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RESUMEN

La exposicidbn a xenobidticos genera en los organismos una cascada de reacciones
bioquimicas de defensa y detoxificacion celular. La relacion entre los xenobidticos y las
respuestas celulares genera marcadores potenciales para evaluar de manera temprana la
exposicion y efecto de los contaminantes en fauna silvestre. Alin cuando se ha demostrado
alta sensibilidad fisiologica de las tortugas marinas a concentraciones reducidas de
contaminantes quimicos, existe un desconocimiento sobre los niveles a partir de los cuales
los xenobidticos pueden ser perjudiciales o letales, asi como los efectos a largo plazo para
la salud y la dindmica poblacional. El conocimiento acerca del estado de salud de la
poblacion de la tortuga verde (Chelonia mydas) del Pacifico Oriental, conocida
regionalmente como tortuga prieta, es escaso. Con el objetivo de evaluar el estado de salud
de la tortuga verde y el efecto de los elementos traza y compuestos organoclorados (OC), se
determinaron parametros bioquimicos, hematologicos, actividad de enzimas antioxidantes,
niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS), perfiles hormonales y concentracion de
vitelogenina (VTG) en sangre de individuos vivos de Punta Abreojos (PAO), Laguna San
Ignacio (LSI) y Bahia Magdalena (BMA) durante 2005-2007. Se estimé el factor de
condicion corporal (a) y un indice relativo de condicion corporal (Krel) a partir de la
relacion de los datos de talla y peso de los organismos. Las tortugas verdes de PAO
presentaron menor Krel en comparacion con las de LSI a una misma talla (p<0.001). En
BMA y PAO Ias tortugas clasificadas como lesionadas (con heridas recientes, balanos,
desnutricion) presentaron menor Krel en comparacion con las sanas (p<0.01). En PAO se
observé ademas un menor incremento en Krel por centimetro de talla en las tortugas
lesionadas (p<0.001). Los indices de condicion corporal evaluados en conjunto con los
parametros bioquimicos sanguineos resultaron ser marcadores utiles del estado fisico y
nutricional de la tortuga verde. Las tortugas capturadas en LSI presentaron un elevada
razon heterofilos/linfocitos en comparacion con PAO y BMA (p<0.001) sugiriendo una
infeccion aguda en la poblacion. El isomero 6 de los plaguicidas hexaclorociclohexanos
(HCH) fue el OC con mayor prevalencia encontrandose en el 87% de los organismos. En
las tres zonas las concentraciones de elementos traza y de residuos de OC estuvieron
correlacionadas con distintos parametros de salud (p<0.05) (e.g. niveles de calcio,
concentracion de proteinas, actividad de glutation S-transferasa (GST), niveles de TBARS),
aunque unicamente la concentracion del hierro y de los plaguicidas 6-HCH y B-HCH
estuvo correlacionada negativamente con el indice Krel (p<0.02). Analisis de componentes
principales (ACP) determinaron diferencias temporales y regionales en la concentracion de
xenobidticos y en las respuestas fisioldgicas de las tortugas verdes, sugiriendo diferencias
en la calidad del habitat relacionadas posiblemente a corrientes y surgencias (PAO) y a la
actividad agricola (BMA). En PAO Ia elevada concentracion de Cd y Si durante el 2005 se
correlacion6 positivamente con la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa (AST),
la proporcion de monocitos y los niveles de TBARS (dafio oxidativo) y negativamente con
la concentracion de tiroxina, VTG, glucosa y acido urico de las tortugas verdes (p<0.05)
(ACP, 37.5% varianza explicada), lo cual coincide con una menor condicidén corporal
durante el 2005 en comparacion con las tortugas capturadas en el 2006. La mayor



frecuencia de individuos con residuos OC en plasma, asi como las mayores concentraciones
de heptacloro, Si y Cd, se encontraron en los individuos de PAO; las tortugas verdes de
BMA se caracterizaron por presentar la mayor concentracion de aldrin y clordano y por
presentar una mayor actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) (ACP, 43%
varianza explicada). Los resultados de este trabajo demuestran una elevada sensibilidad
fisiologica de la tortuga verde a minimas concentraciones de contaminantes, menores a las
reportadas en tejidos como higado y rifidon de la misma especie en otras partes del mundo.
Los resultados sugieren como potenciales marcadores de contaminantes quimicos a la
actividad de las enzimas AST y GST, dada su funcion detoxificante y, a la concentracion de
lipidos, glucosa, acido urico, VTG y tiroxina como marcadores de la condicién corporal y
el estado nutricional de la tortuga verde.

Palabras clave: Reptilia; Cheloniidae; Chelonia mydas; tortuga verde; Pacifico Oriental,
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ABSTRACT

Exposure to xenobiotics generates a cascade of biochemical reactions in an attempt to rid
the cell of the toxin or to defend it against adverse effects. Those biochemical responses
could be used as biomarkers of exposure and effects of chemical pollution in wildlife and
may extend ultimately to the level of populations. The sea turtles are highly sensitive to low
contaminant concentrations, nevertheless, the toxic levels of chemical contaminants and
their adverse effects in the short term (physiology) and in the long term (population
dynamics) are unknown for sea turtles. There is limited information on the health status of
the population of the East Pacific green sea turtle (Chelonia mydas), known regionally as
black sea turtle. In order to determine the health status of the black sea turtle and the
potential effects of trace elements and organochlorinated pesticides (OC) in the health,
blood biochemistry parameters, blood cell counts, the activity of antioxidant enzymes, lipid
peroxidation (TBARS) levels, hormonal profile and concentration of vitellogenin (VTG)
were measured in individuals captured alive in the coastal lagoons of Punta Abreojos
(PAO), Laguna San Ignacio (LSI) and Bahia Magdalena (BMA) during 2005-2007. The
body condition factor (a) and the relative body condition index (Krel) were estimated using
length and weight data. The black sea turtles from PAO had a lower Krel than those from
LSI at a same length (p<0.001). Injured sea turtles (with external lesions, barnacles,
emaciation) from PAO and BMA showed a lower Krel than apparently healthy turtles
(p<0.01). Additionally, in PAO, the injured sea turtles showed a lower rate of increase of
Krel per centimeter of length (p<0.001). The body condition indices, evaluated together
with blood biochemistry parameters, can be a useful tool as biomarkers of the physical and
nutritional status of the black sea turtles. The black sea turtles from LSI had a higher
heterophyl/lymphocyte ratio in comparison with those from PAO and BMA (p<0.001),
suggesting an acute infection in the LSI population. The most prevalent pesticide was the 6
isomer of the hexachlorocyclohexanes (HCH) which was found in 85% of the individuals.
The concentrations of trace elements and OCs were correlated with many health parameters
of the black sea turtles from the three study zones (p<0.05) (e.g. calcium levels, protein
concentration, glutathione-S-transferase (GST) activity, TBARS levels); nevertheless, only
the concentration of iron and the of pesticides 8-HCH and B-HCH were correlated with the
body condition index Krel (p<0.02). Principal component analyses (PCA) resulted in
temporal and regional differences in trace element and OC concentrations and also health
parameters of the sea turtles, suggesting differences in the habitat and in environmental
conditions related, possibly, to currents and upwelling (PAQO) and agricultural activities
(BMA). The higher concentrations of Cd and Si in PAO during 2005 were positively
correlated with the activity of the aspartate aminotransferase (AST) activity, the proportion
of monocytes and the TBARS levels (oxidative damage), and were negatively correlated
with the concentration of thyroxine, VTG, glucose and uric acid of the black sea turtles
(p<0.05) (ACP, 37.5% variance explained). On that year, 2005, the sea turtles from PAO
showed lower body condition in comparison to the sea turtles captured in 2006. The higher
frequency of individuals with residuals of OCs in plasma and the higher concentrations of



heptachlor, Cd and Si were found in the sea turtles from PAO: the black sea turtles from
BMA were characterized by the higher concentrations of aldrin and chlordane and higher
superoxide dismutase (SOD) activity (ACP, 43% variance explained). The results of this
work confirm the elevated physiological sensitivity of the black sea turtles to minimum
concentrations of contaminants, lower that those reported in liver and kidney of the same
species around the world. The results suggests that the activity of AST and GST could be
used as biomarkers of chemical contaminants due to their detoxifying function, while levels
of glucose, uric acid, VTG and thyroxine are suggested to be good biomarkers of body
condition and nutritional state in black sea turtles.

Key words: Reptilia; Cheloniidae; Chelonia mydas; green sea turtle; East Pacific;
biomarkers; xenobiotics; endocrine disruptors; health; conservation



A las tortugas de los océanos.

Organismos con los que conviviy

sobre los que reflexioné, escribi y aprendi durante

cuatro anos para realizar una de mis mds grandes metas.

La tortuga verde, quizd la mds conocida por el hombre, porta el
nombre “Chelonia” empleado por los Griegos para denominar a
todas las tortugas vivientes. Es, junto a las seis especies vivas de
tortugas marinas, un sobreviviente prehistorico de la extincion
masiva de los dinosaurios.

Al nacer vive sus “arios perdidos” inmersa en el océano como
carnivoro, afrontando a sus mds temibles predadores. Como
Juvenil, prefieve las protegidas lagunas costeras vicas en alimento
verde. Ya convertida en adulto comienza la migracion de miles de
kilometros sin mds brujula o mapa que su sentido de orientacion
aun indescifrable.

Especie altamente filopdtrica, la tortuga verde vrevela gran
fidelidad por su playa de nacimiento para la anidacion, haciendo
frente a mds de 20 anos de cambios urbanos y perturbacion
ambiental ocurridos desde su mnacimiento hasta su primer
exploracion terrestre.

En su trayecto de vida, miles de tortugas verdes son vulnerables
durante las operaciones pesqueras en nuestra necesidad por
alimentar a un mundo cada vez mayor.

“La extincion no es inevitable”, la coexistencia con un habitante
de 2 millones de arios puede lograrse con un acomodo justo vy
razonable de la humanidad.

Es nuestra generacion la responsable de tomar las acciones
necesarias para salvar a estos extraorvdinarios animales.

Vanessa Labrada-Martagon

Cow ideas modificadas de:
Pritchawd, Peter. 2011. Swot Report. The state of the World's Sea Turtles.

Spotilay, James. 2004. Sea Turtles, v complete guide of their biology,
behawior and conservation. Johwns Hopking Editorial.
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1. INTRODUCCION

Se ha reportado la presencia de una variedad de elementos traza y compuestos
organoclorados (OC) en diversos tejidos de la tortuga verde en la peninsula de Baja
California y el Golfo de California (Presti et al., 1999; Gardner et al., 2003; Fitzgerald,
2004; Gardner et al., 2006; Kampalath et al., 2006), a concentraciones incluso mayores a
las reportadas en tortugas marinas y vertebrados de otras partes del mundo, tales como el
cadmio (Cd), hierro (Fe), niquel (Ni) y zinc (Zn) (Gardner et al., 2006). Actualmente, se
desconocen los niveles a los que los contaminantes quimicos pueden llegar a ser dafiinos o
criticos para la salud de las tortugas marinas (Milton y Lutz, 2003). Las tortugas marinas
presentan una alta sensibilidad fisiologica a reducidas concentraciones de contaminantes
(Keller et al., 2004a; 2006), presentando alteraciones en la bioquimica sanguinea y
parametros inmunes, asi como distintas etiologias asociadas a enfermedades sin mostrar
signo alguno (Sposato y Lutz, 2003; Keller et al., 2004a; 2005; Cordero-Tapia, 2005;
Raidal et al., 20006).

La informacion sobre el estado de salud de la tortuga verde del Pacifico Oriental,
Chelonia mydas, conocida regionalmente como tortuga prieta, es escasa. En particular, para
la poblacion de tortuga verde del Pacifico mexicano dicha informacién es practicamente
nula. Aun cuando en la peninsula de Baja California Sur la presencia de altas
concentraciones de algunos elementos traza ha sido atribuida a fendmenos naturales, como
corrientes y surgencias (Méndez et al., 1998; Shumilin et al., 2000a; 2001) y, en términos
generales, la costa se ha considerado como una zona pristina (Kampalath et al., 2006),
existen diversas fuentes potenciales de contaminacioén antropogénica (Méndez et al., 1998;
Shumilin et al., 2000; 2001) y condiciones ambientales criticas para la salud de las tortugas
marinas (Milton y Lutz, 2003).

La tortuga verde es una de las cinco especies de tortugas marinas que habitan en la
costa de la peninsula de Baja California (Cliffton et al., 1995; Gardner y Nichols, 2001). Es
una especie que se encuentra a lo largo de todo el ano en las costas, bahias y lagunas
costeras de la peninsula y Golfo de California (Koch et al., 2007). Estos sitios son un

habitat propicio para el desarrollo y alimentacion de esta especie (Cliffton et al., 1995;
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Seminoff et al., 2002a; Nichols, 2003), la cual se alimenta principalmente de algas y pastos
marinos (Lopez-Mendilaharsu et al., 2005).

A pesar de la proteccion que se ejerce sobre las tortugas marinas, las principales
amenazas que afectan a las poblaciones de tortuga verde en la peninsula son la captura
ilegal dirigida para el consumo humano y la captura incidental por la actividad pesquera,
ambas contribuyendo al indice de mortalidad registrado en la region (Cliffton et al., 1995;
Gardner y Nichols, 2001; Koch et al., 2006; Mancini, 2009). La pérdida y degradacion de
su habitat por contaminantes, basura y desarrollo urbano en las lagunas costeras son otras
de las amenazas (IUCN, 2006).

El objetivo general del presente estudio fue valorar la utilidad de diversos
marcadores fisiolégicos como herramientas de diagndstico temprano, para la evaluacion del
estado de salud de la tortuga verde que habita en la costa occidental de Baja California Sur,
Meéxico. Con el proposito final de aportar informacion base para estudios futuros, se
determinaron los valores de los parametros fisioldgicos en sangre de la tortuga verde por

clases de talla, estado fisico, estacion, afio y zona de captura.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estado taxon6mico de la tortuga verde.

Las tortugas marinas se clasifican en dos familias taxondmicas pertenecientes al
orden Testudines de la clase Reptilia. En la actualidad unicamente siete especies de tortugas
marinas sobreviven, seis de las cuales se agrupan en la familia Cheloniidae (Caretta
caretta, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea, L. kempii, Chelonia mydas vy
Natator depresus) y una, Dermochelys coriaceae, pertenece a la familia Dermochelidae
(Pritchard y Mortimer, 2000). Las tortugas marinas habitan los ecosistemas marinos
tropicales, principalmente, y subtropicales en menor grado. Unicamente la especie D.
coriaceae, conocida como tortuga laud, presenta adaptaciones para sobrevivir en ambientes
frios (Pritchard, 1997). En la costa de Baja California Sur pueden encontrarse cinco de las
siete especies de tortugas marinas del mundo: la tortuga verde (Ch. mydas), la tortuga laad
(D. coriacea), la tortuga carey (E. imbricata), la tortuga golfina (L. olivacea) y la tortuga
caguama (C. caretta) (Cliffton et al., 1995; Gardner y Nichols, 2001).

Todas las especies de tortugas marinas son unidades evolutivas discretas, claras, de
facil diagnostico morfoldgico y genético, con excepcion de la tortuga verde del género
Chelonia (Karl y Bowen, 1999). Numerosos morfotipos de tortuga verde han sido descritas
regionalmente, aunque solamente la tortuga verde del Pacifico Oriental, conocida
localmente como tortuga prieta, agassizii (Bocourt, 1868) 6 mydas agassizii (Carr, 1952),
ha sido aceptada como una entidad taxonomica legitima (revisado por Karl y Bowen,
1999). Actualmente existe una controversia sobre su estado taxondémico, la discusion entre
los especialistas gira en torno a su inclusion como especie (Pritchard, 1997; 1999),
subespecie dentro del género Chelonia (Kamezaki y Matsui, 1995; Plotkin, 2003), o como
una variante ecotipica o subpoblacion de Ch. mydas adaptada a las caracteristicas
particulares de su ambiente (Karl y Bowen, 1999; Bowen y Karl, 1999). La informacion
sobre la que se basan los distintos autores es la divergencia morfologica que presenta la
tortuga verde (diferencias en tamafio y forma del caparazon, coloracion oscura de escamas
y caparazon, menor tamafio corporal, mayor dimorfismo sexual), su aislamiento geografico

(indico-Pacifico vs. Atlantico-Mediterraneo), el posible aislamiento reproductivo (Carr,
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1978;  Pritchard, 1997; 1999; Pritchard y Mortimer, 2000), los rasgos osteologicos
caracteristicos (Figueroa y Alvarado, 1990; Kamezaki y Matsui, 1995) y la ausencia de un
linaje evolutivo discreto o de divergencia molecular especifica (Bowen et al., 1992; Karl et
al., 1992; Karl y Bowen, 1999).

Con base en la informacidn expuesta anteriormente, en este trabajo se considerara a
la tortuga verde “agassizii”’ como un morfotipo circunscrito dentro del complejo Ch. mydas
(Linnaeus, 1758), tomando en consideracion el concepto de especie ecologica y el hecho de
que la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) no reconoce en la

actualidad a la tortuga verde como una subespecie de Chelonia (Pritchard y Mortimier,

2000).

2.2. Distribucion e historia de vida de la tortuga verde.

La tortuga verde se distribuye desde la costa central de Baja California hasta el sur
de Peru, incluidos el Golfo de California, las islas Revillagigedo y las islas Galapagos
(Marquez, 1990). Se han reportado avistamientos aislados de esta tortuga en California,
Columbia Britanica y Chile (Carr, 1978; Marquez, 1990). El rango de distribucion en su
margen poniente es incierto (Marquez, 1990), aunque existe evidencia de una gran similitud
genética entre las poblaciones de tortuga verde del Océano Pacifico (Karl y Bowen, 1999),
a la tortuga verde se le considera como una poblacion confinada al Pacifico Oriental y
semi-aislada de las poblaciones de tortuga verde de Asia, Indo-Pacifico y Hawai (Carr,
1978; Pritchard, 1997; 1999).

Su habitat se restringe a las lagunas, bahias y zonas costeras de moderada
profundidad, protegidas y cubiertas por algas, pastos marinos y otras plantas (Carr, 1978;
Seminoff et al., 2002a; Nichols, 2003). No es una especie que se observe cominmente en
zonas oceanicas a pesar de ser altamente migratoria (3500 km en 266 dias) (Marquez, 1990;
Byles et al., 1995). Al término del periodo reproductivo y de anidacion, los adultos realizan
migraciones hacia los extremos norte y sur de su distribucion dirigiéndose hacia las zonas
de alimentacion (Marquez, 1990; Byles et al., 1995; Cliffton et al., 1995; Nichols, 2003).

El noroeste de México (costa occidental de Baja California Sur y Golfo de California) es la
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zona de alimentacion de mayor importancia para la tortuga verde en el extremo norte de su
distribucion (Nichols, 2003; Seminoff et al., 2002b; 2003; Brooks et al., 2004; Lopez-
Mendilaharsu et al., 2005), donde habita a lo largo de todo el afio (Nichols, 2003; Brooks et
al., 2004). Su principal zona de anidacion se ubica en las playas arenosas en la costa de
Michoacan (Alvarado y Figueroa, 1989; Marquez, 1990). Es el unico quelonido del
Pacifico en el que su historia de vida depende de las costas de México, tanto para su
reproduccion, como alimentacion y desarrollo (Cliffton et al., 1995).

El periodo y caracteristicas de la anidacion varian latitudinalmente, en Michoacan se
extiende de agosto a enero con un niimero de hembras maximo de octubre a noviembre. Las
copulas ocurren a lo largo de toda la temporada de anidacién, siendo mas frecuentes en la
primera mitad de la temporada. El tiempo promedio entre la copula y la anidacion es de
13.6 dias (Alvarado y Figueroa, 1989). Las hembras anidan cada 2 afios, pueden ovopositar
de 1 a 8 nidos con una periodicidad de 14 dias entre nidos sucesivos, y el nimero de huevos
por nido puede ser de 38 hasta 139 huevos. En México, el tamafio y numero de los huevos
esta correlacionado con la edad y talla de las hembras. El tiempo méximo de incubacion es
de 62 dias (Marquez, 1990).

La historia de vida de crias hasta llegar a la edad adulta es poco conocida en las
tortugas marinas (Bolten, 2003). Las crias de tortuga verde tienen un desarrollo temprano
en la zona ocednica, la cual cambian por un ambiente neritico (<200 m de profundidad)
durante su etapa juvenil (>35-40 cm largo recto del caparazon (LRC); Nichols, 2003). Es
en ese tipo de ambiente donde los juveniles habitan por largos periodos, incluso décadas,
hasta alcanzar la talla promedio de anidacion (Seminoff et al., 2002c). La tasa de
crecimiento promedio de la tortuga verde se ha estimado en 1.4 cm por afio en el Golfo de
California (Seminoff et al., 2002¢) y de 1.62 c¢cm por afio en Bahia Magdalena (Koch et al.,
2007) y se ha observado que existe variacion interanual y estacional en el crecimiento asi
como una dependencia del mismo con la talla de los individuos (Seminoff et al., 2002c;
Koch et al., 2007).

La talla promedio de primera reproduccion se ha estimado de 68 cm de LRC

(Marquez, 1990). La evidencia en el Golfo de California sugiere que los organismos
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alcanzan la madurez sexual después de los 77.3 cm LRC (Seminoff et al., 2002c). El
criterio que se ha utilizado para diferenciar organismos juveniles de adultos en tortuga
verde, con base en la talla promedio de anidacion de las hembras, es de 72 cm de largo
curvo de caparazon (LCC) (Marquez, 1990) y de 77.3 cm de LRC (Koch et al., 2006;
2007). La estructura de la poblacion de tortuga verde en las zonas de alimentacion del
noroeste mexicano muestra variaciones espaciales. Mientras que en la costa occidental de
Baja California Sur, especificamente en Bahia Magdalena, se reportan principalmente
individuos juveniles (<77.3 cm LRC) (Brooks et al., 2004; Koch et al., 2006; 2007), con un
porcentaje de captura de hasta 97% (LRC, media=54.6 cm, SD=9.5 c¢cm) (Koch et al.,
2007), en el Golfo de California (Bahia de los Angeles) se reportan organismos tanto
juveniles como adultos con rangos de talla desde 46 hasta 100 cm LRC (media=74.3 cm,
SD=0.7 cm) (Seminoff et al. 2002¢; 2003). Las tortugas marinas adultas se encuentran con
mayor frecuencia en las zonas mas expuestas y profundas, dentro y fuera de las bahias
(Brooks, et al., 2004). En Bahia Magdalena, el LRC promedio de las tortugas capturadas en
el Pacifico (LRC, media= 67.7 cm, SD=3.1 cm) es mayor que el de las tortugas marinas
capturadas en los esteros (LRC, media=55.5 cm, SD=2.8 c¢cm) (Lopez-Mendilaharsu et al.,
2005).

En términos generales se ha observado que la tortuga verde presenta una dieta
omnivora (Santos-Baca, 2008). Aunque se ha documentado que la tortuga verde tiene una
preferencia por consumir algas rojas y verdes asi como pastos marinos (Lopez-
Mendilaharsu et al., 2005; Talavera-Saenz et al., 2007), en el Golfo de California se ha
reportado el consumo de materia animal compuesta por diversidad de invertebrados (e.g.
moluscos, anélidos, cnidarios, crustaceos) (Seminoff et al., 2000; 2002d). En Bahia
Magdalena existe evidencia de consumo de langostilla (Pleuroncodes planipes) en periodos
de alta abundancia (Lopez-Mendilaharsu et al., 2003a). Se ha mencionado que la
composicion de la dieta de la tortuga verde esta definida por la disponibilidad y selectividad
del recurso por parte de los individuos (Seminoff et al., 2002d; Lopez-Mendilaharsu et al.,
2005). Por lo tanto, se observa una gran variabilidad en la composicion de la dieta de la

tortuga verde tanto estacional (verano e invierno) (Lopez-Mendilaharsu et al., 2005), como
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regional (Golfo de California y Pacifico) (Seminoff et al., 2000; 2002d) ¢ individualmente
dentro de un mismo estero (Lopez-Mendilaharsu et al., 2003b; 2005).

