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Resumen de la tesis que presenta Jorge Andrés Morales Rico como requisito parcial para la obtencidn del

grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biologia Ambiental y Conservacién
Determinacion de la frecuencia de anormalidades nucleares en aves marinas de la peninsula de Baja

California

Resumen aprobado por:

Dra. Cecilia Soldatini
Directora de tesis

En la actualidad, la creciente contaminacidn en los ecosistemas marinos que, derivada de las actividades
humanas, ha puesto en riesgo a una gran cantidad de especies. Las aves marinas son un grupo
especialmente afectado por la contaminacién. Ademds de que, por sus caracteristicas ecoldgicas, como su
elevada posicion en la cadena tréfica y longevidad, se han usado como un grupo de organismos
bioindicadores. El objetivo de este trabajo de tesis consistid en determinar la frecuencia de anormalidades
nucleares (AN) presentes en cuatro especies de aves marinas de la peninsula de Baja California: la fragata
tijereta, el albatros de Laysan, la gaviota bajacaliforniana y el pelicano café. Asi como identificar posibles
diferencias en las frecuencias asociadas al afo, la edad y la especie. La frecuencia de anormalidades
nucleares fue determinada mediante la prueba de micronlcleos y anormalidades nucleares, por
microscopia de fluorescencia. Posteriormente se empled la prueba U de Mann-Whitney para determinar
diferencias significativas entre dos grupos comparados. No se encontré un efecto de la edad sobre la
frecuencia de AN, tampoco se encontraron variaciones interanuales. Sin embargo, se observaron
diferencias significativas al comparar la frecuencia de AN de pollos de fragata tijereta con pollos de gaviota
bajacaliforniana, siendo mayores en las gaviotas. En aves adultas se encontraron diferencias al comparar
las frecuencias de albatros de Laysan con la fragata tijereta, siendo mayor en los albatros. Dentro de los
factores que podrian estar implicados en estas diferencias, la zona de forrajeo podria ser el mas
importante. La prueba de micronlcleos y anormalidades nucleares permitié establecer valores de
referencia para las cuatro especies analizadas, ademas el monitoreo de estas aves a través de esta prueba
permitira la deteccidn temprana de contaminantes genotoéxicos.

Palabras clave: bioindicador, contaminacion, genotoxicidad, micronicleos



Abstract of the thesis presented by Jorge Andrés Morales Rico as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology and Conservation

Determination of the frequency of nuclear abnormalities in seabirds of the Baja California peninsula

Abstract approved by:

Dra. Cecilia Soldatini
Thesis Director

Currently, the increasing pollution in marine ecosystems, resulting from human activities, has endangered
many species. Seabirds are a group particularly affected by pollution. Moreover, due to their ecological
characteristics, such as their high position in the food chain and longevity, they have been used as a group
of bioindicator organisms. The objective of this thesis work was to determine the frequency of nuclear
abnormalities (NA) present in four species of seabirds from the Baja California Peninsula: the magnificent
frigatebird, Laysan albatross, yellow-footed gull, and brown pelican. Additionally, to identify possible
differences in the frequencies associated with the year, age, and species. The frequency of nuclear
abnormalities was determined using the micronuclei and nuclear abnormalities test, by fluorescence
microscopy. Subsequently, the Mann-Whitney U test was used to determine significant differences
between two compared groups. No age effect on the frequency of NA was found, nor were there
interannual variations. However, significant differences were observed when comparing the frequency of
NA in magnificent frigatebird chicks with yellow-footed gull chicks, with higher values in the gulls. In adult
birds, differences were found when comparing the frequencies of Laysan albatrosses with frigatebirds,
with higher values in the albatrosses. Among the factors that could be involved in these differences,
foraging areas could be the most important. The micronuclei and nuclear abnormalities test allowed for
the establishment of reference values for the four analyzed species. Furthermore, monitoring these birds
through this test will allow for the early detection of genotoxic contaminants.

Keywords: bioindicator, contamination, genotoxicity, micronuclei



Dedicatoria

A mi familia y amigos, especialmente a mi mama Liliana.



Agradecimientos

Agradezco al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) por brindarme la
oportunidad de realizar una maestria a través de una beca de manutencién (Folio 29364) sin la cual no
hubiese sido posible. Asi como al Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada,
Baja California (CICESE) y al CPP por el apoyo econémico, ademas agradezco a todos mis profesores y

profesoras por brindarme una de las mejores experiencias académicas a través de sus excelentes clases.

Al laboratorio de Ecologia de la Salud de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP) y al Centro
de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSaB), especialmente a la Dra. Vanessa Labrada
Martagdn, al Dr. Mauricio Comas Garcia y a la M.C. Claudia Lorena Rodriguez Salazar por recibirme en sus
instalaciones para realizar el procesado de mis muestras, parte fundamental de este trabajo. Ademas, les

agradezco enormemente su tiempo y disposicidn brindados.

Al personal de la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) de la Reserva de la Biosfera
Isla Guadalupe, y del Parque Nacional Archipiélago de Espiritu Santo por su labor y por las facilidades

brindadas en la obtencién de las muestras para este estudio.

Al comité de tesis la Dra. Carolina Alvarez Delgado, la Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez, la Dra.
Vanessa Labrada Martagdn y al Dr. Yuri Albores Barajas, por sus valiosas aportaciones y tiempo empleado

que han mejorado en gran medida la calidad de este trabajo.

A todos los integrantes del Laboratorio de Aeroecologia Marina por sus ensefianzas y calido recibimiento,
especialmente al Dr. Yuri Albores Barajas y a mi asesora la Dra. Cecilia Soldatini, por brindarme Ia
oportunidad de unirme a su equipo de trabajo, asi como por ser tutores ejemplares con una enorme

comprension y pasidn por la ensefianza y las aves.

A mis compafieros, amigos y familia por brindarme su amor y apoyo invaluables.



Vi

Tabla de contenido

Pagina

U [T A =T a IR =TY o 1= o | PRSP ii
U 01T =T 0 TN T4 L= PSPPSR iii
=T [ oF: | o] o - TP P TP VPRUPRUPRRPPR iv
J Yo=Y [Tl 0 1= oY o LU v
R o L T ={U - PSPPI viii
RS e [ - | o] - L TP O PP UUPOTOPRROPPPOPPON ix
(=T T3 0] Lo 0 B [ 4 oY VLol o ' o PR 1
1.0 ANTECEAENTES ..eeieuiiiiiiteetee ettt ettt et s bt e e sbte e sttt e s abeesabeeebteesabe e e abeesabeesbeeesabeeebteesnbeesabeeesabeeenns 3
1.1.1. Prueba de micronucleos y anormalidades NnUCIEAres....ccocveeeecieeiiecieee e 3
1.1.2. Mecanismos de reparacion del ADN y destinos de 10s MN .....cccccooeciiieicciieeccciieeeees 6
1.1.3 ESPECIES A ESTUIO ciiiiiieiieiiiie ettt e e e e et e e e e bte e e e ebaeeesebtaeesenseeeeesseaeaesnnes 9
1.1.3.2  Albatros de Laysan (Phoebastria immutabilis)............coceecueeeieeeieeeireeecieeesieecreeeceeesveenn 9
1.1.3.3  Fragata tijereta (Fregata magnifiCens).......c.ccccoeuviuieiireeeceeeeiieeeieeeceeeecree e e sreeserre e 10
1.1.3.4 Gaviota bajacaliforniana (Larus [IVENS) ...........ccccueeiieciei e ettt 12
1.1.3.5 Pelicano café (Pelecanus ocCidentaliS) ..........cccccoueiiecueieeciiee et eettee e cteee e e e 13

1.2 JUSTIFICACION ..ttt ettt et ettt et s e st sttt e b e s be e s reeseeeean e et e e reesreesane e 14
ST o T oY Y ST [P PR 15
N ] o= 1Yo TSRS 16
1.4.1 ODJELIVO ENETAl i e e e e e e e r e e e e e e e e e nberaeeeeaeeesanrrnns 16
1.4.2 Objetivos ESPECITICOS ottt et e e e e e sabae e e esnaaeeaeas 16
Capitulo 2. MEEOAOIOZIA. .........oeeiiiiiee et e e e et e e e et e e e e e abae e e e bteeeeeabeeeeeeasseeeennsenas 17
2.1 SitiOS @ @STUTIO c..uveeeiie ittt ettt s e s e e s esb e e s be e e sab e e e ne e e s nr e e sreeesaree s 17

2.2 Obtencion y preparacidon de muestras biolOgiCas.......cccccuviiiiciiiiicciiie e 18



2.3 Identificacidn y clasificacion de anormalidades NUCIEAreS .........coccveeeieciiie e 19
B N F [ T =T L] 4 ol LSS PPR PP 22
Capitulo 3. RESUIAOS .........cceeieiie et e e e s e e et e e e st e e s teeesteesnseeessseesnseeanseeesnseeanns 23
3.1 Variacion INTErANUAL......ocuii ettt ettt s e st e e st e e sabe e ebeeessbaeesaseesateesneeesareeen 24
R I A 6l T T [ T - o [PPSR 26
3.3 Diferencias interespecificas en la frecuencia de AN ......c..oooiiciiiiiiciiie e 26
(=T 13 (0] Lo 7 T 1L ol U LY e Y o [P PR 29
R T T T (oY A oY =T o [N T | SRR 32
@ 1YY o LI =Y F- o USRS 32
4.3 Diferencias interespecificas en la frecuencia de AN .......ccuviiieiiiiieiciee e 32
Capitulo 5. CONCIUSIONES ..........oooieiiieiiiiee ettt e et e e e et e e e e e be e e e s e bae e e e abeee e e abeeeesanseeeeesnseeeeennrenas 38
LIteratura CItada .........cooiiiiiei ettt st e sttt s a b e e s be e e ab e e sabeesbaeesabee s 39



viii

Lista de figuras

Figura Pagina
1. Albatros de Laysan (Phoebastria immuULEADILIS).............cccuueeeeicuieieeciiie ettt ectee et e et e e s re e e e saaee e 10
2. Fragata tijereta (Fregata MAGNIfiCENS)....... .o ucuueiieiiie ettt sce e e e e e s bee e e e tae e e e abae e e eabaeeeenranas 11
3. Gaviota bajacaliforniana (Larus lIVENS). .........ouuuee ettt s e e e e tee e e ae e e e nbae e e e araeas 12
4. Pelicano café (Pelecanus OCCIAENTALIS). ..........oouueuueeeeiieiiieeeieeeeee et e eeesaee e e e e e eesrrree e e e e e eeesnsraes 14
S\ T o W [ T Lo T g T T [l <1y { U o [ J PSS 17
6. Tipos de anormalidades NUCIEAES. ......ciiiciiiiiiciee e ee e e bee e e s bee e e s abe e e e ssbeeeesnarenas 20
7. Porcentaje de las anormalidades nucleares encontradas por grupo muestral.. ......cccceeevciveeincieee s, 24
8. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en fragata tijereta.............. 25
9. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de gaviota

bajacaliforNiana POI @M0.. ...uiii i e e e et e e e s e e e e abreeeenareeas 25
10. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en fragata tijereta por clase
11. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de gaviota

bajacaliforniana y pelicano café capturados €n 2021.........coooiuiiiiiiiiiie i 27

12. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de fragata tijereta
y gaviota bajacaliforniana capturados €n 2020.. ........cccuiiieeciiieeeeiiee e e erre e e e arae e 28

13. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en adultos de fragata tijereta
y albatros de Laysan capturados €N 2020..........ccccuiieeeciiieeeeieeeeeiieeeeeeieeeeeeraeeeesaaeeeseraeeeeasaeeeeesraeanas 28



Lista de tablas

Tabla Pagina
1. Resumen de datos de 105 MUESTIEOS. ......ceiuieiiiiieiienie ettt ettt sttt e e b e sbeesane e 18
2. Media de brotes y del total de AN encontradas POr @SPECIE........cceccuveeeieiiieeeiiieee e eere e e e e 23
3. Valores de probabilidad de las pruebas estadisticas empleadas.........ccccocueeeiiiiiee e, 53
4. Media de la frecuencia de anormalidades nucleares por SPeCie. ......ccccevvveeeeeciieeecciiiee e 54

5. Frecuencia de microntcleos y anormalidades nucleares por 10,0007 eritrocitos. .....c.ccovevveereevervrireenen. 55



Capitulo 1. Introduccion

Los ecosistemas marinos son de suma importancia para los humanos y la vida en general. Proveen de una
gran cantidad de bienes y servicios. Algunos de ellos son: recursos alimenticios, secuestro de carbono,
mitigacién de catastrofes naturales, materias primas, recreacion, entre otros (Barbier, 2017). Sin embargo,
estos bienes y servicios se ven amenazados por factores antropogénicos que actian sobre los ecosistemas.
Uno de ellos es la contaminacién, por ejemplo los contaminantes organicos persistentes (POPs por sus
siglas en inglés), los derrames de hidrocarburos, basura sélida, fertilizantes e incluso residuos radioactivos
(Kumar & Prasannamedha, 2021). Estos contaminantes llegan a los océanos al ser vertidos en los efluentes,
la escorrentia de los rios y la precipitacion atmosférica. A diferencia de otras problematicas que afectan a
los ecosistemas marinos, suimpacto aun no es del todo claro (Wilhelmsson et al., 2013). A su vez, no todas
las sustancias liberadas al medio ambiente son igual de preocupantes. El nivel de preocupacion radica en
la repercusion potencial que tienen sobre la biota y esta varia dependiendo de su persistencia y
biodisponibilidad (tasa de eliminacién del medio ambiente), potencial bioacumulacion (capacidad de
acumularse en una mayor concentracién dentro del organismos a comparacién del medio ambiente) y la

toxicidad de las sustancias (Wilhelmsson et al., 2013; Zhu et al., 2020).

