativas entre etapas reproductivas
particularmente en cortejo, lo que sugiere que los adultos comprometen
su sistema inmune de debido a los costos energéticos de la
reproduccion. Los niveles de ZDDT observados en este estudio son lo

suficientemente elevados para inducir un efecto a nivel inmunoldgico.

85



4. La condicion citogenética (MNET, MNEPC, MNENC, BCET, BCEPC y
BCENC), present6 mayores frecuencias en los organismos jovenes, en
especial los micronucleos y anormalidades nucleares en eritrocitos
policromaticos, estas diferencias se deben al grado de madurez en el
sistema reticulos-endotelial, asimismo las diferencias de la condicién
citogenética entre sexos y etapas reproductivas se debe a mudltiples
factores, como contaminantes no analizados en este estudio. Sula
nebouxii presentd una tasa eficiente de remocion de eritrocitos dafiados,
dado que presentod valores inferiores a los reportados en otras especies

de aves.
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X.- Recomendaciones

Con la experiencia obtenida en este estudio se hacen las siguientes
recomendaciones:

e Pueden existir variaciones debido al método utilizado para realizar el
conteo diferencial de leucocitos, por lo que se recomienda hacer el
conteo diferencial en 10,000 eritrocitos y compararlo con la metodologia

gue se uso en este estudio.

e Dado que los leucocitos son generados en los érganos hematopoyéticos
se les debe aplicar histologia para asi relacionar de una manera mas

adecuada el efecto de los pOC's sobre el sistema inmunoldgico.

e Particularmente para evaluar el factor edad, se deben recolectar mas

muestras de pollos.

e Es necesario hacer el muestro sanguineo durante un periodo mas largo
de tiempo, para asi evaluar los cambios temporales de los pOCs, y tratar

de relacionarlo con cambios estacionales.

e Ademas del indice H/L, asi como el ensayo de micronucleos, se deben
buscar otros biomarcadores que evallen la condicién inmunolégica y
citogenética de los organismos, con la finalidad de evaluar el mismo
aspecto usando dos o mas técnicas diferentes y tener mas certeza en el

resultado.
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XIl.- Anexos

Anexo |. Conteo diferencial de leucocitos e indice H/L de distintas especies de aves marinas.

Nombre comun Nombre cientifico He Eo Ba Li Mo H/L N Fuente: Nota
Mérgulo lorito Aethia psittacula 37 2 0 59 2 0.63 21 Newman et al. 1997

Mérgulo Atlantico Alle alle 37 9 5 38 8 0.97 23  Jakubas et al. 2008 *
Mérgulo jaspeado Brachyramphus sp. 26 9 2 63 1 0.41 11  Newman et al. 1997

Pégalo grande Catharacta skua 44.9 1.4 28 344 55 131 49 Bearhopetal 1999

Arao colombino Cepphus columba 47 5 0 47 1 1.00 9 Newman et al. 1997
Frailecillo coletudo Fratercula cirrhata 37 4 1 57 3 0.65 30 Newman et al. 1997

Frailecillo corniculado Fratercula corniculata 32 7 1 57 4 0.56 18 Newman et al. 1997

Fragata comun Fregata minor 70.7 168 0.2 119 0.2 5.93 10 Work 1996

Gaviota argéntea Larus argentatus 35.5 0.9 2 60.9 1.3 058 103 Averbeck 1992

Gaviota aliglauca Larus glaucescens 53 3 0 43 1 1.23 8 Newman et al. 1997

Gavion del Atlantico Larus marinus 352 0.7 2 61 22 058 34  Averbeck 1992

Charran sombrio Onychoprion fuscatus 247 5.8 1.3 673 08 0.37 34  Work 1996
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Rabijunco colirrojo Phaethon rubricauda 53.4 183 1 271 03 197 52  Work 1996

Albatros de Galapagos Phoebastria irrorata 66.1 1.7 0 305 1.7 217 50 Padilla et al. 2003
Petrel Hawaiano Pterodroma sandwichensis 31 182 101 399 09 0.78 27  Work 1996

Pardela del pacifico Puffinus pacificus 22 2.6 1.7 711 25 031 45 Work 1996

Pégalo antértico Stercorarius maccormicki 51.2 0.1 21 458 08 152 162 Kursay Bezrukov 2007
Charradn comun Sterna hirundo 38 9.1 0 51 56 0.75 33 Fiorello et al. 2009
Bobo café Sula leucogaster 72 106 2.1 112 42 6.45 35  Work 1999

Bobo de patas rojas Sula sula 578 5.8 16 329 19 176 35 Work 1996

Bobo de patas azules Sula nebouxii 279 261 0.2 425 33 076 137 Este estudio (2012-

2013)

* Machos incubacion temprana.
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Anexo Il Valor promedio de la proporcion de micronucleos (MN) en algunas

especies de aves por cada 10,000 eritrocitos (tomada de Cruz-Acevedo 2012).