2.3. Situacion historica y actual de la tortuga verde en México.

La tortuga verde es, después de la tortuga lora (L. kempi), la tortuga marina en
mayor riesgo de extincion en México (Byles et al. 1995). Internacionalmente se encuentra
catalogada dentro de la Convencion Internacional de especies amenazadas de fauna y flora
silvestres (CITES), asi como en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la [IUCN como
una especie con “alto riesgo de extincion” (IUCN, 2006; UNEP-WCMC, 2007). En México
se encuentra catalogada dentro de la Norma Oficial Mexicana, NOM-059-ECOL-2001,
como subespecie en “peligro de extincion”, con lo que se vuelve obligatoria la
conservacion y proteccion de esta especie asi como del hébitat en el que vive (Diario
Oficial de la Nacion, 2002a).

En México, historicamente la tortuga verde fue un recurso consumible abundante y
de facil acceso. Su consumo como medio de subsistencia se remonta hasta la antigiiedad en
la época prehispanica, cuando los indios Seris en el Golfo de California y los Huaves y
Mixtecos en Oaxaca consumian la carne a lo largo de todo el afio. Los grupos indigenas de
Michoacan acostumbraban a consumir los huevos de la tortuga verde (Marquez, 1990;
Cliffton et al., 1995). En el siglo XIX durante la industria de la caza ballenera los
extranjeros se alimentaban y abastecian con carne de tortugas marinas (Marquez, 1990). A
inicios del siglo XX la captura comenz6 a realizarse con fines comerciales. En 1930 entro6
en vigor un mercado de venta de carne de tortuga verde hacia Estados Unidos desde
ciudades como Tijuana, Mexicali y Nogales, el cual termind después de 1960 (Marquez,
1990; Cliffton et al., 1995). El periodo de intensa explotacion de carne ocurrio
principalmente de 1950 a 1970, reduciendo considerablemente la poblacién de tortuga
verde (Cliffton et al., 1995). En el periodo comprendido entre 1948 y 1990 la captura
promedio anual fue de 265.6 toneladas de tortugas verdes, alcanzando el nivel maximo en
1969 con 825.6 toneladas (Marquez y Carrasco, 2003). El periodo de mayor extraccion de

huevos fue durante la década de los 70’s (Marquez, 1990). A lo largo del tiempo, como
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resultado de la reduccion poblacional, fue modificandose tanto el arte de pesca empleado
(arpdn, redes de pesca, compresor para buceo), la zonas de captura (costero, superficie o
fondo marino), como el nimero y tamafio de individuos capturados. Alrededor de 1980,
conforme el esfuerzo de pesca requerido (tiempo, distancia) fue mayor, el precio de la carne
se increment6 considerablemente siendo un incentivo para los pescadores el capturar esta
especie “rara” (Cliffton et al., 1995).

A partir de 1978 el gobierno mexicano comenzd a proteger a las tortugas marinas
estableciendo cuotas y vedas de captura (Cliffton et al., 1995). En 1978 el Museo del
Desierto de Arizona y Sonora y el Instituto Nacional de Pesca generaron un programa de
recuperacion para la tortuga verde en Michoacan, en 1982 dicho programa pasé a ser
responsabilidad de la Universidad de Michoacan con el objetivo principal de recuperar la
poblacion anidante en Michoacan (Cliffton et al., 1995; Alvarado-Diaz et al., 2001). En
1990 se publico un acuerdo por el que se establece la veda total e indefinida de las tortugas
marinas en aguas de jurisdiccion federal, por lo que actualmente resulta un delito federal el
capturar, dafar o comercializar cualquier especie o subespecie de tortuga marina (Diario
Oficial de la Federacion, 2002b).

A pesar de los esfuerzos de protecciéon en el pais (e.g. Diario Oficial de la
Federacion, 1986; 2007; Delgado y Nichols, 2005), la recuperacion de las poblaciones de
todas las especies de tortugas marinas se ha visto afectada en Baja California Sur y en el
Golfo de California por la captura ilegal dirigida y la captura incidental, en ese orden de
importancia. De marzo del 2006 a febrero del 2008, el 45.5% de la mortalidad registrada en
la peninsula fue resultado del consumo humano, lo cual representa un consumo promedio
anual de 230.5 tortugas marinas (Mancini y Koch, 2009). La captura ilegal para consumo
de carne genera el 63% de la mortalidad de la tortuga verde y hasta el 93% de la mortalidad
de otras especies (Koch et al., 2006; Mancini, 2009). Esto se debe principalmente a las
preferencias culinarias de los grupos costeros, en el noroeste del pais la carne de tortuga
verde es considerada como un manjar por lo que resulta complicado reducir su consumo
(Koch, et al., 2006). En esta region se ha estimado que alrededor del 90% de las tortugas

muertas corresponden a individuos juveniles al ser sitios de desarrollo y alimentacion
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(Gardner y Nichols, 2001; Nichols, 2003; Seminoff et al., 2003; Koch, et al., 2006;
Mancini, 2009; Mancini y Koch, 2009). Los cadaveres de tortuga verde son, después de la
tortuga caguama (Caretta caretta) los encontrados con mayor frecuencia en la costa del
Pacifico (86%) (Mancini, 2009), especificamente en basureros y poblados aledafios a Bahia
Magdalena (Koch, et al., 2006; Mancini, 2009).

La captura incidental de la tortuga verde en diferentes pesquerias comerciales es un
problema que existe a lo largo de toda su ambito de distribucion, la cual puede ocurrir por
el enmalle en redes de pesca de escama, camarén o tiburdn (Marquez, 1990). Sin embargo,
en la peninsula de Baja California Sur, donde se considera que existen alrededor de 150
comunidades pesqueras (Nichols, 2003), se ha demostrado que la pesqueria artesanal o
riberefia es la que genera la mayor mortalidad incidental en tortugas marinas, generando
tasas elevadas de mortalidad, mas altas que las reportadas en otras partes del mundo (Koch
et al., 2006). Se estima una mortalidad anual de 600 tortugas verdes en Bahia Magdalena
(Koch et al., 2006) y de 2,250 tortugas verdes por afio en Laguna San Ignacio en donde

opera una pequeia flota conformada por poco mas de 15 embarcaciones (Mancini, 2009).

2.4. Biomarcadores y condicion corporal.

Los efectos de los contaminantes quimicos se reflejan en distintos niveles de
organizacion bioldgica, desde el nivel molecular y bioquimico hasta las alteraciones
fisiologicas y clinicas individuales (Stegeman et al., 1992). Las respuestas bioquimicas son
la primera linea de defensa en las células ante la exposicidon a sustancias toxicas. La
interaccion entre el compuesto toxico y la célula genera una cascada de reacciones
bioquimicas con la finalidad de eliminar a la toxina o de defender a la célula contra los
efectos adversos. Estas respuestas pueden iniciar eventualmente respuestas fisioldgicas en
los organismos y extenderse en ultima instancia al nivel de la poblacion y ecosistema
(Stegeman et al., 1992; Schlenk y Di Giulio, 2002).

La estrecha relacion que existe entre la respuesta de las moléculas ante la presencia
de xenobidticos ambientales ha aumentado paulatinamente el interés por estudiar la utilidad

de las primeras como marcadores de la exposicion a los contaminantes y los efectos
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metabolicos en los organismos (Stegeman et al., 1992; Mayer et al., 1992; Schlenk y Di
Giulio, 2002; Martinez-Alvarez et al., 2005; Richardson et al., 2010). Un marcador
biologico es una medida cuantificable, ya sea bioquimica, inmunoldgica, histologica, etc.,
que relaciona el grado de disfuncion que el contaminante produce en tiempo o dosis al
organismo (Stegeman et al., 1992).

Los marcadores fisiologicos tienen la ventaja de ser los mas sensibles y de ser la
primera respuesta detectable ante una alteracion ambiental. Reflejan unicamente el efecto
de la fraccién de contaminante biolégicamente disponible, apuntando a su vez hacia los
posibles efectos negativos que un 6rgano o individuo pueda sufrir (Mayer et al., 1992;
Stegeman et al., 1992). La combinacion de varios tipos de marcadores bioldgicos
(hematologicos, enddcrinos, estrés oxidativo, morfoldgicos, etc.) permite generar una mejor
interpretacion de la respuesta metabolica a alteraciones ambientales, permitiendo una
evaluacion rapida del estado de salud del organismo previo a observar los efectos a nivel
ecologico y poblacional (Mayer et al., 1992; Van der Oost et al., 2003).

Los indices de condicién corporal se han utilizado para describir el estado de salud
general de los organismos de multiples especies en vida libre (Stevenson y Woods, 2006).
Un indice de condicion corporal se deriva, generalmente, de la relacion entre la longitud y
la masa del animal. Es una medicién de la condicidon corporal individual la cual hace
referencia al estado nutricional y a las reservas energéticas del organismo (Harder y
Kirkpatrick, 1996 en Copeland, 2004). Los cambios de la condicion corporal, son resultado
de los cambios en la composicion bioquimica de los tejidos y a la mobilizacion de las
reservas energéticas, los cuales pueden estar relacionados con la estacionalidad, estadio en
la historia de vida, estado de salud o a la exposcion a factores de estrés (Barton et al.,
2002). El éxito reproductivo, la supervivencia y por ende la dindmica poblacional,
dependeran de la condicion corporal de los organimos (Jones et al., 1999; Stevenson y
Woods, 2006).

Los diversos estudios enfocados en determinar y evaluar el estado fisioldgico y de
salud de las tortugas marinas en vida libre han generado valores de referencia de los

parametros clinicos de los individuos considerando diversos factores, tales como, la
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estacionalidad, localidad, sexo, edad, clases de talla, niveles de contaminantes,
enfermedades, estado fisico y condicion corporal (Bolten y Bjorndal 1992; Aguirre et al.,
1995; Hasbun et al., 1998; Aguirre y Balazs 2000; Keller et al., 2004; Hamann et al., 2006;
Whiting et al., 2007). Se han empleado diversas aproximaciones para estimar y evaluar la
condicion corporal, los métodos comunmente empleados en tortugas marinas incluyen la
evaluacion de las pendientes y de los residuos obtenidos a partir de la relacion entre la talla
y el peso de los animales, la comparacion de la razon peso/talla y, la estimacion de diversos
indices de condicion corporal (Bjorndal et al., 2000; Work et al., 2001; Jessop et al., 2004;
Hamann et al., 2005). Algunos de estos métodos se han visto afectados por el pequeiio
tamafo de muestra (Work et al., 2001). Adicionalmente, estas estimaciones han sido
consideradas como insatisfactorias para la evaluacién de la condicion corporal en reptiles
(Jacobson et al., 1993) vy, especificamente para tortugas marinas, se ha sugerido la
necesidad de desarrollar criterios cuantitativos de evaluacion de la condicion corporal
(Work et al., 2001). El indice de condicion mas citado y ampliamente empleado durante
las evaluaciones del estado de salud de las tortugas marinas ha sido en factor de condicién
de Fulton, el cual ha sido propuesto por Bjorndal et al. (2000) para determinar la condicién
corporal de la tortuga verde. El indice de Fulton ha sido estimado en diversas especies de
tortugas marinas y es calculado a partir de los datos de peso y talla de los animales

(Beverton y Holt, 1957).

2.5. Estado de salud de la tortuga verde.

La pérdida y degradacion del habitat por contaminantes, basura y desarrollo urbano
es una de las amenazas que afectan a las poblaciones de tortugas marinas (Seminoff et al.,
2000; Bolten, 2003; TUCN, 2006). Aunque la costa de Baja California Sur se ha
considerado como una zona pristina sin mayor alteracion ambiental (Kampalath et al.,
2006), es una zona en donde la actividad minera ha existido desde el siglo XIX con
depositos de oro, plata, cobre (Cu) y fosforita (Consejo de Recursos Mineros, 1999). El
enriquecimiento de elementos traza, como el Cd, ha sido atribuido principalmente a causas

naturales de origen geoldgico (€.g. vulcanismo y movimientos tectonicos) y oceanoldgicos
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(e.g. corrientes y surgencias) (Martin y Broenkow, 1975; Méndez et al., 1998; Shumilin et
al., 2000; 2001; Méndez et al., 2006; Rodriguez-Meza, 2007; Cadena-Cardenas et al.,
2009). Sin embargo, existen diversas fuentes potenciales de contaminacion antropogénica
en la peninusula como resultado de la urbanizacién. Se han reportado elevadas
concentraciones de plomo (Pb) y Cu en las inmediaciones de poblaciones urbanizadas
como resultado de la mineria, el establecimiento de marinas y trafico nautico (Méndez et
al., 1998; Shumilin et al., 2000; 2001; Méndez et al., 2006; Cadena-Cardenas et al., 2009).
En Baja California Sur se ha presentado un aumento en el desarrollo urbano en los tltimos
30 afos y actualmente un creciente desarrollo turistico que incluye la construccion de
nuevos puertos y marinas (Gardner et al., 2006). Adicionalmente, la peninsula es una de
las regiones con mayor produccion pesquera dentro del litoral mexicano (Diario Oficial de
la Federacion, 20006).

El crecimiento desequilibrado de las actividades pesqueras y el desarrollo urbano en
puertos como Bahia Magdalena y Punta Abreojos han generado problemas de sanidad
ambiental; principalmente debido a la falta de infraestructura para la eliminacion de los
desechos generados (Castellanos y Mendoza, 1991 en Maya y Guzman, 1998; Méndez et
al., 1998; Shumilin et al., 2001). El depoésito de desechos directamente a las lagunas
costeras es una practica comun; el problema de contaminacién en estos sitios estd
relacionado con la distribucién temporal y espacial de los elementos o sustancias
introducidas y su efecto en la calidad del agua. Aunque el depdsito de desechos urbanos
puede verse mitigado por la mezcla de agua entre la laguna y el mar, y por accién de las
mareas; la dispersion y/o depositacion de los contaminantes dependera de la dindmica
lagunar (De la Lanza y Céceres, 1994).

Gran variedad de elementos traza y OC han sido reportados en las cinco especies de
tortugas marinas que habitan en el noroeste del pais, siendo la tortuga verde la que ha
presentado concentraciones mayores al resto de las especies en la misma zona o en otras
partes del mundo (Presti et al., 1999; Gardner et al., 2003; Fitzgerald, 2004; Frias-
Espericueta et al.,2006; Gardner et al., 2006; Kampalath et al., 2006; Talavera-Saenz et al.,

2007). En esta especie, se ha sugerido que el dafio histopatologico observado en higado
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(hiperplasia de ductos biliares) y rifion de individuos de Bahia Magdalena puede estar
asociado a intoxicacidon por contaminantes quimicos (Cordero-Tapia, 2005) aln no
identificados.

Actualmente el conocimiento acerca del estado de salud de las poblaciones de
tortugas verdes en México es escaso, la mayoria de los datos provienen de estudios
realizados sobre tortugas verdes muertas incidentalmente en Bahia Magdalena. En el
noroeste de México no se han reportado casos de fibropapiloma (Seminoff et al., 2003;
Cordero-Tapia, 2005; Mancini, 2009), neoplasias cutdneas de alta prevalencia en tortuga
verde en las costas tropicales del mundo (Aguirre y Lutz, 2004; Work, 2005). Sin embargo,
en Bahia Magdalena se ha reportado la presencia de distintas etiologias asociadas
comunmente al fibropapiloma, tales como herpes virus, aislamientos bacterianos,
biotoxinas lipo- e hidrosolubles (Cordero-Tapia, 2005), y parasitismo por trematodos
(Laredius learedi) con una prevalencia de hasta el 75% (Cordero-Tapia et al., 2004;
Inohuye-Rivera et al., 2004).

A pesar de que existe un conocimiento basico sobre la fisiologia y los niveles de
referencia de distintos pardmetros clinicos de bioquimica sanguinea y hematologia en
tortuga verde del Atlantico, el Caribe y el Indo-Pacifico (e.g. Wood y Ebanks, 1984; Bolten
y Bjorndal, 1992; Hasbun et al., 1998; Work et al., 1998; Aguirre y Balazs, 2000; Hamman
et al., 2002; Hamman et al., 2006; Montilla et al., 2006) hay un desconocimiento general
sobre el mismo tema en la tortuga verde del Pacifico Oriental. Existe un reporte sobre
valores hematologicos de tortugas verdes adultas capturadas en la costa de Michoacan
(Grumbles et al., 1990); sin embargo, dentro del conocimiento del autor no existe un
trabajo publicado que aborde parametros de salud de la tortuga verde en la costa del
Pacifico Oriental.

Una amplia gama de estudios en tortugas marinas describe la fisiologia reproductiva
y las variaciones endocrinas de hormonas tales como los esteroides sexuales (testosterona
(T), progesterona y estradiol (E,)), las gonadotropinas (e.g. foliculo estimulante) y
hormonas tiroideas en diversas especies de quelonios y bajo distintas condiciones, como la

estacionalidad, afio de estudio, migracion, estado reproductivo y anidacion (e.g. Licht et al.,
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1979; Lance et al., 1979; Owens, 1980; Owens y Morris, 1985; Wibbels et al., 1987a;
Crowell y Owens, 1990; Rostal, et al., 1997; Hamman et al., 2005). La concentracion de T
se ha estudiado en tortugas marinas inmaduras, principalmente tortuga caguama, con la
finalidad de validar su uso para la determinacion de la proporcion sexual en poblaciones
silvestres (Owens et al., 1978; Wibbels et al., 1987b; Bolten et al., 1992; Gross et al., 1995;
Braun-McNeill et al., 2007). La determinacion de esteroides sexuales como el E; y la
progesterona y hormonas gonadotropinas (e.g. hormona foliculo estimulante) se ha
realizado con mayor énfasis durante la evaluacién de los ciclos reproductivos de las
hembras adultas de diferentes especies (e.g. Litch et al., 1979; 1982; Wibbels et al., 1990;
1992; Rostal et al., 1997; Hamann et al., 2002; Al-Habsi et al., 2006). La determinacion de
los niveles de las hormonas tiroideas en tortugas marinas es poco comun (Licht et al.,
1985a; Owens y Morris, 1985; Heck, 1997; Moon et al., 1998; 1999) a pesar de su
importancia para el crecimiento, desarrollo y reproduccion en los vertebrados (Dickhoff y
Darling, 1983). En el conocimiento del autor, son pocos los estudios de ésta indole que
incluyan organismos de tortuga verde del Pacifico Oriental (Licht et al., 1980; Moon et al.,
1998).

Existe un desconocimiento sobre los niveles a partir de los cuales los contaminantes
quimicos pueden ser perjudiciales o letales para las tortugas marinas y sobre los efectos a
largo plazo a la salud y dinamica poblacional (Aguirre et al., 1994; Milton y Lutz, 2003;
Storelli y Marcotrigiano, 2003). Se ha demostrado que las tortugas marinas tienen una alta
sensibilidad fisiologica atin a reducidas concentraciones de contaminantes como los OC
(Keller et al., 2004a; 2005), presentando alteraciones en la bioquimica sanguinea
(proteinas, electrolitos, lipidos, glucosa, etc.) e inmunologia (conteo celular diferencial) sin
mostrar signos de enfermedad (Sposato y Lutz. 2003; Keller et al., 2004a; 2005; Raidal et
al., 2006).

Los organismos marinos expuestos a factores de estrés ambiental, tales como los
contaminantes quimicos, producen en sus cé€lulas especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) como resultado del metabolismo de defensa y detoxificacion de las

mismas (Lesser, 2006). El incremento de las ROS en las células y finalmente el desbalance
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entre éstas y las defensas antioxidantes puede llegar a generar lesiones bioquimicas a
lipidos, proteinas y ADN, lo que se conoce como estrés oxidativo (Stegeman et al., 1992;
Schlenk y Di Giulio, 2002). Actualmente, existe Unicamente un trabajo publicado que
describe el metabolismo oxidativo en tejidos de tortugas verde del Pacifico Oriental
(Valdivia et al., 2007), y un trabajo que evalta los patrones de expresion de la enzima
antioxidante glutation S-transferasa (GST) en respuesta a las concentraciones de bifenilos
policlorinados (PCB) en tortuga caguama, tortuga verde del Pacifico Oriental y tortuga
golfina (Richardson et al., 2010), ambos estudios desarrollados en Baja California Sur.

Los xenobidticos industriales como los compuestos OC, PCB y fenoles, dada su
estructura molecular, tienen la capacidad de activar o bloquear la actividad estrogénica o
androgénica e incluso, de mimetizar a las hormonas esteroides y tiroideas (Safe, 2007).
Como resultado de lo anterior dichos xenoestégenos pueden alterar el estado endocrino y
desarrollo reproductivo de los organismos (Jones et al., 2000; Clark, 2001; Van der Oost et
al., 2003; Porte et al., 2006; Safe, 2007). Son escasos los trabajos que evalten el efecto
endocrino de los contaminantes quimicos en tortugas marinas. En la tortuga verde, se ha
comprobado in vitro que el diclorodifeniltricloroetano (DDT), el
diclorodifenildicloroetileno (DDE), el dieldrin y metales pesados como el Zn, Pb y Cu
reducen la capacidad de union entre los esteroides sexuales E; y T y las proteinas
plasmaticas y que compiten por dichos sitios de unidn, sugiriendo una probable inhibicion
de la interaccion proteina-esteroide en hembras anidantes en Ch. mydas (Ikonomopoulou et
al., 2009).

La vitelogenina (VTG) es una fosfoglicolipoproteina precursora del vitelo presente
en todos los vertebrados oviparos. Es sintetizada y secretada por el higado en respuesta
principalmente al E, (Jones et al., 2000; Sumpter y Jobling, 1995). Esta proteina transporta
e incorpora importantes cantidades de material lipidico, principalmente triglicéridos,
carbohidratos, calcio y grupos fosfato a los ovocitos en desarrollo (revisado por Hamman et
al., 2003; Sifuentes, 2004). Atn cuando los genes de la VTG estan presentes en los machos
y organismos juveniles, éstos se encuentran suprimidos presuntamente debido a las bajas

concentraciones de E, circulante en los mismos (Sumpter y Jobling, 1995). Se ha
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demostrado en laboratorio que puede haber un aumento de la concentracion de VTG en
juveniles y machos de tortuga verde y tortuga lora (L. kempi) en respuesta a la induccion
por estrogenos (Heck et al., 1997; Herbst et al., 2003; Sifuentes-Romero et al., 2006), tal
como lo observado en peces juveniles y machos (Giesy et al., 2000; Foster et al., 2001;
Mewes et al., 2002; revisado por Porte et al., 2006). Esta caracteristica ha permitido utilizar
la mediciéon de VTG como marcador de exposicion a xenobidticos y disrupcion endocrina
en organismos en vida libre, principalmente en peces (e.g. Harries et al., 1997; Percira et
al., 1993; Giesy et al., 2000; Foster et al., 2001; Van der Oost et al., 2003) y recientemente
en tortugas marinas (Valverde et al., 2008).

Las tortugas marinas son consideradas como potenciales indicadores del estado de
salud del habitat marino, costero y ambientes locales en los que habitan, a diferentes escalas
temporales (Aguire y Lutz, 2004; Wallace et al., 2006). La longevidad, el intercambio entre
las fases aéreas y acudticas, y la variedad de habitats marinos por los que atraviesan a lo
largo de su historia de vida, convierten a las tortugas marinas en organismos susceptibles a
la exposicion a multiples factores estresantes y contaminantes (Milton y Lutz, 2003). La
vulnerabilidad de las tortugas ante los contaminantes quimicos dependeré de su longevidad
(Milton y Lutz, 2003; Aguirre et al., 2006), nicho ecoldgico, incluida la dieta y estrategia
alimenticia (Aguirre et al., 1994; Presti et al., 1999; Golet y Haines, 2001; Gardner et al.,
2003; 2006; Milton y Lutz, 2003; Kampalath et al., 2006; Talavera-Saenz et al., 2007),
concentracion y duracion de la exposicion (Talavera-Saenz et al., 2007) y procesos
metabolicos y homeostaticos (Golet y Haines, 2001; Gardner et al., 2003; Saeki et al.,
2000). Lo anterior genera diferencias en las concentraciones de contaminantes entre
especies, poblaciones, clases de edad, o6rganos y tejidos (ver revisiones de Milton y Lutz,

2003; Storelli y Marcotriginano, 2003; Aguirre et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

Resulta de vital importancia el determinar y describir los niveles “normales”
(funcionales) de los parametros fisiologicos (bioquimica sanguinea, inmunes, enddcrinos,
etc.) para la tortuga verde del Pacifico Oriental, con el propdsito de llegar a identificar,
describir y cuantificar su relacion con los patdgenos y/o contaminantes quimicos y las
potenciales alteraciones fisioldgicas y patoldgicas. La peninsula de Baja California Sur
ofrece el escenario perfecto para generar valores de referencia base de la especie, al ser una
zona con un minimo desarrollo urbano, industrial y turistico, caracteristicas incomparables
con el habitat de la tortuga verde en otras regiones del mundo. Adicionalmente, resalta la
ausencia de evidencia clinica o signos evidentes de enfermedades tales como fibropapiloma

en las poblaciones de tortuga verde en la peninsula de Baja California.

