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RESUMEN

Esta investigacién se realizé en el municipio de Bahia Solano, Colombia y tuvo como objetivos: 1) detectar la circulacién de eritrocitos
con lesiones nucleares en 55 hembras adultas de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), empleando la inmunotincién de naranja de
acridina y 2) correlacionar sus frecuencias con aspectos biométricos y fisiolégicos. Se determiné una frecuencia de eritrocitos con
micronticleos (EMN) de 0,6 + 0,6 y de protuberancias nucleares (EPN) de 2,1 £ 1,9. Mediante un andlisis multivariado a través de
la correlacién de Pearson y de Kruskal-Wallis (p<0,05), no se encontré ninguna correlacién positiva entre el nivel de frecuencia de
EPN ni de EMN con los pardmetros biométricos y fisiolégicos evaluados. Se establecié una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,035) entre las frecuencias de EPN y de EMN. Los resultados hallados indican que esta especie presenta eritrocitos circulantes
con los dafios nucleares mencionados y reporta por primera vez la presencia de estrés genotoxico para la especie en Colombia. Asi
mismo, brinda informacién clave para investigaciones posteriores en el drea de la ecotoxicologia de especies marinas amenazadas.
Palabras clave: biomonitoreo, ecotoxicologfa, genotoxicidad, microntcleos, tortuga golfina.

ABSTRACT

This research was conducted in the municipality of Bahia Solano, Colombia, and had as a goal to detect damage erythrocytes
circulating with nuclear lesions in fifty-five Olive Ridley adult females using acridine orange immunostain, and correlate its frequencies
with some physiological and biometric parameters. We determine a micronucleated erythrocytes (MNE) frequency of 0.6 + 0.6
and nuclear buds (NBE) of 2.1 + 1.9. We not found any relationship between the nuclear lesions with physiological or biometric
parameters evaluated (Pearson and Kruskal-Wallis, p<0.05). We define a significative statistical difference (p=0.035) between both
nuclear lesions frequencies. This results show nuclear damages in erythrocytes of Olive Ridley sea turtle for the first time in Colombia
as an outcome of genotoxic stress. Also contributes key information for future research in the ecotoxicology area for endangered
marine species.

Keywords: biomonitoring, ecotoxicology, genotoxicity, micronucleus, olive, ridley sea turtle.
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INTRODUCCION
La contaminacién de los mares y de los ecosistemas
costeros es una de las amenazas mds importantes para
las tortugas marinas, influenciando negativamente a sus
poblaciones (Sakai et al., 2000; Maffucci et al., 2005).
Existe una preocupacidn creciente sobre los posibles efectos
nocivos que tienen los contaminantes persistentes sobre
la fauna de estos ecosistemas, principalmente en especies
marinas de vida longeva como mamiferos, algunas aves y
tortugas, por la gran capacidad de acumulary biomagnificar
algunos elementos como metales pesados y pesticidas
organoclorados (Anan etal., 2001; Gauthier et al., 2003).
Con excepcién de algunas especies, las investigaciones
ecotoxicoldgicas en reptiles son escasas (Hopkins, 2000).
En el caso de las tortugas marinas, la informacién es aun
muy limitada (Storelli y Marcotrigiano, 2003; Maffucci et al.,
2005), aun cuando se ha determinado que los reptiles son
buenos bioindicadores de contaminacién quimica debido a
su amplia distribucién ecoldgica, longevidad y fidelidad a los
sitios en donde viven (Bishop et al., 1995; Crain y Guillette,
1998; Clark et al., 2000; Golet y Haines, 2001).
Actualmente, la declinacién de las poblaciones de las
diferentes especies de tortugas marinas como resultado
de la contaminacién quimica y de otros factores de origen
antrépico (p. e. pesquerias, destruccién de puestasy cambio
climatico), ha sido estudiada con el fin de desarrollar planes
de conservacion realistas y eficaces (Hopkins, 2000). Siendo
el océano el destino final de numerosas sustancias quimicas
persistentes transportadas por los rios desde el interior de
los continentes, se ha recalcado la necesidad de dilucidar
las diferentes asociaciones existentes entre dichos elementos
y los organismos vivos con los que interactian (Hopkins,
2000). Muchas de estas sustancias son potenciales
moléculas mutagénicas y disruptores endocrinos que tienen
la capacidad de bioacumularse y biomagnificarse a través
de las redes tréficas (Crain y Guillette, 1998; Irwin e lrwin,
2005). Recientemente, la presencia de microplésticos en
los ecosistemas marinos estd recibiendo un intenso debate
sobre los posibles dafios a la fauna marina (lvar do Sul y
Costa, 2014). En este sentido, las tortugas marinas, por su
posicién tréfica, conducta migratoria y amplia distribucién,
deben ser organismos diana de estos microplésticos.
Existen numerosas herramientas metodoldgicas para
evaluar el impacto de la contaminacién quimica sobre los
organismossilvestres. Entre ellas, el uso de biomarcadores de
dafio genético brindan una oportunidad tnica de evaluar la
exposicién de los organismos a contaminantes genotdxicos
asi como condiciones de estrés oxidativo, mdxime cuando
tal evaluacién puede obtenerse por métodos no letales
(Serrano y Montero, 2001). Hasta el momento, los autores
solo conocen de dos investigaciones sobre el uso de la
técnica de micronticleos en tortugas marinas para establecer
su relacién con genotoxicidad (Borrat et al., 2011; Borrat et
al., 2013).