Especie MN (prom) Min Max  Referencia
30 especies - 0.2 10.6  Zufiga-Gonzales et al. 2000
Larus ridibundus 37.00 £ 0.44 5.7 470  Stoncius (2003a; 2003b)
Catharacta maccormicki 0.07 £0.02 0 2 Kursa y Bezrukov (2007)
Aratinga canicularis 3.00 £ 3.60 - - GOmez Meda et al.(2006)
Ardea purpurea 2.00 =+ 14.00 1 29 Quiros et al. (2008)
Egretta garzeta 3.00 £ 5.00 2 42 Quiros et al. (2008)
Bulbucus ibis 7.00 1 15 Quiros et al. (2008)
1.22 + 0.17 (sitio
Crocidura russula contaminado? ) Sanchez-Chardi et al. (2009)
0.25 £ 0.12 sitio
no contaminado ) )
Larus argentatus - 18 28 Skarphedinsdottir et al. (2010)
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Anexo lll. Procedimiento para realizar el conteo diferencial de globulos
blancos.

El conteo diferencia de globulos blancos se realiz6 llevando a cabo la
metodologia propuesta por Ross-Mufioz (2011).

Una vez obtenida la muestra sanguinea, se coloc6 una gota de sangre de
aproximadamente 15 ul en un portaobjeto por triplicado y con un segundo
portaobjeto formando un angulo de 30-45° se puso en contacto con la gota, y se
deslizo un poco hacia atras y luego hacia adelante para formar una pelicula. Se
seco el frotis al aire libre y luego se fij6 con metanol y se esperé a que se
evaporara, después se almacenaron en cajas para portaobjetos (Fisherbrand).

Preparacion de los reactivos

Para preparar Tiosulfato de sodio (Na203S2) a (0.025 N), se pesaron 6.2045 g

, Se coloco en un matraz y se afloro a 1 litro con agua destilada.

Para preparar solucion de lavado, se prepara una solucion con metanol (CH40),

se colocaron 5 ml de metanol por cada 200 ml de agua destilada.

Tinte Wright-Giemsa, se utilizé una preparacion comercial del tinte ACCUSTAIN
WRIGHT-GIEMSA STAIN, MODIFIED marca SIGMA-ALDRICH.

Procedimiento de la tincién

1. Se colocaron los portaobjetos en canastillas de plastico (racks) para su
tincion.

2. Se coloca la canastilla con los portaobjetos en la solucion comercial de
tinte durante 5 minutos.

3. Una vez trascurrido el tiempo, se sacude el rack para quitar el exceso de
tinte, posteriormente se coloca en tiosulfato de sodio durante 20 minutos
(cambiar el tiosulfato después de 2 bafos).

4. Una vez transcurrido ese lapso de tiempo, se sumerge el rack 10 veces

en la solucion de lavado (cambiar después de cada lavado).
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5. Una vez lavadas las laminillas, se les quito el exceso de tinte con papel
absorbente.

6. Posteriormente se deja secar al aire libre.

7. Una vez que se secaron las laminillas se colocaron 2 gotas de resina
(Cytoseal 60 de baja viscosidad) y se coloc6 encima el cubreobjetos (25
X 75 mm), se dej6 secar y se contaron 100 células para obtener el

recuento diferencial de leucocitos.
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Anexo IV. Procedimiento para realizar la pruebas de Micronucleos y
anormalidades nucleares

Se llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Zamora-Pérez et al.
(2004).

Preparacién del buffer de fosfato:

En un matraz de 1000 ml se agreg6é fosfato de sodio dibasico anhidro
(Na2HPO4) y fosfato monobasico de sodio monohidrato (NaH2PO4 H20), 2.16
gy 11.49 g respectivamente, después se afor6 a 1 litro con agua destilada.