Los valores de referencia permitiran a largo plazo: 1) que los diversos parametros
fisioloégicos puedan emplearse como marcadores biologicos del estado de salud de las
poblaciones de tortuga verde, y 2) que las tortugas verdes sirvan como indicadoras
regionales de contaminantes y de cambios o alteraciones al ambiente.

La evaluacion puntual del estado de salud de la tortuga verde del Pacifico Oriental
resulta de vital importancia si se consideran los siguientes aspectos: su estado de
conservacion al ser una especie considerada en peligro de extincion; el asilamiento y
potencial genético a largo plazo de este morfotipo, el cual pudiera colocarse como
subespecie de Ch. mydas; la importancia del noroeste del pais, dentro de la historia de vida
de la especie, como el extremo norte de su distribucion y zona de desarrollo y alimentacion;
el esfuerzo actual de manejo y conservacion depositado sobre la tortuga verde en busqueda
de su recuperacion; y el potencial impacto a la salud publica por el escaso conocimiento

sobre los efectos del consumo de carne de tortuga marina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Evaluar el estado de salud de la tortuga verde del Pacifico Oriental, Chelonia

mydas, en tres localidades de la costa occidental de Baja California Sur, México.

4.2. Objetivos particulares.

1.

Determinar la estructura poblacional, estado fisico y condicion corporal de las tortugas

verdes capturadas por zona de estudio.

Caracterizar los valores de los pardmetros bioquimicos sanguineos de la tortuga verde
por grupos de estudio (estado fisico, clases de talla, estacionalidad, afio y zona de
captura).

Determinar la proporcion celular leucocitaria y la razon granulocitos- linfocitos de la
tortuga verde y caracterizarlos por grupos de estudio.

Determinar la concentracion de vitelogenina (VTG), esteroides sexuales (T y Ey) y
hormona tiroidea (T4) de la tortuga verde y caracterizarlas por grupos de estudio.
Caracterizar la actividad de las defensas antioxidantes y el dafio oxidativo de la tortuga
verde por grupos de estudio.

Caracterizar la concentracion de elementos traza y compuestos organoclorados de la
tortuga verde por grupos de estudio.

Evaluar la relacion entre las variables morfométricas (peso y talla), condicidon corporal
y parametros de salud de las tortugas verdes con los contaminantes quimicos presentes
en las mismas.

Evaluar diferencias temporales y/o regionales en la respuesta de los pardmetros de salud
de las tortugas verdes y su relacién con la concentracion de contaminantes quimicos
presentes en las mismas, considerando el efecto de las caracteristicas individuales

(condicion corporal, estado fisico) y de la captura (estacion, afio).
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5. HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo es que las tortugas verdes con la mayor concentracion de
contaminantes en sangre presentaran alteraciones metabolicas, tales como, el aumento de la
actividad de enzimas transaminasas y antioxidantes, una inversiébn en la proporcion
granulocito-linfocito, aumento en la concentracion de vitelogenina y estrégeno en
individuos inmaduros, aumento de los niveles de peroxidacion de lipidos y disminucion de
la concentracion de las hormonas T4 y T, entre otras, incluso aquellos individuos que no

presenten signos de enfermedad o estado de salud deteriorado.

Dado que la susceptibilidad fisiologica de las tortugas marinas ante los contaminantes
depende de factores tanto ambientales como individuales, una hipotesis adicional de este
trabajo es que se encontraran diferencias temporales y regionales en los parametros
fisioloégicos y en la concentracion de contaminantes quimicos, como resultado de las
diferencias entre habitats (disponibilidad y/o tipo de alimento, condiciones oceanograficas)

y condiciones de la captura (tiempo de manipulacion, estacion y afo).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Zona de estudio.

Las lagunas costeras son sistemas de transicion entre el medio terrestre y marino y
su dindmica esta definida por los cambios de marea, las corrientes, el viento y las descargas
de agua dulce proveniente de rios (De la Lanza y Caceres, 1994). Los movimientos del
agua y su mezcla turbulenta generan condiciones heterogéneas que controlan el transporte y
depositacion del material en suspension (De la Lanza y Caceres, 1994). Las lagunas de
Punta Abreojos (PAO), San Ignacio (LSI) y Bahia Magdalena (BMA), donde se realiz6 este
estudio, ubicadas en la costa occidental de Baja California Sur, se caracterizan por ser
depresiones inundadas en el margen interior del continente, protegidas por una barrera de
arena o isla orientada paralelamente a la costa. Presentan batimetria poco profunda, excepto
por canales erosionados por procesos de viento o huracanes (De la Lanza, 1991). Por su
dindmica de circulacion se definen como estuarios negativos o condiciones anti-estuarinas,
donde la evaporacion excede al aporte de agua dulce del continente y lluvias; la principal
fuente de energia que induce el movimiento del agua proviene de la marea, donde el flujo y
reflujo son los principales agentes que inducen la circulacion y mezcla dentro de estas
lagunas (De la Lanza y Céceres, 1994).

En la costa occidental de la peninsula las lagunas costeras estan influenciadas por el
agua marina del Océano Pacifico (De la Lanza y Caceres, 1994), en donde ocurren dos
procesos oceanograficos importantes, la Corriente de California y las surgencias costeras
por vientos dominantes del norte y noroeste (Dawson, 1951; Lynn y Simpson, 1987).
Ambos procesos son fuentes de enriquecimiento de la zona occidental de la peninsula de
Baja California, por la adveccion de la propia corriente hacia el ecuador y por el transporte
vertical de aguas subsuperficiales, frias y ricas en nutrientes hacia la superficie (Dawson,
1951; Lynn y Simpson, 1987; Lluch-Belda, 2000a). La intensidad méxima de estos
fenémenos ocurre durante la primavera en la peninsula de Baja California (Lynn y
Simpson, 1987). La discontinuidad geografica de las surgencias y las diferencias

estacionales en los patrones de surgencias (Dawson, 1951) y de la Corriente de California
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(Lynn y Simpson, 1987) generan condiciones regionales y estacionales particulares en la
costa, tales como diferencias en la concentracion pigmentaria (Espinosa-Carreon et al.,
2004), en la biomasa y diversidad fitoplanctonica (Martinez-Lopez y Verdugo-Diaz, 2000),
en la biomasa zooplanctonica (Hernandez-Trujillo, 2000) y en la composicion de la flora

(Dawson, 1951), generando distintos centros de actividad biolégica (Lluch-Belda, 2000a).

6.1.1. Punta Abreojos (PAQO).

La laguna costera de PAO se encuentra ubicada al noroeste de Baja California Sur
(26°43° 57> Ny 113°35* 44’ O) en el espacio fisiografico que corresponde al desierto de
San Sebastian Vizcaino (INEGI, 1995). Se localiza al oeste de la laguna de San Ignacio y es
el limite occidental de Bahia Ballenas. Se caracteriza por ser una llanura costera inundable
con vegetacion halodfila en su parte terrestre. Estd limitada al sur con el Océano Pacifico, al
este con Bahia Ballenas y al noroeste con el estero La Bocana (INEGI, 1995) (Fig. 1). La
captura de las tortugas marinas se realizo en el estero La Bocana, localizado entre 26° 44’ y
26° 49’ de latitud norte y 113° 37’ y 113° 42” de longitud oeste (Guzman, 1998). Es un
estero alargado paralelo a la costa que estd limitado por la presencia de una barra arenosa
con vegetacion de manglar, la cual se extiende desde PAO al sur hacia el extremo norte del
estero en donde se encuentra la boca que lo comunica con el Océano Pacifico (INEGI,
1995; Guzman, 1998) (Fig. 1).

PAO presenta, de acuerdo a la clasificacion de Kd&ppen, un clima muy seco
semicalido con lluvias en invierno, con un porcentaje de precipitacion invernal menor a
36% (INEGI, 1995). La precipitacion anual es de 63 mm y la temperatura promedio anual
es de 20.4° C. Presenta un rango de temperatura media anual entre 13.6° y 27° C, la
temperatura ambiente mas alta se registra de julio a octubre (Ruiz et al., 2006). Por su
ubicacion es un sitio aislado del desarrollo urbano habitado inicamente por pescadores, las
unicas infraestructuras presentes son un faro, una planta de tratamiento de agua y una
estacion climatoldgica (INEGI, 1995).

PAO es uno de los principales centros pesqueros en donde se extraen especies de

gran demanda y mayor valor comercial tales como langosta, caracol, almeja y abulén; la
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almeja se extrae, ademas, en las lagunas Ojo de Liebre y San Ignacio, y el atun y sardina en
mar abierto (Martinez, 1998; Maya y Guzman, 1998). En la zona marina crece el alga café
gigante (Macrocystis pirifera), de la que se extraen alignatos para su uso farmacéutico e
industrial (Maya y Guzman, 1998). El crecimiento desequilibrado de las actividades
pesqueras ha afectado recursos como la tortuga marina y han generado problemas de
sanidad ambiental en la zona por falta de infraestructura adecuada para la eliminacion de
los desechos generados (Castellanos y Mendoza, 1991 en Maya y Guzman, 1998).

PAO se encuentra inmerso en la reserva de la biosfera El Vizcaino, el area natural
protegida mas grande del pais decretada en 1988 por ser una region tnica de gran interés
bioldgico, economico y cultural. En esta region pueden encontrarse cuatro especies de
tortugas marinas: la laud, la verde, la carey y la tortuga caguama (Maya y Guzman, 1998).
En dicha reserva se encuentra la mina de sal mas importante del mundo, la Compaiiia
Exportadora de Sal, en Guerrero Negro, asi como la region pesquera del Pacifico Norte de

mayor produccion de distintas especies en el Estado (Maya y Guzman, 1998).

6.1.2. Laguna de San Ignacio (LSI).

Esta laguna esta ubicada al norte del Estado, entre los 26° 43’ y 26° 58’ latitud norte
y los 113° 08’ y 113° 16’ de longitud oeste (Fig. 1). Tiene un 4rea aproximada de 17,500
ha, una anchura de 6 km y una longitud de 30 km que se extiende dentro de la provincia
fisiografica del desierto de San Sebastidn Vizcaino. Es una laguna somera con
profundidades de 2 a 4 m en su mayor parte, con canales de hasta 20 m de profundidad que
la comunican con el océano Pacifico en su region sur, por donde pueden transitar barcos de
poco calado (INEGI, 1995; Guzman, 1998; Nuifiez-Lopez et al., 1998). Presenta un clima
muy seco semicalido con lluvias en invierno, de acuerdo a la clasificacion de Koéppen, con
un porcentaje de precipitacion anual menor a 36% (INEGI, 1995). La precipitacion anual es
de 112.3 mm y la temperatura promedio anual de 21.7° C. Presenta un rango de
temperatura media anual entre 12.7 y 30.8° C, la temperatura ambiente mas alta se registra

de junio a octubre (Ruiz et al., 2006).
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En esta laguna desemboca la corriente intermitente del rio San Ignacio que tiene su
origen en la sierra de la Giganta (INEGI, 1995). Hacia el sur de la laguna, en la entrada de
la misma, se encuentran tres esteros donde hay grandes extensiones de manglares
constituidos por mangle rojo y blanco, como la especie Rhizophora mangle. Hacia su
interior presenta llanuras inundables salinas y marismas cuya vegetacion esta representada
principalmente por Batis maritima, Salicornia bigelovii, Spartina foliosa y Monanthochloe
littoralis (Guzman, 1998). La flora ficoldgica de la laguna incluye algas rojas, verdes,
pardas y pastos marinos, encontrdndose en gran proporcion de especies de afinidad
templada (Nufiez-Lopez et al., 1998).

Al igual que PAO, LSI se encuentra inmersa en la reserva de la biosfera El
Vizcaino, por lo que comparten la misma problematica de sanidad ambiental mencionada
anteriormente. En LSI se han reportado 73 especies de peces de origen templado y tropical.
Es un area de reproduccion de la ballena gris y del aguila pescadora (Pandion haliaetus),
para esta ultima LSI es el sitio que alberga la colonia més densa del mundo, con
aproximadamente 180 parejas anidantes (Guzman, 1998). Es ruta migratoria de aves
principalmente playeras, asi como una variedad de mamiferos marinos y es una zona
reconocida de alimentacion de la tortuga verde (Arriaga et al., 1998). La region tiene gran
atractivo turistico por la visita de la ballena gris (Eschrichtius robustus) a la laguna y como
punto de avistamiento de aves. Por la presencia de la ballena gris se ha desarrollado una
industria turistica en la zona que genera un trafico de embarcaciones y presencia de aviones
y avionetas en la laguna, afectando las areas de mayor concentracion y actividad
reproductiva de cetaceos, asi como a las poblaciones de aves migratorias (Maya y Guzman,

1998).

6.1.3. Complejo lagunar de Bahia Magdalena (BMA).

Los complejos lagunares de Ojo de Liebre, Laguna San Ignacio y Bahias
Magdalena-Almejas, son de los més importantes en Baja California Sur (Guzman, 1998).
BMA comienza en los 25° 43’ latitud norte 112° 15’ longitud oeste y se extiende 175 km
hacia el sur hasta los 24° 20’ latitud norte 111° 20’ longitud oeste (Fig. 1). La bahia esta
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protegida del Océano Pacifico por dos islas que hacen de barrera, Margarita y Magdalena.
Este es el complejo lagunar méas grande de toda la peninsula de Baja California y de los
mayores en México con un area de mas de 1,000 km® que incluye mas de 40 esteros,
lagunas y canales (Guzman, 1998; Lopez-Mendilaharsu et al., 2005).

BMA presenta un clima muy seco semicélido con lluvias en invierno, de acuerdo a
la clasificacion de Koppen, con un porcentaje de precipitacion invernal menor a 10%
(INEGI, 1995). El rango de temperatura media anual es de 15° C a 26° C, con una
temperatura media anual de 20.5° C y precipitacion anual de 98.5 mm (Ruiz et al., 2006).
En el estero se registran temperaturas y salinidades mas elevadas que en el océano abierto
(Alvarez-Borrego et al., 1975). La mayor temperatura superficial del mar se registra a
finales del verano y a principios de otofio (septiembre, 25-28° C) y los rangos minimos de
temperatura a principios de primavera (marzo, 19-21° C) (Lluch-Belda et al., 2000b).

La captura de las tortugas marinas en este estudio se realizd dentro del estero
Banderitas localizado en la zona noroeste de BMA (24° 47°-25° 01’ N, 112° 04’-112° 10’
O) (Fig. 1). Se encuentra protegido por una barra de arena y campos de dunas con
vegetacion, los cuales lo aislan del Océano Pacifico. Se caracteriza por estar formado por
canales divididos por dunas y llanuras costeras de terreno inundable (INEGI, 1995). Es el
canal con vegetacion de mangle mas grande en BMA (42 km?) (Koch et al., 2007). El
fondo del estero Banderitas consiste, principalmente, de arena muy fina y fango con
parches de algas y pastos marinos. La profundidad varia entre 0.5 m y 9 m con un promedio
menor a 3 m. Dicha variacion es resultado de los cambios de marea, la méxima amplitud de
marea se registra durante primavera (>2 metros) (Lopez-Mendilaharsu et al., 2005). La
salinidad y temperatura superficial del agua en la boca del estero Banderitas oscila entre
36.9 a 38.7 unidades de salinidad practica y 18-31° C, respectivamente; dichos gradientes
coinciden con la batimetria del sitio presentandose los valores mas altos en las
profundidades menores (Alvarez-Borrego et al., 1975).

BMA es un sitio de gran importancia por su diversidad y su alta productividad. Su
vegetacion incluye comunidades de pastos y algas marinas (e.g. Zostera marina y

Phyllospadix spp., Sargassum horridum, Gracilaria spp., Codium spp.), marismas
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(formadas por S. foliosa, B. marina, Monanthochloe littoralis, Allendorfea occidentales y
Salicornia bigelovii) y grandes extensiones de manglares de mangle rojo, blanco y negro.
La vegetacion provee de habitat para una gran diversidad de fauna marina, principalmente
peces, moluscos y crustaceos (algunas de importancia comercial), asi como aves
invernantes y residentes (Guzman, 1998). En esta bahia pueden encontrarse las cinco
especies de tortugas marinas que habitan la peninsula (Cliffton et al., 1995; Gardner y
Nichols, 2001).

BMA forma parte del centro pesquero correspondiente a la zona Pacifico centro en
donde se captura el mayor volumen de pesca sobre especies de escama, principalmente
sardina, del estado de Baja California Sur, lo cual la convierte en una de las regiones
pesqueras mas importantes para la peninsula de Baja California (Martinez, 1998). En el
complejo lagunar se desarrolla ademés una importante actividad pesquera sobre moluscos y
crustaceos, en el Puerto San Carlos se albergan industrias empacadoras de sardina y una
termoeléctrica (Guzman, 1998). Al igual que en PAO y LSI, la industria turistica en esta
zona es de gran importancia econdmica para la region por la visita de la ballena gris a las

lagunas (Avila y Saad, 1998).

6.2. Captura de los individuos, medidas biométricas y registro del estado fisico.

Se realizaron salidas de campo a los sitios de muestreo durante los afios 2005-2007.
Las tortugas verdes fueron capturadas con redes de pesca de monofilamento, de 100 m de
longitud, 6-8 metros de caida y 20 cm de luz de malla, tendidas en el agua. Las redes fueron
monitoreadas cada 2 horas a lo largo del periodo de muestreo en busqueda de tortugas
enmalladas. Este intervalo de dos horas se establecid para evitar el ahogamiento de las
tortugas marinas considerando la habilidad de éstas de sumergirse en apnea por muchas
horas y tener la adaptacion de tolerar incluso anoxia total bajo el agua (Lutz y Bentley,
1985). Ninguna tortuga marina permanecié en la red por mas tiempo al mencionado
anteriormente. El tiempo de muestreo efectivo, periodo comprendido entre el momento en
que se tendia la red en el agua hasta el momento de levantarse, varidé de 2 a 24.5 horas de

acuerdo a la logistica de los viajes y a las condiciones climaticas y de marea de cada zona.
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En este trabajo las estaciones de captura consideradas son aquellas definidas por Koch et
al., (2007) para BMA: verano (Mayo-Octubre) e invierno (Noviembre-Abril).

A cada espécimen capturado se le midi6 el largo recto del caparazon (LRC),
definido como la distancia entre la region nucal hasta la supracaudal, de acuerdo a Bolten
(2000) usando un calibrador metélico (= 0.1 cm). El peso de cada organismo se obtuvo
colocando a la tortuga en una bolsa de red colgada de una bascula de resorte de 150 kg de
capacidad (£ 0.1 kg). Se hizo una inspeccién visual para determinar el estado fisico de cada
individuo y se tomo6 una muestra de sangre. Previo a su liberacion, las tortugas marinas
fueron marcadas en ambas aletas posteriores con marcas metalicas (Balazs, 2000). Para
definir las clases de talla en este estudio se utiliz6 el criterio propuesto por Aguirre y Balazs
(2000) para la tortuga verde: 1) inmaduros, < 35 cm LRC; 2) juvenil, 35-65 cm LRC; 3)
subadulto, 65-85 cm LRC; y 4) adulto, tortugas > 85 cm LRC, con la tnica finalidad de
hacer posible la comparacion de los resultados de este trabajo con la literatura existente. La
talla promedio de anidacion de las tortugas verdes de Baja California Sur (77.3 cm LRC)
(Seminoff et al., 2003; Koch et al., 2007) fue utilizada para identificar a los organismos
adultos durante la evaluacion de las concentraciones de los esteroides sexuales y VTG.

La apariencia fisica de los individuos se determind cualitativamente por medio de
inspeccion visual, definiendo los siguientes estados: 1) sanas, ausencia de enfermedad
aparente; 2) lesionadas, cuando presentaba algun organismo epibionte y al menos una de las
siguientes condiciones: balanos o ectoparasitos, cualquier tipo de lesion externa en la piel o
caparazon (no se consider6 la presencia de cicatrices), traumatismo o heridas recientes,
amputaciones y sintomas de enfermedad evidente (e.g. desnutricion); y 3) sin dato fisico,
cuando el espécimen no fue inspeccionado. AlUn cuando los balanos son considerados
epibiontes inocuos y son encontrados frecuentemente en tortugas marinas de apariencia
sana, la presencia de estos organismos se consider6 como una caracteristica de las tortugas

lesionadas debido a su potencial efecto a la salud (Herbst y Jacobson, 1995).
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6.3. Estructura poblacional, captura por unidad de esfuerzo (CPUE) y condicion
corporal.

La abundancia de los individuos se representd6 mediante histogramas de
distribuciones de frecuencias por clases de talla, estacion, afio y apariencia fisica, por zona
de estudio. Se definié como unidad de esfuerzo a 100 m de red tendida por hora. Se calcul6
la CPUE anual para cada zona dividiendo el nimero de tortugas capturadas por afio en cada
zona entre las unidades de esfuerzo correspondientes (Koch et al., 2007). La condicién
corporal de las tortugas verdes fue estimada por medio de dos indices a partir de los datos

de talla y peso de los individuos capturados como se explica a continuacion.

6.3.1. Factor de condicion corporal estacional y anual.
Agrupando los datos por zona de estudio se generaron las relaciones entre la talla LRC
(cm) y el peso (kg) de las tortugas marinas para cada estacion y aio de captura. A partir del

modelo de la relacion peso y talla:

Peso = aLRC" (1)

Los parametros a y b para cada grupo de estudio fueron obtenidos por medio de la forma

logaritmica del modelo:
Ln(Peso) = Ln(a)+bLn(LRC) ..(2)

El pardmetro a corresponde al factor de condicion corporal expresado en gramos (a x1000;
Froese, 2006) de las tortugas marinas.

El factor de condicion corporal (@) estacional y anual se presenta como log a + el
95% del intervalo de confianza (IC) con sus respectivas ecuaciones. Se evaluaron
diferencias en el indice de condicion entre estaciones y afios por zona utilizando el andlisis

de comparacion de dos interceptos de acuerdo a Kleinbaum y Kupper (1978).
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6.3.2. Indice relativo de condicién corporal (Krel).

A partir de la ecuacion 1 se obtuvieron los parametros a y b de la relacion entre el
peso (kg) y talla LRC (cm) para cada zona de estudio por estado fisico de los individuos
(sanas, lesionadas). El indice relativo de condicion corporal (Krel) se calculd de acuerdo a

Le Cren (1951) en Froese (2006):

Krel — PesoID
aLRC

...(3)
donde a y b son los parametros obtenidos por medio de la relacion peso-talla de la tortuga
verde.

El indice de condicién relativo promedio + desviacion estandar (DE) fue calculado
por zona y estado fisico de los individuos. Las diferencias en Krel entre grupos de estudio
se evaluaron por medio de comparaciones de pendientes y elevaciones utilizando anélisis
de varianza (zonas) y pruebas de t-Student (estado fisico) de acuerdo con Zar (1996).

Unicamente como referencia y con fines comparativos para otros estudios, se
calcul6 el indice de condicion corporal de Fulton de acuerdo a lo propuesto para tortuga
verde por Bjorndal et al., (2000). Este indice fue calculado dividiendo el peso (kg) por el
cubo de la talla LRC (cm) y multiplicado por 10,000 (Ricker 1975 in Nash et al., 2006). Se
presenta el indice de Fulton (promedio £ DE) por zona y estado fisico de las tortugas

verdes.

6.4. Colecta y procesamiento de las muestras biologicas.

A cada tortuga verde capturada se le extrajeron muestras de sangre del seno venoso
cervical (Owens y Ruiz, 1980) como se ha descrito en otros trabajos (Keller et al., 2006).
Previo a la toma de la muestra la region del cuello fue limpiada con alcohol; al término, la
aguja fue quitada presionando la zona tratada para evitar la formacion de hematomas. Se
utilizd6 capuchon Vacutainer© y agujas de doble punta (1.5 pulgadas, 32 mm calibre)
conectados a tubos Vacutainer© (7 mL, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey) sin

anticoagulante para recuperar suero y con heparina de litio (He/Li) como anticoagulante
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para recuperar sangre, plasma y material intraeritrocitario. Se registro el tiempo de
manipulacion de las tortugas marinas, considerado como el periodo comprendido entre la
captura de la tortuga hasta el momento en que se tomo6 la muestra sanguinea. El tiempo de
la toma de las muestras biologicas no fue mayor a 10 horas en el 88% de las tortugas
capturadas.