Dentro de los ensayos citogenéticos, el estudio
cuantitativo de los microntcleos y de las protuberancias
nucleares son dos biomarcadores genotéxicos que nos
aportan varias ventajas a considerar como son la velocidad,
simplicidad y bajo coste del analisis, asi como el no
requerimiento de células en metafase, lo cual facilita su
cuantificacién en diferentes tipos de células, especialmente
aquellas del sistema hematopoyético (linfocitos y eritrocitos
periféricos) debido a su gran disponibilidad orgénica en
cualquier momento (Tucker y Preston, 1996; Gémez et dal.,
2006).

En la actualidad existe un creciente interés en los estudios
ecotoxicolégicos con reptiles debido a que sus caracteristicas
fisioldgicas y ecoldgicas los hace buenos candidatos como
especies biomonitoras del estado de contaminacién del
ambiente (Novillo et al., 2005). En el caso de las tortugas
marinas, se han realizado mediciones tisulares de varios
contaminantes quimicos pero poco se ha investigado sobre
su respuesta celular a través de pruebas citogenéticas que
identifican lesiones nucleares como respuesta a sustancias
genotoxicas (estrés genotdxico).

Considerando que Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829)
es una especie vulnerable segtin la Unién Internacional para
la Conservacién de la Naturaleza (Abreu y Plotkin 2008;
UICN, 2013),yalafaltadeinformacién sobre biomarcadores
genotdxicos que puedan ser utilizado en este quelénido de
forma no letal, nos propusimos en este estudio determinar
los niveles circulantes de dos anormalidades nucleares en
los eritrocitos (microntcleos y protuberancias nucleares) de
ejemplares de L. olivacea capturados en la costa pacifica de
Colombia, asi como indagar sobre el impacto de variables
biolégicas en estos dos biomarcadores genotéxicos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizd en el Pacifico colombiano, en el
departamento de Chocd, municipio de Bahia Solano, en
una playa de anidacién de L. olivacea denominada La Cuevita
(06° 04’ N,y 77° 20’ W). Esta d4rea costera representa uno
de los sitios mds importantes para esta especie en el pais
(Amorocho et al., 1992; Martinez y Pdez, 2000), con una
temperatura anual promedio de 25°C (min. 21°C y max.
31°C), una humedad relativa entre el 80 % y el 100 % y
una pluviosidad promedio de 7.000 mm/afio (Amorocho,
1993). Para su ejecucién se siguieron los lineamientos de
la ley 84 de 1989 de proteccién animal y se conté con el
aval del Comité de Etica de Experimentacién Animal de la
Universidad de Antioquia (CEEA) como consta en el acta
No 52 de 2009.

Recoleccion de los datos biométricos y de las muestras
Las muestras de sangre se colectaron a 55 hembras adultas
por puncién en el seno venoso dorsal del cuello ubicado a
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ambos lados, de 1 a 3 cm de la linea media en la mitad del
recorrido entre la parte posterior de la cabeza y la anterior
del caparazén, utilizando aguja de Vacutainer® calibre 21
de una pulgada en tubos capilares estériles de 5 cm con
heparina sédica. Se optdé por este anticoagulante puesto
que el EDTA provoca hemdlisis en la sangre de las tortugas
marinas (Owens, 2000).