Se recomienda recolectar una parte de la solucion con una jeringa de 20 ml y

refrigerarla para su posterior uso.

Preparacion de latincion con naranja de acridina

1.

En dos cajas de tincidén se vaciaron aproximadamente de 500 ml buffer
de fosfato en cada una.

Acondicionar el area de tincion para evitar contaminar con naranja de
acridina y adaptarla para trabajar en condiciones de oscuridad.

Una vez que se obtienen condiciones de oscuridad disolver 0.02g de

naranja de acridina en una de las cajas.

Procedimiento de tincion

Colocar las laminillas en una gradilla.

Sumergir durante 5 minutos la gradilla con las laminillas en la caja de
tincion a la que se le agrego naranja de acridina, a la gradilla se le dio
movimiento frecuentemente.

Una vez transcurrido el tiempo , se saco la gradilla y se elimino el exceso

del liquido sacudiéndola suavemente sobre papel absorbente.

. Una vez que se le retiro el exceso de liquido, se colocé durante 10

minutos en la caja que contenia unicamente buffer de fosfato.
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5. Una vez transcurrido el tiempo, se saco la gradilla y se pasaron las
laminillas a una caja con tapa para portaobjetos (Ficherbrand) hasta el

momento de su lectura.

Recuento de micronucleos y prolongaciones nucleares

Para leer las laminillas fue necesario colocar una gota de buffer de
fosfato (jeringa de 20 ml que se preparé y guardd anteriormente), y
cubrirlas con un portaobjetos (25 x 75 mm); el exceso del buffer se
elimindé mediante una presion suave por ambos lados con una gasa y un
papel absorbente. Después se colocé una gota de aceite de inmersion
para fluorescencia Immersol Carl Zeiss 518 N, para ser observada en el
microscopio de fluorescencia con el objetivo 100x.

Para el conteo se cuantificaron 10,000 eritrocitos identificando MN, BC,
MNEPC, BCEPC, MNENC y BCENC, (Zudiga et al., 1996; Zudiga-
Gonzalez et al., 2000; Gomez-Meda et al., 2006).
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Anexo V Gréficay coeficiente de regresion y de laulnay peso para Sula
nebouxii

Se realiz6 una regresion lineal entre la medida morfométrica que present6é un
mayor ajuste en este caso fue la ulna y el peso de S nebouxii (R’= 0.7622).

Para obtener el peso esperado se utilizé la ecuacién resultante de la recta (y=

23.933x-3236.7), donde “x se sustituye con el tamafio de la ulna.

Finalmente es importante mencionar que para obtener la ecuacion del indice de
condicion de excluyeron los pollos o cualquier organismo que se le haya medido

la ulna o el peso.

Correlacion peso-ulna

4

2000 - 2
1500 -

4

4

y =23.933x - 3236.7
R?=0.7622
1000 T T T T 1
180 190 200 210 220 230
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Anexo VI Caracterizacion de las células sanguineas

La caracterizacion celular y los conteos de las células blancas (leucocitos) se
realizaron con la tincion Wright-Giemsa. Con un amento de 100x.

Eritrocitos

Los eritrocitos (Figura 12.1), fueron las células mas abundantes en la sangre,
presentan forma elipsoidal con su nucleo centrado, usando la tincibn Wright-
Giemsa el citoplasma se tifie de un color azul grisdceo pero regularmente de
observa de color rosado, mientras que el nucleo se tifie de color azul marino
hasta purpura, su citoplasma es muy abundante, el tamafio promedio de estas
células es de 15.16 £ 1.60 p de largo y 8.50 £ 0.72 p de ancho.

WL

Figura 12.1 Frotis sanguineo del bobo de patas azules (S. nebouxii) que

muestra eritrocitos tefiidos con la tincion Wright-Giemsa. (100x).

Leucocitos
Linfocitos

Los linfocitos fueron los leucocitos con mayor presencia, ya que estas células
sanguineas representaron el 42.5 % (Tabla 7.1) del total de los glébulos

bancos.

Los linfocitos tienen forma redonda, su nucleo es por lo general centrado,
abarcando casi la totalidad del citoplasma. La cromatina se encontré muy

concentrada y varié de color desde azul cielo hasta purpura (Figura 12.2). El
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citoplasma de los linfocitos fue muy escaso y presentaba un color azul claro.
Los linfocitos serdn utilizados para poder conocer el cociente de

heterdfilos/linfocitos. P

v " N

Figura 12.2. Frotis sanguineo de la especie Sula nebouxii, que muestra un
linfocito con tincion Wright- Giemsa (100Xx).