Los tubos Vacutainer© fueron etiquetados con una clave que incluye la zona, la
fecha de captura y el nimero consecutivo de muestra y se mantuvieron en hielo hasta llegar
al campamento en donde fueron centrifugados (890xg) para obtener ya sea suero, plasma o
eritrocitos. Las muestras separadas fueron transferidas a microtubos (crioviales 1.5 mL,
Eppendorf©), debidamente etiquetados, y se mantuvieron en un transportador criogénico
(5.4 L) (Taylor Wharton CP 100) hasta llegar al laboratorio en donde fueron almacenadas

en congelacion a -80° C hasta su procesamiento.

6.4.1. Bioquimica sanguinea.

En el laboratorio las muestras de suero, obtenidas de tubos Vacutainer© sin
anticoagulante, fueron analizadas por duplicado por medio de técnicas espectrofotométricas
usando un analizador de bioquimica clinica semi-automatizado Microlab 300 (Dieren,
Paises Bajos) y kit comerciales (Randox Laboratories Ltd., Ardmore, Reino Unido) de
acuerdo a las especificaciones del proveedor. Los mismos kit han sido utilizados en
estudios previos para la obtencion de valores de referencia de la tortuga verde, Ch. mydas,
en Australia y el Océano Indico (Hamann et al., 2006; Whiting et al., 2007). Se midieron
18 parametros bioquimicos entre los que se incluyen la concentracion de proteinas,
electrolitos, lipidos, productos de excrecion, actividad enzimatica, glucosa, calcio y fosforo

inorgéanico (Tabla 1).
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Tabla I. Parametros bioquimicos evaluados en suero de tortuga verde (Chelonia mydas).

Parametro bioquimico

Concentracion proteinas

Proteinas totales (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulina (g/dL)

Razon Albtimina / Globulina (A/G)

Actividad enzimatica

Gama glutamiltransferasa (GGT) (U/L)

Aspartato aminotransferasa (AST) (U/L)
Alanina aminotransferasa (ALT) (U/L)

Fosfatasa alcalina (U/L)

Colinesterasa (U/L)

Electrolitos

Sodio (Na) (mmol/L)

Potasio (K) (mmol/L)

Acido urico (mg/dL)
Productos de excrecion
Creatinina (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
Lipidos
Triglicéridos (mg/dL)
Glucosa (mg/dL)
Otros Fosforo inorganico (mg/dL)

Calcio (Ca) (mg/dL)

31



Labrada-Martagon V. 32

6.4.2. Proporcion leucocitaria.

Durante el trabajo de campo se generaron hasta cinco frotis sanguineos por
organismo, utilizando el método de extensién con sangre fresca (Benjamin, 1991). Estos
fueron secados al aire y guardados hasta ser tefiidos en el laboratorio. Se emple6 la tincion
de Wright, la cual se caracteriza por ser una combinacion de colorante rojo libre de acidos
(eosina) y uno azul libre de alcalis (azul de metileno) que resaltan las diferencias entre los
cinco tipos de leucocitos tales como la forma, la coloracion del citoplasma y nucleo, asi
como las granulaciones, permitiendo una facil identificacion de los leucocitos durante el
conteo celular (Benjamin, 1991).

Para seleccionar las preparaciones adecuadas para el conteo celular, se realizd un
analisis exploratorio de todos los frotis sanguineos utilizando un microscopio Optico con
objetivo 10X. Se selecciond un frotis por organismo, descartando todos aquellos frotis que
presentaran una inadecuada tincién, contaminacion por bacterias y/o amontonamiento o
nimero de células reducido. La cuenta leucocitaria diferencial se realizd sobre 100
leucocitos por frotis sanguineo, diferenciando las células de la serie blanca de acuerdo a las
caracteristicas morfologicas descritas por Work et al., (1998) en tortuga verde: linfocitos,
heterofilos, eosinofilos, monocitos y baséfilos. Se contabilizaron unicamente células
enteras, con la membrana completa y claramente identificables. Como observaciones
adicionales se registr6 la presencia de eritrocitos inmaduros o la presencia de células
singulares o atipicas. Se utilizo para el conteo diferencial un microscopio de fluorescencia
(Leica, modelo DM LS2) con objetivo de inmersion en aceite (100X). A partir de los
conteos se calcularon las proporciones celulares (%) y la razon heterofilos/linfocitos (H/L)

para cada tortuga marina.

6.4.3. Vitelogenina (VTG).

La concentracion de VTG se obtuvo por medio de un ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA, por sus siglas en inglés) del tipo sandwich no competitivo indirecto, validado por
Sifuentes-Romero et al. (2006). El principio del ensayo consiste en la union de la muestra a
un primer anticuerpo, el cual se une posteriormente a un anticuerpo secundario, el cual

finalmente se unira a un sustrato. Se conoce como ensayo de tipo indirecto al ser la segunda
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fase (2do anticuerpo y sustrato) la porcioén sobre la cual se realiza la lectura. Para dicho
analisis se utiliz6 un anticuerpo policlonal especifico a VTG de Ch. mydas (Sifuentes-
Romero et al., 2006) como primer anticuerpo y un anticuerpo de conejo contra
inmunoglobulina G (SIGMA, Cat. N-1891) como anticuerpo secundario. Para la creacion
de la curva estandar se utilizo VTG pura, almacenada previamente en forma liquida, la cual
fue inducida y purificada a partir de machos de tortuga verde (Sifuentes-Romero et al.,
2006). Previo al ensayo las muestras fueron diluidas 1:5000 en una soluciéon de carbonato-
bicarbonato (pH 9.6). Las muestras fueron analizadas en triplicado utilizando una
microplaca de 96 pozos (Nunc Maxisorp; Nunc, Roskilde, Denmark). La lectura de la
absorbancia se realizé por medio de un lector de microplaca (Multiskan Labsystems, ahora
Thermo, 352, Finlandia) a 405 nm. La curva estandar (0.001 a 0.5 pg mL", r*>0.82) se cred
a partir de la concentracion de VTG pura conocida, la cual fue determinada utilizando el
método de Bradford (1976). La concentracion de las muestras se obtiene por medio de la
ecuacion de la relacion lineal entre las concentraciones de VTG conocidas y su
absorbancia. La variacion intra-ensayo e inter-ensayo se reporta como coeficiente de
variacion (CV) (Anexo 1). La concentracion de VTG se expresa en mg mL ™.

La medicion de la VTG se realizd en 68 muestras de suero obtenidas con tubos
Vacutainer© sin anticoagulante preparados previamente con 50 puL de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma), aditivo inhibidor de serin proteasas degradadores de
proteinas ampliamente utilizado en la purificacion o cuantificacion de proteinas (Sifuentes
et al., 2006). Estas muestras seran identificadas en el texto como suero-PMSF. Con la
finalidad de completar la base de datos y aumentar el tamafio de muestra, se analizaron
ademas 12 muestras de plasma obtenidas con tubos Vacutainer© con He/Li y sin aditivo
PMSF. Este grupo de muestra se identificard como plasma-sin PMSF. Dado a las
diferencias en el tratamiento de las muestras, se decidio realizar un nuevo ELISA con 63
muestras de plasma-sin PMSF correspondientes a las mismas tortugas marinas a las que se
les cuantifico la VTG por medio de muestras de suero-PMSF, con el objetivo de evaluar
diferencias en la concentraciéon de VTG cuantificada entre tratamientos.

Las diferencias en la concentracion de VTG extraida entre los grupos plasma-Sin

PMSF y suero-PMSF se evaluaron por medio de un andlisis t-Student, no encontrandose
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diferencias significativas (t-Student(y128y=1.23, p=0.19). Posteriormente, se evaluaron
diferencias entre las pendientes y elevaciones de las curvas estdndar obtenidas en cada
ensayo ELISA de acuerdo a Zar (1996), no encontrando diferencias significativas entre
pendientes (t-Student 16=0.44, p=0.66) o elevaciones (t-Student, 17=1.20, p=0.24).

Al no haber encontrado diferencias estadisticas significativas en la concentracion de
VTG entre muestras, se decidid generar una ecuacion de regresion lineal comun para la
curva estandar de VTG, estimando nuevos parametros a y b de acuerdo Zar (1996). La

ecuacion obtenida es la siguiente:

yi =0.2624 + 6576.20Xi - (4)

donde yi corresponde a la absorbancia (Od, optical density) y i a la concentracion de VTG.
A partir de la ecuacion 4 se recalcularon las concentraciones de VTG para las 68 muestras
de suero-PMSF y las 12 muestras de plasma-sin PMSF, lo cual permitié agrupar todos los

datos de VTG en todas las evaluaciones posteriores de este trabajo.

6.4.4. Esteroides sexuales y torixona (Ty).

Las hormonas se cuantificaron por medio de ELISA de tipo directo por
competencia. El principio del ensayo de tipo directo se rige bajo el escenario de una unioén
por competencia entre un antigeno no marcado (los calibradores presentes en el kit y las
muestras) y un antigeno marcado con una enzima (el conjugado de T4-HRP), ambos
compiten por un nimero limitado de sitios de unién en la microplaca cubierta con el
anticuerpo especifico. La intensidad de color formada es proporcional a la concentracion de
enzima presente e inversamente proporcional a la concentracion de la hormona en la
muestra, de manera que entre mayor concentracion de hormona en la muestra, se encontrara
menor sefial o color.

La cuantificacion de las hormonas se realiz6 a partir de muestras de suero obtenidas
de tubos Vacutainer© sin anticoagulante. La cuantificacion de las hormonas T4 y T se
realizd utilizando kit comerciales marca Biochem (Diagnostics Biochem Canada Inc.,

Ontario) y la cuantificacion del E; con kit comerciales marca Diagnostics Automation
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(Diagnostics Automation Inc., California). Los reactivos y las muestras de suero se
mantuvieron a temperatura ambiente (18-25° C) antes de realizar el ensayo sin requerir
ningln tratamiento previo. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de acuerdo
a las especificaciones del proveedor. La absorbancia fue medida dentro de los 15 minutos
posteriores a la adicion de la solucidon para detener la reaccion en el ultimo paso, con un
lector de microplaca (Multiskan spectrum, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) y filtro de
415 y 450 nm. La curva estandar se obtuvo al graficar la concentraciéon conocida contra su
absorbancia. Los valores de concentracion de las muestras se obtuvieron utilizando el
programa GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, Inc., 2007) por medio de Ia

interpolacidn a partir de una ecuacion de cuatro parametros:

a—d
Y=( .’ (5)

donde a corresponde a la méaxima sefial (100%), d a la minima sefal (0%), el parametro b
es la pendiente de la curva en el punto de inflexion, que corresponde al 50% de la
intensidad de la sefial y C es la concentracion en el punto de inflexion (50%) de la curva
estandar generada (Fig. 2). Las curvas estandar, la sensibilidad de los kit y la precision de la
respuesta intra-ensayo e inter-ensayo se presentan en el Anexo 1. La concentracion de las

hormonas se expresa en E; pg mL", laTenngmL" ylaTyenpg 100 mL™.
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Figura. 2. Modelo tipico de la curva estandar generada por una ELISA de competencia
directa. Las letras representan los parametros de la ecuacion empleada para la interpolacion
de la concentracion de las muestras. a=maxima sefial (100%); d=minima sefal (0%); c=el
50% de la intensidad de la sefal.

6.4.5. Defensas antioxidantes y dafio oxidativo.

Los datos de estrés oxidativo evaluados en este trabajo provienen de 50 muestras de
tortugas verdes, los cuales fueron analizados y reportadas previamente (Tenorio, 2007). La
sangre completa, obtenida con tubos Vacutainer© sin anticoagulante, fue centrifugada
(890xg) durante 10 minutos para separar el plasma y eliminar la capa de leucocitos. El
material intracelular se obtuvo mediante la lisis de las células rojas por medio de choque
osmotico y mecanico de acuerdo al método de Pippenger et al. (1998). El método consistio
en realizar el lavado de los eritrocitos en tres ocasiones, mezclando las células rojas con el
doble de su volumen de solucion salina a 0.9% y centrifugando (890xg) por 10 minutos. En
cada paso intermedio el sobrenadante obtenido era eliminado. La lisis celular se produce
mediante un choque osmotico al afiadir agua destilada como ultimo paso. El material
intracelular recuperado se colocd en microtubos (crioviales 1.5 mL, Eppendorf©),
debidamente etiquetados, los cuales se mantuvieron en un transportador criogénico (5.4 L)
(Taylor Wharton CP 100), hasta su almacenamiento en el laboratorio en donde fueron

mantenidos a -80° C hasta su analisis.
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La actividad de las enzimas antioxidantes y la peroxidacion de lipidos se
cuantificaron por medio de técnicas espectrofotométricas. Todas las muestras fueron
analizadas en triplicado. Con la finalidad de estandarizar los niveles de de la actividad
enzimadtica se cuantificd la concentracion de hemoglobina (Hb) de cada muestra, utilizando
kit comerciales (RANDOX, Dublin, United Kingdom) y un analizador bioquimico semi-
automatizado Microlab 300 (Dieren, Netherlands) a 540 nm. Todos los resultados de las
defensas antioxidantes son expresados en unidades de actividad enzimatica por gramo de

hemoglobina, U g Hb.

a) Superéxido dismutasa total (t-SOD).

La actividad de la t-SOD se cuantifico siguiendo la inhibicion de la reduccion del
azul de nitrotetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés) por el radical superéxido (O,"). Se
utiliza el sistema xantina/xantina oxidasa como generador constante de O, el cual, al
entrar al contacto con el NBT lo reduce y forma un producto llamado formazan, cuyo
cambio puede ser detectado por espectrofotometria cuando la t-SOD inhibe la reduccion de
NBT (Suzuki, 2000). Se calcul6 el cambio de la absorbancia por minuto a 560 nm. Una
unidad de actividad de t-SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir

el 50% de la reaccion del O,  con el NBT.

b) SOD dependiente de magnesio (Mn-SOD).

Una solucién de trabajo de carbonato de sodio (50 mM), cianida de sodio (0.25 M)
y la muestra homogenizada fueron mezcladas e incubadas en un bafio de agua a 25 °C.
Posteriormente se afiadi6 la xantina oxidasa y se cuantificé el cambio en la absorbancia por

minuto a 560 nm.

¢) SOD dependiente de cobre-zinc (CuZn-SOD.)
La actividad de la CuZn-SOD se calculo a partir de la diferencia entre las

actividades de la t-SOD y de la Mn-SOD.
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d) Catalasa (CAT).
La actividad de la enzima CAT se estimd midiendo la reduccion de la concentracion
de peroxido de hidrogeno (H,0O,) a 240 nm (Aebi, 1984). Una unidad de actividad de CAT

es definida como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 umol H,O, min’l.

e) Glutation S-transferasa (GST).

La enzima GST cataliza la union del glutation reducido (GSH) con xenobidticos. La
actividad de la GST es medida a 340 nm siguiendo la formacién de tioéter glutation
dinitrobenceno como producto de la reaccion entre el GSH y el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(Habig y Jakoby, 1981). Una unidad de actividad de GST se define como la cantidad de

enzima que sintetiza 1 pmol del producto min™.

f) Glutatidn peroxidasa (GPx).

La actividad de la GPx cataliza la reaccidon del H>O, con el GSH. La actividad de la
GPx se midi6 a 340 nm siguiendo la reduccion continua de la concentracion de NADPH al
mantener constantes los niveles de GSH y utilizando al H,O, como sustrato (Folhé and
Glinzler, 1984). Una unidad de actividad de GPx es definida como la cantidad de enzima

que oxida 1 pumol of NADPH min.

g) Peroxidacion de lipidos (TBARS).

Para evaluar el dafio oxidativo a la membrana celular se estimd la peroxidacion de
lipidos por medio de la cuantificacion de malondialdehido (MDA) a 532 nm, el producto de
la reaccion entre las membranas celulares y las sustancias reactivas de 4cido tiobarbiturico
(TBARS) (Ohkawa et al., 1979; Persky et al., 2000). Los resultados se expresan en nmoles
de TBARS por mg Hb™'.

6.4.6. Elementos traza.
Las muestras de sangre (5 mL), tomadas con tubos Vacutainer© sin anticoagulante,
fueron digeridas colocandolas en un matraz (100 mL) con 7 mL de &cido nitrico (HNOs)

puro, utilizando una parrilla eléctrica (90 °C) de 40 a 120 minutos hasta completar la
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digestion. El contenido final fue colocado en tubos de polipropileno y fue aforado con 10
mL de agua desionizada. La determinacion de las concentraciones se realizé por medio de
espectrofotometria de absorcion atomica (GBC Scientific equipment, model AVANTA,
Dandenong, Australia) utilizando flama de aire acetileno (Mg, Cd, Fe, Zn y Ni), flama de
acetileno 6xido nitroso (Sry Si) y generacion de hidruros (Se). Las muestras se analizaron
por triplicado. Un blanco de reactivo fue inyectado cada 10 muestras para determinar
interferencia en el método. Se utilizd un estandar certificado (TORT-2, National Research
Council of Canada) para la validacion de la técnica. El rango de recuperacion oscild entre
83 y 106%. Los resultados se expresan en pg g peso humedo. Los datos de estroncio (Sr),
Cd, Fe, Zn y Ni corresponden a resultados reportados previamente por Aurioles-Lopez
(2008) y los datos de magnesio (Mg), silicio (Si) y selenio (Se) a aquellos reportados por
Parra (2009).

6.4.7. Plaguicidas organoclorados (OC).

La extraccion y cuantificacion de 25 plaguicidas distintos se realizd6 mediante la
adaptacion de los métodos descritos por Diaz (2004) y Gardner et al. (2003) para plasma y
tejidos respectivamente, a partir de muestras de plasma obtenidas de tubos Vacutainer©
con He/Li como anticoagulante. Los plaguicidas fueron agrupados de acuerdo a su
estructura molecular en: (a) diclorodifeniltricloroetanos (DDT); (b) hexaclorociclohexanos
(HCH), este grupo incluye los isdémeros alfa, beta, gamma (lindano) y delta; (c) ciclodienos
(aldrin, dieldrin, endrin y endosulfan); (d) clordanos; (e) heptacloros; (f) hexaclorobenceno;
y (g) metoxicloro. La extraccion se realizd utilizando solventes (pentano, hexano,
isooctano, Across organic, Piscataway, NJ, USA) y reactivos (sulfato de sodio y florisil,
Fisher Scientific International, Hampton NH, USA) grado HPLC. De cada muestra se
tomaron 2 mL de plasma que fueron extraidos con solventes, purificados y fraccionados
con florisil; el resultado fue concentrado a un volumen final de 100 puL en isooctano. Las
muestras y los estandares fueron diluidos en issoctano. Durante el analisis de la muestra se
utilizaron como estandar interno el 1,7,8-trichlorodibenzo-p-dioxin (TriCDD, Accustandar,
New Haven, CT. USA) y el 1,2,3,4-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TetraCDD, Accustandar,

New Haven, CT, USA) como estdndar surrogado, ambos utilizados para calcular el
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porcentaje de recuperacion durante el proceso. Una vez obtenidos los extractos de las
muestras, estos fueron analizados inyectando 1 pL a un cromatdgrafo de gases (Network
GC System, Mod. 6890N) acoplado a un detector de captura de electrones (ECD Niquel®,
Mod. G2397-6505, Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, USA) con sistema de
inyeccion automatica y una columna de separacion (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) (HP-
SMS, Agilent Wilmington, DE, USA). Se generaron curvas de calibracién con 5 puntos
(0.005 a 1.0 ng pL™", 12 >0.99) para cuantificar cada plaguicida de interés (Ultra Scientific,
North Kingstown, RI, USA and CLP Pesticides Organochlorine mix, Supelco, Belefonte,
PA, USA). Se inyect6 un blanco de reactivo cada 10 muestras para determinar interferencia
en el método. Los resultados obtenidos son expresados en ng mL™" de plasma. Los limites
de deteccion especificos fueron de 0.005 y 0.001 ng mL™" dependiendo del plaguicida a

tratar. El porcentaje de recuperacion fue 86.4%

6.5. Analisis estadisticos.

Previo a todas las evaluaciones estadisticas se probaron los supuestos de normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) y de homocedasticidad de varianza (prueba de Barlett)
de cada variable de estudio. Con excepcion de los OC, los datos que asi lo requirieran
fueron transformados por medio de logaritmo natural (In), previo a utilizar la estadistica
paramétrica, las proporciones celulares fueron transformadas con el arcoseno y la razéon
H/L por medio de la raiz cuadrada. Aquellos datos que no cumplieran con los supuestos de
normalidad y homcedasticidad fueron analizados en sus unidades originales bajo estadistica
no paramétrica.

Las evaluaciones para probar diferencias entre grupos de estudio se realizaron por
medio de las pruebas paramétricas de t-Student 6 andlisis de varianza (ANOVA), y las
pruebas no paramétrica de U de Mann Whitney y de Kruskall Wallis segin correspondiera.
Posterior a los ANOVA se realizaron pruebas de comparaciones multiples de Tukey. Un
analisis de varianza por factores, ANOVA factorial, fue empleado para evaluar el efecto de
la interaccion entre los factores “estacion” y “afio” en la concentracion de lipidos de las
tortugas marinas capturadas en BMA. Dicho analisis no pudo ser realizado para las demas

zonas por no contar con datos de ambas estaciones (PAQO) ¢ afios (LSI). En todas las
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variables del estudio se evaluaron diferencias entre la apariencia fisica de los individuos
(sanas y lesionadas), clases de talla (juveniles, subadultos y adultos), estacién (verano e
invierno), afio (2005, 2006 y 2007) y zona de estudio (PAO, BMA, LSI) en ese orden.
Cuando una variable mostraba diferencias significativas en algun factor, fue evaluada
considerando los grupos de estudio por separado en los analisis subsecuentes. El uso de la
estadistica univariada tuvo como objetivo caracterizar y generar datos de referencia de las
distintas variables fisioldgicas y de contaminantes por los grupos de estudio de interés.

Los coeficientes de correlacion de Pearson 6 Spearman fueron utilizados, segin
correspondiera, para evaluar la correlacion de cada una de las variables fisioldgicas con el
tiempo de manipulacion, las variables morfométricas (peso, LRC), condicion corporal
(Krel) y contaminantes quimicos (elementos traza y OC) de los individuos, por zona de
estudio. El tiempo de manipulacion de las tortugas marinas se definié6 como los minutos
transcurridos entre el momento de la captura del individuo y el momento en que se tomo la
muestra sanguinea. Ademas, la concentracion de VTG se correlaciond con la concentracion
de los dos esteroides sexuales y con la T4 por zona de estudio.

Todos los resultados fueron considerados como significativos con un valor de
0<0.05. Los analisis estadisticos fueron realizados por medio del paquete Statistica v.7

(StatSoft, Inc., 2004) y R v.2.11.1 (R Development Core Team, 2010).

6.5.1. Plaguicidas organoclorados (OC).

Debido a que los datos de OC presentaron una distribucién asimétrica positiva,
como resultado del nimero de datos no detectados, se utilizd un método de estimacion
robusto propuesto por Helsel (1990) para el manejo de datos no detectados y la estimacion
robusta de estadisticos descriptivos. Estos métodos combinan las concentraciones
observadas mayores al limite de deteccion con datos extrapolados a partir de las mismas,
asumiendo un tipo de distribucion normal para la estimacion de los estadisticos. Los datos
extrapolados no pueden ser considerados estimaciones para una muestra dada, simplemente
son utilizados como una coleccion de datos para la estimacion de los estadisticos. El
procedimiento utilizado en este trabajo (“The probability plot procedure”) consistié en

emplear el grafico del modelo de dispersion que combina el logaritmo de las
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concentraciones observadas de un plaguicida (mayores al limite de deteccion) en el eje Y,
con sus valores normalizados (NS, normal scores) calculados en el eje X. A partir de la
ecuacion lineal de dicha relacion se estiman las concentraciones menores al limite de
deteccion utilizando los NS generados para cada uno de los datos no detectados. Los NS
fueron calculados por medio del paquete “outliers” version 0.13-2 para R, v.2.11.1 (R
Development Core Team, 2010). A partir de la coleccion de datos obtenida para cada
plaguicida se estimaron la mediana como medida de tendencia central y el rango
intercuartil (IQR, cuantil 0.25 — cuantil 0.75) como medida de variabilidad de los datos.