La toma de muestras de sangre y pardmetros biométricos
se realiz6 una vez las hembras terminaron el proceso de
desove completamente, evitando interferir con el mismo.
Las muestras fueron almacenadas y transportadas hasta el
laboratorio para su procesamiento.

A cada individuo se le tomé el peso total, largo curvo del
caparazén (LCC), ancho curvo del caparazén (ACC), largo
curvo del plastrén (LCP), ancho curvo del plastrén (ACP),
circunferencia media del caparazén (CIRC) con la ayuda
de una cinta métrica graduada en centimetros, asi como el
nimero de huevos que definieron las posturas de aquellas
hembras con una postura exitosa. Los ejemplares fueron
finalmente marcados colocdndoles una placa de aluminio
en la aleta anterior izquierda, e identificados con un ndmero
consecutivo. Durante el transcurso de esta investigacion,
ningin individuo fue recapturado.

Preparacioén de las muestras

De cada tubo se extrajo una gota de sangre con la ayuda
de una pipeta de pldstico estéril para realizar un frotis de
sangre colocando la gota en un portaobjetos y realizando
el extendido en una sola direccién. Para cada muestra
individual, se realizaron tres frotis de sangre. Luego, los
portaobjetos se dejaron secar al aire libre durante un
méximo de dos horas. A continuacién, los frotis de sangre
fueron fijados con metanol absoluto por diez minutos y
se dejaron secar de nuevo al aire libre. Cada muestra fue
preservada hasta su posterior tincién con naranja de
acridina por diez minutos (una de ellas se preservé como
contramuestra para estandarizar la tincién). El manejo de
los residuos de cada tincién fue realizado de acuerdo a las
normas internacionales de seguridad en el laboratorio (Ley
1252 de 2008). La tincién con naranja de acridina se realizé
siguiendo el procedimiento descrito en Gémez et al. (2006),
utilizando una concentracién del colorante de 0,02 mg/ml
en un tampén fosfato (pH 7,4).

Analisis de las muestras

Las muestras fueron analizadas utilizando un microscopio
equipado con epifluorescencia con aumento de 100X. La
identificacién de microndcleos (MN) y de protuberancias
nucleares (PN) se realizé de acuerdo a los criterios
establecidos por Majone et al. (1987), Carrasco etal. (1990)
y Koppe (2002). La cuantificacién de la frecuencia de
eritrocitos micronucleados (EMN) se realizé considerando
Unicamente las estructuras redondeadas, no refringentes y

separadas del nticleo principal que emiten una fluorescencia
verde brillante. Por su parte, la cuantificacién de los
eritrocitos con protuberancias nucleares (EPN), se realizé de
acuerdo a los criterios establecidos por Gémez et al. (2006),
considerando solo aquellas estructuras redondeadas, no
refringentes, y unidas aun al nicleo celular que emiten una
fluorescencia verde brillante.

Se registré la frecuencia de EMN y de EPN para cada
individuo sobre un total de 1000 eritrocitos por placa, para
un total de 2.000 eritrocitos analizados por individuo. Se
analizaron un total de 110.000 eritrocitos, y la frecuencia de
anormalidad nuclear se obtuvo seguin la férmula:

No. células A x 1000
N

Frecuencia 4 =

Donde A representa la anormalidad nuclear (microntcleo
o protuberancia nuclear) y N es el ndmero total de células
examinadas.

Analisis estadistico de los datos

Los resultados fueron sometidos a un andlisis estadistico
descriptivo a partir de las medidas de tendencia central
(minimo, méaximo, media y desviacién tipica). Se evalué
la distribucién normal de los datos con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, tomando un valor de p<0,05 como
estadisticamente significativo. Asi mismo, se aplicé un
andlisis multivariado con el coeficiente de correlacién lineal
de Pearson y con la prueba de Kruskal-Wallis (K-W) para
establecer la relacién entre la frecuencia de microndcleos
y protuberancias nucleares con las medidas biométricas
y el nivel de postura de cada hembra al igual que para
determinar si existian diferencias entre las frecuencias de los
dos biomarcadores genotdxicos con una p<0,05.

RESULTADOS
La Tabla 1 recoge las medidas de tendencia central para los
datos biométricos y la postura, si bien solo se obtuvieron
datos de postura de 45 hembras las cuales tuvieron una
postura exitosa al arribar a la playa.