Hetero6filos

Después de los linfocitos, los heteréfilos son el tipo de leucocito mas
abundante, representando el 27.9% del total de leucocitos en S. nebouxii (Tabla
7.4). Las células presentaron formas asimétricas con adaptacién morfologica a
su entorno, pero en la mayoria de las ocasiones presentaron forma redonda. El
nacleo de estas células es multilobulado, puede estar cubierto parcial o
totalmente de granulos citoplasmaticos, los cuales fueron tefiidos de color rojizo
o rosado y presentan forma de bastoncitos. La cromatina no se present6
condensada y es de color azul cielo o purpura, mientras que el citoplasma de
estas células es incoloro presentando en ocasiones colores ligeramente rosa
(Figura 12.3). Al igual que los linfocitos, los heterdfilos se utilizaron para calcular

la relacion de Heterdfilos/Linfocitos.
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Figura 12.3. Frotis sanguineo de la especie Sula nebouxii, mostrando dos
heterdfilos tefiidos con la tincion Wright- Giemsa (100x).

Eosino6filos

Los Eosindfilos representaron el tercer tipo de leucocito mas abundante en la
sangre de S. nebouxii, con una frecuencia de aparicion del 26.1 % del total de
leucocitos (Tabla 7.4). Por lo general son de forma redonda, presentaron nucleo
bilobulado pero en ocasiones trilobulado o mas, de color purpura. Presentaron
granulos redondos de color rojo intenso, los cuales estan dispersos sobre el
nacleo y el citoplasma (Figura 12.4). El citoplasma es incoloro o en ocasiones
de rosa. Notamos que la tincion Wright-Giemsa tifie mas intensamente a los

Eosinofilos que a los heterdfilos.

.

Figura 12.4 Frotis sanguineo de la especie Sula nebouxii. Que muestra un
Eosindfilo tefiido con la tincién Wright-Giemsa (100x).

Basofilos

Los basdfilos, fueron el grupo celular sanguineo menos abundante, solo
representaron el 0.2% de frecuencia del total de leucocitos (Tabla 7.4), son
células redondas, debido a él gran nimero de granulos que presentan, cubren
casi en su totalidad nucleo y citoplasma, los granulos son de color purpura
intenso a rosa fuerte. Dado que estan totalmente cubiertos de granulos no se

puede apreciar el color del nucleo y del citoplasma (Figura 12.5).
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Figura 12.5 Frotis de la especie Sula nebouxii, que muestra a un Basofilo
marcado con una flecha y a un heterdfilo, bajo la tincion de Wright-Giemsa
(100x).

Monocitos

Después de los basofilos, los monocitos fueron el tipo celular menos abundante,
representando solamente el 3.3 % del total de los leucocitos (Tabla 7.4). Los
monocitos fueron las células sanguineas mas grandes. Los monocitos son
células de forma redonda a amiboidea frecuentemente presentd seudépodos,
se distinguen facilmente por su tamafio y su nucleo ovalado o bilobulado
generalmente con forma lunada, de color violeta. Su cromatina es ligeramente

condensada. Su citoplasma es muy abundante de color azul cielo (Figura 12.6).

Figura 12.6. Frotis de la especie Sula nebouxii, en la que se muestra un
monocito tefiido bajo la tincion de Wrigth-Gimesa (100x).

Trombocitos o plaguetas
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Los trombocitos son las células sanguineas mas pequefias, presentaron forma
redonda o eliptica, por lo general se encontraban presentes en grupos de 3 0
mas, inclusive en decenas. Su nucleo es de color purpura intenso y su

citoplasma de color purpura (Figura 12.7).

Figura 12.7. Frotis de la especie Sula nebouxii, que muestra un gran grupo de
trombocitos, las células estan tefiidas con la tincion de Wright- Giemsa (100x).
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Anexo VIl Modelo AIC

Formula obtenida: Y= 0.739103 + ISLA + (ISLA * ETAPA REPRODUCTIVA)

Dénde:

e 0.739103 es el intercepto calculado por el modelo

e ISLA, es el valor asignado a cada isla, para FSI: 0.104279, mientras que para IER:
-0.059712

e Isla*etapa reproductiva es un valor especifico de cada temporada reproductiva
en cada isla:

e Isla El Farallén de San Ignacio (FSI corteio: 0.109136; FSI \ncusacion: -0.044568,
FSI crianza:-0.064567).

e Isla El Rancho (IER corteio: -0.213415; IER ncusacion -0.059712; IER crianza -
0.039712).