La estadistica no paramétrica (U de Mann-Whitney y coeficiente de correlacion de
Spearman) fue empleada para evaluar diferencias en la concentracion de los OC entre
factores y su relacion con el resto de las variables, utilizando las unidades originales de los
datos y el valor del limite de deteccion en sustitucion de aquellos datos no detectados. So6lo
se realizaron evaluaciones estadisticas en aquellos OC que fueran detectados en al menos el
46% de las muestras analizadas, con la finalidad de conservar el poder de la prueba
estadistica (Helsel, 1990). Con la finalidad de incluir a la mayoria de los OC, se realizaron
evaluaciones estadisticas también sobre las sumas de las concentraciones por grupos de OC

(ZHCH, XCiclodienos, XHeptacloros y XDDT).

6.5.2. Estadistica multivariada.

El andlisis de componentes principales (ACP) es una herramienta estadistica que
tiene como finalidad caracterizar la variacion existente en un conjunto de datos y explicar,
en términos de factores nuevos o componentes, la relacion existente entre un gran nimero
de variables (ambientales o bioldgicas) correlacionadas (co-variantes) y dificiles de
interpretar. El objetivo principal del ACP es explicar la mayor variacion posible de los
datos con, idealmente, la menor cantidad de componentes posibles (Kleinbaum y Kupper,
1978; Horak y Cohen, 2010). El andlisis puede utilizarse, a su vez, como herramienta
exploratoria para la deteccion de datos extremos (Smith, 2002; Horak y Cohen, 2010). Los
componentes, conceptualmente significativos e idealmente no correlacionados entre si
(ortogonales), estaran correlacionados con las variables originales permitiendo asi su

interpretacion. El primer componente extraido explicard la mayor proporcion posible de la
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variacion total de los datos. El segundo componente, ortogonal al anterior, explicard la
mayor cantidad posible de la variacion restante de los datos y asi consecutivamente. El
nimero de componentes extraidos representardn la mayor variacion posible de los datos en
distintos ejes ortogonales (componentes extraidos), generando una dimensionalidad al
sistema en estudio. Esto permite identificar cudntos procesos independientes se requiere
considerar para poder entender el grupo de datos (Horak y Cohen, 2010). El analisis de
factores, a través de los factores iniciales obtenidos con el ACP, generara nuevas variables
que podran correlacionarse con variables bioldgicas y ser utilizadas para explicar procesos
complejos que ninguna de las variables originales podria describir por si misma. Este
analisis puede hacer uso de algoritmos que permiten la rotacion de los ejes con la finalidad
de facilitar la interpretacion de los factores, en términos de las variables originales
(Kleinbaum y Kupper, 1978; Horak y Cohen, 2010).

En este estudio se eligié6 el ACP como prueba multivariada con la finalidad de
evaluar y describir tres aspectos: 1) la existencia de patrones regionales en el estado
fisiolégico de las tortugas marinas y en la distribucion de la concentracion de los
contaminantes quimicos (elementos traza y OC); 2) patrones individuales y/o estacionales
en el estado fisiologico observado en los individuos; y 3) para identificar al grupo de
variables fisioldgicas sensibles a la combinacidén de los distintos contaminantes quimicos
evaluados, con la intencion final de identificar posibles marcadores tutiles del estado de
salud de la tortuga verde. En los andlisis multivariados no pudo integrarse a LSI por no
contar con datos suficientes para completar las bases de datos.

Debido a que no todas las tortugas marinas contaron con la informacién completa de
todas las variables de salud y/o concentracion de contaminantes, y considerando cada uno
de los objetivos enumerados anteriormente, se tuvieron que generar distintos ACP a partir
de diferentes arreglos de los datos, cada uno de los cuales integro informacion distinta. El
arreglo de los datos incluy6 a las variables de salud y de contaminantes (columnas)
organizadas por cada uno de los individuos capturados (renglones). El primer arreglo
incluy6é a los individuos capturados tanto en BMA como PAO y estuvo conformado
unicamente por la condicion corporal, la concentracion de TBARS, la actividad de las

enzimas antioxidantes y la concentracion de los contaminantes quimicos. Con estos datos
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se evaluaron diferencias regionales en la respuesta antioxidante y en la concentracion de
contaminantes. El segundo arreglo de datos incluyd unicamente a individuos capturados en
PAO, éste, con excepcion de la cuenta leucocitaria, logr6 integrar la concentracion de
contaminantes quimicos y a todas las variables de salud del estudio (39 variables):
condicion corporal Krel, bioquimica sanguinea, concentracion de hormonas, VTG y
TBARS, y actividad de las enzimas antioxidantes. Dicho arreglo permitio evaluar patrones
temporales e individuales del estado de salud de las tortugas verdes de PAO.

Finalmente, para evaluar el efecto de la combinacion de los contaminantes presentes
en los individuos sobre las variables fisiologicas, se realizé un ACP por zona de estudio por
separado utilizando unicamente los datos de la concentracion de los contaminantes. A partir
de los valores factoriales (“factor scores™) calculados por dicho anélisis para cada uno de
los individuos, se realizaron correlaciones entre los factores (combinacion lineal de todos
los contaminantes quimicos) y cada una de las variables de salud.

Todos los ACP se realizaron por medio del paquete estadistico Statistica v.7
(StatSoft, Inc., 2004). El analisis considerd tnicamente componentes principales (CP) con
eigenvalores >1.0. Se consideraron como significativas las cargas factoriales (“factor
loadings™”) >0.52. Las correlaciones entre los factores y las variables fisiologicas se

realizaron utilizando el paquete R v.2.11.1 (R Development Core Team, 2010).
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7. RESULTADOS
7.1. Estructura poblacional, CPUE y condicion corporal.

Durante el periodo 2005-2007 se capturaron 118 tortugas marinas (Ch. mydas) con
un esfuerzo de muestreo de 397.65 horas considerando las tres zonas de estudio. Se
capturaron 53 tortugas verdes en PAO, 12 en LSI y 50 en BMA. PAO fue la zona donde la
CPUE fue mayor seguida de LSI (Tabla II). BMA es la zona en la que se invirtié el mayor
esfuerzo de muestreo (79.5%) y en donde se capturaron tortugas verdes en los tres afios de
estudio y en ambas estaciones (verano, invierno). En PAO se realizaron salidas al campo
durante los afios 2005 y 2006, obteniéndose organismos en invierno unicamente en el 2005.
En LSI se capturaron organismos durante el verano del 2006 obtendiéndose tnicamente
tortugas verdes juveniles.

El tiempo transcurrido entre la captura de los animales y su liberaacion fue de 20-
195 minutos en PAO, de 100-585 minutos en LSI y de 5-840 minutos en BMA (Fig. 4). El
51% (n=44) de las tortugas verdes fueron liberadas entre 5 y 140 minutos después de su
captura. El tiempo de manipulacion empleado con los organismos fue significativamente
menor en las tortugas verdes capturadas en PAO en comparacion con LSI y BMA
(He,60=12.8, p=0.001), entre las cuales no hubo diferencia significativa.

La categoria de edad predominante durante todo el periodo de estudio fue la de los
juveniles (PAO 70%; LSI 100%; BMA 88%) seguida de los subadultos (PAO 25%; BMA
12%) (Fig. 3a). La talla promedio, LRC, de las tortugas capturadas en PAO fue de 62.8 +
11.4 cm (43.9-92.4 cm) y el peso promedio 38.2 = 23.4 kg (11.3-107.9 kg). En LSI el LRC
promedio fue de 49.3 £ 6.9 cm (39.7-62.2 cm) y el peso promedio de 18.2 £ 7 kg (10-32
kg). En BMA el LRC y el peso promedio fueron 56.2 + 8.96 cm (40.4-80.3 cm) y 28.2 +
15.5 kg (4.7-68.1 kg) respectivamente. En PAO se capturaron las tortugas verdes con
mayor intervalo de talla incluyendo los tres organismos adultos (>85 ¢cm LRC) capturados
en todo el estudio. Por el contrario, en LSI se capturaron a los individuos mas pequefios
incluida la tortuga de menor talla registrada (39.7 cm LRC) (Fig. 3b).

En las tres zonas se capturaron tortugas sanas y lesionadas (Fig. 5). De los 115
organismos evaluados en este estudio, el 47% (n=54) fueron considerados organismos

sanos y el 39% (n=45) de los especimenes presentaron lesiones o ectoparasitos; del resto de
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los individuos no se tuvo informacion del estado fisico (n=7). No se encontraron
diferencias estacionales (F( g=4.51, p=0.06) 6 anuales (F=1.18, p=0.36) en el niimero
de organismos sanos o lesionados observados. Tampoco se detectaron diferencias
significativas en el niimero de organismos entre categorias de salud (F; 8=0.36, p=0.56) y
no se encontré un efecto a la frecuencia observada de tortugas sanas y lesionadas por la
estacion (F( 8=0.56, p=0.56) o afio de captura (F6=0.88, p=0.45).

Durante el examen visual de las tortugas marinas se encontr6 como caracteristica
predominante la presencia de balanos y en menor grado de algas, ambos localizados en el
caparazon, aletas, plastron, boca y ojos. En 17 tortugas marinas (15% de los organismos) se
encontrd evidencia de heridas recientes como rasgufios, cortaduras y hematomas en el
cuerpo, aletas o caparazon. Ninguno de los ejemplares presentd signos de fibropapiloma. Se
identificaron ectoparasitos con forma de gusanos en las aletas de un solo individuo
capturado en BMA. No se observo evidencia de heridas ocasionadas durante la captura o

generadas por la red de pesca.
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Tabla II. Numero de tortugas verdes (Chelonia mydas) capturadas y captura por unidad de esfuerzo (CPUE) durante el periodo
2005-2007.

Numero de tortugas % Numero de Unidades CPUE CPUE
Capturas  Recapturas Recapturas salidas esfuerzo anual por zona
Punta Abreojos
2005 41 0 NA 4 37 1.11
2006 12 0 NA 2 15.65 0.77
2007 0 0 NA 1 ND ND
Total 53 NA 52.65 1.01
Laguna San Ignacio NA
2005 NA NA NA 0 NA NA
2006 12 0 NA 3 29 0.41
2007 NA NA NA 0 NA NA
Total 12 29 0.41
Bahia Magdalena
2005 16 0 NA 5 98 0.16
2006 15 2 3.8 5 85 0.21
2007 19 0 NA 7 133 0.14
Total 50 316 0.17

Abreviaturas: NA, no aplica; ND, no dato.
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Figura 3. Numero de tortugas verdes (Chelonia mydas) capturadas por a) clases de edad y
b) rangos de talla. PAO=Punta Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia
Magdalena.
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7.1.1. Factor de condicion corporal estacional y anual.

Se presentan los valores estimados del factor de condicion de las tortugas marinas
junto con los modelos correspondientes de la relacion peso y talla por estacion, aio y zona
de captura (Tabla IIT). Unicamente se encontraron diferencias significativas en la condicién
corporal de las tortugas verdes de PAO, siendo mayor durante el 2006 en comparacioén con
las capturadas en el 2005 (p=0.02) (Fig. 6a). En BMA, aunque no fue significativa la
diferencia estadistica, la condicién corporal de las tortugas capturadas durante el 2006
disminuy6 98 y 96 veces en comparacion con los afios 2005 y 2007 respectivamente (Tabla
IIT). Estacionalmente, en BMA y PAO se observa una tendencia de aumento, aunque no
significativa, de la condicion corporal de invierno a verano, siendo durante el verano 2
veces mas alta en PAO y 4 veces mayor en BMA (Fig. 6b). La amplitud de los intervalos de
confianza del factor de condicion estimados refleja una gran variabilidad individual en el

peso de las tortugas de BMA (Fig. 6).
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Tabla III. Factor de condicion anual y estacional en gramos (a*1000) de la tortuga verde (Chelonia mydas) obtenido de la
relacion peso (kg) y talla (cm) por zona de estudio.

Factor de condicion

Zona Grupo Relacion Peso-Talla log a IC 95% corporal (g) p
PAO
Ao 2005 W =-9.68+3.19L -9.68 -10.18 2 -9.19 0.06 0.02
2006 W =-7.7242.73L -7.72 -11.03 a-4.42 0.44
Estacion Invierno W =-9.60+3.16L -9.60 -10.78 a -8.43 0.07 051
Verano W =-8.93+3.01L -8.93 -9.96 a -7.91 0.13
LSI
Afio 2006 W =-736+2.62L -7.36 -8.39a-6.32 0.64 NA
Estacion  Verano W =-7.36+2.62L -7.36 -8.392a-6.32 0.64 NA
BMA
Aio 2005 W=-6.36+2.4L -6.36 -13.14a-0.42 1.73
2006 W =-10.47+3.38L -10.47  -11.962-8.99 0.03 0.13
2007 W =-7.01+2.53L -7.01 -13.48 a -0.54 0.90
Estacion  Invierno W=-9.11+3.05L -9.11 -10.50 a -7.72 0.11 0.63
Verano W =-7.78+2.74L -7.78 -12.95a-2.61 0.42

Abreviaturas: PAO, Punta Abreojos; LSI, Laguna San Ignacio, BMA, Bahia Magdalena; IC, Intervalo de confianza; W, Peso; L,
Talla; NA, no aplica.
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BMA=Bahia Magdalena.
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7.1.2. indice relativo de condicién corporal (Krel).

Los valores promedio de Krel y de la condicion corporal estimada por medio del
indice de Fulton se presentan en la Tabla IV de acuerdo a la apariencia fisica de los
individuos. Las tortugas de LSI presentaron una condicion corporal promedio menor, como
resultado de su menor talla, aunque las diferencias entre zonas no fueron significativas
(F,100= 2.4, p=0.09).

No se encontraron diferencias significativas entre zonas en la tasa de cambio de
Krel por centimetro de LRC (pendientes: F(»,16=2.87, p=0.06). Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas en la condicidon corporal de las tortugas verdes de PAO y LSI
(elevaciones: F(2,108=96.95, p<0.001), en donde a una misma talla los individuos de PAO
presentaron una menor condicion corporal en comparacion con las de LSI (Fig. 7).

Al considerar la apariencia fisica de los individuos se observa una Krel menor en las
tortugas verdes lesionadas en comparacion con las sanas (Fig. 8), siendo significativas
dichas diferencias en las tortugas verdes de PAO y BMA (elevaciones: p<0.01) (Fig. 8).
Los datos de LSI no fueron evaluados estadisticamente por no ser suficientes. Las tortugas
verdes lesionadas de PAO presentaron ademas, una pendiente significativamente menor en
comparacion con los individuos sanos (pendientes: p<0.001), lo cual indica que en PAO las
tortugas lesionadas presentaron un menor incremento en su condicion corporal individual

por centimetro de LRC (Fig. 8a).
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Tabla IV. Indice relativo de condicion corporal (Krel) e indice de Fulton de la tortuga
verde (Chelonia mydas) estimado por zona de estudio y apariencia fisica de los individuos.

Zona Apariencia fisica Krel Fulton n
pariencia 1ist Media + DE Media = DE
Sanas 21.56 +£10.55 1.37+0.08 24
PAO
Lesionadas 15.58 £10.00 1.42 +£0.34 23
LsI Sanas 14.03 £ 5.30 1.47 +0.07 5
Lesionadas 7.96 +£1.31 1.52+0.10 3
Sanas 2259+ 11.89 1.67 £ 0.60 25
BMA
Lesionadas 2091 +£12.66 1.34 £ 0.68 17

Abreviaturas: PAO, Punta Abreojos; LSI, Laguna San Ignacio, BMA, Bahia Magdalena;
DE, desviacion estandar.
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Figura 7. Relacion entre el indice relativo de condicion corporal (Krel) y la talla (LRC) de

las tortugas verdes (Chelonia mydas) por zona de estudio. PAO=Punta Abreojos;
LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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Figura 8. Relacion entre el indice relativo de condicion corporal (Krel) y la talla (LRC) de
las tortugas verdes (Chelonia mydas) por apariencia fisica en a) Punta Abreojos, b) Laguna

San Ignacio y ¢) Bahia Magdalena.
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7.2. Bioquimica sanguinea.

La bioquimica sanguinea se realizO en un total de 77 muestras de suero
correspondientes a 43 tortugas marinas de PAO, 24 de BMA y 10 capturadas en LSI. No se
pudo realizar el analisis de la quimica sanguinea en 38 especimenes por ser insuficiente la
muestra para el analisis 6 por estar hemolizado el suero.

El 68% de las muestras sanguineas de las que se tuvo dato (n=60) fueron tomadas
dentro de los primeros 200 minutos (3.3 h) posteriores a la captura de la tortuga marina.
Durante dicho periodo se observé una gran variacion individual en los parametros
bioquimicos, incluso entre muestras tomadas en el mismo lapso. En PAO (n=27) la
concentracion de creatinina se correlaciond positivamente con el tiempo de manipulacion
de los individuos (r=0.60, p<0.01), mientras que la actividad de la fosfatasa alcalina (r=-
0.39, p=0.03) y de la AST (r=-0.40, p=0.03) lo hicieron negativamente. En individuos de
LSI (n=6) la concentracion de K, Ca, proteinas totales, globulina, fésforo inorganico y la
actividad de la AST (p<0.03) presentaron una correlacién positiva, y la concentracion de
las albiiminas y la tasa A/G una correlacion negativa con el tiempo de manipulacion
(p<0.03). En los individuos capturados en BMA (n=22) la concentracion de glucosa se
correlaciond positivamente con el tiempo de manipulacion (r=0.58, p<0.01) y la
concentracion de triglicéridos se correlacion6 negativamente con el mismo (r=-0.60,
p<0.01).

Se presentan los parametros bioquimicos por apariencia fisica de los individuos
capturados por zona de estudio (Tabla V). En PAO las tortugas lesionadas presentaron
menores niveles de Ca (p<0.001), K (p<0.01), fésforo inorganico (p=0.02) y mayor
actividad de la enzima colinesterasa (p<0.001) en comparaciéon con las tortugas sanas
(Tabla V). Aunque no fue significativo, las tortugas lesionadas presentaron una actividad de
la enzima ALT 1.5 veces mayor, y concentracion de acido trico 2 veces mas elevada en
comparacion con los individuos sanos. En LSI no fue posible evaluar diferencias en la
creatinina y la enzima colinesterasa por el reducido tamafo de muestra y no existen datos
para realizar comparaciones entre estaciones o afos. En esta zona, la concentracion de
acido urico fue mayor en las tortugas lesionadas en comparacioén con las sanas (p<0.04).

Las tortugas verdes de BMA no presentaron diferencias significativas en ninguna variable
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bioquimica. Sin embargo, los organismos lesionados presentaron una concentraciéon de
acido turico 2 veces mayor y actividad de la enzima ALT 1.4 veces mas elevada que los
individuos sanos (Tabla V).

Al evaluar diferencias en los parametros bioquimicos por clases de talla (Tabla VI)
se observa que las tortugas adultas capturadas en PAO presentaron las concentraciones mas
elevadas de triglicéridos (p=0.02) en comparacion con juveniles y subadultos. Los adultos
de PAO presentaron ademds niveles de proteinas totales 1.2 veces mas elevados y de
actividad de la enzima ALT 2.5 veces mayor en comparacion con los juveniles (Tabla VI).
En BMA, donde so6lo fue posible evaluar diferencias entre juveniles y subadultos, se
encontrd una mayor concentracion de glucosa (p=0.003) en los juveniles. Los subadultos
presentaron una mayor actividad de las enzimas AST (1. 5 veces mayor) y ALT (2 veces
mayor) en comparacion con los juveniles (Tabla VI).

Durante el verano, las tortugas verdes capturadas en PAO presentaron mayores
niveles de 4cido urico (p=0.01), glucosa (p<0.01), actividad enzimatica de GGT (p<0.001),
K (en individuos sanos Unicamente) (p=0.03) y una menor concentracion de Na (p<0.001).
En la misma estacion en BMA, los organismos presentaron mayor concentracion de lipidos
(colesterol y triglicéridos) en comparacion con las capturadas en invierno (p=0.04). No se
encontrd una interaccion significativa entre la estacion y el afio de captura (F(2,13=0.97,
p=0.39); por lo tanto, el aumento de la concentracion de lipidos durante el verano ocurri6
en los tres anos de estudio (Anexo 2).

En PAO se encontr6 que durante el 2006 los organismos presentaron mayores
concentraciones de glucosa (p<0.001), acido ftrico (p<0.001), creatinina (p<0.001),
albumina (p<0.001) y una mayor razon A/G (p=0.02). Durante ese mismo afio se
encontraron las concentraciones mas bajas de globulinas (p=0.001), foésforo inorgéanico
(p<0.01), Na (p<0.01), y menor actividad de las enzimas fosfatasa alcalina (p<0.001), ALT
(p<0.02) y AST (p<0.001). Los organismos lesionados presentaron menores
concentraciones de Ca durante el 2006 (p=0.01), diferencia no observada en los individuos
sanos. Durante el 2007 no se capturaron tortugas en PAO por lo cual no se reportan
resultados de los pardmetros bioquimicos. Los individuos de BMA capturados durante el

2005 y 2006 presentaron mayores concentraciones de proteinas totales (p=0.04), globulinas



Labrada-Martagon V. 59

(p=0.02), mayor activad de la colinesterasa (p<0.001) y menor actividad de la enzima ALT
(p=0.02). Durante el 2006 los organismos presentaron ademas mayor concentracion de

fosforo inorgéanico (p=0.003) (Anexo 3).

7.2.1. Diferencias entre zonas de estudio.

Comparando los pardmetros bioquimicos se encontrd que las tortugas verdes de
PAO presentaron la mayor concentracion de colesterol (p=0.03), colinesterasa (p<0.001),
proteinas totales (p<0.01), albtiminas (p<0.001), razén A/G (p<0.01), creatinina (p<0.001)
y Na (p<0.001) en comparacion a los ejemplares de BMA (Fig. 9). En LSI las tortugas
tuvieron mayor actividad de la fosfatasa alcalina (p<0.001) y mayor concentracién de
globulinas (p=0.03) comparadas con las de BMA. Los organismos de BMA tuvieron mayor
concentracion de K (p<0.001) y mayor actividad de la enzima GGT (p=0.01) en

comparacion con los de PAO.
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Tabla V. Parametros de la quimica sanguinea de tortuga verde (Chelonia mydas) de Punta Abreojos, Laguna San Ignacio y
Bahia Magdalena agrupados por apariencia fisica.