En varios estudios se ha reportado que la fauna marina afectada por estos contaminantes es muy diversa.
Sin embargo, uno de los grupos mas estudiados son las aves, especificamente las marinas (Provencher
etal., 2017). Cabe destacar que las aves marinas son un grupo polifilético, el cual mas alld de sus
adaptaciones a los ambientes marinos, se caracterizan por ser especies que dependen totalmente del
medio marino en su ciclo de vida (Croxall et al., 2012). El interés por el estudio de las aves marinas como
indicadores de la contaminacién ocednica recae en caracteristicas como: sus colonias se concentran en
puntos especificos facilitando su monitoreo anual, es relativamente facil obtener muestras durante la
temporada de reproduccién, ademas su posicién como depredadores en la cadena tréfica y la gran
dispersion en periodo no reproductivo, permite conocer la salud de toda una regién (Provencher et al.,

2017).

Estas mismas caracteristicas unidas a la longevidad las hace especialmente vulnerables a la
bioacumulacién y biomagnificacion de contaminantes. Los contaminantes que principalmente afectan a
las aves marinas son los metales pesados, pesticidas, hidrocarburos y plasticos. Sin embargo, la exposicion
a estos contaminantes varia por especie, edad, sexo, fuentes de alimentacion, entre otros factores (Burger

& Gochfeld, 2004; Roman et al., 2016).
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Las aves pueden ser afectadas en diversas formas por los contaminantes marinos, existen dafios fisicos
provocados por piezas pldsticas, generando heridas o perforaciones en el tracto digestivo, falsa saciedad
qgue induce una pobre condicién corporal lo cual puede causar su muerte (Lavers et al., 2014). Mientras
que para las sustancias quimicas como lo pueden ser los compuestos organicos persistentes o metales
pesados, los efectos son diversos, algunos pueden reducir la tasa de eclosion, generar malformaciones,
inmunosupresion e incluso alterar el comportamiento de las aves (Grasman et al., 1998; Larson et al.,

1996; Ottinger et al., 2009).

Para detectar la exposicion de la biota a sustancias toxicas se usan los biomarcadores. En términos
generales, un biomarcador puede ser cualquier respuesta bioldgica detectable o cuantificable ante la
interaccion con alguna sustancia externa (Oost et al., 2003). Estas respuestas pueden ser a nivel molecular,
celular, fisioldgico e incluso conductual (Oost et al., 2003). Los micronucleos (MN) han sido usados como
un biomarcador de la presencia o exposicidn a sustancias genotodxicas y xenobidticos (de Campos Ventura

et al., 2008; Hilgert Jacobsen-Pereira et al., 2018).

Estos micronucleos son pequenos cuerpos de material genético presentes en el citoplasma, originados
durante la mitosis por exposicién a contaminantes que ocasionan problemas como la fragmentacion o
retraso en la division de los cromosomas (Silveira et al.,, 2022). En el ensayo para su identificacion y
cuantificacion se han observado deformaciones de la forma tipica de la membrana nuclear,
denominandose “anormalidades nucleares” (AN), las cuales también se han relacionado a la exposicién a

contaminantes (Canedo et al., 2021).

Estos biomarcadores han sido utilizados ampliamente en diversos taxones como: anfibios, aves, bivalvos,
mamiferos y peces (Alimba & Bakare, 2016; Davis & Floyd, 2014; Kim & Hyun, 2006). Ademas, su formacion
se ve inducida por una amplia gama de contaminantes (Anbumani & Mohankumar, 2015; Bolognesi et al.,

2006; de Faria et al., 2018; de Souza et al., 2017).

En México aun se desconoce mucho sobre cuales son los principales contaminantes a los que se ven
expuestas las aves marinas, su origen y las implicaciones que pueden tener sobre la salud de estas. Por lo
tanto, en este estudio se tuvo como objetivo determinar la frecuencia de anormalidades nucleares en
muestras sanguineas, como biomarcador de exposicién a sustancias genotdxicas en diferentes especies

de aves marinas de la peninsula de Baja California.



1.1 Antecedentes

1.1.1. Prueba de micronucleos y anormalidades nucleares

La prueba de micronucleos es un método ampliamente usado para detectar genotoxicidad. Fue propuesta
por Schmid en 1975 para conocer el efecto toxicoldgico de una sustancia de interés en pequefios
mamiferos de laboratorio. La prueba consiste en contabilizar microntcleos (MN) los cuales son pequenas
fracciones de material genético depositadas en el citoplasma, presentes en una poblacidon celular (Brunetti
et al., 1988; Santos et al., 2017). Estos pueden producirse por la exposicidn a un agente clastogeno,
causando la ruptura de cromosomas, o por la accidon de un agente aneugénico, impidiendo la unién del
huso acromatico al cinetocoro durante la anafase (Schmid, 1975; Vanparys et al., 1990). En adicidn,
diversos estudios han encontrado que la exposicién a genotéxicos no sélo induce la formacién de MN, sino
también genera alteraciones en la morfologia tipica nuclear, las cuales han sido nombradas anormalidades
o anomalias nucleares (AN) (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Ergene et al., 2007; Serrano-Garcia &
Montero-Montoya, 2001). Sin embargo, aun no se conoce con exactitud el mecanismo que hay detrds de

la formacidn de algunas de las anormalidades nucleares descritas (Ergene et al., 2007).

A nivel celular, los efectos de los MN se han relacionado con estrés, especificamente estrés metabdlico a
causa de la ruptura de la proteostasis y del incremento de la actividad de glicolisis, ademas, se sugiere una
causalidad mutua con el cadncer, mientas que su relacién con la senescencia y muerte celular no es tan
clara (Bhatia & Kumar, 2013; Guo et al., 2019). Tanto MN como otras AN, podrian estar implicadas en ciclos
de ruptura-fusién-puente (Fenech & Crott, 2002). Estos ciclos implican la ruptura del extremo de un
cromosoma (comunmente en los teldmeros), después durante la replicacion se genera una cromatida
hermana con el mismo segmento faltante, la carencia de estos teldmeros genera la fusidn de los extremos
de una cromatida con la otra. Posteriormente, en el anafase, las cromatidas son arrastradas a los polos
celulares formando un puente que sera roto por la tension mecanica generada. Este proceso puede
repetirse ya que las cromatidas aun continudan sin telémeros (Lo et al., 2002; McClintock, 1941). A su vez,
estos ciclos generan inestabilidad cromosémica y pueden estar implicados en la tumorogénesis (Jallepalli

& Lengauer, 2001).

La prueba de micronucleos ha sido ampliamente usada gracias a su bajo costo, su sencillez y rapidez, asi
como por su alta sensibilidad, siendo idénea para detectar y monitorear la exposicidon de la biota a

contaminantes ambientales (Canedo et al., 2021). Por ello, los micronucleos y las anormalidades nucleares



4
se han utilizado como biomarcadores en diferentes taxones de animales como peces, reptiles, anfibios,

moluscos, aves, entre otros (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Benvindo-Souza et al., 2020; Bolognesi &

Hayashi, 2011; Ghaffar et al., 2018; Matter & Schmid, 1971; Strunjak-Perovic et al., 2010).

Entre los contaminantes capaces de generar una respuesta detectable en este ensayo se encuentran
diversos genotdxicos como metales pesados, hidrocarburos, agroquimicos, aguas residuales e incluso
radiacion (Benvindo-Souza et al., 2020; Cavas & Ergene-Goziikara, 2005). En aves se ha probado su eficacia
en estudios experimentales con diferentes contaminantes como son, aguas residuales de teneria (curtido
de pieles), compuestos antitumorales (Mitomicina C), insecticidas, lixiviados de vertederos, arsénico y
urea, entre otros (Alimba & Bakare, 2016; de Faria et al., 2018; de Souza et al., 2017; Ghaffar et al., 2018;
Gomez-Meda et al., 2006). Estos estudios han mostrado la relevancia y seguridad en el uso de este
biomarcador, ya que se encontro relacién entre la concentracién del contaminante y la frecuencia de AN,
pudiéndose considerar como en ensayo adecuado para su uso en vida silvestre (Alimba & Bakare, 2016;

de Faria et al., 2018).

En los estudios realizados en aves silvestres se han identificado diferentes factores extrinsecos e
intrinsecos que pueden influir en las frecuencias de AN presentes en dichos organismos siendo el habitat
el principal factor extrinseco identificado. Las aves presentes en paisajes agricolas exhiben una mayor
frecuencia de AN, en comparacidn con aquellas encontradas en ambientes pristinos e incluso urbes. Esto
como consecuencia de la exposicién a los agroquimicos (Mendez et al., 2022; Silveira et al., 2022). A su
vez, también las urbes actian como fuentes de genotdxicos, particularmente por los contaminantes
atmosféricos generados por la combustién de vehiculos de motor. Por ello, aves en habitats cercanos a

ciudades con un alto tréfico vehicular podrian verse afectadas (Baesse et al., 2019).

Dentro de los aspectos intrinsecos a las aves se encuentra la capacidad de desplazamiento. Las aves
migratorias o aquellas que realizan grandes desplazamientos podrian ser mas vulnerables a la acumulacion
de AN, debido al incremento en la posibilidad de exponerse o ingerir contaminantes. Ademas, este riesgo
se incrementa previo y durante el periodo reproductivo, como consecuencia del forrajeo intensivo, asi
como por las exigencias metabdlicas implicadas (Tsarpali et al., 2020). La edad también ha sido un factor
de interés ante la acumulacion de AN. Ziiiga-Gonzalez y colaboradores (2000) propusieron a partir de sus
resultados que el sistema reticuloendotelial, involucrado en la eliminacidén de estas anormalidades podria
pasar por un periodo de maduracién, que se da conforme la edad de los organismos avanza. Por lo tanto,
individuos adultos serian menos propensos a acumular MN y AN, en comparacion con los juveniles. Esta

hipdtesis se ha visto apoyada por algunos estudios (Quero et al., 2016; Santos et al., 2017; Silveira et al.,
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2022). Por ultimo, a pesar de que la dieta se ha identificado como un importante factor ante el consumo
de contaminantes (Abbasi et al., 2015; Caldwell et al., 2020; Roman et al., 2016), su influencia sobre la
generacion de AN ha sido poco abordada. Souto y colaboradores (2018) analizaron la frecuencia de MN
en las comunidades de aves presentes en las plantaciones de café en Brasil, sus resultados indican que las
aves con una dieta omnivora podrian ser mas propensas a la exposicion de agroquimicos, debido a la
diversificacion de su dieta. La mayoria de estos estudios estan limitados a unas cuantas especies de los
ordenes Ciconiiformes, Passeriformes, Columbiformes y Falconiformes (Frixione & Rodriguez-Estrella,
2020; Quero et al., 2016; Santos et al., 2017), por lo que la influencia de estos factores podria ser diferente
para otros grupos de aves, asi como en los diferentes ecosistemas. A su vez, la influencia del nivel tréfico
de las aves sobre la vulnerabilidad ante los genotdxicos no ha sido abordado previamente, sin embargo,
diversos estudios de contaminantes indican que las aves en niveles mas altos tienen una mayor
bioacumulacién de contaminantes debido a la biomagnificacion de los mismos (Abbasi et al., 2015; Elliott
et al.,, 2015; Sebastiano et al., 2017). Por ello, aves en niveles troficos altos podrian tener mayores

frecuencias de AN.

Respecto a las aves marinas, algunas de las especies que se han analizado son: pingliino de Adelia
(Pygoscelis adeliae), pingliino de barbijo (Pygoscelis antarcticus), pinglino de pico rojo (Pygoscelis papua)
(De Mas et al., 2015; Olmastroni et al., 2019), pagalo surefio (Stercorarius maccormicki) (Kursa & Bezrukov,
2008), gaviota meridional (Larus dominicanus) (Frixione etal.,, 2022), gaviota occidental (Larus

occidentalis) y pardela mexicana (Puffinus opisthomelas) (Quintero-Vidales, 2021).

La mayoria de estos estudios son exploratorios, buscando establecer una linea base en la frecuencia de
AN, aunque dos de estas publicaciones cuestionan el rol ante la acumulacién de dafio en el genoma de
distintos factores como la edad, dieta, nivel tréfico y zonas de forrajeo. De Mas y colaboradores (2015)
analizaron las frecuencias de AN en tres especies simpatricas de pingliinos del género Pygoscelis y
encontraron que el pingiiino de Adelia (Pygoscelis adeliae), fue la especie con una mayor frecuencia de
AN. Aunque no esta claro que factores podrian influir en estas diferencias, se sugiere que podrian deberse
ala dieta, a las diferentes zonas de invernada o a la sensibilidad especifica (De Mas et al., 2015). En nuestro
grupo de trabajo, Quintero-Vidales (2021) analizé la frecuencia de MN y AN en dos especies: la gaviota
occidental (L. occidentalis) y la pardela mexicana (P. opisthomelas), tanto en pollos como en aves adultas
y observd que existia una mayor frecuencia de AN en los pollos en comparacion con los adultos. También
encontrd que la pardela presentd una mayor frecuencia de AN en ambas clases de edad al comparar con
la gaviota. Estos resultados fueron atribuidos al nivel tréfico de cada especie y a las diferentes fases de

desarrollo (Quintero-Vidales, 2021). Ademads, recientemente se ha empleado este biomarcador en
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embriones de aves marinas de la costa de Sinaloa, donde se observé un decremento en la frecuencia de

micronucleos conforme al desarrollo de los embriones (Ceyca-Contreras et al., 2023).