Los hallazgos biométricos de este estudio son similares
a los reportados para la poblacién de tortugas marinas del
Pacifico Oriental (Hinestroza y Pdez, 2001; Vega y Robles,
2005). Esta observacién fue corroborada cuando se realizé
la distribucién normal de los datos, excepto para el nivel de
postura, ya que cada hembra puede ir a desovar en la misma
temporada entre una y tres veces depositando un ndmero de
huevos muy diferente en cada visita a la playa, con tendencia
a ser menor en cada postura (Plotkin et al., 1994; Marquez et
al., 1996). Se encontré una media de EMN de 0,6 + 0,6 y de
EPN de 2,1 + 1,9. Ninguna de las variables biométricas fue
estadisticamente significativa (Tabla 1).
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Tabla 1. Medidas de tendencia central de los datos biométricos expresadas en promedio + desviacién estandar (DE).

Variable N Media + DE Minimo Méximo Valor p.
LcC 55 64,723 59,2 70,5 0,137
ACC 55 68,4+2,5 63 75 0,843
LCP 55 48,4 + 21 42,5 52,3 0,296
ACP 55 56+1,8 51,3 60 0,138
CIRC 55 125,6 3,7 118,3 132,4 0,226
Peso 55 32,9 + 3,6 26 43 0,560
Postura 45 86,9 + 20,7 36 125 0,327

LCC: Largo curvo de caparazén; ACC: Ancho curvo de caparazén; LCP: Largo curvo de plastrén; ACP: Ancho curvo de plastrén; CIRC:
Circunferencia media del caparazén. *LCC, ACC, LCP, ACP y CIRC dados en cm, peso en kg y postura en n°. de huevos.

Con respecto al porcentaje de individuos con
anormalidades nucleares (Fig. 1), el 78,2 % de los individuos
presenté alguna lesién nuclear, aunque la frecuencia de
protuberancias nucleares fue mayor que la de microntcleos
cuando constituyeron la dnica lesién en cada individuo
(29,1 % vs. 3,6 %). El 45,4 % de los individuos presentaron
ambos tipos de lesiones nucleares. Asi mismo, se hallaron
algunos eritrocitos binucleados y uno trinucleado, aunque
no se incluyeron en el andlisis de los datos. Se encontré una
diferencia estadisticamente significativa (Kruskal-Wallis,
p=0,035) entre las anormalidades nucleares halladas en el
estudio.

Cabe resaltar que a la contramuestra tomada de cada
individuo se le realizé la tincién con Giemsa, tal y como lo
reportan diferentes estudios (Bombail et al., 2001; Grisolia,

2002; Bolognesi et al., 2006) para otros vertebrados (peces
y mamiferos). Sin embargo, cerca del 50 % de las placas
procesadas con esta tincién evidenciaron una gran cantidad
de artefactos que impedian realizar la lectura de forma
adecuada sin sobreestimar los dafios. Esto fue corroborado
con otros autores (Borrat, comunicacién personal, 26
de abril de 2013), quienes utilizaron exitosamente otra
inmunotincién epifluorescente (loduro de propidio) en
tortuga verde (Borrat etal., 2011). Es necesario reiterar que
pese a esto, ambas tinciones, Giemsa y naranja de acridina,
se utilizaron exitosamente para leer varios controles
positivos de pacientes caninos sometidos a diversas
moléculas de quimioterapia. Aun no existe una explicacién
para determinar los motivos por los cuales no fue posible
leer las placas con Giemsa en nuestro caso.

3,60%

Osin lesiones

Osélo protuberancias nucleares

WSolo microndcleos B Ambas lesiones

Figura 1. Porcentaje de hembras de Lepidochelys olivacea con anormalidades nucleares.