Estado fisico

Sanas Lesionadas Sin dato fisico

Media DE Rango n Media DE Rango n Media DE Rango n
Punta Abreojos

LRC (cm) 63.3 8.9 48.6-80.9 20 64.5 12.1 50.2-92.4 19 64.4 198  43.9-91.5 4
Proteinas totales (g/dL) 5.53 1.30 1.16-7.39 19 5.51 098 3.90-794 19 5.82 0.79  4.70-6.51 4
Albtumina (g/dL) 1.20 033  0.79-2.00 19 1.37 045  0.69-2.10 18 1.25 034  0.79-1.60 4
Globulina (g/dL) 4.42 128 0.32-6.07 18 4.18 1.17  2.30-7.03 18 4.56 1.09  3.10-5.72 4
Razon A/G 040 0.56  0.15-2.61 18 0.37 0.20  0.13-0.74 18 0.30 0.16 0.14-052 4
Alcalina Fosfatasa (U/L) 46.27 2289 5.25-112 20 3734 2727 0.00-91.07 19 51.79 33.03 2.84-7451 4
Colinesterasa (U/L) 4005* 422  3365-4652 18 4776 264  4277-5290 12 4426 762  3545-4869 3
ALT (U/L) 1386 1540 1.50-70.50 20 20.28 22.29 3.50-98 19  32.15 32.59 11-80 4
AST (U/L) 209 89.75 10.14-339 20 160 116 10.05-346 19 162 7430 51.88-211 4
GGT (U/L) 0.74 1.17 0.003-2.50 7 2.11 1.69  0.01-5.28 18 0.84 0.97 0.04-2.10 4
Potasio (mmol/L) 5.36° 1.63  3.05-8.95 19 388 1.00  2.60-6.65 19  4.40° 1.57  3.10-6.60 4
Sodio (mmol/L) 160 11.39  144-184 8 160 18.29 142-211 14 177 21.80 155-198 3
Creatinina (mg/dL) 2.01 0.12  1.77-2.23 18 1.99 0.17 1.70-2.37 12 2.05 0.19 1.89-2.27 3
Acido Urico (mg/dL) 2.03 2.58 0.55-11.80 20 3.86 396 0.30-1290 19 2.68 2.34 1.15-6.10 4
Colesterol (mg/dL) 170 46.26 96.50-239 19 162 48.47 81-279 19 158 44.1 109-195 3
Triglicéridos (mg/dL) 147 90.76 36-363 19 167 121 24-484 19 251 138 93.50-407 4
Glucosa (mg/dL) 114 22.02 80.50-174 19 125 3398 71.50-198 18 136 52.21 79-199 4
Calcio (mg/dL) 891° 1.83 5.75-1245 20  6.42° 1.91 1.80-9.05 19 8.29  2.14 5.30-10 4
Fosforo (mg/dL) 13.36" 6.12  0.64-27.60 18 8.75° 3.61 1.77-1440 18 11.91* 521 588-17.10 4

(Continua)
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Tabla V (Continua)
Estado fisico
Sanas Lesionadas Sin dato fisico
Media DE Rango n Media DE Rango n Media DE Rango n
Laguna San Ignacio
LRC (em) 50.08 3.09  42.5-59.5 5 43.27 1.92  46.3-3.33 3 52.95 3.53 45.2-62.2 4
Proteinas totales (g/dL) 6.22 1.96 2.8-9.6 3 4.08 0.33 3.7-4.75 3 6.89 0.49 5.85-8 4
Albumina (g/dL) 0.55 0.47 0.05-1.5 3 1.1 0.5 0.1-1.7 3 0.14 0.04 0.1-0.25 4
Globulina (g/dL) 5.67 2.38 1.3-9.5 3 2.98 0.84 2-4.65 3 6.75 0.48 5.75-7.9 4
Razén A/G  0.39 0.38 0.008-1.15 3 0.51 0.25 0.02-0.85 3 0.02 0.005  0.01-0.03 4
Alcalina Fosfatasa (U/L) 102.5 37.16 37.18-165 3 63.71 3.34 147-158 3 150 18.73 110-200 4
Colinesterasa (U/L) 3199 32.25 3167-3232 2 3402 NA NA 1 3057  77.16 2909-3237 4
ALT (U/L) 20.29 041 19.5-20.87 3 24.83 7.62  12.89-39 3 23.62 2.18 19-29.5 4
AST (U/L) 139 6248 14.87-211 3 112 9494 13.32-302 3 224 16.05 200-268 4
GGT (U/L) 1.57 0.56  0.45-2.25 3 1.87 0.49 0.9-2.5 3 1.1 0.29 0.6-1.75 4
Potasio (mmol/L) 5.85 1.26 3.5-7.8 3 4.75 1.15  2.9-6.85 3 6.37 0.20 5.95-6.9 4
Sodio (mmol/L) 152 1.59 151-156 3 151 3.34 147-158 3 163 8.18 142-182 4
Creatinina (mg/dL) 1.97 0.07 1.9-2.05 2 2.2 NA NA 1 2.06 0.07 1.85-2.15 4
Acido Urico (mg/dL) 4.23*  0.69 3-54 3 6.23° 1.01 4.5-8 3 2.51° 0.82 1.2-4.85 4
Colesterol (mg/dL) 147  32.54 98-209 3 211 85.27 77.5-370 3 80.87 9.95 52-97.5 4
Triglicéridos (mg/dL) 151 39.74 85-222 3 167 46.51 114-260 3 130 27.26 79-178 4
Glucosa (mg/ dL) 142 8.41 127-156 3 139 11.94 116-157 3 131 9.91 118-160 4
Calcio (mg/dL) 6.45 0.97 4.5-7.5 3 6.65 1.18 5-8.95 3 6.91 0.69 5.75-8.8 4
Fosforo (mg/dL) 7.76 2 3.85-10.45 3 8.11 3.84 3.59-15.75 3 10.54 0.23 10.1-11.2 4

(Continua)
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Tabla V (Continua)

Estado fisico

Parametro Sanas Lesionadas Sin dato fisico

Media DE Rango n Media DE Rango n  Media DE Rango

Bahia Magdalena

LRC (cm) 55.8 5.5 48-63.2 11 574 10.8  40.4-80.3 10 63.7 9.6 52.7-70.4
Proteinas totales (g/dL) 4.67 0.63  3.30-5.55 11 4.66 0.90 3.2-5.85 10 4.47 1.10 3.6-5.7
Albumina (g/dL) 0.75 0.15  0.59-1.07 11 0.88 0.41 0.1-1.7 10 0.7 0.30 0.48-0.91
Globulina (g/dL) 3.92 0.60  2.65-4.65 11 3.781 1.01 2.00-5 10 4.2 0.83 3.61-4.78
Razén A/G  0.20 0.04 0.13-0.25 11 0.26 0.17 0.02-0.6 10 0.16 0.04 0.13-0.19
Alcalina Fosfatasa (U/L) 4855 27.57 8.62-93.7 11 40.03 23.7 14.43-9885 9 104.1 19.09 90.6-117
Colinesterasa (U/L) 2562 2700  306-7211 11 3134 2918  126-7452 8 4198 397 3942-4657
ALT (U/L) 19.86 10.15 6.00-43 11 28.681 23.98 3.5-78 10 255 16.97 13.5-37.5
AST (U/L) 205 39.63 156-300 11 168 102 17.52-341 10 189 41.01 160-218
GGT (U/L) 4.46 345  0.55-10.8 11 2.57 245 1.2-94 10 3.95 NA NA
Potasio (mmol/L) 2.64 1.31 0.8-4.55 11 3.87 1.64 0.9-7.3 10 1.95 1.82 0.8-4.05
Sodio (mmol/L) 147 9.72 134-158 6 144 13.83 120-159 6 161 NA NA

Creatinina (mg/dL) 1.66 0.48 0.53-2.1 11 1.44 0.58 0.5-1.85 8 1.018 0.87 0.51-2.03
Acido Urico (mg/dL)  1.56 0.95 0.35-3.5 11 3.01 2.60 0.75-8.5 10 2.03 1.68 0.55-3.85
Colesterol (mg/dL) 131 59.63 56-222 11 126 74.04  50.5-277 10 124 54.31 65-171
Triglicéridos (mg/dL) 115 65.26 40-263 10 165 84.44 38-311 10 181 118 72-307
Glucosa (mg/ dL) 143 35.13 92-206 11 116 32.19  73.5-164 10 102 28.02 74-130
Calcio (mg/dL) 8.00 0.83 7-9.8 11 1.5 1.61 5.5-10.55 10 7.23 1.05 6.05-8.05
Fésforo (mg/dL)  9.83 2.52 7.35-15.775 11 9.68 4.73  2.51-17.5 10  16.05 0.64 15.6-16.5

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazén; DE, desviacidon estandar; Razéon A/G, razon albumina/globulina; ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamiltransferasa; NA, no aplica. Las letras en superindices
denotan diferencias estadisticamente significativas entre grupos p<0.05.
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Tabla VI. Parametros de la quimica sanguinea de tortuga verde (Chelonia mydas) de Punta Abreojos y Bahia Magdalena
agrupados por clases de talla.

Clase de edad

Juveniles (>35-65 cm LRC) Subadultos (>65-85 cm LRC) Adultos (>85 cm LRC)

Media DE Rango n Media DE Rango n Media DE Rango

Punta Abreojos

Proteinas totales (g/dL) 5.46 0.86 3.90-6.85 27 5.49 1.47 1.16-7.39 12 6.63 1.15 5.80-7.94
Albumina (g/dL) 1.26 0.38 0.70-2.00 26 1.27 037 0.79-2.00 12 1.47 0.60 0.92-2.10
Globulina (g/dL) 4.28 1.03 2.30-5.80 25 4.21 1.41 0.32-6.08 12 5.16 1.70 3.70-7.03

Razén A/G  0.33 0.18 0.13-0.74 25 0.49 0.68  0.16-2.61 12 0.33 0.22 0.13-0.57
Alcalina Fosfatasa (U/L) 42.63 28.05  0.00-112 28 40.95 18.43 5.25-68.75 12 5230 3498 12.25-76.81
Colinesterasa (U/L) 4324 550  3365-5290 21 4245 558  3602-5181 10 4721 201 4579-4863
ALT (U/L) 18.84 20.72 3.50-98 28 10.10 6.98 1.50-21 12 4743 34.50 11.28-80
AST (U/L) 191 111 10.05-346 28 169 7490 10.14-264 12 167 131 18.7-271
GGT (U/L) 1.75 1.68 0.00-5.28 20 0.94 1.33 0.03-2.80 6 1.96 1.70 0.12-3.47
Potasio (mmol/L) 4.70 1.62 2.6-8.95 28 4.52 145  2.75-730 11 3.93 0.71 3.45-4.75
Sodio (mmol/L) 164 19.15 143-211 17 153 6.76 142-162 6 168 12.55 160-177
Creatinina (mg/dL) 1.97 0.13 1.70-2.25 21 2.01 0.11 1.88-2.23 10 232 0.07 2.27-2.37
Acido Urico (mg/dL)  2.64 2.67 0.30-990 28 3.06 4.40 0.30-12.90 12 4.58 4.58 1.2-9.80
Colesterol (mg/dL) 164 38.43 98-234 26 176 59.82 83-279 12 132 46.25 81-171
Triglicéridos (mg/dL) 144"  83.62 24-363 28 181° 134 36-484 11 318 160 133-415
Glucosa (mg/ dL) 123 31.19  80.50-199 27 119 32.17  71.5-198 12 164 116 79-298
Calcio (mg/dL) 7.52 2.17 1.8-10.5 28 8.17 241 4.00-1245 12 8.32 2.15 5.9-10

Fosforo (mg/dL) 11.26 547  3.66-27.60 25 11.41 5.06 0.64-19.55 12 9.04 7.70 1.77-17.10

(Continua)
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Tabla VI (Continua)

Clase de edad
Juveniles (>35-65 cm LRC) Subadultos (>65-85 cm LRC)
Media DE Rango n  Media DE Rango n
Bahia Magdalena
Proteinas totales (g/dL)  4.65 0.76 3.2-5.85 21 4.58 1.06 3.6-5.7

3
Albtimina (g/dL)  0.81 0.31 0.1-1.7 21  0.71 029  0.5-0915 2
Globulina (g/dL)  3.84 0.81 2.00-5.00 21  4.37 0.59  3.95-479 2

Razén A/G  0.23 0.12  0.02-0.60 21  0.16 0.05  0.13-0.19 2

Alcalina Fosfatasa (U/L) 47.70 2733  8.62-93.85 20 7433 6120 31.05-117 2
Colinesterasa (U/L) 3032 2689  126-7452 19 2746 2119  299-3997 3
ALT (U/L) 2228  17.22 3.5-78 21 4425 955 37.5-51 2

AST (U/L) 179 68.28  17.52-300 21 280 86.97  218-341 2

GGT (U/L) 3.68 3.06  0.55-10.8 21 145 NA NA 1

Potasio (mmol/L)  3.05 1.60 0.8-7.3 21 3.20 2.11 0.8-4.75 3

Sodio (mmol/L) 146 11.62 120-159 11 148 17.92 136-161 2
Creatinina (mg/dL) 1.5 057  0.51-2.10 19 141 080  0.51-2.02 3
Acido Urico (mg/dL)  2.15 1.99 0.35-85 21 270 1.86  0.55-3.85 3
Colesterol (mg/dL) 128 65.13 50.5-277 21 127 55.50 65-171 3
Triglicéridos (mg/dL) 141 78.00 38-311 20 174 120 72-307 3
Glucosa (mg/ dL) 133" 3426  73.5-206 21 8833" 15.04 74-104 3

Calcio (mg/dL)  7.80 125  55-1055 21 697 0.81 6.05-7.6 3

Fosforo (mg/dL) 10.15 390 251-175 21 1193 520  825-156 2

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazon; DE, desviacion estandar; Razon A/G, razon albumina/globulina; ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamiltransferasa; NA, no aplica. Las letras en superindices
denotan diferencias estadisticamente significativas entre grupos p<0.05.

No hay datos de adultos en Bahia Magdalena. Los datos de los juveniles capturados en Laguna San Ignacio se presentan en la
Tabla V.




Labrada-MartagswV.

190 6.6 —5
a F(79=3.56, p=0.03 64 F(2.72=5.607, p<0.01
180 42 E
ab
10 6.2
170
— 6.0
= 160 % a
T 258
k) 2 42
E, 150 ® 56
S k)
2 140 ® 54
K £
o 2 5.
© 130 g %2
& 50
120 b
4.8
110 46
100 4.4
PAO LSI PAO LSl BMA
Zona Zona
55 168 3
H2,74=18.71, p<0.001 166 He.48=7.51, p=0.02
5.0
164
45 162 ab
_ 160
s
3 40 < 158
£ o
- € 156
& 35 £
£ 2 154
® b o
g a0 o @ 152 b
150
25 148
20 146
144
1.5 142
PAO LSI

PAO LSI

Zona

BMA

Zona

BMA

65

W Mean
T MeansSE

& Mean
T MeansSE

Figura 9. Parametros de la quimica sanguinea de la tortuga verde (Chelonia mydas) por
zona de estudio. Los resultados se presentan como promedio =+ error estindar. Los nlimeros
sobre cada columna denotan el tamafio del grupo. Las letras diferentes denotan diferencias
significativas entre zonas (p<0.05). PAO=Punta Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio;

BMA=Bahia Magdalena
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7.2.2. Parametros bioquimicos, morfometria y condicion corporal (Krel).

En las tortugas verdes de PAO la concentracion de proteinas totales y triglicéridos
se correlacionaron positivamente con el LRC, el peso y el indice Krel (p<0.05) (Tabla VII,
Fig. 10a). Un gran nimero de pardmetros bioquimicos se correlacionaron positiva o
negativamente con la talla y el peso de los individuos de LSI (p<0.05). En esta misma zona
el indice Krel se correlaciond positivamente con la concentracion de proteinas totales y
globulinas, y negativamente con la concentracion de creatinina (p<0.05) (Tabla VII). En
BMA, la concentracion de glucosa se correlaciond negativamente con el LRC y el peso de
los individuos y la concentracion de globulina se correlaciond positivamente con el LRC y
peso de las tortugas (p<0.05) (Tabla VII). En PAO y BMA la concentracion de Ca de los

individuos se correlaciond positivamente con el indice Krel (p<0.05) (Fig. 10b).

7.3. Proporcion leucocitaria.

Durante la cuenta leucocitaria diferencial no se observaron variaciones en los tipos
celulares de aquellos descritos previamente en tortuga verde. Durante los conteos se
observaron eritrocitos inmaduros en el 18.7% de los individuos (n=9) y deshechos
nucleares de los eritrocitos en 27% de los individuos (n=13) de las tres zonas de estudio
(n=48) (Fig. 11).

Los resultados hematoldgicos se presentan como media + error estandar por estado
fisico y zona de estudio (Tabla VIII). EI 50% (n=18) de las muestras sanguineas de donde
se obtuvieron los frotis, fueron tomadas en un rango de 5 a 120 minutos (<2 h) después de
la captura de las tortugas. El nimero y la proporcion de linfocitos se correlacionaron
negativamente con el tiempo de manipulacioén de los individuos capturados en BMA (rs=-
0.57, p<0.001).

La proporcion celular no presentd diferencias significativas al comparar los
organismos sanos y los lesionados en ninguna zona de estudio. Debido al tamafio de
muestra, unicamente pudieron compararse las proporciones celulares entre clases de talla
con las tortugas marinas capturadas en PAO, no encontrandose diferencias significativas
entre juveniles, subadultos y adultos. Estacionalmente, inicamente las tortugas verdes de

BMA presentaron diferencias significativas en la proporcion de eosinoéfilos, la cual resultd
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ser mayor en los individuos capturados durante el verano (p=0.01). Con relacion a los afios,
unicamente las tortugas de PAO capturadas durante el 2005 presentaron una proporcion de
monocitos significativamente mayor en comparacion con aquellas capturadas en el 2006

(p<0.001).

7.3.1. Diferencias entre zonas de estudio.

Las tortugas verdes de LSI presentaron una menor proporcion de linfocitos
(p<0.001) y una mayor proporcion de heterdfilos (p<0.001) en comparacion con las
capturadas en PAO y BMA, por lo cual la razén H/L de los individuos de LSI fue
significativamente mayor (p<0.001) a la observada en dichas zonas. Asi mismo las tortugas
de LSI presentaron menor proporcién de monocitos (p=0.01) en comparacion con el resto

de las zonas (Fig. 12).

7.3.2. Proporcion leucocitaria, morfometria y condicion corporal (Krel).
Unicamente en LSI se correlacioné la proporcion de linfocitos positivamente con el
peso y la talla de los individuos (p<0.05) (Tabla VII). La proporcion celular no se

correlacion6 con la condicion corporal de las tortugas verdes en ninguna zona de estudio.
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Tabla VII. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre los pardmetros de salud y la talla (LRC), peso e indice de condicién
corporal (Krel) de la tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de estudio.

Punta Abreojos
LRC (cm) Peso (kg) Krel

r p n r p n r p n

Parametro

Bioquimica
Proteinas totales (g/dL) 0.29 0.05 42 0.34 0.02 42  0.32 0.04 42
Triglicéridos (mg/dL) 0.43 <0.001 42 0.52 <0.01 42 041 0.01 42

Calcio (mg/dL) NC NC 0.34 0.03 43
Hematologia
NC NC NC
Vitelogenina
NC NC NC
Hormonas
NC NC NC

Defensas Antioxidantes
NC NC NC

(Continua)
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Tabla VII. (Continua)

(Continua)

Laguna San Ignacio

Parimetro LRC (cm) Peso (kg) Krel
r p n r p n r p n
Bioquimica
Proteinas totales (g/dL) 0.76 0.01 10 0.74 0.01 10 095 <0.01 10
Albuimina (g/dL) -0.64 0.04 10 -0.63 0.05 10 NC
Globulina (g/dL) 0.77 <0.01 10 0.75 0.01 10 093 <0.01 10
Razéon A/G -0.64 0.04 10 -0.62 0.05 10 NC
Potasio (mmol/L) 0.68 0.02 10 0.67 0.03 10 NC
Creatinina (mg/dL) -0.92  <0.01 7 -097 <0.001 7 -0.99 0.05 7
Acido Urico (mg/dL) -0.78  0.03 10 -0.62 0.05 10 NC
Hematologia
Linfocitos (%) 0.72* 0.02 9 0.79* 0.01 9 NC
Vitelogenina
NC NC NC
Hormonas
NC NC NC
Defensas Antioxidantes
NC NC NC

69
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Tabla VII. (Continua)

Bahia Magdalena
Parimetro LRC (cm) Peso (kg) Krel
r p n r p n r p n
Bioquimica
Globulina (g/dL) 0.40 0.05 23 0.45 0.03 23 NC
Glucosa (mg/dL) -0.46 0.02 24 -041 0.04 24 NC
Calcio (mg/dL) NC NC 0.48 0.02 24
Hematologia
NC NC NC
Vitelogenina
NC NC NC

Hormonas

Tiroxina (ng/100mL) -0.42* 0.04 22 -0.46* 0.02 22 NC
Defensas Antioxidantes

NC NC NC

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazon; Krel, indice relativo de condicion corporal; *, coeficiente de correlacion de
Spearman rs; NC, pardmetros sin correlacion estadisticamente significativa p<0.05.
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Figura 10. Relacion entre la condicion corporal (Krel) y la concentracion de a) triglicéridos

en Punta Abreojos y b) calcio en Bahia Magdalena de la tortuga verde (Chelonia mydas).
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Tabla VIII. Proporcion leucocitaria de tortuga verde (Chelonia mydas) por apariencia

fisica de los individuos y zona de estudio.

Apariencia fisica

Sanas Lesionadas
Media ES Rango n Media ES Rango n
Punta Abreojos
LRC (cm) 66.1 3.29 52-80.9 10 65.3 3.8 50.8-92.4 13
Linfocitos (%) 72.2 1.9 62-80 10 74 3.5 40-92 13
Heteréfilos (%) 14.2 2.3 3-31 10 13.5 1.9 5-32 13
Eosinofilos (%) 2.6 0.8 0-9 10 1.9 0.5 0-5 13
Monocitos (%) 11 1.9 1-21 10 6.7 1.1 1-14 13
Razéon H/L. 0.2 0.03 0.73-1 10 0.2 0.03 0.74-1 13
Laguna San Ignacio
LRC (cm) 48.1 5.6 42.5-53.8 2 433 1.9 39.7-46.3 3
Linfocitos (%) 41.5 10.5 31-52 2 47.6 0.6 47-49 3
Heteréfilos (%) 57.5 10.5 47-68 2 43 2.5 38-46 3
Eosinofilos (%) 1 n.a. n.a. 2 1.6 0.3 1-2 3
Monocitos (%) 0 n.a. n.a. 2 7.6 4.6 5-13 3
Razéon H/LL.  1.54 0.64  0.90-2.19 2 0.9 0.04 0.8-0.9 3
Bahia Magdalena
LRC (cm) 55.5 2.06 48-63.2 8 59 577 463-803 5
Linfocitos (%)  70.8 4.8 41-86 8 71.8 4.5 60-86 5
Heterofilos (%) 14.6 24 6-25 8 20.2 5.6 3-35 5
Eosindfilos (%) 3.4 0.9 0-8 8 1.8 0.3 1-3 5
Monocitos (%) 11.1 5.4 0-48 8 6.2 2.1 0-10 5
Razon H/L.  0.20 0.03 0.06-0.33 8 0.3 0.09  0.03-0.54 5

Abreviaturas: ES, error estdndar; LRC, largo recto caparazon; Razon H/L, razon
heterdfilos/linfocito; n.a., no aplica.
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Figura 11. a) Deshecho nuclear de eritrocitos y b) eritrocito inmaduro de tortuga verde
(Chelonia mydas) tefiidos con tincion de Wright, observados con objetivo de inmersion en
aceite (100X).
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Figura 12. Proporcioén leucocitaria de la tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de
estudio. Los resultados se presentan como promedio + error estindar. Los niimeros sobre
cada columna denotan el tamaio del grupo. Las letras diferentes denotan diferencias
significativas entre zonas (p<0.05). Razon H/L=Razén heterodfilos/linfocitos; PAO=Punta
Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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7.4. Vitelogenina (VTG).

Todas las muestras de suero o plasma analizadas presentaron valores detectables de
VTG. El rango de la concentraciéon de VTG obtenido a partir de las muestras de suero-
PMSF fue de 0.037 - 2.35 mg mL™" (0.66 + 0.29 mg mL™); el rango de concentracién a
partir de las muestras de plasma-sin PMSF fue de 0.049 - 1.98 mg mL™ (0.61 + 0.22 mg
mL™"). La concentracion de VTG no presenté diferencias significativas relativas a los
diferentes tipos de preparacion de la muestra (suero y plasma con o sin aditivo PMSF). La
concentracion de VTG obtenida a partir de la ecuacion comuin generada para ambos tipos
de muestras se presenta como la media + error estandar por zona de estudio (Tabla IX). La
concentracion de VTG cuantificada no se correlaciond con el tiempo de manipulacion de
los individuos.

En ninguna de las tres zonas de estudio se encontraron diferencias significativas en
la concentracion de VTG entre los individuos clasificados como sanos y los lesionados. Las
tortugas marinas capturadas en PAO, grupo en que pudo realizarse la evaluacion
estadistica, tampoco presentaron diferencias significativas entre clases de talla. Sin
embargo, se observd una concentracion promedio de VTG 13% maés elevada en los
individuos clasificados visualmente como hembras adultas en comparacion con los
juveniles y subadultos de sexo indeterminado (Fig. 13a).

En PAO se encontr6 una mayor concentracion de VI'G durante el verano (0.63 mg
mL™" + 0.14) en comparacién al invierno (0.40 mg mL™" + 0.13) (p<0.001) (Fig. 14a), no
encontrandose un efecto de la edad sobre dicho incremento estacional observado
(F2,34=0.24, p=0.97). En verano, la concentracion de VTG fue mas alta en las tortugas
marinas capturadas en el 2006 (0.76 mg mL" + 0.06) en comparacion con las tortugas
marinas del 2005 (0.57 mg mL™ + 0.14) (p<0.001) (Fig. 14b). No pudo evaluarse el efecto
conjunto de los factores afio y estacion sobre la concentracion de la proteina debido a que
no se tuvieron datos de invierno para ambos anos. En BMA no se encontraron diferencias
en la concentracion de VTG estacional o anualmente, aunque se observo una tendencia de
disminucion del 2005 hacia el 2007, siendo la concentracion del 2007 un 22% menor en

comparacion con los dos afios anteriores.
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7.4.1. Diferencias entre zonas de estudio.