1.1.2. Mecanismos de reparacion del ADN y destinos de los MN

La generacién de MN comunmente se asocia con rupturas de la doble hebra (DSB por sus siglas en inglés)
(Terradas et al., 2009). A su vez, las DSB pueden repararse o prevenirse a través de diferentes respuestas
de reparacién como la recombinacion homologa (HR por sus siglas en inglés), la reparacidn por escision de
bases (BER por sus siglas en inglés), la unién de extremos no homadlogos (NHEJ por sus siglas en inglés) o
la reparacion por escision de nucledtidos (NER por sus siglas en inglés) (Mirza-Aghazadeh-Attari et al.,

2019).

Recombinacién homologa (HR): esta reparacién ocurre durante la replicacion del material genético, antes
de la mitosis, y a partir de un molde o hebra homologa intacta (Wyman et al., 2004). Es un mecanismo
esencial para la reparacion de lesiones en el ADN asi como en el mantenimiento de los teldmeros (Li &
Heyer, 2008). Consta de tres fases: 1) pre-sinapsis: las enzimas generan dos extremos monocatenarios en
el sitio donde ocurrié la DSB, 2) sinapsis: una de las cadenas dafiadas invade a la doble cadena donde es
homologa. Esto genera un bucle y posteriormente la otra cadena se une a su homdlogo o se genera
nuevamente una invasién y 3) se realiza la sintesis del ADN y posteriormente se separan las uniones
establecidas entre las hebras (resolucidn). Finalmente, las hebras se unen con sus cadenas originales

(ensamblaje) (Krejci et al., 2012; Li & Heyer, 2008; Wyman et al., 2004).

Reparacidn por escision de bases (BER): este sistema de reparacion actua ante lesiones en el ADN como
metilaciones, pérdida hidrolitica de bases y oxidacidon de bases, causadas por mutdgenos enddgenos y
exdgenos (Dianov & Hiibscher, 2013). A pesar de que el BER no actla en eventos de ruptura de la doble
cadena, es un sistema fundamental para prevenirlos, ya que sin su intervencidn la horquilla de replicacidon
podria sufrir un colapso al encontrarse con la base dafada (Ensminger et al.,, 2014). La reparacion
comienza por el reconocimiento de una ADN glicosilasa especifica hacia la base dafiada, la cual genera un
corte en el enlace glicosidico, posteriormente una endonucleasa actua sobre el enlace fosfodiéster
eliminado la base dafiada, para después reclutar una polimerasa que afnade la base complementaria y

finalmente una ligasa cierra la cadena (Dianov & Hibscher, 2013).

Unidon de extremos no homodlogos (NHEJ): este mecanismo es capaz de arreglar rupturas de la doble



7
cadena, restableciendo la continuidad de los cromosomas. Sin embargo, al no tener un molde y solamente
unir ambas cadenas, se pueden generar inserciones o deleciones, alterando la secuencia en la zona del
dafio (Deriano & Roth, 2013). La reparacion inicia con el reconocimiento de la ruptura por el complejo Ku,
posteriormente una quinasa sefiala la ruptura activando asi a las proteinas reparadoras como Artemis,

para finalmente cerrar la cadena mediante una ligasa (Burma et al., 2006).

Reparacidon por escision de nucledtidos (NER): este sistema estd encargado de arreglar lesiones
voluminosas en el ADN (p. e]. dimeros de timina), causados por radiaciéon UV, mutdgenos y algunas drogas
(Sancar & Tang, 1993; Schérer, 2013). A pesar de que consideraba exclusivo para dafios en una sola cadena,
recientemente se ha sugerido que algunos de los genes NER tienen un papel fundamental ante rupturas
de la doble hebra (Zhang et al., 2009). El sistema de reparacion NER tiene dos rutas; la ruta global genémica
(GG-NER) vy la ruta acoplada a la transcripcion (TC-NER) (Marteijn et al., 2014). La ruta GG-NER actua en
cualquier parte del genoma, mientras que la TC-NER ocurre en genes que estan siendo transcritos, siendo
la ARN polimerasa la iniciadora de esta ruta, mientras que la GG-NER es iniciada por el factor XPC-RAD23B
(Scharer, 2013). Después del reconocimiento del dafio, el factor de transcripcion general IIH, abre el ADN
y verifica el dafio para que después el complejo proteico genere un corte en el extremo 5°, comenzando
con la sintesis complementaria del ADN. Una vez realizada la sintesis se realiza el corte en el extremo

3’liberando el fragmento sustituido, y por ultimo una ligasa cierra la secuencia (Scharer, 2013).

Se ha observado que en el nucleo principal la capacidad por efectuar una reparacion eficiente es comun,
mientras que en los MN esto es diferente, a pesar de todos estos mecanismos mencionados anteriormente
(Terradas et al., 2009). Por ejemplo, la proteina y-H2AX se expresa de manera correcta tanto en el nicleo
principal como en los MN de células expuestas a radiacion (Terradas et al., 2009). Esta proteina es la
version fosforilada de H2AX, una variante de la histona H2A, encontrada en interaccidén con otras histonas
y el ADN, generando nucleosomas, mientras que la versidn fosforilada actia como etiqueta induciendo
procesos de reparacion del ADN (Kuo & Yang, 2008). A su vez, existen dos patrones de etiquetado por y-
H2AX: el patrén discreto el cual ocurre de manera focalizada al sitio de dafio, y el continuo, presente en
todo el MN. El patrén de etiquetado dominante varia en funcién del tiempo; a las pocas horas que ocurre
la ruptura de la doble hebra se observa de manera abundante el etiquetado discreto. Sin embargo, si el
dafio no logra repararse, el etiquetado continuo podria actuar como un marcaje para realizar la apoptosis.
Ambos patrones de etiquetado se expresan de igual manera tanto en el nicleo como en el MN (Terradas
et al., 2009). A pesar del eficaz etiquetado por y-H2AX observado en los MN, la expresién de los factores
53BP1 y MRE11 es bastante limitada (Terradas et al., 2009). La proteina MRE11 es parte del complejo

MRN, un factor esencial para la reparacién de las DSB y uno de los primeros en actuar, estd implicado en
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el reconocimiento, sefializacién y posterior reparacion del ADN, ya sea por recombinacién homéloga (HR)
o por unidon de extremos no homdlogos (NHEJ) (QIU & HUANG, 2021; Terradas et al., 2010). Mientras que
la proteina 53BP1, al igual que el ciclo celular, influye en la eleccidn de una via de reparacidn ante la DSB,
principalmente promoviendo la NHEJ a la vez que suprime la HR. Ademas tiene diversas interacciones
implicadas en la apoptosis y autofagia (Mirza-Aghazadeh-Attari et al., 2019). A su vez, el sistema de
reparacion a usar puede depender de diversos factores como el ciclo celular, la reparacién por HR puede
ocurrir en la fase de sintesis (Fase S) o en la fase Gap 2 (Fase G2) del ciclo celular, debido al requerimiento
de una cromatida hermana, mientras que la NHEJ puede actuar en cualquier fase (QlU & HUANG, 2021).
Estos resultados sugieren que sélo algunos MN son capaces de generar una respuesta completa y eficiente

para la reparacién del ADN (Terradas et al., 2009, 2010).

Cuando se reparan los dafios del nucleo principal originados por la formaciéon de MN, se puede evitar la
apoptosis o la senescencia; sin embargo, el MN podria tener diferentes destinos (Terradas et al., 2010). De
acuerdo con Guo y colaboradores (2019), los MN podrian tener al menos cinco posibles destinos:

persistencia, reincorporacion, disrupcién, degradacion y extrusion.

Persistencia: El micronucleo persiste o se conserva en el citoplasma durante uno o mas ciclos celulares.
Esto podria ocurrir debido a dafios en el centrémero que imposibilitan su alineaciéon del cromosoma o
fragmento a la placa metafasica; por lo cual, el MN es heredado a las células hijas (Guo et al., 2019;

Hintzsche et al., 2017; Yasui et al., 2010).

Reincorporacién: El MN puede reincorporarse en el nucleo principal durante la siguiente mitosis, esto

puede ocurrir de dos formas: 1) Cuando el MN contiene un cromosoma replicado que es capaz de
ensamblar el cinetocoro. Este puede alinearse en la placa metafasica y continuar con el proceso de mitosis
de manera normal, o 2) el MN puede incorporarse en la periferia del nucleo de la célula hija durante la

mitosis, gracias a la cercania fisica de ambos (Crasta et al., 2012; Guo et al., 2019).

Disrupcién: Algunos MN tienen una envoltura nuclear “defectuosa” carente de algunos componentes de
la membrana, por ello la envoltura puede colapsar exponiendo el ADN a la degradacién por nucleasas, o

en su ausencia esto podria llevar a la cromotripsis (Guo et al., 2019; Hatch et al., 2013).

Degradacién: Los MN son envueltos por vesiculas (autofagosomas) y transportados a los lisosomas para
su reciclaje. Los mecanismos de sefalamiento de los MN para su degradacion aun no son del todo claros

(Guo et al., 2019; Rello-Varona et al., 2012).
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Extrusién: En este proceso el MN es expulsado de la célula, siendo cubierto por la membrana
citoplasmatica, formando una “pequefia célula”. Parece ser un proceso aleatorio y poco comun, que
ademads, podria permitir la transferencia del MN a otra célula, asi como de otros elementos
extracromosémicos como los genes virales, pero su comprension es muy limitada (Guo et al., 2019;

Shimizu, 2011).

1.1.3 Especies de estudio

1.1.3.2 Albatros de Laysan (Phoebastria immutabilis)

El albatros de Laysan es una especie perteneciente al orden Procellariiformes que se distribuye
ampliamente en el hemisferio norte del océano Pacifico. Esta especie cuenta con colonias en la isla
japonesa Chichi-jima, en el archipiélago hawaiano; asi como en las islas mexicanas Guadalupe, Clarién y
San Benedicto (Fig. 1) (Awkerman et al., 2020; Cousins et al., 2001; Howell & Webb, 1995). Respecto a su
estado de conservacion de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010), la
especie se encuentra clasificada como “amenazada”, mientras que para la Unidén Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) se encuentra como “casi amenazada”.

Su dieta se especializa en calamares, aunque también se puede alimentar de diversas especies de peces
teledsteos (Gagne etal., 2018; Nakatsuka etal., 2021; Pitman et al., 2004). Debido a la evidencia
contrastante, parece que el albatros de Laysan es una especie oportunista, que puede alimentarse tanto
de carrofia como de presas que él mismo captura (Nakatsuka et al., 2021; Nishizawa et al., 2018; Pitman
et al.,, 2004). Su gran capacidad de vuelo le permite desplazarse por grandes distancias en busca de
alimento, durante la temporada de reproduccidn pueden realizar viajes de forrajeo de hasta 420 km lejos

de la colonia (Herndndez-Montoya et al., 2019).

Estas caracteristicas se ven reflejadas en el andlisis de isotopos estables, teniendo valores de 8°N entre

13.7 a 14.5, y de 8'3C entre -19.8 a -18.9 (Finkelstein et al., 2006; Suryan & Fischer, 2010).

En México la temporada de reproduccién ocurre entre noviembre y mayo (Howell & Webb, 1995). La
hembra pone un solo huevo el cual es incubado por 64 dias hasta su eclosién. Ambos progenitores

participan en la construccidn del nido, incubacién y alimentacién de la cria hasta que esta sea capaz de
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volar (Rice & Kenyon, 1962). El pollo abandona la colonia aproximadamente a los 165 dias de edad y
regresara hasta alcanzar los 3 afios; sin embargo, hasta los 8 afios cuando haya alcanzado la madurez
sexual buscara pareja, con la cual se reproducird cada temporada en el mismo lugar donde una vez

nacieron (filopatria) (Fisher, 1976; Rice & Kenyon, 1962).

Figura 1. Albatros de Laysan (Phoebastria immutabilis). Fotografia: Yuri Albores.

1.1.3.3Fragata tijereta (Fregata magnificens)

La fragata tijereta en un ave marina suliforme que habita las regiones tropicales y subtropicales de
América, asi como una pequefia regién cercana a Africa Occidental (Diamond & Schreiber, 2020) (Fig. 2).
Esta ave y sus congéneres no cuentan con plumas que repelan el agua, lo que las hace diferentes a otras
aves marinas y por ello han desarrollado estrategias de alimentacién particulares (Carlos et al., 2017).
Respecto a su estado de conservacidn esta especie no se encuentra dentro de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-SEMARNAT-2010), mientras que para la Unidn Internacional para la Conservacién de la

Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) se encuentra en “preocupacion menor”.