DISCUSION

Pocos estudios han determinado la presencia y frecuencia de
micronucleos y protuberancias nucleares en reptiles. A pesar
de que los ejemplares fueron capturados en un litoral de
Colombia con un minimo impacto antrépico, los resultados

muestran un nivel de respuesta de estos dos biomarcadores
genotéxicos mayor que los reportados para la frecuencia de
EMN en otros reptiles (0,13 + 0,07-0,3 + 0,88) y menores
para la frecuencia de EPN (0,13 + 0,66-4,23 + 1,74)
(Hayretdag et al., 2014).
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El hallazgo de una frecuencia de EPN mayor que la de
EMN adin no estd muy entendido debido a que la mayor parte
de los estudios experimentales y de frecuencias basales se
ha realizado con MN. Sin embargo, algunas investigaciones
recientes han evidenciado que los mecanismos por los cuales
se generan uno u otro dafio parecen ser diferentes (Lindberg
et al., 2007; Fenech et al., 2011) y se cree que es parte de
respuestas celulares particulares, lo cual no estd descrito
para las especies de tortugas marinas. Ademads, la respuesta
del sistema inmune de algunos vertebrados adultos es mas
efectiva en la eliminacién de estas anomalias, lo cual explica
la mayor frecuencia de estas aberraciones en animales
jovenes (Tucker y Preston, 1996; Zufiiga et al., 2000). En
nuestro estudio no fue posible determinar la edad exacta
de las hembras que arribaron a la playa para incluirla como
una posible variable que corroborara esta observacién.

Si bien no se encontré ninguna correlacién entre la
frecuencia de EMN y la de EPN con los datos biométricos
ni con el nivel de postura de huevos, la investigacién logré
determinar que existen eritrocitos circulantes con evidencia
de dafio genético, especialmente de MN y PN (Figura 2A-
2C). No es clara esta falta de correlacién, aunque se sabe
que los cambios en la estructura nuclear y la composicién
son muy relevantes para el desarrollo normal y las diferentes
funciones fisiolégicas, y pueden contribuir a muchas
enfermedades en humanos y animales, como la distrofia
muscular, la cardiomiopatia dilatada, el envejecimiento
prematuro y el cancer (van der Oost et al., 2003; Zwerger et
al., 2011).

Sin embargo, si se han encontrado correlaciones positivas
entre las concentraciones de algunos contaminantes
quimicos y la edad (Lake et al., 1994) o el peso (Storelli et
al., 1998). Considerando que estos contaminantes tienen
un potencial importante como sustancias genotdxicas,
y que pueden elevar el valor de las frecuencias de tales
anormalidades, es plausible sospechar que existan
correlaciones positivas entre las concentraciones tisulares de
sustancias quimicas, la frecuencia de dichas anormalidades
y ciertos caracteres morfométricos y reproductivos en las
especies afectadas, como se ha registrado en caimanes de La
Florida (Pickford etal., 2000; Milnes etal., 2001; Milnes et al.,
2004). Estos dafios deberfan afectar principalmente dichas
medidas biométricas en etapas tempranas de crecimiento
y su falta de correlacién en los individuos estudiados en
nuestro estudio puede deberse a que estos ya eran adultos
completamente desarrollados.

Es posible que en L. olivacea exista una mayor presencia
de EPN en respuesta a la exposicién de agentes genotdxicos
que la respuesta celular a través de EMN. Aunque la
explicacién para tal hallazgo adn es desconocida, quizds
el sistema reticuloendotelial encargado de eliminar estas
células defectuosas tenga algin grado de selectividad o que
algunas de estas anormalidades genéticas pueden escapar
a los mecanismos de control homeostdtico y evadir el
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sistema inmune (Negrini et al., 2010). Gémez et al. (2006)
determinaron que EMN fue un biomarcador mas sensible
que EPN en la cotorra Aratinga canicularis en respuesta a la
exposicién controlada de mitomicina C.

En nuestro estudio se encontré que una de las tres
tortugas que presentaron lesiones cutdneas sugestivas de
fibropapilomatosis, tuvo la mayor frecuencia de EPN (siete)
de todo el estudio. Algunas investigaciones atribuyen la
presencia de aberraciones cromosémicas a la secrecién
de ciertas sustancias de pardsitos como Taenia solium
en el humano (Serrano y Montero, 2001) y en células
embrionarias de hamster dorado (Herrera et al., 1994).
Estos ultimos estudios reportaron que la frecuencia de MN
fue significativamente mads elevada en linfocitos cultivados
en presencia de un factor secretado por esta tenia (Herrera
etal., 2003).

Si bien se conoce que la presencia de papilomavirus y
otros como herpesvirus y retrovirus en tortugas marinas
ha sido relacionada con fibropapilomatosis (Herbst 1994;
Casey et al., 1997; Lu et al., 2000; Aguirre y Lutz, 2004), no
se tienen datos que demuestren la relacién causa-efecto
entre estas enfermedades infecto-contagiosas y dafio en el
material genético evidenciable en las células sanguineas.
Pese a esta falta de estudios, este tipo de agentes infecciosos
puede llegar a generar alteraciones nucleares sobre el ADN
celular como se ha comprobado para el papilomavirus
humano (Jo y Kim, 2005; Yoshida et al., 2008).