La concentracion de VTG resultd ser distinta entre zonas (p=0.04), siendo
significativamente menor en las tortugas verdes capturadas en LSI en comparacion con
PAO (p=0.03) (Fig. 13b). La concentracion de VTG de las tortugas de BMA no fue distinta
al resto de las zonas, aunque en BMA los individuos presentaron una concentracion 18%

mayor a la observada en las tortugas de LSI (Tabla IX).

7.4.2. VTG, morfometria y condiciéon corporal (Krel).
La concentracion de VTG no se correlaciond con la talla, peso o el indice Krel de

las tortugas marinas en ninguna zona de estudio.
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Figura 13. Concentracion de vitelogenina de la tortuga verde (Chelonia mydas) por a)
categorias de edad en Punta Abreojos y b) zona de estudio. Los resultados se presentan
como promedio + error estandar. Los niimeros sobre cada columna denotan el tamafio del
grupo. Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre zonas (p<0.05).
PAO=Punta Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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Figura 14. Concentracion de vitelogenina de la tortuga verde (Chelonia mydas) capturada
en Punta Abreojos por a) estacion y b) afio de captura. Los resultados se presentan como
promedio + error estdndar. Los numeros sobre cada columna denotan el tamafio del grupo.
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Tabla IX. Concentracion de vitelogenina, esteroides sexuales y tiroxina de tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de estudio.

Zona

Punta Abreojos Laguna San Ignacio Bahia Magdalena
Media ES Rango n Media ES Rango n Media ES Rango n
LRC (cm) 65.16 1.95 4390 -92.40 37 49.74 2.36 39.7-62.2 10 58.23 1.64 46.3 -80.30 22
Vitelogenina (mg/mL) 0.59° 0.03 0.22 -0.87 36 0.40° 0.07 0.13-0.69 10 0.562° 0.04 0.15-0.86 21
Estradiol (pg/mL) 53.17° 8.19 5.79 - 274 37 48.20*°  20.04 0.71 - 187 9 25.64° 4.93 1.83-6794 19
Testosterona (ng/mL)  2.58 0.57 0.06-17.10 35 3.90 2.11 0.03 —-22.25 10 1.08 0.32 0.005-5.13 21
Tiroxina (pg/100mL) 2.15° 0.13 0.65-3.40 37 2.55%P 0.10 2.10-3.06 10 2.64° 0.07 1.77 - 3.31 22

Abreviaturas: ES, error estandar; LRC, largo recto caparazon. Las letras en superindices, diferencias significativas p<0.05.
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7.5. Esteroides sexuales y tiroxina (Ty).

Se presenta la concentracion de las hormonas por zona de estudio como la media +
error estandar (Tabla IX). La concentracion de E, de las tortugas verdes capturadas en
BMA se correlaciond negativamente con el tiempo de manipulacion transcurrido (rs=-0.51,
p=0.03). Con excepcion de dos indivuos, existe un evidente traslape en la concentracion de
T de los organismos (Fig. 15). Unicamente 7 organismos (10%) presentaron una talla
superior a la talla promedio de anidacion (Fig. 16). Una tortuga verde de LSI clasificada
como juvenil (E;=187.6 pg mL", T=22 ng mL™") y una tortuga verde de PAO clasificada
como hembra adulta (E;=274.5 pg mL™', T=17 ng mL™") presentaron niveles de esteroides
en concentraciones aproximadamente el doble del valor méximo observado en el resto de
los individuos (Fig. 16). Eliminando dichos datos el rango de la concentracion de T
observada en las tres zonas de estudio fue menor a 10 ng mL™ y de E, menor a 145 pg mL™'
(Fig. 16). La concentracion de T se correlacioné con la concentraciéon de E, de los
organismos (r=0.83, p<0.001), dicha correlacion se conserva aun después de quitar los
datos extremos de las tortugas de PAO y LSI (r=0.68, p<0.001). La concentracion de E,, T
y T4 no estuvieron correlacionados con la concentracion de VTG de los individuos en
ninguna zona de estudio.

Con relacion a la apariencia fisica, los individuos lesionados de BMA presentaron
una mayor concentracion de T en comparacion con los sanos (p=0.02). En LSI las tortugas
verdes lesionadas presentaron una mayor concentracion de tiroxina en comparacion con los
sanos (p=0.04). No se encontraron diferencias significativas en ninguna zona de estudio en
la concentracion de las hormonas por clases de talla. En PAO se encontraron diferencias
anuales en la concentracion de Ty la cual fue mayor durante el 2006 en comparacion con el

2005 (p<0.001).

7.5.1. Diferencias entre zonas de estudio.

Las tortugas verdes capturadas en PAO presentaron una mayor concentracion de E,
(p=0.03) y una menor concentraciéon de T4 (p=0.03) en comparacion con los individuos
capturados en BMA. Las tortugas verdes de LSI no presentaron diferencias en la

concentracion de dichas hormonas con ninguna de las dos zonas (Fig. 17).
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7.5.2. Hormonas, morfometria y condiciéon corporal (Krel).

En BMA se encontr6 una correlacion negativa entre la concentracion de T4 con la
talla (LRC) y el peso de los individuos (p<0.05) (Tabla VII). En ninguna de las zonas de
estudio se encontrd una correlacion entre la concentracion de las hormonas evaluadas con

el indice Krel de los individuos.
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Figura 15. Concentracion de testosterona de la tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de
estudio. PAO=Punta Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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Figura 16. Concentracion de esteroides sexuales, tiroxina, vitelogenina y largo recto del
caparazon de las tortugas verdes (Chelonia mydas). La abscisa denota las claves de cada

organismo capturado. La linea roja sefiala la talla promedio de anidacion (77.3 cm LRC).
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Figura 17. Concentracion de a) tiroxina y b) estradiol de la tortuga verde (Chelonia mydas)
por zona de estudio. Los resultados se presentan como promedio + error estandar. Los
nimeros sobre cada columna denotan el tamafio del grupo. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre zonas (p<0.05). PAO=Punta Abreojos; LSI=Laguna San
Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.



Labrada-Martagon V. 84

7.6. Defensas antioxidantes y dafio oxidativo.

Los valores de la actividad enzimatica de las defensas antioxidantes y de
peroxidacion de lipidos se presentan como media + error estandar por zona de estudio
(Tabla X). En esta seccion no se presentan datos de LSI. En BMA la actividad de la enzima
t-SOD (rs=0.75, p=0.01), Mn-SOD (rs=0.73, p=0.02) y la concentracion de TBARS
(rs=0.64, p=0.04) estuvieron correlacionadas positivamente con el tiempo de manipulacién
de las tortugas marinas.

Unicamente en BMA se encontraron diferencias por apariencia fisica en la actividad
de la Mn-SOD la cual fue mayor en los individuos sanos (p=0.01). Es en esta misma zona
donde se encontraron diferencias estacionales en la actividad de la GPx (p=0.01) y en la
concentracion de TBARS (p=0.03) siendo mayores durante el invierno (Fig. 18a). Las
diferencias anuales se encontraron en los individuos capturados en PAO en donde la
actividad de la CAT (p=0.04) y de la Mn-SOD (p=0.03) y la concentracion de TBARS
(p=0.001) fueron mayores durante el 2005 en comparacién con el 2006 (Fig. 18b); al
contrario de la actividad de la GST (p<0.001) la cual fue mayor durante el 2006.

7.6.1. Diferencias entre zonas de estudio.

Al comparar las zonas de estudio, la actividad de la t-SOD (p<0.001), Mn-SOD
(p<0.001) y CuZn-SOD (p<0.001) fue mayor en BMA, mientras que la actividad de la CAT
(p<0.001) fue mayor en PAO (Fig. 19).

7.6.2. Defensas antioxidantes, morfometria y condicion corporal (Krel).
No se encontr6 una correlacion significativa entre ninguna de las defensas

antioxidantes o TBARS con la condicion corporal de los individuos.
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Tabla X. Actividad de las defensas antioxidantes y concentracion de la peroxidacion de lipidos (TBARS) de la tortuga verde
(Chelonia mydas) por zona de estudio.

Zona

Punta Abreojos Bahia Magdalena
Media ES Rango n  Media ES Rango n
LRC (cm) 62.99 1.78 43.90-92.40 39 59.74 1.49 52.70-70.40 11
TBARS (nmol/mg Hb)  0.04 0.01 0.001-0.19 39 0.05 0.01 0.02-0.07 11
GST (U/gHb)  0.99 0.17 0.09-4.62 39 0.62 0.11 0.17-1.37 11
CAT(U/gHb) 223* 19.77 64.82-559 39 92.22% 14.07 36.37-172 11
GPx (U/g Hb) 12.39 0.97 0.89-32.80 39 12.50 2.68 1.43-27.90 11
t-SOD (U/g Hb)  0.43* 0.06 0.137-2.21 39 2.95% 0.32 1.37-4.62 11
Mn-SOD (U/g Hb) 0.27* 0.04 0.013-1.09 38 1.99%* 0.37 0.36-4.25 11
CuZn-SOD (U/g Hb)  0.20%* 0.03 0.021-1.12 33 0.96* 0.24 0.12-2.91 11

Abreviaturas: ES, error estdndar; LRC, largo recto caparazon; GST, glutation S-transferasa; CAT, catalasa; GPx,
glutation peroxidasa; t-SOD, superoxido dismutasa total; Mn-SOD, superoxido dismutasa mitocondrial; CuZn-SOD, superédxido
dismutasa citosolica; *, diferencias significativas p<0.05.
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Figura 18. Actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa
mitocondrial (Mn-SOD) y concentracion de TBARS de la tortuga verde (Chelonia mydas)
capturada en a) Bahia Magdalena por estacién y en b) Punta Abreojos por aio de captura.
Los resultados se presentan como promedio + error estdndar. Los numeros sobre cada

columna denotan el tamafio del grupo.
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Figura 19. Actividad de enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa total (t-SOD),
mitocondrial (Mn-SOD) y citosolica (CuZn-SOD) de la tortuga verde (Chelonia mydas) por
zona de estudio. Los resultados se presentan como promedio =+ error estindar. Los nlimeros
sobre cada columna denotan el tamafio del grupo. PAO=Punta Abreojos; BMA=Bahia

Magdalena.
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7.7. Elementos traza.

Las concentraciones de los elementos traza se presentan como media + el error
estandar por zona de estudio (Tabla XI). Un dato extremo fue excluido de los andlisis: una
tortuga marina juvenil, sexo indeterminado, de PAO, con una concentracion de Ni de
488.93 ng g

Al comprar las concentraciones de elementos traza por apariencia fisica de los
individuos, unicamente se encontraron diferencias significativas en la concentracion de Si
en las tortugas de PAO, siendo significativamente mayor en los individuos sanos en
comparacion con los lesionados (p<0.01). No se encontraron diferencias en la
concentracion de los elementos traza entre individuos juveniles y subadultos capturados en
PAO, asi como tampoco entre estaciones en PAO 6 BMA. En PAO la concentracion de Cd
(p<0.001) y Si (p<0.001) fue significativamente mayor en las tortugas capturadas durante el
2005 en comparacion con las tortugas del 2006 (Fig. 20a). En BMA las tortugas verdes
presentaron mayores concentraciones de Si (p=0.02), Se (p=0.02) y Mg (p=0.03) durante el
2005 en comparacion con el 2006 (Fig. 20b). No se tienen datos de la concentracion de

elementos traza del 2007 en BMA.

7.7.1. Diferencias entre zonas de estudio.

Las tortugas verdes capturadas en PAO presentaron concentraciones mas elevadas
de Si (p=0.02) en comparacion con BMA (Fig 20a). La concentracion de Cd (p=0.02) fue
mayor en los individuos de LSI y PAO en comparaciéon con aquellos de BMA (Fig. 21b).
En LSI las tortugas verdes presentaron una menor concentraciéon de Ni (p<0.001) y Mg

(p<0.001) en comparacion con BMA y PAO (Tabla XI).

7.7.2. Elementos traza, morfometria y condicién corporal (Krel).

Al considerar a todas las tortugas verdes de las tres zonas en conjunto, la
concentracion de Zn en sangre se correlacion6 positivamente con el LRC (r=0.29, p=0.03,
n=54) y la concentracion de Cd negativamente con el indice Krel (r=-0.32, p=0.01, n=54)
(Fig. 22). En las tortugas verdes de PAO no se encontré una correlacion entre la

concentracion de los elementos traza y las variables morfologicas de los individuos. En LSI
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la concentracion de Fe se correlaciond negativamente con el LRC, el peso y el indice Krel
de los individuos (p<0.03), y en BMA la concentracion de Cd se correlaciond

negativamente con el LRC de las tortugas verdes (p=0.05) (Tabla XII).

7.7.3. Elementos traza y bioquimica sanguinea.

La relacion entre la concentracion de los elementos traza con los pardmetros
bioquimicos tnicamente pudo ser evaluado en las tortugas verdes capturadas en PAO. Las
concentraciones de Ni, Si, Cd y Fe se correlacionaron con al menos dos de los pardmetros
bioquimicos siguientes: glucosa, colesterol, acido urico, calcio, enzimas transaminasas
(ALT, AST), K y fosforo de las tortugas verdes (p<0.05) (Tabla XII). En esta zona los
individuos que presentaron la mayor concentracion de Cd y Si presentaron la mayor

actividad de la enzima transaminasa AST (p<0.04) (Tabla XII, Fig. 23).

7.7.4. Elementos traza y proporcion leucocitaria.

En PAO la concentracion de Sr y Se en sangre se correlacionaron negativamente
con la proporcion de linfocitos y positivamente con la proporcion de heterofilos (Tabla
XII). En esta misma zona los individuos con mayores concentraciones de Si en sangre
presentaron mayor proporcion de monocitos (Tabla XII, Fig. 24). En LSI, por el contrario,
la concentracion de Zn se correlaciond positivamente con la proporcion de linfocitos y
negativamente con la proporcion de heterdfilos (Tabla XII). En BMA la concentracion de

Cd se correlacion6 negativamente con la proporcion de monocitos (Tabla XII).

7.7.5. Elementos traza, VTG y hormonas.

El Si se correlaciond negativamente con la concentracion de T4 de los individuos de
PAO (p=0.008) (Fig. 25a) y LSI (p=0.03) (Tabla XII). Asi mismo, el Si se correlaciond
negativamente con la concentracion de VTG de las tortugas verdes de PAO (p<0.001) (Fig.
25b; Tabla XII). En LSI la concentracion de Sr se correlaciond positivamente con la
concentracion de T de los individuos (p<0.01) (Tabla, XII). En BMA ninguno de los
elementos traza medidos en sangre se correlacion6 con la concentracion de hormonas de los

individuos.
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Tabla XI. Concentracién de elementos traza (ug g peso seco) en sangre de la tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de

estudio.
Zona
Punta Abreojos Laguna San Ignacio Bahia Magdalena

Media ES Rango n Media ES Rango n Media ES Rango n

SCL (cm) 63.93 1.81 43.7-92.4 42 49.74 2.36 39.7-62.2 10  57.33 1.71 43.7-70.4 15
Cd (ng/g) 0.06° 0.00 0.008-0.12 42 0.05*° 0.03 0.02-0.13 10 0.03° 0.00 0.01-0.05 14
Sr (ng/g) 0.28 0.03 0.05-0.48 14 0.17 0.13 0.006-0.38 10 0.18 0.04 0.03-0.38 11
Fe (ng/g) 343 13.02 109-520 42 326 35.13 280-401 10 302 10.38 232-410 14
Zn (pg/g) 13.92 0.49 0.46-1991 42 11.64 1.62 8.27-13.62 10 13.58 0.59 10.97-18.55 14
Ni (ng/g) 76.47% 11.02 19.61-488 41  35.62° 5.02 25.11-4526 10  73.30° 9.3 41.51-157 14
Si (ng/g) 0.02° 0.00 0.003-0.04 42  0.01® 0.004 0.004-0.02 10 0.01° 0.01 0.001-0.08 14
Se (ng/g) 1.59 0.19 0.03-5.66 40 0.99 0.67 0.16-2.33 10 1.81 0.43 0.15-4.65 14
Mg (pg/g) 0.19° 0.01 0.08-0.31 42 0.11° 0.023 0.08-0.16 10 0.17° 0.01 0.14-0.21 14

Abreviaturas: ES, error estandar; LRC, largo recto caparazon; Cd, cadmio; Sr, estroncio; Fe, hierro; Zn, zinc; Ni, niquel; Si,

silicio; Se, selenio; Mg, magnesio; Las letras en superindices, diferencias significativas p<0.05.
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Figura 20. Concentracion de elementos traza de la tortuga verde (Chelonia mydas) de a)
Punta Abreojos y b) Bahia Magdalena por afio de captura. Los resultados se presentan
como promedio =+ error estandar. Los niimeros sobre cada columna denotan el tamafio del

grupo.
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Figura 21. Concentracion de a) silicio (Si) y b) cadmio (Cd) en sangre de tortuga verde
(Chelonia mydas) por zona de estudio. Los resultados se presentan como promedio + error
estandar. Los numeros sobre cada columna denotan el tamafo del grupo. Las letras
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LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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Tabla XII. Coeficientes de correlacion de Pearson [r (p-valor) [n]] entre los elementos
traza (ug g peso seco) y las variables morfométricas, parametros bioquimicos, proporcion
leucocitaria, concentracion de esteroides sexuales, tiroxina (T4), vitelogenina (VTG),
peroxidacion de lipidos (TBARS) y actividad de las enzimas antioxidantes de la tortuga

verde (Chelonia mydas) por zona de estudio.

Punta Abreojos

Pariametro cd Sr Se Si Ni Fe Mg Zn
. -0.36 -0.56*
[35] [35]
Calcio 0.37 S .05
(0.02) (<0.001)  (0.05)
(mg/dL) [35] [35] [35]
0.51 0.35%
AST
o) (<0.001) (0.04)
[35] [35]
-0.39%
ALT
o (0.02)
[35]
-0.58%
Glucosa
(<0.001)
(mg/dL) [35]
0.66*
Fosforo
(<0.001)
(mg/dL) [35]
y 0.36*  0.33
(0.03)  (0.05)
(mmol/L) [35] [35]
Colesterol (8'(3);
(mg/dL) [35]
o -0.61 -0.42
Lm(fo‘;:)lws (0.05)  (0.04)
[10] [24]
] 0.86 0.45
Het(e;z)ﬁlos (<0.01)  (0.02)
[10] [24]
. 0.54*
Mo?ozc)ltos (<0.01)
[24]
-0.71%*
VTG
A (<0.001)
[37]

(Continua)
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Table XII. (Continua)

Punta Abreojos

Paramet
arametro Cd Sr

Si Ni Fe

Mg

Zn

Ty
(ng%)

Mn-SOD
(U/g Hb)

0.36
(0.03)
[37]
0.42%
(<0.01)
[38]

TBARS
(nmol/mg Hb)

_0.42%
(<0.01)
[37]

(Continua)

Laguna San Ignacio

Paramet
arametro Cd Sr

Si Ni Fe

Mg

Zn

LRC
(cm)

Peso

(kg)

Krel

Linfocitos
(%)

Heterofilos
(%)

Ty
(ng%)

T 0.63*
(ng/ml) (<0.01)
[10]

-0.87
(0.02)
[6]
-0.84
(0.03)
[6]
-0.84
(0.03)

[6]

L0.66*
(0.03)
[10]

0.81
(<0.01)
[9]
-0.75
(0.02)

[9]

(Continua)



Labrada-MartagswV. 96

Table XII. (Continua)

Bahia Magdalena
Cd Sr Se Si Ni Fe Mg Zn
LRC -0.62
(cm) (0.05)
[10]
Monocitos -0.83
(%) (0.02)
[7]
CAT 0.61* -0.72*  -0.60 -0.59
(0.04) (0.01)  (0.04) (0.05)
[11] [11] [11] [11]
t-SOD 0.6* -0.62%*
(0.05) (0.04)
[11] [11]
0.74*
Mn-SOD (0.01)

[11]
Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazon; Krel, indice relativo de condicion corporal;
AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; T, testosterona; t-SOD,
superoxido dismutasa total; Mn-SOD, superdxido dismutasa mitocondrial; CAT, catalasa;
* coeficiente de correlacion de Spearman rs; espacios en blanco, no correlacion

estadisticamente significativa p<0.05.
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Figura 23. Relacion entre la concentracion de silicio (Si) y cadmio (Cd) con la actividad
de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) de la tortuga verde (Chelonia mydas)
capturada en Punta Abreojos. La linea dibujada no tiene significado estadistico.
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Figura 24. Relacion entre la concentracion de silicio (Si) y la proporcion de monocitos de
la tortuga verde (Chelonia mydas) capturada en Punta Abreojos.
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tiroxina y b) vitelogenina en suero de la tortuga verde (Chelonia mydas) capturada en
Punta Abreojos.
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7.7.6. Elementos traza, defensas antioxidantes y dafio oxidativo.

En los individuos capturados en PAO la concentracion de Cd se correlaciono
positivamente con la actividad de la Mn-SOD (p=0.03) y la concentracion de TBARS
(p<0.01) (Tabla, XII, Fig. 26). No se presentan resultados de las tortugas de LSI debido a
que no se cuenta con datos de estrés oxidativo de estos individuos. En las tortugas verdes
de BMA la actividad de la CAT se correlacion6 negativamente con la concentracion de Fe
(p=0.04), Zn (p=0.05) y N1 (p=0.01), y positivamente con la concentracion del Si (p=0.04)
(Tabla, XII). En esa misma zona la actividad de las enzimas t-SOD (p=0.05) y Mn-SOD
(p=0.01) se correlacion6 positivamente con la concentracion de Se de los individuos, y la
actividad de la t-SOD se correlaciond negativamente con la concentracion de Zn (p=0.04)

(Tabla, XII).

7.8. Plaguicidas organoclorados (OC).

Los resultados de las concentraciones de OC se presentan como mediana y el IQR
en la tabla XIII. De los 25 OC analizados, 72% (n=18) fueron detectados en al menos una
muestra. El grupo de OC mas frecuentemente encontrado en los individuos fue el de los
HCH. El é-hexaclorociclohexano (8-HCH), fue el plaguicida mas prevalente, detectandose
en el 85% de los individuos de tortugas verde (Fig. 27). Tres datos extremos no fueron
considerados en los analisis estadisticos: 1 hembra subadulto de BMA, con una
concentracion de aldrin de 389 ng mL™"; 1 subadulto de sexo indefinido, de PAO con
concentracién de endrin de 177.8 ng mL™"; y 1 hembra subadulto, de PAO con una
concentracién de endrin sulfato de 439.7 ng mL™". En LSI se encontraron unicamente 10 de
los 25 OC analizados, debido al reducido tamafio de muestra no se presentan datos de LSI
en esta seccion.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de los OC entre
apariencia fisica de los individuos o por clases de talla. En BMA las tortugas verdes
capturadas en invierno presentaron una mayor concentracion de y-clordano (p=0.04) en
comparacion con las capturadas en verano. En PAO las tortugas verdes capturadas durante

el 2005 presentaron mayor concentracion de aldrin (p=0.01) en comparacion con el 2006,
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afno en el que las tortugas verdes presentaron mayor concentracion de f-HCH (p=0.02) en

comparacion con el 2005.
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Figura 26. Relacion entre la concentracion de cadmio (Cd) con a) la actividad de la enzima
superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) y b) la concentracion de
TBARS de la tortuga verde (Chelonia mydas) capturada en Punta Abreojos.
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7.8.1. Diferencias entre zonas de estudio.