Es una especie especialista que basa su dieta principalmente en peces (96.8 %), pertenecientes a las

familias Serranidae, Triglidae, Bothidae, etc. Seguido por cefalépodos (2.3 %) y crustaceos (0.9 %) (Calixto-



11
Albarran & Osorno, 2000). A través del analisis de regurgitaciones, se ha sugerido que estas aves son
oportunistas; obteniendo hasta mas del 65% de sus presas de los descartes de barcos camaroneros,
mientras que por depredacidn obtienen un 26 % de su dieta, que son peces capturados en la superficie, y
solo el 6.4 % restante proviene del cleptoparasitismo hacia otras aves marinas, sin embargo la proporcién

de su dieta varia en cada colonia (Calixto-Albarran & Osorno, 2000).

Figura 2. Fragata tijereta (Fregata magnificens). Fotografia: Jorge Andrés Morales.

Durante la temporada de anidacién, las fragatas pueden realizar vuelos cortos por la costa o grandes
recorridos pelagicos de hasta casi 1,000 kildémetros del nido para buscar alimento (Austin et al., 2019). Los
machos realizan en su mayoria vuelos pelagicos, mientras las hembras optan por vuelos costeros mas
cercanos a la colonia, generando asi una segregacion sexual (Austin et al., 2019; Giambalvo et al., 2022).
El andlisis de sus isotopos estables tiene valores de 6°N entre 13.7 y 14.5, y valores de §3C entre -15.1 a
-15, estos valores pueden ser comunmente influenciados por la dieta oportunista, al alimentarse de

descartes (Sebastiano et al., 2016, 2017).

En México la temporada de reproduccion ocurre entre noviembre y julio (Osorno, 1996). La hembra pone
un solo huevo el cual ambos padres incubardn y alimentaran una vez que este eclosione. Sin embargo, en
un periodo muy amplio que va desde los 19 a los 160 dias de edad, el pollo es abandonado por el macho,

dejando a la hembra a cargo (Osorno, 1999; Trivelpiece & Ferraris, 1987). La hembra cuidara al pollo hasta
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ser un volantdn e inclusive puede seguir alimentando al individuo juvenil por varios meses (Diamond &

Schreiber, 2020; Trivelpiece & Ferraris, 1987).

1.1.3.4 Gaviota bajacaliforniana (Larus livens)

Esta especie de charadriiforme se distribuye a lo largo del golfo de California, siendo la Unica ave marina
endémica de esta region (Fig. 3) (Patten, 2020). Respecto a su estado de conservacién de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010), la especie se encuentra clasificada como “sujeta a

III

proteccion especial”, mientras que para la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN

por sus siglas en inglés) se encuentra en “preocupacién menor”.

Figura 3. Gaviota bajacaliforniana (Larus livens). Fotografia: Jorge Andrés Morales.

Es una especie generalista y oportunista, por lo que su dieta puede variar en escala temporal y espacial;
sin embargo, se ha identificado que gran parte de su dieta se basa en la depredacién del petrel minimo
(Hydrobates microsoma), huevos de otras aves marinas, asi como de crustaceos y peces, e incluso del
canibalismo (Flores-Martinez et al., 2015; Hand et al., 1981). Estas presas son obtenidas de la zona
intermareal, de la superficie del agua o de aguas poco profundas (Hand et al., 1981; Patten, 2020). Estos

habitos se ven reflejados en los valores de isotopos estables: §°N entre 20.6 y 21.2, mientras que los
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valores de 83C estédn entre -14.8 y -13.8 (Aurioles-Gamboa et al., 2013; Bldzquez et al., 2016).

En México la temporada de reproduccién ocurre entre marzo y junio (Zarate-Ovando, 2001). Durante la
reproduccion pueden poner hasta 3 huevos de manera asincrénica, en algunas colonias se tiene un éxito
de 0.5 £ 0.50 volantones por nido (Lozano et al., 2004). La incubacién de los huevos dura un periodo de 30

dias y a los 56 dias después de la eclosidn los volantones alzan el vuelo (Zarate-Ovando, 2001).

1.1.3.5 Pelicano café (Pelecanus occidentalis)

El pelicano café es una especie costera perteneciente al orden Pelecaniformes. Se distribuye en el
continente americano donde habita ambientes principalmente cdlidos, encontrandose en las costas del
Pacifico; desde el norte de Estados Unidos, hasta el sur de Ecuador, asi como en las costas colindantes al
(Fig. 4) (Shields, 2020). Respecto a su estado de conservacién de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-SEMARNAT-2010), la especie se encuentra clasificada como “amenazada”, mientras que para
la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) se encuentra

en “preocupacién menor”.

Su dieta es piscivora, aunque puede variar dependiendo de la region geografica, por ejemplo; en la parte
norte del golfo de México se alimenta principalmente de la lacha escamuda (Brevoortia patronus),
mientras que en California su principal presa es la anchoveta nortefia (Engraulis mordax) (Anderson et al.,
1975; Lamb et al., 2018). Ambas especies de peces se pueden encontrar en la superficie del mar, donde el
pelicano es capaz de atraparlas dentro de su saco gular al lanzarse en picada desde hasta 15 metros de
altura (Carl, 1987; Schreiber et al., 1975). El andlisis de isotopos estables tiene valores de 6°N entre 13.9
y 17.4, y valores de 8*3C entre -17.4 a -14.5, esta gran diferencia podria deberse a disparidades en los sitios
de estudio, asi como por el periodo dentro del ciclo de vida de las aves en la que se realizaron los muestreo

(Newtoff & Emslie, 2017; Schoeninger & DeNiro, 1984).

En México la temporada de reproduccion ocurre entre diciembre y julio (Hernandez-Vazquez et al., 2011).
El tamafio de puesta puede variar entre 1 hasta 4 huevos, aunque cominmente sélo uno de los pollos
sobrevive (Pinson & Drummond, 1993; Schreiber, 1977). Tienen cuidado biparental; incuban el huevo por
un periodo de 30 dias alcanzando la eclosidn, para posteriormente alimentar al pollo hasta que es capaz

de volar después de las 11 semanas (Schreiber, 1977).
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Figura 4. Pelicano café (Pelecanus occidentalis). Fotografia: Jorge Andrés Morales.

1.2 Justificacion

Las aves marinas son el grupo de aves mas amenazadas en el mundo, de acuerdo con la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés). El 28% de ellas se
encuentran clasificadas como amenazadas, el 10% como casi amenazadas y el 5% se encuentran en peligro
critico de extincién. Las principales causales de esto son la introduccién de especies exdticas invasoras, la
captura incidental, el cambio climatico, las condiciones meteoroldgicas atipicas y la contaminacion

antropogénica (Croxall et al., 2012).

Para el caso particular de México, este es el octavo pais con un mayor nimero de especies protegidas, el
tercero con mayor riqueza de especies y el cuarto en nimero de endemismos (Croxall et al., 2012). Gracias
a su amplia franja costera y a sus mas de 3,000 islas, México cuenta con 109 especies de aves marinas de

las cuales, 25 de ellas se reproducen en territorio nacional (Albores-Barajas et al., 2020).

A pesar de la importancia que representa México para la conservacion de las aves marinas, la informacién
necesaria para establecer medidas de proteccidn oportunas es insuficiente, ya sea por su ausencia o

porque esta desactualizada. Para ello se requiere realizar investigacion sobre aspectos bdsicos como su
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estado de salud, demografia y movimientos, ademas es primordial identificar cudles son las problematicas
locales y especificas a las que se enfrentan las especies aqui estudiadas. En este estudio abordamos una
de las amenazas mas comunes para las aves marinas: la contaminacién. Para indagar en esto, se empled
la prueba de micronucleos y anormalidades nucleares para asi determinar si existe una exposicion a

sustancias genotodxicas.

La seleccidn de fragata tijereta, la gaviota bajacaliforniana y el pelicano café se debe a que son especies
abundantes que anidan en el archipiélago Espiritu Santo, lo que facilita su captura y obtencion de
muestras. Ademas, durante la temporada reproductiva se alimentan dentro de la bahia de La Paz, asi como
en zonas aledanas, esto los hace adecuados bioindicadores para este parque nacional. Asimismo, el
albatros de Laysan es una especie ideal como bioindicador, ya que tiene un alto nivel tréfico, es longevo y
forrajea en grandes areas, recabando informacién representativa de una vasta regién geografica. Al
encontrarse en una locacion completamente diferente a las especies anteriores, brinda una perspectiva
mas amplia sobre la genotoxicidad en las aves marinas. En adicién, basandonos en el nimero de parejas
reproductoras presentes, la poblacidon de albatros de isla Guadalupe es la mas importante en México
(Pitman et al., 2004). De manera general, no se han realizado estudios previos enfocados a la exposicién
de contaminantes, por lo que se desconoce la preocupacién que podria representar esta amenaza para

estas cuatro especies y poblaciones.

En el presente estudio se determind la frecuencia de anormalidades nucleares en cada una de las especies
analizadas. Posteriormente, se realizaron comparaciones de las frecuencias de AN entre clases de edad,
asi como entre diferentes afios y especies. Cabe mencionar que son pocos los estudios que han analizado
estos biomarcadores en especies simpatricas, lo cual permite identificar las caracteristicas ecoldgicas que

hacen mas susceptible a una especie que otra ante la exposicidon a contaminantes.

Este estudio generd una referencia de daiio genotdxico para futuros monitoreos de contaminantes en la
peninsula de Baja California. Esto permitira detectar posibles cambios en las frecuencias de AN a través
del tiempo, siendo el primer andlisis de su tipo para estas especies de aves en México. Asimismo, servird

como referencia para otros estudios.

1.3 Hipaétesis

Hi: La frecuencia de AN se asociara con el nivel trofico de las aves, es decir las aves con un nivel tréfico

mas alto presentaran una mayor frecuencia de AN, debido a la biomagnificacion.



16

H,: Los pollos de fragata tijereta tendran una mayor frecuencia de AN en comparacion a los adultos, debido

a la maduracién del sistema reticuloendotelial implicado en la eliminacién de AN.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de anormalidades nucleares en muestras sanguineas de albatros de Laysan (P.
immutabilis) de la colonia ubicada en la Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe. Asi como en la fragata
tijereta (F. magnificens), la gaviota bajacaliforniana (L. livens) y el pelicano café (P. occidentalis) del Parque
Nacional Archipiélago de Espiritu Santo, en la peninsula de Baja California, durante sus respectivas

temporadas de reproduccion en los afios 2020 y 2021.

1.4.2 Objetivos Especificos

1.- Determinar si existe una variacién intraespecifica en la frecuencia de AN en la fragata tijereta y la

gaviota bajacaliforniana entre los afios 2020 y 2021.

2.- Comparar la frecuencia de AN entre pollos y adultos de fragata tijereta.

3.- Comparar la frecuencia de AN entre especies de aves marinas de la peninsula de Baja California.



17

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sitios de estudio

Durante el mes de febrero de 2020 se obtuvieron muestras sanguineas de individuos adultos de albatros
de Laysan (n = 19) pertenecientes a la colonia de la Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe (29°01'13.9"N
118°16'30.3"W). Esta isla se ubica en el Pacifico al noroeste de México, a 260 km de las costas del estado
de Baja California. Las muestras sanguineas de fragata tijereta (n = 51), gaviota bajacaliforniana (n =32) y
de pelicano café (n = 19) fueron obtenidas en sus colonias ubicadas en el Parque Nacional Archipiélago de
Espiritu Santo, al noreste de la ciudad de La Paz (Fig. 6) (Tabla 1). Especificamente las muestras de fragata
se obtuvieron el 22 de junio de 2020 y el 3 de mayo del 2021, en la colonia ubicada en Bahia San Gabriel
(24°25'35.8"N 110°20'54.8"W). Las muestras de gaviota se obtuvieron los dias 15, 18, 24 y 26 de mayo de
2020, y el 21 y 26 mayo de 2021 en la isla San Juan Nepomuceno (24°17'15.5"N 110°20'21.8"W). Las
muestras de pelicano se obtuvieron el 29 de abril y 26 de mayo del 2021 en islote Ballena (24°28'59.0"N
110°24'11.9"W). La edad aproximada en la que los pollos fueron muestreados fue de 2 - 3 semanas en

fragatas, 3 - 4 semanas en gaviotas y 5 - 7 semanas en pelicanos.

disla Guadalupe

n. Nepomuceno

r.

Figura 5. Mapa de las zonas de estudio. a) Peninsula de Baja California, b) Isla Guadalupe y c) Archipiélago Espiritu
Santo.
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Todas las aves fueron capturadas a mano durante el dia, a excepcion de las fragatas que fueron capturadas

por la noche. Las aves fueron capturadas y manipuladas bajo el permiso de colecta SGPA/DGVS/11942/19,
su prorroga SGPA/DGVS/05216/20, y su renovacién SGPA/DGVS/06533/21.

Tabla 1. Resumen de datos de los muestreos.