A continuacion se observan los valores del indice H/L observados en ambas
islas durante las diferentes etapas de la temporada reproductiva y los valores

del indice H/L estimados con el modelo (Figura 12.8).

Isla y Etapa reproductiva
Valores H/L Observados
1.2

dll

1.0

0.9

0.8

0.7

indice HIL

0.6

0.5

0.4

0.3

== isla
0.2 FSI

CORTEJO INCUBACION CRIANZA == iISEIIg
Etapa reproductiva
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Isla y Etapa reproductiva
Valores H/L Estimados
1.2

11

1.0

0.9

0.8 —

0.7

0.6

Valores del indice H/L

0.5

==isla
0.3 FSI|

CORTEJO INCUBACION CRIANZA == iISEIS
Temporada rep.

Figura 12.8 indice H/L entre las etapas reproductivas, se muestran los valores
observados en los conteos y valores predichos por el modelo AIC.
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Anexo VIII Frecuencia y numero total de muestras de los plaguicidas
organoclorados y metabolitos detectados en ambas islas.

Compuesto Muestras Frec. %
Metoxiclor 0 0.00
pp-DDD 0 0.00
pp-DDT 0 0.00
Endosulfan 3 1 0.79
Endrin 2 1.59
Endrin Aldehido 2 1.59
Heptacloro Epéxido 4 3.17
HCH vy 5 3.97
Dieldrin 7 5.56
Endosulfan Sulfato 8 6.35
Endosulfan a 9 7.14
Heptacloro 9 7.14
HCH & 10 7.94
Aldrin 13 10.32
CIS-clordano 13 10.32
HCH a 25 19.84
pp DDE 34 26.98
TRANS-clordano 49 38.89
HCH 64 50.79
Endrin Ketona 94 74.60
> Heptacloro 11 8.73
2 Drines 16 12.70
2 Endosulfan 16 12.70
2 DDT's 34 26.98
2 Clordanos 52 41.27
2 HCH's 65 51.59
2 Endrines 94 74.60
> pOCs 109 86.51
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Anexo IX. Colocacion GPS

Como adicional a este estudio, durante las ultimas visitas a IER se llevaron
GPS Bug LOTEK g los cuales son especiales para aves. El objetivo de esto es
conocer cual es el area de alimentacién del bobo de patas azules en esta zona
de estudio (IER).

El GPS, fue programado con el software proporcionado por el fabricante, se le
programé para tomar una lectura cada 10 minutos durante todo el tiempo que
duraba la bateria 12 horas aprox. La manera de colocar el GPS, fue la
siguiente, primero se inmovilizo el ave seleccionada, posteriormente con la
ayuda de cinta de tela se le adheria el GPS en una de las plumas de la cola, y

se soltaba el ave.

Finalmente, una vez recuperado el GPS, los datos se visualizaban en el
programa Google Earth, la informacién de la bitacora del GPS se describe en la

siguiente Tabla.

Como se puede observar en la imagen la mayoria de los puntos se ubican en
IER, esto se debe a que la mayoria del tiempo las aves permanecian en el nido
cuidando a sus polluelos, el punto mas alejado que registro el GPS se localiza a

50 Km de la colonia en isla Meléndez al sur se Bahia Santa Matria.
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Tabla 12.1 Bitacora de colocacion de GPS

Colocacion Recuperacion
serie Hora Fecha Sexo Anillo Fecha Hora
1059 18:02  01/05/13 Macho R73 02/05/13 18:30
1061 19:30  01/05/13 Hembra V83 02/05/13 17:30
1059 06:35  03/05/13 Hembra V71 03/05/13 19:00
1061 06:40  03/05/13 Macho R128 03/05/13 19:00
1061 17:22  23/05/13 Hembra - 24/05/13 17:00
1059 07:00  24/05/13 Macho R180 24/05/13 18:00
1061 07:00  25/05/13 Macho R128 25/05/13 20:00
1059 07:00  25/05/13 Hembra V71 25/05/13 20:20

Figura 12.9 Zona de alimentaciéon del bobo de patas azules, en IER, en la etapa

de crianza.
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