Borrat et al. (2011) encontraron un nidmero de EMN
significativamente mayor en individuos de tortuga verde
(Chelonia mydas) que presentaron tumores que aquellos
que no los tenian. En este aspecto, es necesario resaltar
que se ha encontrado en C. mydas una correlacién positiva
entre la cercania a un canal de desagilie de contaminantes
quimicos (talio particularmente) y el nivel de EMN (Borrat
etal., 2013). Estos autores determinaron que la cercania de
los animales muestreados al canal, se correlacionaba con
una frecuencia mayor de microntcleos y que los niveles
del dafio estudiado también fueron significativamente
mayores a los presentados por los animales mantenidos en
cautiverio en proceso de rehabilitacién, los cuales utilizaron
como controles. También se han detectado diferencias
significativas en los niveles de microndcleos y puentes
nucleares en serpientes (Hayretdag et al., 2014) y en una
especie de rana (Aymak, 2010), encontrando niveles mds
altos en individuos que habitaban zonas agricolas con
mayor grado de contaminacién por metales pesados.

Es necesario aclarar que en nuestro trabajo no era posible
establecer dicha relacién con las zonas de descarga de agua
dulce del area de estudio debido a que a diferencia de la
poblacién de tortugas estudiada en Uruguay, la de L. olivacea
en Colombia utiliza la playa donde realizamos el muestreo
solo para anidar.

En el presente estudio no se establecié ninguna relacién de
causalidad con respecto a la presencia de las anormalidades
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20 um

10 pm

Figura 2. Microfotografias en 100X de eritrocitos normales y anormalidades nucleares observadas en sangre periférica de L. olivacea. A. Eritrocito
con puente nuclear; B. Eritrocito con microntcleo (Flecha roja) y Eritrocito normal (Flecha amarilla); C. Eritrocito binucleado (Flecha roja). Tincién

con naranja de acridina.

nucleares en los eritrocitos, solo se buscaba establecer su
presencia y su posible asociacién con algunos pardmetros
biométricos y reproductivos (nivel de postura) en la
poblacién estudiada. En este aspecto, hay que mencionar
que es necesario estudiar las posibles asociaciones entre la
presencia y nivel de algunos contaminantes en la zona de
estudio (como metales pesados y agroquimicos) con dichas
anormalidades. Esto podria servir para determinar si L.
olivacea sea una buena candidata como especie biomonitora
de contaminacién ambiental a nivel local o tal vez regional.
A pesar de las anteriores condiciones, consideramos que
desde el punto de vista de la conservacién de la especie, es
importante establecer la presencia de estrés genotdxico sin
que necesariamente se tenga en consideracion las areas de
exposicién a estas sustancias quimicas, especialmente sf
se tiene en cuenta que estas hembras anidadoras aisladas
(como las estudiadas en el presente trabajo) juegan un papel
ecolégico esencial en la dindmica de las poblaciones por
cuanto poseen mayores tasas de eclosién (Rueda, 2002).

CONCLUSIONES

Nuestro trabajo pudo determinar por primera vez que
existen niveles circulantes de EPN y de EMN en la poblacién
anidante de L. olivacea de la costa norte del Pacifico
colombiano.

Los resultados no permiten concluir que L. olivacea sea una
especie adecuada para monitorear los efectos genotdxicos
de la contaminacién quimica en dreas marinas. Sin embargo,
el hallazgo de dafio genético en sus eritrocitos, podria estar
indicando que esta especie responde positivamente a la
presencia de este tipo de sustancias en el ambiente. Para
esto, es necesario realizar estudios bajo diferentes niveles de
exposicién con sustancias consideradas controles positivos.
Los biomarcadores genotdxicos estudiados en este trabajo
podran servir para establecer criterios de salud de las
poblaciones de L. olivacea, de manera que puedan emplearse
para valorar el estado de salud de individuos mantenidos en
cautividad en centros de rehabilitacién antes de su puesta
en libertad. Por otro lado, la metodologia y los resultados
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de nuestro estudio servirdn en los programas desarrollados
para la conservacién de esta especie en Colombia.
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