Especie Sitio Ao Edad n Abreviatura
F. magnificens Archipiélago Espiritu Santo 2020 Adultos 15 FRMA2020A
F. magnificens Archipiélago Espiritu Santo 2020 Pollos 21 FRMA2020P
F. magnificens Archipiélago Espiritu Santo 2021 Adultos 15 FRMA2021A

L. livens Archipiélago Espiritu Santo 2020 Pollos 20 LALI2020P

L. livens Archipiélago Espiritu Santo 2021 Pollos 12 LALI2021P
P. occidentalis Archipiélago Espiritu Santo 2021 Pollos 19 PEOC2021P
P. immutabilis Isla Guadalupe 2020 Adultos 19 PHIM2020A

Para la obtencién de muestras de sangre en pollos, se perforé la vena tarsal, mientras que para los adultos
se optd por la vena braquial. Ambos procedimientos se realizaron con agujas de 0.45 mm, limpiado
previamente la zona de puncidn con alcohol al 70%. Posterior a la perforacidon, con un tubo capilar con
anticoagulante de heparina de litio, se tomd la sangre resultante de la puncidn, esto para el procedimiento
en pollos. Mientras que, para los adultos la sangre se extrajo usando una jeringa. Se prepararon laminillas
sanguineas siguiendo el método de barrido (Vives Corrons et al., 2004). En el extremo de un portaobjetos
de cristal, se colocd una gota de sangre, posteriormente con la ayuda de otro portaobjetos se extendid la
muestra. Los frotis se secaron al aire y se marcaron con los datos correspondientes para la identificacion

de la muestra (Labrada-Martagén et al., 2019; Quintero-Vidales, 2021).

2.2 Obtencion y preparacion de muestras bioldgicas

Para la obtencién de muestras de sangre en pollos se perford la vena tarsal-metatarsal, con una aguja de
0.45 mm, limpiado previamente la zona de puncidn con alcohol al 70%. Posterior a la perforacién, en un
tubo capilar con anticoagulante de heparina de litio, se tomé la sangre resultante de la puncidn. Para las
aves adultas se siguid el mismo procedimiento, pero la sangre se extrajo de la vena braquial usando una
jeringa. Se prepararon laminillas siguiendo el método de barrido (Vives Corrons et al., 2004). En el extremo
de un portaobjetos de cristal, se colocé una gota de sangre, posteriormente con la ayuda de otro
portaobjetos se extendid la muestra. Los frotis se secaron al aire y se marcaron con los datos

correspondientes para la identificacién de la muestra.
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El procedimiento de tincién de las laminillas y obtencion de imagenes se realizé en los laboratorios de
“Ecologia de la Salud” perteneciente a la Facultad de Ciencias en la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi (UASLP) en colaboracion con la Dra. Vanessa Labrada Martagdn y en el “Laboratorio de Ensamblaje
Viral y Sistemas Bioldgicos” a cargo del Dr. Mauricio Comas Garcia, en el Centro de Investigacién en
Ciencias de la Salud y Biomedicina. Se utilizé el protocolo de tincién para la prueba de micronucleos para
muestras de sangre periférica de tortugas marinas, establecido por Labrada-Martagén y colaboradores
(2019), el cual fue posteriormente estandarizado para muestras sanguineas de aves marinas por Quintero-
Vidales (2021). Brevemente, las laminillas fueron fijadas con etanol al 80% durante 5 minutos en vasos
coplin. Después se tifieron por 5 minutos en una solucién de naranja de acridina (Sigma CAS No. 10127-
02-3) disuelta en buffer de fosfatos en una relacién de 0.01 g por cada 100 ml y un pH final de 7.4.
Posteriormente las laminillas fueron transferidas a una solucidn buffer de fosfatos durante otros 5 minutos
para su lavado. Finalmente se escurrieron en una charola con papel absorbente, para después secarse en
un horno a obscuridad a 45°C durante 20 minutos. Durante el proceso de tincion se evitd la exposicidn a
la luz ambiental tanto del colorante como de las laminillas tefidas para prevenir la fotodegradacién del
colorante. Posteriormente, se tomaron fotografias digitales de las laminillas para lo cual se utilizé un
microscopio de fluorescencia equipado con camara (BioTek Lionheart FX Automated Microscope). Las
fotos fueron tomadas con una magnificacién de 60x y una longitud de onda de 490 nm. Previo a la
observacién de cada muestra en el microscopio, se agregd una gota de solucién buffer de fosfatos al frotis
y posteriormente se colocd un cubreobjetos. Se obtuvieron 25 fotografias por cada laminilla analizada
haciendo un patrén de zigzag para evitar obtener fotografias de un campo repetido. El conteo y la
estimacion de la frecuencia de micronucleos y anormalidades nucleares se realizé de manera manual con
las fotografias tomadas hasta alcanzar un conteo de 1,000 eritrocitos por individuo (Labrada-Martagon

et al., 2019). Las unidades se presentan como nimero de anormalidades en 1000 eritrocitos.

2.3 Identificacion y clasificacion de anormalidades nucleares

Previo a los conteos, para identificar las anormalidades nucleares consideradas en este estudio se realizd
una revision bibliografia especificamente sobre micronucleos y anormalidades nucleares en aves, debido
a las particularidades morfoldgicas de sus eritrocitos. Estas células son caracteristicamente ovoides en la
mayoria de las especies de aves, aunque en algunas especies pueden ser mas redondos a su vez el nucleo
es también ovoide (Clark et al., 2009). Se seleccionaron dos trabajos por contener el mayor nimero de AN
descritas en aves: Quero y colaboradores (2016) y Santos y colaboradores (2017), y se incluyeron todos

los tipos de AN descritos previamente sin que estas fueran redundantes (Fig. 6). Los criterios de
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identificacion y clasificacidn de las anormalidades consideradas fueron las siguientes:

Figura 6. Tipos de anormalidades nucleares. a) y b) microndtcleos, c) y d) brotes nucleares, e) célula binucleada, f)
cola nuclear, g) Puente nucleoplasmatico, h) y i) muescas, j) nucleo dentado, k) niicleo segmentado y |) otra. Las
flechas indican la célula con la anormalidad.

Microndcleo: particula redonda la cual tiene la misma textura, coloracidn e intensidad a la del nucleo.
Puede representar entre 1/3 a 1/16 del tamafio del nucleo, ademas de que se encuentra totalmente

separado de éste (Bolognesi et al., 2013).

Brote (Bud): Constriccidn en el nucleo que puede tener un didmetro entre 1/2 a 1/4 del nucleo principal
(Quero et al., 2016; Santos et al., 2017). Su origen no es del todo claro; sin embargo, se sugiere que el
mecanismo detras de su formacion es diferente al de los micronucleos. Estos podrian originarse a partir
de la integraciéon de porciones de ADN previamente depositadas en el citoplasma, o de manera contraria,
por el exceso de material genético presente en el nucleo siendo expulsado al citoplasma (Fenech et al.,
2011; Lindberg et al.,, 2007). A diferencia de los MN compuestos principalmente de secuencias de
teldmeros y centrdmeros, el material genético contenido en estos brotes proviene de regiones
intersticiales o terminales de los cromosomas (Lindberg et al., 2007). Algunos estudios se han observado
que tanto los MN como los brotes se inducen de manera similar ante la exposicidon a diferentes drogas

como: demecolcina, mitomicina C, tabaco, e incluso por infecciones parasitarias (Serrano-Garcia &
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Montero-Montoya, 2001), asi como por deficiencias de folato (Fenech & Crott, 2002).

Células binucleadas: dos nucleos del mismo tamafo en una misma célula. Pueden tener o no contacto
entre si (Quero et al., 2016; Thomas et al., 2009). Su importancia como biomarcador genotéxico no ha sido
comprobada. Se sabe que son originadas durante la citocinesis, debido a errores producidos en los
microfilamentos encargados de formar el anillo contractil, asi como a una segregacién disfuncional de los

cromosomas o alteraciones en los telémeros (Bolognesi et al., 2013; Shi & King, 2005).

Cola nuclear: se observa como una reduccién gradual, estrechamiento y alargamiento de un extremo
nuclear (Quero et al., 2016). Se han indicado como marcadores de exposicion a la radiacion gamma, se
originan a partir de la ruptura del material genético en nucleos con puentes, por ello existe una correlacién

entre ambas AN (Anbumani & Mohankumar, 2015).

Puente nucleoplasmatico: dos fracciones nucleares de igual o diferente tamafio unidas por un puente o
estrechamiento del material genético (Quero et al., 2016). Son originados durante la anafase, cuando las
dos cromatinas hermanas de cromosomas dicéntricos son llevados a cada uno de los polos de la célula,
pero no ocurre la rotura del puente anafésico (Fenech, 2007). Sin embargo, este tipo de anormalidad es
poco frecuente ya que comunmente los dos nucleos unidos por el puente son separados al finalizar la
citocinesis (Fenech et al., 2011). Al igual que las colas nucleares se ha visto su incremento debido a la

exposicién de radiacién gamma (Anbumani & Mohankumar, 2015).

Muesca (notch): hendidura o fraccién faltante del nicleo. Tamano y forma variables (Quero et al., 2016;
Santos et al., 2017). Su mecanismo de formaciéon es completamente desconocido; sin embargo, se ha
sugerido como un posible biomarcador de genotoxicidad debido a que se ha encontrado persistentemente
en diversos taxones, siendo una de las anormalidades mds frecuentes, ademds de correlacionarse
positivamente con la presencia de MN (Canedo et al., 2021; Frixione et al., 2022; Mendonga et al., 2023;
Quero et al., 2016). La exposicién a metales téxicos y agroquimicos como la abamectina y atracina puede

inducirlos (de Faria et al., 2018; Frixione et al., 2022; Hussain et al., 2012).

Nucleo dentado (indented): nticleo en forma de rifién o curvado hacia uno de sus lados (de Souza et al.,
2017; Santos et al., 2017). Son otro tipo de AN de la cual se desconocen sus mecanismos de formacién; sin
embargo, esta anormalidad se ha reportado en diversos estudios relaciondndose a contaminacion

ambiental (de Souza et al., 2017; Lajmanovich et al., 2014; Marques et al., 2009).
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Nucleo segmentado: Constriccion simétrica en el centro del nicleo (Santos et al., 2017). De igual manera

no se ha descrito su mecanismo de formaciéon, aunque estos han sido reportados en diversos estudios

(Guilherme et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Santos et al., 2017).

Otra: Cualquier otra anormalidad no descrita anteriormente o aquellas células que muestren mads de una

AN de manera simultanea.

2.4 Analisis estadisticos

Para contrastar la normalidad de los datos de los MN y las AN de los grupos a comparar, se realizd una
prueba de Shapiro-Wilk. Al ser datos con una distribucidon no normal, se utilizé la prueba de Levene para
conocer la homocedasticidad de varianzas. Una vez confirmada la homocedasticidad, se utilizé la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney para comparar la frecuencia de las AN entre los diferentes grupos. Se
realizaron las evaluaciones estadisticas tratando de evitar variabilidad adicional dada por diferencias
bidticas y abidticas derivadas del muestreo, de la forma siguiente: 1) se determind si existe una variacion
interanual intraespecifica de las AN, para lo cual se compararon pollos de gaviotas del 2020 y 2021, y
fragatas adultas de los mismos afios por separado; 2) se determind si existe un efecto de la edad sobre la
acumulacidon de AN comparando pollos y adultos de fragatas capturadas en el mismo afio (2020); y 3) se
determind si existen diferencias interespecificas en la frecuencia las AN, para lo cual se compararon por
separado los pollos de gaviotas contra pollos de pelicano, pollos de fragata contra pollos de gaviota y los
adultos de fragata y de albatros. Solamente se realizaron estas comparaciones para evitar la posible
influencia de otros factores sobre los resultados. Para este estudio se fijo una significancia de p < 0.05. Los
valores obtenidos de las pruebas estadisticas empleadas se encuentran en el Anexo A. Todas las pruebas,

analisis y graficos fueron realizados en el software R (R version 4.2.3 - 2023-03-15 ucrt).



23

Capitulo 3. Resultados

Del total de muestras analizadas (n = 121), el 100 % presentaron algun tipo de anormalidad nuclear, con
un rango de 37 - 233 AN de 1000 eritrocitos (Tabla 2). De acuerdo con la media del total de anormalidades
nucleares y de manera descendente, las especies con un mayor niumero de anormalidades fueron: el
albatros de Laysan, el pelicano café, la gaviota bajacaliforniana y la fragata tijereta (Tabla 2). Los brotes
nucleares fueron el principal tipo de AN encontrada en todas las especies, representando cerca del 90 %
de las AN observadas, seguido por las muescas y nucleos dentados (Fig. 7). Ademas, los brotes fueron la
Unica AN que estuvo presente en todas las muestras, por ello fueron seleccionadas para comparar su
frecuencia entre los diferentes grupos analizados. En el Anexo B se muestran las medias para cada AN en

cada especie.

Tabla 2. Media de brotes y del total de AN encontradas por especie.

Especie n Anormalidad Media £ DE Rango IC
Brote 83+31.3 38-159 67.1-98.8
FRMA2020A 15
Total 92.8+29.9 51-163 77.6-107.9
Brote 80.5+39.9 31-181 63.4-97.5
FRMA2020P 21
Total 87.9+41.8 37-189 70.0-105.8
Brote 80.8+27.0 47 - 157 67.1-94.4
FRMA2021A 15
Total 86.1+26.3 50-158 72.7-99.4
Brote 101.3 £ 20.5 64 - 136 92.3-110.3
LALI2020P 20
Total 107.6 £ 20.7 71- 146 98.5-116.7
Brote 106 £17.5 77 -134 96.1-115.9
LALI2021P 12
Total 111.6 £18.5 81-141 101.1-122.1
Brote 116.2 £ 239 76 - 164 105.5-126.9
PEOC2020P 19
Total 121.7 £ 23.2 82 -166 111.3-132.1
Brote 150.8 +37.9 85-220 133.8-167.8
PHIM2020A 19
Total 169.5 +40.3 101 - 233 151.4-187.6

Se reporta la media por tipo de anormalidad nuclear encontrada por grupo, contando 1,000 eritrocitos por individuo.
Abreviaturas: DE = desviacidn estandar, IC = intervalo de confianza del 95 %. FRMA = fragata tijereta, LALI = gaviota
bajacaliforniana, PEOC = pelicano café, PHIM = albatros de Laysan. El nUmero después de cada sigla indica el afio de
muestreo y la letra siguiente indica la clase de edad; A = adultos, P = pollos.
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Figura 7. Porcentaje de las anormalidades nucleares encontradas por grupo muestral. FRMA = fragata tijereta, LALI
= gaviota bajacaliforniana, PEOC = pelicano café, PHIM = albatros de Laysan. El nimero después de cada sigla indica
el afio de muestreo y la letra siguiente indica la clase de edad; A = adultos, P = pollos.

3.1 Variacion Interanual

En adultos de fragata tijereta capturados en el afio 2020 se observé una media de 83 + 31.3 brotes 1000
eritrocitos, mientras que en los adultos del afio 2021 esta fue de 80.8 + 27.0 brotes 1000 eritrocitos. La
media del total de AN fue de 92.8 + 29.9 y 86.1 + 26.3 AN 1000 eritrocitos respectivamente. No hubo
diferencias significativas en el nimero de brotes (W = 122, p = 0.7) ni en el total de AN en los adultos

capturados en los diferentes afios (W = 135.5, p = 0.3) (Fig. 8).

Los pollos de gaviota bajacaliforniana capturados en el afio 2020 tuvieron una media de 101.3 + 20.5 brotes
1000 eritrocitos, mientras que en los pollos del afio 2021 esta fue de 106 + 17.5 brotes 1000 eritrocitos.
La media del total de AN fue de 107.6 + 20.7 y 111.6 + 18.5 AN 10007 eritrocitos respectivamente. No
hubo diferencias significativas en el nimero de brotes (W = 105, p = 0.5) ni en el total de AN entre ambos

afios (W =106, p = 0.5) (Fig. 9).
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Figura 9. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en fragata tijereta (F. magnificens)
adultas por afio. 2020 (n = 15) y 2021 (n = 15). La barra horizontal sefiala la mediana, la caja muestra el primer y
tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos y minimos de los datos. Los valores extremos o
atipicos se encuentran fuera de los bigotes.
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Figura 8. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de gaviota
bajacaliforniana (L. livens) por afio. 2020 (n = 20) y 2021 (n = 12). La barra horizontal sefiala la mediana, la caja
muestra el primer y tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos y minimos de los datos. Los
valores extremos o atipicos se encuentran fuera de los bigotes.
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3.2 Clases de edad

En adultos de fragata tijereta capturados en el afio 2020 se observé una media de 83 + 31.3 brotes 1000
eritrocitos, mientras que en los pollos capturados en el mismo afio esta fue de 80.5 *+ 39.9 brotes 1000
eritrocitos. La media del total de AN fue de 92.8 +29.9y 87.9 +41.8 AN 1000 eritrocitos respectivamente.
No hubo diferencias significativas en el nimero de brotes (W = 170, p = 0.7) ni en el total de AN entre

ambas clases de edad (W =179, p = 0.5) (Fig. 10).
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Figura 10. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en fragata tijereta (F.
magnificens) por clase de edad. Adultos (n = 15) y pollos (n = 21). La barra horizontal sefiala la mediana, la caja
muestra el primer y tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos y minimos de los datos. Los
valores extremos o atipicos se encuentran fuera de los bigotes.

3.3 Diferencias interespecificas en la frecuencia de AN

Cuando se comparé la frecuencia de AN en pollos de gaviota bajacaliforniana y pollos de pelicano café
capturados en el mismo afio (2021), no se encontraron diferencias significativas entre el promedio de
brotes (W = 87.5, p = 0.2) ni en el del total de AN (W = 88, p = 0.3) (Fig. 11). Los pelicanos tuvieron una
media de 116.2 + 23.9 brotes 1000 eritrocitosy 121.7 + 23.2 en el total de AN 1000 eritrocitos, mientras

que las gaviotas tuvieron una media de 106 + 17.5 brotes 1000? eritrocitos y 111.6 + 18.5 AN 1000*
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eritrocitos.

En pollos de fragata tijereta y pollos de gaviota bajacaliforniana del 2020, se observaron diferencias
significativas tanto en la frecuencia de brotes (W = 117, p = 0.01) como en el total de AN (W =127.5,p =
0.03), ambas frecuencias fueron mayores en los pollos de gaviota (Fig. 12). Los pollos de fragata tijereta
tuvieron una media de 80.5 + 39.9 brotes 1000 eritrocitos y 87.9 + 41.8 AN 1000 eritrocitos, mientras
que los pollos de gaviota tuvieron una media de 101.3 + 20.5 brotes 1000 eritrocitos y 107.6 + 20.7 AN

1000 eritrocitos.

Adultos de albatros de Laysan y adultos de fragata tijereta del afio 2020, mostraron diferencias
significativas tanto en la frecuencia de brotes (W = 23, p = 0.00003) como en el total de AN (W =16, p =
0.00001), ambas frecuencias fueron mayores en el albatros de Laysan (Fig. 13). Los albatros tuvieron una
media de 150.8 + 37.9 brotes 1000 eritrocitos y 169.5 + 40.3 AN 1000 eritrocitos, mientras que las

fragatas tuvieron una media de 83 + 31.3 brotes 1000 eritrocitos y 92.8 + 29.9 AN 1000 eritrocitos.
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Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de gaviota
bajacaliforniana (L. livens, n = 12) y pelicano café (P. occidentalis, n = 19) capturados en 2021. La barra horizontal
sefiala la mediana, la caja muestra el primer y tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos
y minimos de los datos. Los valores extremos o atipicos se encuentran fuera de los bigotes.
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Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en pollos de fragata tijereta (F.
magnificens, n = 21) y gaviota bajacaliforniana (L. livens, n = 20) capturados en 2020. La barra horizontal sefiala la
mediana, la caja muestra el primer y tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos y minimos
de los datos. Los valores extremos o atipicos se encuentran fuera de los bigotes.
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Figura 12. Diagrama de cajas y bigotes de la frecuencia de anormalidades nucleares en adultos de fragata tijereta (F.
magnificens, n = 15) y albatros de Laysan (P. immutabilis, n = 19) capturados en 2020. La barra horizontal sefiala la
mediana, la caja muestra el primer y tercer cuartil, mientras que los bigotes indican los valores maximos y minimos
de los datos. Los valores extremos o atipicos se encuentran fuera de los bigotes.
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Capitulo 4. Discusion

A diferencia de los MN, las demas AN han sido apenas recientemente abordadas y consideradas en los
recientes estudios de genotoxicidad, y debido a que no todos los estudios cuantifican las mismas AN o las
definen de diferente manera, resulta dificil realizar comparaciones entre ellos. Por lo tanto, los MN podrian
ser el marcador mds adecuado y universal hasta la fecha, aunque resulta de suma importancia cuantificar
todas las AN encontradas para posteriores interpretaciones. Es importante tener esto en cuenta para
comparar nuestros resultados con los de otros estudios. Para facilitar la comparacion de los resultados del
presente trabajo con los obtenidos en otros estudios, las frecuencias de las AN citadas se reportan entre
paréntesis por 10,000 eritrocitos. Las frecuencias de AN obtenidas en este estudio por 10,000 eritrocitos

se encuentran en el Anexo C.

Para determinar si las frecuencias obtenidas en este estudio se pueden considerar como normales o
anormales (relacionadas a la presencia de genotdxicos), es necesario tener valores de referencia de aves
gue se sabe tengan un estado de salud éptimo y libre de contaminantes. Zuiiga-Gonzalez y colaboradores.
(2000) analizaron la frecuencia de MN en diferentes grupos taxonémicos, entre ellos las aves. Estos valores
se obtuvieron de animales provenientes de zooldgicos, mataderos, colecciones privadas y albergues, por
lo que se esperaria que para algunos de los casos se tratan de individuos saludables, reportando asi valores
basales o casi basales (ya que es muy probable que al menos reciban contaminacién atmosférica). El rango
de valores para la frecuencia de MN fue de 0 — 1.06 MN 1,000 eritrocitos (0 — 10.6 MN 10,000*

eritrocitos).

Por otro parte, los estudios experimentales también han sido de utilidad para conocer las concentraciones
de diferentes contaminantes que son capaces de generar una respuesta apreciable en las frecuencias de
diversas AN. Alimba & Bakare (2016) realizaron la administracién de ciclofosfamida a codornices (Coturnix
japonica) en una dosis de 20 mg kg de peso hiumedo, generando un aproximado de 9 MN 2,000
eritrocitos (45 MN 10,000 eritrocitos). Ademas, a las codornices se les administraron via oral lixiviados
de basureros en diferentes concentraciones (10, 25 y 50 concentracidén V/V), generando una respuesta
dosis-dependiente de entre los 2 a 6 MN 2,000 eritrocitos (10 a 30 MN 10,000 eritrocitos) (Alimba &
Bakare, 2016). Con respecto a las AN se obtuvieron los siguientes rangos especificos: células bilobuladas
4.2 — 8.8 AN 2,000 eritrocitos (21- 44 AN 10,000 eritrocitos), células binucleadas 5.6 — 16.2 AN 2,000
eritrocitos (28 — 81 AN 10,0007 eritrocitos), brotes 5.6 — 9.4 AN 2,000 eritrocitos (28-47 AN 10,000
eritrocitos) y colas nucleares 4.2 — 8.4 AN 2,000 eritrocitos (21-42 AN 10,000 eritrocitos) (Alimba &
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Bakare, 2016). Gémez-Meda et al. (2006) inyectaron Mitomicina C a Pericos frente naranja (Eupsittula
canicularis) en dosis de 2, 3 y 4 mg kg*. Observando diferencias significativas en la frecuencia de las AN 72
horas después de la aplicacién de la concentracion mas alta, generando una media de 6 MN 10,000
eritrocitos y 14.2 brotes 10,0007 eritrocitos. Otro estudio administrd insecticida “abamectina” a
codornices (C. japonica) en dosis de 15.5 mg a.i./Ly 155.0 a.i./L, generando una frecuencia de 12 y 20 AN
4,000 eritrocitos respectivamente (30 y 50 AN 10,000 eritrocitos), sin observar MN (de Faria et al.,
2018).

Los estudios en aves sanas y los estudios de aves expuestas a contaminantes permiten generar dos rangos
marcados. El primero para aves sanas va de los 0 a los 10 MN 10,000 eritrocitos, el segundo para aves
expuestas a contaminantes, que en su mayoria tuvieron valores por encima de los 10 MN 10,000?
eritrocitos. Aunque es importante resaltar que sélo 3 de las 72 aves analizadas por Zufiga-Gonzdlez et al.
(2000) mostraron valores mayores a 5 MN 10,000 eritrocitos, por lo que valores arriba de este podrian
considerarse como sospechosos, ademas el estudio de exposicidn realizado por Gdmez-Meda et al. (2006)
obtuvo frecuencias significativamente mayores con relaciéon a sus controles, que se encontraron por
debajo de los 10 MN 10,000 eritrocitos. Para interpretar las frecuencias de AN es importante considerar
que podria existir una variacion intrinseca a la especie, asi como a la capacidad de los contaminantes por
generar dafio genotoéxico. Las frecuencias de MN obtenidas en las cuatro especies de este estudio se
encuentran por debajo de los 4 MN 10,000? eritrocitos, por lo que basdndonos Unicamente en este
biomarcador podria establecerse que la exposicién a genotdxicos fue nula o minima como la de las aves

sanas de los estudios mencionados anteriormente.

Los valores presentados en este estudio fueron similares a los obtenidos en pardela mexicana y gaviota
occidental dos especies de aves marinas anidantes en la isla Natividad, Baja California Sur (Quintero-
Vidales, 2021). Dicho estudio reporté que los pollos de pardela mexicana presentaron una media de 0.81
MN 2000 eritrocitos (5 MN 10,000 eritrocitos) y los adultos 0.33 MN 2000 eritrocitos (1.6 MN 10,000
Leritrocitos). Para los pollos de gaviota occidental se obtuvo una media de 0.09 MN 2000 eritrocitos (0.45
MN 10,000 eritrocitos) y en adultos 0.11 MN 2000 eritrocitos (0.55 MN 10,000 eritrocitos) (Quintero-
Vidales, 2021). Frixione & Rodriguez-Estrella, (2020) estudiaron el dafio genotdxico a través de estos
mismos biomarcadores en el cernicalo americano (Falco sparverius) en el valle de Santo Domingo, BCS.
Sus resultados tuvieron una frecuencia media de 19.2 MN 10,0007 eritrocitos y 71.7 AN 10,000
eritrocitos, ademas observaron una variacién estacional influenciada por la aplicacidon de agroquimicos. Al
comparar con nuestros datos, los cernicalos mostraron una frecuencia de MN claramente mayor a todas

las especies de este estudio, esto puede deberse al consumo directo de presas que han tenido contacto
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con agroquimicos. Ademas, al habitar regiones agricolas es muy probable que los cernicalos también
tengan exposicidon a los mismos a través de diferentes medios, como lo puede ser el agua contaminada.
Dentro del Golfo de California, se ha estudiado la frecuencia de MN en embriones de ocho especies de
aves marinas de las costas de Sinaloa (Ceyca-Contreras et al., 2023). El rango de valores obtenidos en el
estadio embrionario mas cercano a la eclosién fue de 0.3 - 5.7 MN 10,000 eritrocitos. Resulta de especial
interés las frecuencias en los embriones de pelicano pardo y fragata tijereta, siendo de 2.1y 4.1 MN 10,000
! eritrocitos respectivamente. Para ambas especies, los valores obtenidos en nuestro estudio son
ligeramente menores, aunque podria deberse a la influencia de la edad/desarrollo; sin embargo, como se
mencioné anteriormente, esto no es del todo claro. Incluso podria deberse a que parte de los
contaminantes recibidos por la madre son expulsados en el huevo, por lo tanto el embridn recibiria una
carga considerable de contaminantes (Heinz & Hoffman, 2004). Estos tres estudios apuntan a que mientras
las aves marinas de la peninsula tienen frecuencias de MN que podrian considerarse como bajas, las aves
terrestres parecen verse mucho mads afectadas por los genotdxicos. La cercania a las fuentes de
contaminacién de las aves terrestres podria explicar esto, mientras que los contaminantes que llegan a las

aves marinas han pasado por un proceso de diluciéon (Wong et al., 2020).

Los estudios realizados en aves marinas de habitats remotos como lo son la Antartica han mostrado
frecuencias muy bajas de MN y otras AN en comparacion los estudios anteriores. Por ejemplo, el pagalo
surefio (Stercorarius maccormicki) tuvo valores de 0.07 MN 10,000 eritrocitos y 0.71 AN 10,000
eritrocitos (Kursa & Bezrukov, 2008). El pingliino de Adelia (Pygoscelis adeliae) tuvo valores de 1.3 — 5.3
MN 10,000 eritrocitos y 41.2 — 109.0 AN 10,000 eritrocitos, el pingiiino barbijo (Pygoscelis antarcticus)
0 - 1.5 MN 10,000 eritrocitos y 11.2 — 33.1 AN 10,000 eritrocitos, y el pingiiino de pico rojo (Pygoscelis
papua) 0— 1.2 MN 10,000 eritrocitos y 11.9 — 19.3 AN 10,000 eritrocitos (De Mas et al., 2015). Muchos

de estos valores incluso son mas bajos que los obtenidos en aves cautivas (Zufiiga-Gonzalez et al., 2000).

De manera general, las frecuencias de MN obtenidas en las cuatro especies de aves analizadas se
encuentran dentro del rango normal, muy similar al encontrado en otras especies. Sin embargo, las
frecuencias del resto de AN fue mas alto que en todos los estudios revisados, especialmente la frecuencia
de los brotes. Cabe mencionar que a diferencia de los MN el resto de AN parecen ser biomarcadores mas
sensibles, encontrandose en frecuencias mayores, aunque también el tipo de AN encontrado depende del
tipo de contaminante al que el organismo se ha expuesto (Braham et al., 2017; de Faria et al., 2018). No
obstante, parece poco probable encontrar altas frecuencias de AN sin claros sintomas toxicoldgicos

relacionados al contaminante que ha generado las AN, como pueden ser temblores, jadeos, bajo peso, etc.
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(Ghaffar et al., 2018). Por ello, parte de los brotes cuantificados podrian deberse a otros factores como la

poiquilocitosis o a errores en la estimacién generadas por el observador (Leighton, 1985).

4.1 Variacion interanual

Tanto en los adultos de fragata tijereta como en los pollos de gaviota bajacaliforniana, no se observaron
diferencias significativas entre el afio 2020 y 2021. A su vez no se observd una tendencia de aumento o
decremento en la frecuencia del total las AN, ya que disminuyeron de 92 a 86 AN 1,000 eritrocitos para
las fragatas, mientras que aumentaron de 107 a 111 AN 1,000 eritrocitos para las gaviotas. Esto podria
derivarse a que los niveles de contaminacién se mantuvieron persistentes por ambos afios. Aunque
también es posible que las vias de exposicidon a contaminantes fueron distintas para cada especie,
generando diferentes tendencias (Braham et al., 2017; Grisolia et al., 2009; Santos et al., 2017). Sin
embargo, no hay informacién como mediciones directas de contaminantes, para apoyar alguna de estas

hipétesis.

4.2 Clases de edad

La Unica especie en donde se pudieron comparar las frecuencias de AN entre pollos y adultos fue la fragata
en el afio 2020, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambas clases de edad. Se
ha sugerido que los animales jévenes podrian pasar por un proceso de maduracién del sistema
reticuloendotelial, por lo tanto, los organismos juveniles serian menos eficientes que los adultos para
eliminar MN y posiblemente otras AN (Zufiiga-Gonzélez et al., 2000). No obstante, el apoyo a esta hipétesis
es limitado (Quintero-Vidales, 2021; Santos et al., 2017; Zufiga-Gonzalez et al., 2000). Los resultados en
fragata sugieren que los pollos presentan la misma maduracion del sistema reticuloendotelial que los
adultos, sin que realmente presenten un proceso de maduracidn en esta especie con la edad.
Considerando lo anterior, es de esperarse que las frecuencias de las AN sean igual para ambas clases de

edad.

4.3 Diferencias interespecificas en la frecuencia de AN

De las cuatro especies analizadas, el albatros de Laysan fue la especie con una mayor frecuencia de

anormalidades nucleares, seguido por el pelicano café, la gaviota bajacaliforniana y finalmente la fragata
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tijereta. Dentro del archipiélago Espiritu Santo se encuentran tres de las especies de estudio, la fragata
tijereta, el pelicano café y la gaviota bajacaliforniana. A pesar de la cercania geogréfica de las tres colonias
de aves en donde se realizaron los muestreos, |la frecuencia de AN fue diferente en cada una de ellas,
siendo mayor en el pelicano y la gaviota, en comparacién a la fragata, ambas consideradas como especies
costeras. Dias y colaboradores (2019) identificaron a la agricultura, la mineria y la contaminacién marina
como amenazas mas relevantes para las especies costeras que para las especies pelagicas, como la fragata
tijereta. A su vez estas actividades estan ligadas con la presencia y generacién de contaminantes
genotoxicos (D’Costa et al., 2017; Ledn-Mejia et al., 2011; Sandoval-Herrera et al., 2021). Esta tendencia
también se observd en la pardela mexicana (P. opisthomelas), donde los individuos que se alimentan mas
cerca de la costa tienen una mayor exposiciéon al mercurio (Soldatini et al., 2020). Incluso durante la
temporada de crianza, cuando los viajes de forrajeo para alimentar a las crias son mas cortos en todas las
especies de aves, las fragatas forrajean en zonas mas alejadas de la costa, en comparacidn con las otras
dos especies (Aurioles-Gamboa et al.,, 2013; Austin etal.,, 2019; Giambalvo et al.,, 2022; Hernandez-
Montoya et al., 2019; Schoeninger & DeNiro, 1984). Esto podria interpretarse como una menor exposicion

a genotdxicos y por ende una menor frecuencia de AN.

Al centrarnos en las especies costeras, el pelicano café y la gaviota bajacaliforniana, se encontré una mayor
frecuencia de AN en los pelicanos, sin diferencias significativas. Si bien ambas especies se alimentan cerca
de la costa de la Bahia de La Paz, sus dietas pueden diferir. La gaviota bajacaliforniana suele frecuentar las
playas cercanas a la colonia, alimentandose de residuos de comida antropogénica, peces, crustiaceos y
caddveres de diversas especies (Flores-Martinez et al., 2015; Hand et al., 1981). Mientras que los pelicanos
se alimentan principalmente de peces que pueden capturar a pocos metros de la superficie del mar, como
las anchovetas, peces herbivoros (D. W. Anderson et al., 1975; Lamb et al., 2018). Aunque ambas especies
pueden converger al alimentarse de los descartes o residuos pesqueros. El oportunismo de estas aves les
ha permitido explotar nichos generados por humanos. Como resultado, estas especies se pueden
alimentar de especies de las cuales normalmente no se alimentarian, ya sea por el tamanio, la profundidad
o lejania, pudiendo incluso alimentarse de visceras de algunas especies de tiburones de los géneros
Squatina, Sphyrna, Heterodontus, por ejemplo (Observacién personal). Sin embargo, la disponibilidad de
este recurso facilitado puede variar en la escala temporal. Por lo anterior, entender las fuentes y vias de
exposicién a contaminantes en especies generalistas y oportunistas se vuelve complejo. En otras aves,
como los paseriformes, se ha observado que especies generalistas tuvieron una mayor frecuencia de ANy
MN, en comparacién con las aves especialistas (Silveira et al., 2022; Souto et al., 2018). Se ha sugerido que
al abarcar una mayor variedad de alimentos, la posibilidad de ingerir contaminantes se vuelve mayor

(Silveira et al., 2022; Souto et al., 2018). Mientras que en especies de aves dulceacuicolas, piscivoras y
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generalistas, los resultados no fueron constantes, las frecuencias de estos biomarcadores presentan

variaciones entre los diferentes afios analizados (Santos et al., 2017).

El albatros de Laysan fue la especie que exhibié una mayor frecuencia de AN, y al comparar con las fragatas
se encontraron diferencias significativas. Si bien, ambas son especies pelagicas los albatros se encuentran
en zonas aun mas lejanas de la costa, tanto en sus sitios de anidacién como en las zonas de forrajeo. Por
lo que se esperaria que fuera menos vulnerable a la exposicién de contaminantes originados en
continente. Dos factores que pueden explicar este resultado y que estan relacionados entre si, son el nivel
tréfico y la dieta. Aunque no existen estudios en aves que comparen las frecuencias de MN y AN en
especies con diferente nivel tréfico o dieta, si se han realizado en otros taxones. Braham y colaboradores
(2017) compararon la frecuencia de MN y AN entre peces bentdnicos y peces pelagicos, encontrando una
mayor frecuencia de AN en los peces pelagicos, los cuales, ademads, se encuentran en un nivel tréfico
superior. De manera similar, Benvindo-Souza y colaboradores (2020) realizaron la prueba de MN y AN en
células de mucosa bucal de murciélagos pertenecientes a tres diferentes gremios alimenticios,
encontrando una mayor frecuencia de MN en las especies insectivoras en comparacion con las especies
frugivoras y nectarivoras. Regresando a los estudios realizados en aves, Abbasi y colaboradores (2015)
identificaron que las especies en niveles troficos mds altos, cominmente carnivoras, carrofieras y
piscivoras, tienen una mayor bioacumulacién de metales, de tres a cinco veces mayor en comparacion con
especies granivoras, omnivoras e insectivoras entre otras. Estudios similares, han destacado la influencia
de la ecologia tréfica de las aves como un factor fundamental en la bioacumulacién de compuestos
orgdanicos persistentes y mercurio (Sebastiano et al., 2017). La alimentacién del albatros basada en peces,
calamares y carrofia, lo posicionan en un elevado nivel tréfico, haciéndolo altamente vulnerable a la

bioacumulacion de contaminantes como se ha demostrado en este trabajo.

Otro factor determinante en la acumulaciéon de dafio genotdxico son las regiones geograficas donde
forrajean las especies. Finkelstein y colaboradores (2006) analizaron la presencia de mercurio y
compuestos organoclorados en individuos de albatros de Laysan y albatros de patas negras (Phoebastria
nigripes) anidantes en el archipiélago de Hawai. Sus resultados indicaron altas concentraciones de ambos
tipos de contaminantes en el albatros de patas negras, el cual forrajea principalmente dentro de la
corriente de California. Ademas, se ha observado un aumento en la concentracién de estos contaminantes
en los ultimos afios (Finkelstein et al., 2006). Esto es de suma importancia ya que los albatros de Laysan
anidantes en isla Guadalupe, forrajean en las mismas zonas que los albatros de patas negras (Hernandez-
Montoya et al., 2019). Un caso similar fue estudiado por Muntaner-Lépez et al. (2023), quienes realizaron

biopsias a individuos de elefante marino norteno (Mirounga angustirostris) pertenecientes a la colonia de
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isla Guadalupe, encontrando elevadas concentraciones de algunos metabolitos derivados del
diclorodifeniltricloroetano (DDT) y bifenilos policlorados (BPCs). Ademas, se sugiere que la ingesta de estos
contaminantes ocurre en las dreas de forrajeo del elefante marino, en la corriente de california y el
noroeste del pacifico (Muntaner-Lépez et al., 2023). Se ha determinado la concentracion de diferentes
contaminantes orgdnicos persistentes (COPs) en fragmentos y pellets de plastico, colectados en playas de
la costa de california y del Archipiélago de Hawai, asi como en regurgitado de albatros de Laysan en isla
Guadalupe (Rios et al., 2007). Las concentraciones mds altas de estos contaminantes se encontraron en
las muestras de California, seguido por los fragmentos regurgitados por albatros, mientras que los plasticos
colectados en Hawai tuvieron los valores mas bajos (Rios etal., 2007). Esto sugiere una mayor
concentraciéon de COPs en el Noreste del Pacifico, debido probablemente a los residuos generados en
continente (Rios et al., 2007). Estos estudios indican que las zonas de forrajeo usadas por los albatros de

Laysan de isla Guadalupe son zonas con una alta presencia de contaminantes.

En cambio, las potenciales fuentes de genotoxicidad y otros contaminantes a las que estdn expuestas las
fragatas, asi como las demas aves en el archipiélago Espiritu Santo, ubicado en el Golfo de California,
podrian ser menores, pero mas variadas. Una de las actividades que pueden influir en la generaciéon de
genotoxicos es la mineria. La ciudad de La Paz cuenta con una mina de fosforita (ROFOMEX) ubicada en
San Juan de la Costa, al noroeste de la ciudad. Se ha analizado la presencia de elementos traza en el
sedimento dentro de la laguna de La Paz, encontrando enriquecimientos naturales de elementos como
arsénico y cadmio, aunque los autores sefialan que su concentracidn no representa una amenaza para la
biota (Pérez-Tribouillier et al., 2015). De manera mas extensiva Rodriguez-Castafieda y colaboradores
(2007) determinaron la presencia de diversos elementos traza en algas dentro de la laguna y Bahia de La
Paz. Al interpretar los resultados de las concentraciones obtenidas de los elementos traza, Rodriguez-
Castafieda y colaboradores (2007) indicaron que: “El contenido de oligoelementos de importancia
ambiental en todas las muestras estudiadas se encuentra dentro del rango de niveles tipicos de un

ambiente pristino no sujeto al impacto antropogénico” (p.173).

La agricultura es una actividad conocida como potencial fuente de genotdxicos debido a la aplicacién de
diversos agroquimicos nocivos para la biota. De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera, el estado de Baja California Sur generd 744,519.74 toneladas de produccion agricola en el afo
2017, posicionando al estado en el puesto 24 a nivel nacional (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2018). El municipio de Comondu generd mds del 70% de la produccién, mientras que el municipio de La
Paz generd el 18% en el afio 2017 (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2018). Por ello, la

generacion de contaminacion genotodxica a partir del uso de agroquimicos en la Bahia de La Paz podria ser
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minima en comparacién con otros municipios y estados del pais. Los estudios o monitoreos realizados en
torno a la contaminacidn producida por esta actividad cerca del archipiélago son muy limitados, pero
parecen apoyar esta hipdtesis. Mellink et al. (2009) analizaron el contenido de diclorodifenildicloroetileno
o DDE (metabolito generado por la exposicién al DDT), en huevos de bobo café (Sula leucogaster), en
diferentes colonias ubicadas dentro del Golfo de California, asi como en parte de la costa suroccidental
mexicana, encontrando niveles bajos de este compuesto que no representarian un riesgo. Mas
recientemente, Fossi y colaboradores (2017) determinaron la concentracion de COPs en tegumento de
tiburdn ballena (Rhincodon typus) muestreados en bahia de La Paz, los cuales clasificaron como valores
bajos al comparar con las concentraciones encontradas en estudios publicados para otras especies de
tiburones. Los mismos autores sefialan que esto puede deberse en gran medida al bajo nivel tréfico de
esta especie. A su vez, mencionan que la bioacumulacién de algunos de estos COPs era reciente, por lo
gue sus fuentes podrian ser campos de golf y hoteles ubicados en la bahia de La Paz que usen pesticidas,
o bien pudieron adquirirse en otras zonas con mayor actividad agricola como las costas de Sonora y

Sinaloa.

La contaminacion atmosférica también se ha sefialado con fuente de genotoxicidad. Respecto a la calidad
del aire y de acuerdo con el “Programa de Gestién para Mejorar la Calidad del Aire del Estado de Baja
California Sur” (2018 — 2027), actualmente no se cuentan con estaciones vigentes de monitoreo de calidad

del aire. Sin embargo, en el afio 2010 se realizé un monitoreo, encontrando valores altos de didxido de

azufre (S0O;) asociados con la actividad de la planta termoeléctrica Punta Prieta Il (Secretaria de Turismo y
Economia, s/f). Ademas, entre los afios 2008 y 2015 se reportaron valores altos de particulas PM10, en
dos de las tres estaciones situadas en la mancha urbana, mientras que la tercera estacidn ubicada en Punta
Prieta mostré valores normales, se sugiere que este resultado podria deberse gracias a su cercania con el
mar (Secretaria de Turismo y Economia, s/f). Por lo que las colonias de las aves en el archipiélago podrian
recibir una menor exposicion a los contaminantes atmosféricos en comparacion a la recibida por la ciudad.
De manera general, el archipiélago podria considerarse como un sitio con cargas de contaminacién
minimas. Sin embargo, la falta de monitoreos constantes de contaminantes ambientales tanto en el
Archipiélago Espiritu Santo como en la Isla Guadalupe, asi como de los sitios de forrajeo usados por las
aves de este estudio, limita la interpretacidon de nuestros resultados, a la vez que destaca la importancia
de generar monitoreos constantes en la salud de las aves. En resumen, se podria destacar al nivel trofico,

la ubicacién geografica de las zonas de forrajeo y su cercania a la costa como principales factores

implicados en la acumulacién de AN.

Dentro de las limitaciones encontradas al realizar este estudio, se encuentra la falta de otros estudios de
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referencia que hayan cuantificado AN en las mismas especies, asi como el analisis de aves en cautiverio
con un estado de salud dptimo. Esto nos permitiria conocer las frecuencias basales de AN para cada
especie, sin embargo, estas aves son dificiles de encontrar en cautividad como lo es en zoolégicos. La
identificacion y cuantificacidon de contaminantes en la sangre de las aves podria haber sido de gran utilidad
al correlacionar la concentracidn de estos con la frecuencia de AN. Esto permite conocer la sensibilidad
especifica frente a los genotdxicos y ayudaria a entender las frecuencias obtenidas para cada especie de
manera mas profunda. El uso de geolocalizadores y el andlisis de isotopos estables en las aves analizadas
ayudaria a conocer mejor las vias de exposicidon a contaminantes. Aunque se conocen los rangos hogarefos
y las zonas donde pueden forrajear estas especies, pueden cambiar en respuesta a las condiciones
ambientales. A su vez, con estos andlisis se podria reconocer de manera puntual la cercania que tienen las
aves a las fuentes de genotoxicidad. El conteo manual de AN también es una limitante, debido a que
requiere un entrenamiento visual para identificar y caracterizar las AN, ademas el tiempo implicado para
analizar una sola muestra puede llevar mds de media hora. Asimismo, el incluir a mds de un observador
en el conteo de AN puede generar error, ya que la percepcion es diferente. Por lo anterior, su
automatizacion minimizaria ambas limitantes. Los analisis y sugerencias mencionadas para futuros
estudios permitirian efectuar monitoreos mas eficientes de estos contaminantes y dar un diagndstico
acerca de la exposiciéon, asi como sus posibles efectos sobre las aves marinas en la peninsula de Baja

California.

El analisis de diversas especies en un mismo sitio genera informacién mas amplia para monitorear la
presencia de genotdxicos. Con base a esto, la gaviota bajacaliforniana y el pelicano café podrian ser
bioindicadores mds adecuados para la escala local. Mientras que las fragatas pueden actuar a una escala
mayor. Lo mismo ocurre con el albatros de Laysan, su estudio como bioindicador nos indica la calidad de

zonas muy amplias dentro de la corriente de California.

Finalmente, el monitoreo periddico de la frecuencia de anormalidades nucleares en las aves marinas es
fundamental para dar un seguimiento a los posibles eventos de contaminacion a los cuales pueden estar
expuestas, y asi detectar oportunamente problematicas que puedan amenazar sus poblaciones y las de
otras especies incluidas la nuestra. Por ello, se sugiere continuar con estos monitoreos de genotoxicidad a
través de la prueba de MN y AN, ademas de complementar con otros estudios como el andlisis de isotopos
estables, geolocalizadores, determinacién de dieta, entre otros que puedan ayudar a entender mejor la

vulnerabilidad de estas aves ante diversos contaminantes.
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Capitulo 5. Conclusiones

El albatros de Laysan, la fragata tijereta, la gaviota bajacaliforniana y el pelicano café, mostraron
frecuencias muy bajas de MN similares a los de otros estudios realizados en la peninsula, e incluso a los de
aves en cautiverio. Sin embargo, las frecuencias de otras AN como los brotes fueron mas altas que en

cualquier otro estudio publicado.

La especie que exhibié una mayor frecuencia de AN fue el albatros de Laysan, seguido por el pelicano café,

la gaviota bajacaliforniana y la fragata tijereta.

No se encontraron diferencias en las frecuencias de AN entre clases de edad, entre pollos y adultos de

fragata tijereta.

Tanto en los adultos de fragata tijereta como en los pollos de gaviota bajacaliforniana, no se encontraron
variaciones interanuales en las frecuencias de AN de los afios 2020 y 2021. A su vez, al comparar los

cambios en las frecuencias de ambas especies, no se observé una tendencia de incremente o decremento.

En dos de las tres comparaciones interespecificas realizadas se encontraron diferencias significativas en la
frecuencia de AN. Los albatros de Laysan adultos tuvieron frecuencias de AN significativamente mayores
en comparacion a las fragatas adultas. A su vez, los pollos de gaviota bajacaliforniana tuvieron frecuencias
de AN significativamente mas altas que los pollos de fragata. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias de AN entre pollos de pelicano café y pollos de gaviota bajacaliforniana, lo

cual podria deberse a la similitud de presas y zonas de forrajeo.

Las diferencias interespecificas pueden atribuirse a diversos factores, entre los cuales destacan la zona de

forrajeo y el nivel trofico.
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Anexos
Anexo A.
Tabla 3. Valores de probabilidad de las pruebas estadisticas empleadas.
Grupos Comparados Shapiro — Wilk Levene U de Mann - Whitney
A B Brotes Total Brotes Total Brotes Total
FRMA 2020 FRMA 2021 0.01909 0.04504 0.4878 0.5445 0.7088 0.3506
Adultos Adultos
LALI 2020 Pollos | LALI 2021 Pollos 0.5952 0.7656 0.4677 0.555 0.5723 0.599
FRMA 2020 FRMA 2020 0.04527 0.09928 0.3581 0.233 0.7 0.5003
Adultos Pollos
FRI\I:IC;A;I(ZDSZO LALI 2020 Pollos 0.6853 0.6595 0.03709 0.03355 0.0158 0.03239
PE(P)(S”f)(s)Zl LALI 2021 Pollos 0.5789 0.5817 0.174 0.249 0.2912 0.3009
PHIM 2021 FRMA 2021 0.4047 0.206 0.4864 0.1646 3.65E-05 1.23E-05
Adultos Adultos

Para este estudio se fijé una significancia de p < 0.05.
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Anexo B.
Tabla 4. Media de la frecuencia de anormalidades nucleares por especie.

Especie Afio Edad Sexo n MN Brotes Dentado Muesca Segmentada Cola Binucleada Puente Otra Total
2020 | Aduttos | Hembra | 15 | %UF | BT | 14416 | 32433 | 34125 M| 0axo3 040 or | e

F. magnificens | 2020 | Pollos DE 21 0;61 8:;; 23+14 | 3.5£20 0.7+13 05_‘; 0£03 0£0 00 SZf;
2021 | Adultos | Hembra | 15 0(').151 82%?01 0%0 18+16 12+16 zf; 0%0 0+0 0%0 8;3;;

+ + + +

e 2020 | Pollos DE 20 Og?j‘ 1:2(}:%‘ 25+20 | 25%14 0.5+0.6 2{4; 0+0.2 0+0.2 Og%‘ %‘1;?:7
2021 Pollos DE 12 0.6 17.5_ 25+0.9 1.8+1.5 0.8+1.2 6.8_ 0+0.2 0+£0.2 0.6 o 18-.5

P. occidentalis | 2021 | Pollos DE 19 g; 1122.'245 15+1.1 | 321 0.5+1.3 O(f; 0+0.2 0:0.2 06.1; 522?2
P. immutabilis 2020 Adultos DE 19 8: 153(;2 * 6.2+3.6 89+5.6 1.7+1.4 szi 0+0 0+0 Oi?; ii%i

Se reporta la media por tipo de anormalidad nuclear encontrada por grupo y la desviacion estandar, contando 1,000 eritrocitos por individuo. DE = desconocido.



Anexo C.

Tabla 5. Frecuencia de microntcleos y anormalidades nucleares por 10,000 eritrocitos.

Especie Ao Edad MN Total AN
2020 Adultos 1.3 96.6
F. magnificens 2020 Pollos 3.8 70.4
2021 Adultos 1.3 52
L. livens 2020 Pollos 61
2021 Pollos 0 56
P. occidentalis 2021 Pollos 0.5 55.2
P. immutabilis 2020 Adultos 0.5 186.8
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