La laguna costera en la que se detectd la mayor frecuencia de individuos con
residuos de OC fue PAO (Fig. 27). En esta zona se registr6 la mayor frecuencia de
individuos con heptacloro, asi como la concentracion mas elevada del mismo (p=0.01) en
comparacion con BMA. Las tortugas verdes capturadas en BMA presentaron
concentraciones mas elevadas de a-HCH (p<0.001), 6-HCH (p=0.01), aldrin (p<0.01) y vy-

clordano (p<0.01) en comparacién con las capturadas en PAO (Fig. 28).
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Figura 27. Frecuencia de tortugas verdes (Chelonia mydas) con residuos de plaguicidas
organoclorados en la costa occidental de la peninsula de Baja California Sur. PAO=Punta
Abreojos; LSI=Laguna San Ignacio; BMA=Bahia Magdalena.
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Tabla XIII. Concentracién de plaguicidas organoclorados (ng mL™) en plasma de tortuga verde, (Chelonia mydas) por zona de

estudio.
Zona
Punta Abreojos Laguna San Ignacio Bahia Magdalena

Rango Mediana IQR % N Rango Mediana IQR % N Rango Mediana IQR % N
LRC (cm) 43.9-924 39 39.7-62.2 8 46.3-70.4 13
a-HCH 0.001-1.34 0.161 0.443 53.8 39 0.001-1.86 0.3181 0.3805 62.5 8 0.001-2.37 1.323 0.347 923 13
B-HCH 0.001-10.71 1.170 3.664 462 39 0.001-10.54 3.6835 29889 75 8 0.001-23.35 4.584 4308 769 13
v-HCH 0.001-9.8 0.773 2241 462 39 0.001-2.52 0.6500 1.2219 375 8 0.001-9.64 2.960 1.296 615 13
6-HCH 0.001-9.83 0.790 0.792 923 39 0.001-4.34 0.4081 0.8825 62.5 8 0.001-10.57 2.614 1.041 84.6 13
Aldrin 0.005-25.94  0.958 0383 59 39 0.005-3.97 3.5905 1.5127 75 8  0.005-27.86 10.433 17.887 75 12
Endrin 0.005-5.17 1.064 0.000 26.3 38 nd - - 0 8 nd - - 0 13
Endrin sulfato 0.005-36.79  1.398 1.856 40 20 na - - - 0 0.001-1.36 - - 100 1
Endrin aldehido nd - - 0 19 nd - - 0 8 nd - - 0 12
Endrin ketona nd - - 0 39 nd - - 0 8 nd - - 0 13
Endosulfan I nd - - 0 39 nd - - 0 8 0.005-1.22 - - 154 13
Endosulfan II nd - - 0 39 nd - - 0 8 0.005-7.54 - - 7.7 13
Endosulfan sulfato nd - - 0 19 0.005-0.84 - - 125 8 0.005-12.99 - - 16.7 12
Dieldrin nd - - 0 39 nd - - 0 8 nd - - 0 13
a-Clordano nd - - o 19 nd - - 0 8 nd - - 0o 12
v-Clordano 0.001-1.31 0.230 0.000 103 39 0.001-0.39 - - 125 8 0.001-0.84 0.314 0.261 61.5 13
Heptacloro 0.001-36.49  8.607 11.435 82.1 39 0.001-23.02 5.5263 99534 375 8 0.001-13.77 2.731 3.523 385 13
Heptacloro epoxido 0.005-7.88 - - 2.6 39 0.005-1.62 - - 125 8 0.005-1.69 1.845 0.000 23.1 13
o,p’-DDT nd - - 0 20 na - - - 0 na - - - 0
o,p’-DDD 0.005-29.43  0.745 0.012 333 21 na - - - 0 nd - - 0 1
o,p’-DDE 0.005-0.32 - - 5 20 na - - - 0 nd - - 0 1
p,p-DDT 0.001-0.26 - - 2.6 39 nd - - 0 8 0.001-3.98 - - 7.7 13
p,p-DDD nd - - 0 39 nd - - 0 8 0.005-11.82 - - 7.7 13
p.p -DDE nd - - 0 39 nd - - 0 8 nd - - 0 13
Hexaclorobenceno 0.001-1.90 0.540 0.219 315 19 0.001-2.87 0.4414 04043 50 8 0.001-7.61 0.960 099 75 12
Methoxychlor nd - - 0 39 nd - - 0 8 nd - - 0 13

Abreviaturas: IQR, rango intercuartil; LRC, largo recto caparazon. Las letras en superindices, diferencias significativas p<0.05.
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U 05(2),39,13=62, p<0.001
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Figura 28. Concentraciéon de plaguicidas organoclorados en plasma de tortuga verde
(Chelonia mydas) por zona de estudio. Los resultados se presentan como promedio =+ error
estandar. Los niimeros sobre cada columna denotan el tamafio del grupo. Las letras
diferentes denotan diferencias significativas entre zonas (p<0.05). PAO=Punta Abreojos;

BMA=Bahia Magdalena.
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7.8.2. OC, morfometria y condiciéon corporal (Krel).

En PAO la concentracion de B-HCH estuvo negativamente correlacionada con Krel
(p=0.02) y con el LRC (p=0.01), y la concentracion total de la suma de los HCH se
correlacion6 negativamente con el LRC de las tortugas (p=0.02). En BMA la concentracion

de y-HCH se correlaciono negativamente con el indice Krel (p=0.01) (Tabla XIV).

7.8.3. OC y bioquimica sanguinea.

Los OC se correlacionaron positiva o negativamente con la concentracion de calcio,
proteinas totales, K, fésforo, acido urico, lipidos, glucosa y la actividad de las enzimas ALT
y AST de las tortugas verdes (p<0.05) (Tabla XIV). En BMA tnicamente los plaguicidas
HCH se correlacionaron con la bioquimica, mientras que en PAO se correlacionaron

ademas los ciclodienos, el y-clordano, heptacloro y la suma de DDT (Tabla XIV).

7.8.4. OC y proporcion leucocitaria.
Unicamente en PAO la suma de las concentraciones de todos los ciclodienos se
correlaciond positivamente con la proporcion de monocitos de los individuos (p=0.02)

(Tabla XIV).

7.8.5. OC, VTG y hormonas.

En PAO la suma de las concentraciones de todos los DDT y la concentracion de
aldrin estuvieron correlacionados negativamente con la concentracion de T4 de las tortugas
verdes (p<0.05) (Tabla XIV). En BMA la concentraciéon de heptacloro se correlaciond
positivamente con la concentracion de T de los individuos (p=0.02) (Tabla XIV). En

ninguna de las zonas de estudio se encontrd una correlacion entre los OC y la concentracion

de VTG de los individuos.
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7.8.6. OC, defensas antioxidantes y dafio oxidativo.

En PAO las concentraciones de diversos OC se correlacionaron positivamente con
la actividad de las enzimas CAT y GST, mientras que en BMA se correlacionaron con la
actividad de la CAT y GPx (p<0.05) (Tabla XIV). La concentracion de TBARS se
correlacion6 en PAO con la concentracion de ciclodienos y la suma de las concentraciones
de los DDT, mientras que en BMA se correlacion6 con la concentracion de y-clordano y

heptacloro (p<0.05) (Tabla XIV).
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Tabla XIV. Coeficientes de correlacion de Spearman [rs (p-valor) [n]] entre los plaguicidas (ng mL™") y las variables
morfométricas, parametros bioquimicos, proporcion leucocitaria, concentracion de esteroides sexuales, tiroxina (Ta),
peroxidacion de lipidos (TBARS) y actividad de las enzimas antioxidantes de la tortuga verde (Chelonia mydas) por zona de
estudio.

Punta Abreojos

Parametro a- B- Y- z ] . Y y- ¥ Hexacloro-
HCH HCH HCH Hcpr Aldrin Endrin oo dienos®  Clordano  HePRCIOrO  prre  ponceno
LRC -0.38 -0.34
(cm) (0.01) (0.02)
[39] [39]
-0.38
Krel (0.02)
[39]
-0.31 0.34
Colesterol
(0.05) (0.03)
(mg/dL) (38] 3]
Glucosa (‘(())-335)
(mg/dL) (37]
Potasio (-(())-61{)) (—(()).326)
(mmol/L) 7] ot
Triglicéridos 0.31 -0.37 -0.34
(mg/dL) (0.05) (0.02) (0.04)
(37] [37] [37]
Acido Urico ('8)-5’52)
(mg/dL) (37]
Proteinas (-(;)-03 35)
(g/dL) 3]

(Continua)
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Table XII. (Continua)

Punta Abreojos

Parametro a- B- Y- X Aldrin Endrin X Y- Hentacloro x Hexacloro-
HCH HCH HCH HCH? Sulfato  Ciclodienos® Clordano p DDT*¢ benceno
Calcio -0.50 -0.37 0.44 -0.34
(mg/dL) (<0.001)  (0.02) (<0.01) (0.03)
[38] [38] [38] [38]
Fésforo -0.38 -0.31 -0.37
(0.01) (0.05) 0.02
(mg/dL) [38] [38] [38]
-0.34 -0.37 0.38
ALT
(U/L) (0.03) (0.02) (0.02)
[38] [38] [38]
0.35
AST
(U/L) (0.03)
[38]
Monocitos 0.45
(%) (0.02)
[23]
T, -0.44 -0.32
(<0.01) (0.05)
0
(ng%) [36] [36]
-0.46 0.43 0.41 0.33
TBARS
(nmol/mg Hb) (<0.01) (<0.01) (0.01) (0.05)
[35] [35] [35] [35]
GST 0.42 0.40 0.45 0.39 0.42 0.42 0.47
(U/g Hb) (0.01) (0.01) (<0.01) (0.01) (0.01) (0.01) (0.04)
[35] [35] [35] [35] [35] [35] [19]
CAT 0.49
(U/g Hb) (0.04)
[17]

(Continua)
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Table XIV. (Continua)

Parametro

Bahia Magdalena

-
HCH

B- Y-
HCH HCH

X V-
HCH* Clordano

Heptacloro

X
DDT*

LRC
(cm)

Krel

Calcio
(mg/dL)

Proteinas
(g/dL)

Fosforo
(mg/dL)

ALT
(U/L)

AST
(U/L)

T
(ng/ml)

TBARS
(nmol/mg Hb)

CAT
(U/g Hb)

GPx
(U/g Hb)

1
(<0.01)
[6]
0.82
(0.05)

[6]

-0.88
(0.03)
[6]
-0.82
(0.05)

[6]

-0.69
(0.01)
[13]
-0.81
(0.04)

[6]

-0.94
(0.01)

[5]

0.87
(0.02)

[6]

-0.94
(0.01)

[6]

0.78
(<0.01)
[10]
0.83
(<0.01)
[10]
0.80
(<0.01)
[10]

0.65
(0.02)
[12]
0.69
(0.02)
[10]
0.62
(0.05)
[10]

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazon; Krel, indice relativo de condicion corporal;
AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; Ts, tiroxina; T,

testosterona; GST, glutation S-transferasa; CAT, catalasa;

GPx, glutation peroxidasa;

espacios en blanco, no correlacion estadisticamente significativa p<0.05.
*YHCH = suma de los isdmeros a, 3, v, .
®¥Ciclodienos = aldrin, endrin, endrin sulfato, endrin aldheido, endrin ketona, endosulfan I,
endosulfan II, endosulfan sulfato, dieldrin
¢2DDT = 0,p’-DDT, o,p’-DDD, o,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p’-DDD, p,p’-DDE.
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7.9. Caracterizacion integral de la informacion.
7.9.1. Caracterizacion regional del estad de salud.

Un ACP generado a partir de una base de datos conformada por 25 variables
medidas en 45 tortugas marinas permitié caracterizar dos grupos de individuos de acuerdo a
la concentracion de contaminantes quimicos presentes en las mismas y las diferencias en su
respuesta antioxidante. Dicho andlisis gener6 tres CP los cuales explicaron el 43.3% de la
varianza total de los datos (19.0%, 13.8% y 10.5 % respectivamente). Las cargas
factoriales, que describen la correlacion entre los CP y las variables originales, se presentan
en la Tabla XV. En la proyeccion del CP1 y CP2 se observan dos grupos de individuos, uno
correspondiente a las tortugas verdes capturadas en BMA vy el otro a aquellas capturadas en
PAO (las lineas dibujadas sin significado estadistico) (Fig. 29). El CP1 se correlacion6 con
la concentracion de los cuatro isomeros de HCH y con la suma de los mismos de las
tortugas verdes (Tabla XV), mostrando un gradiente en la concentracién de estos residuos
entre los individuos. Las tortugas verdes que presentaron las concentraciones mas elevadas
de HCH se agruparon sobre los valores negativos del eje del CP1 (Fig. 29). El CP2 separ6 a
las tortugas verdes capturadas en BMA de aquellas capturadas en PAO. Las tortugas verdes
que se agruparon hacia los valores negativos del eje del CP2 son individuos capturados en
BMA los cuales se caracterizan por presentar las mayores concentraciones de aldrin y la
mayor actividad de la enzima Mn-SOD (Fig. 29). Por el contrario, los individuos
capturados en PAO agrupados hacia los valores mas altos del CP2 se caracterizaron por
presentar las concentraciones mas elevadas de heptacloro endrin, y Cd en comparacion con
el resto (Fig. 29). ElI CP3 explico la separacion de dos individuos de PAO (no mostrados
graficamente). Estas tortugas se agruparon en los valores positivos del CP3 separandose del
resto por presentar la mayor concentracion de TBARS medida en los individuos, la mayor
actividad de la enzima GPx y la mayor concentracién de la suma de los clordanos, en

comparacion con lo observado en el resto de las tortugas verdes.
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Tabla XV. Cargas factoriales del analisis de componentes principales realizado sobre 25
variables (contaminantes quimicos y defensas antioxidantes) medidas en 45 tortugas verdes
capturadas en Punta Abreojos (PAO) y Bahia Magdalena (BMA). Valores obtenidos sin
rotacion de ejes. Los valores >0.57 fueron considerados como significativos (en negritas).

CP1 CP2 CP3

(19%) (13.8%) (10.5%)
Varianza acumulada (%) 19.0 32.8 433

Krel -0.0634 -0.2853 0.0135
TBARS 0.1460 0.0065 -0.6604
GST -0.1558 0.4172 -0.3547
CAT 0.2184 0.5072 -0.3679
GPx 0.1436 0.0043 -0.7625
Mn-SOD -0.4147 -0.5701 -0.3233
CuZn-SOD -0.3783 -0.4261 0.0847
Cd 0.5356 0.5911 -0.1502

Fe 0.4160 0.2092 0.2416

Zn 0.1532 0.0935 0.3158

Ni -0.0686 0.2734 0.2117

Si 0.5254 0.3271 0.0495
Se 0.0520 0.0420 -0.4712

Mg 0.2618 0.3267 0.3256
o-HCH -0.8336 -0.1257 -0.1023
p-HCH -0.8166 0.3490 0.2027
v-HCH -0.7053 0.4384 -0.1917
6-HCH -0.6668 0.2229 0.1232
YHCH? -0.8881 0.3644 0.0720
Aldrin -0.3678 -0.5971 -0.0808
Endrin -0.2359 0.5833 -0.0249
XClordanos’ -0.0352 -0.2069 -0.6624
Heptacloro -0.2393 0.6346 -0.3264
Heptacloro epéxido -0.3868 0.2245 0.1515
XDDT* 0.0624 -0.1708 0.0304

Abreviaturas: CP, componente principal; Krel, indice relativo de condicion corporal;
TBARS, peroxidacion de lipidos, GST, glutation S-transferasa; CAT, catalasa; GPx,
glutation peroxidasa; Mn-SOD, superoxido dismutasa mitocondrial; CuZn-SOD,
superoxido dismutasa citosolica; Cd, cadmio; Fe, hierro; Zn, zinc; Ni, niquel; Si, silicio; Se,
selenio; Mg, magnesio; HCH, hexaclorociclohexano;

*YHCH = suma de los isémeros a, B, v, 6.

®¥Clordanos = suma de isémeros o, 0

¢ EDDT = 0,p’-DDT, 0,p’-DDD, 0.,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p’-DDD, p,p’-DDE.
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Figura 29. Proyeccion gréafica de 45 tortugas verdes en el plano de los dos primeros
componentes principales (PC1, PC2; 32.8% varianza explicada), extraidos con un analisis
de componentes principales realizado sobre las variables de estrés oxidativo y
contaminantes quimicos. PAO=Punta Abreojos; BMA=Bahia Magdalena, Mn-
SOD=Superoxido dismutasa mitocondrial; HCH=Hexaclorociclohexanos; Cd=Cadmio. Las
lineas dibujadas no tienen significado estadistico.
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7.9.2. Caracterizacion temporal del estado de salud.

A partir de la base de datos de 35 tortugas marinas capturadas en PAO las cuales
contaron con datos de las 39 variables consideradas en el estudio (pardmetros de salud y
concentracion de contaminantes) se realizd un ACP con rotacion ortagonal por medio del
método “varimax normalizada” para una mejor interpretacion. Los dos primeros CP
generados por el andlisis explicaron el 29% de la varianza total de los datos. Las cargas
factoriales, que describen la relacion entre las variables originales y los CP obtenidos se
presentan en la Tabla XVI. La proyeccion grafica de las tortugas verdes en el plano del CP1
(16.3% de la varianza total) y CP2 (12.7% de la varianza total) se presentan en la figura
28b. El1 CP 1 separ6 claramente dos grupos de individuos, los cuales corresponden a los dos
afios de captura del estudio. Sobre los valores negativos del eje del CP1 se agruparon
aquellas tortugas verdes (captura del 2006) que presentaron la mayor concentracion de
glucosa, acido urico, VTG y T4 (Fig. 29). En los valores positivos del mismo eje se agrupan
el resto de las tortugas verdes (captura del 2005) las cuales se caracterizaron por presentar
una mayor concentracion de P, Si y la mayor actividad de la enzima AST (Fig. 30). Sobre
el eje del CP2 es posible diferenciar a los individuos capturados en el 2005. Las tortugas
que presentaron los valores mas altos sobre el CP2 se caracterizaron por presentar la mayor
concentracion observada de los cuatro isémeros de HCH, de heptacloro y endrin; mientras
que los valores cercanos a 0 sobre el mismo eje son todos aquellos individuos con valores

no detectados de residuos OC (Fig. 30).
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Tabla XVI. Cargas factoriales del analisis de componentes principales realizado sobre 39
variables (pardmetros de salud y contaminantes quimicos) medidas en 35 tortugas verdes
capturadas en Punta Abreojos. Valores obtenidos a partir de la rotacion ortagonal de los
ejes por el método “varimax normalizada”. Los valores >0.57 fueron considerados como

significativos (en negritas).

(Continua)

CP1 CP2 CP3
(16.3%) (12.7) (8.4%)

Varianza acumulada (%) 16.3 29 37.4
Krel -0.1926 0.0880 0.2594
TBARS 0.3136 0.0484 0.0413
GST -0.5273 -0.4104 0.0057
CAT 0.2201 -0.1559 -0.4701
GPx -0.0433 -0.0695 0.1400
Mn-SOD 0.2118 0.0002 -0.5805
CuZn-SOD 0.0929 -0.0149 -0.8534
Colesterol 0.2554 -0.1923 0.3197
Glucosa -0.7669 0.1330 0.0615
K 0.3106 0.0205 -0.0463
Triglicéridos -0.0530 -0.1734 0.0712
Acido drico -0.9084 -0.1239 0.0427
Calcio 0.4707 0.3614 0.1622
ALT -0.0312 -0.1447 0.0574
AST 0.7619 0.1377 -0.0752
Proteinas totales 0.0507 0.0517 -0.2044
Fosforo 0.6764 0.1495 -0.0182
T 0.0950 0.0129 -0.1697
T4 -0.5747 -0.0210 -0.5020
E; 0.0228 -0.0407 -0.3628
VTG -0.7612 0.2300 0.0074
Cd 0.3735 0.1365 -0.2699
Fe 0.2274 0.1866 0.3268
Zn 0.0597 0.1462 0.1725
Ni 0.1360 -0.0217 -0.8417
Si 0.7454 0.1054 0.0488
Se -0.2950 0.1359 0.0331
Mg 0.1772 -0.0702 0.3190
o-HCH -0.0145 -0.8309 -0.2453
p-HCH -0.1260 -0.7832 -0.2284
v-HCH -0.2666 -0.7189 -0.1615
0-HCH 0.1125 -0.6181 0.1876
YHCH" -0.1294 -0.9401 -0.1308
Aldrin 0.0839 0.1707 0.1893
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Table XVI. (Continua)

Endrin 0.3308
XClordanos® -0.1804
Heptacloro -0.3193
Heptacloro epoxido 0.2054
XDDT¢ 0.1148

-0.5857
0.0498
-0.7997
-0.4917
0.0717

-0.5581
-0.0209
0.1834
0.1173
0.2334

Abreviaturas: CP, componente principal; Krel, indice relativo de condicion corporal;
TBARS, peroxidacion de lipidos, GST, glutation S-transferasa; CAT, catalasa; GPx,

glutation peroxidasa; Mn-SOD, superoxido dismutasa mitocondrial;

CuZn-SOD,

superoxido dismutasa citosolica; K, potasio; ALT, alanina aminotransferasa; AST,
aspartato aminotransferasa; T, testosterona, Ty, tiroxina; E,, estradiol; VTG, vitelogenina;
Cd, cadmio; Fe, hierro; Zn, zinc; Ni, niquel; Si, silicio; Se, selenio; Mg, magnesio; HCH,

hexaclorociclohexano;
*YHCH = suma de los isémeros a, B, v, 6.
®¥Clordanos = suma de isémeros o, 0

¢ EDDT = 0,p’-DDT, 0,p’-DDD, 0.,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p’-DDD, p,p’-DDE.
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Figura 30. Proyeccion grafica de 35 tortugas verdes capturadas en Punta Abreojos en el
plano de los dos primeros componentes principales (PC1, PC2; 29% varianza explicada),
extraidos con el andlisis de componentes principales realizado sobre las variables de salud y
contaminantes quimicos. HCH=Hexaclorociclohexanos; VTG=Vitelogenina; T,=Tiroxina;
Si=Silicio; AST=Aspartato aminotransferasa; P=Foésforo. La linea dibujada no tiene

significado estadistico.
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7.9.3. Efecto de los contaminantes quimicos sobre los parametros de salud.

Un ACP realizado a partir de 20 contaminantes quimicos (elementos traza y OC)
medidos en 10 tortugas verdes capturadas en BMA generd tres factores los cuales
extrajeron el 67.3% de la varianza total de los datos. Solamente los dos primeros factores
extraidos presentaron cargas factoriales significativas (cargas factoriales >0.83) con
relacion a las variables originales. El primer factor (F1, 33.6% de la varianza total) se
correlacion6 con la concentracion de los isobmeros de HCH, del heptacloro epoxido y el
hexaclorobenceno; el segundo factor (F2, 19.1% de la varianza total) se correlacion6 con el
heptacloro (Anexo, 4). Al correlacionar los factores generados a partir de la combinacion
de todos los contaminantes con los parametros de salud (esteroides, T4, VTG, TBARS,
enzimas antioxidantes) de las tortugas verdes de BMA se encontr6 una correlacion negativa
significativa entre los valores factoriales del eje F2 y la concentracion de T de las tortugas
verdes (r=-0.79, p<0.01, n=10) (Fig. 31)

El ACP realizado sobre los 20 contaminantes quimicos medidos en 35 tortugas
verdes de PAO generé tres componentes los cuales explicaron el 49% de la varianza total
de los datos. Solo los dos primeros factores extraidos presentaron cargas factoriales
significativas (cargas factoriales >0.53) con relacion a las variables originales. El F1
(27.1% de la varianza total) estuvo correlacionado con la concentracion de todos los
isomeros de HCH, endrin, y con el heptacloro mientras que el F2 (11.4% de la varianza
total) se correlaciond con la concentracion de Zn, Ni y Se (Anexo, 5). En PAO los valores
factoriales de F1 se correlacionaron significativamente con la concentracion de Ca (r=0.44,
p<0.01, n=35) y la actividad de la GST (r=-0.45, p<0.01, n=35) de los individuos. Los
valores factoriales del eje F2 se correlacionaron con la concentracion de VTG (r=-0.40,
p=0.01, n=35), acido urico (r=-0.47, p<0.01, n=35), glucosa (r=-0.42, p=0.01, n=35),
colesterol (r=0.36, p=0.03, n=35) y la actividad de la CuZn-SOD (r=0.43, p<0.01, n=35)
(Fig. 31).
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Labrada-MartagsnwV. 119

8. DISCUSIONES

Existen numerosas definiciones de salud en la literatura. La salud a nivel individuo
es definida como la ausencia de enfermedad (Ostfeld et al., 2002). La definicion biologica,
y por ende dinamica, establece que salud es el estado de un individuo o grupo de
organismos que les permite respuestas bioldgicas y sociales adecuadas a los estimulos del
ambiente (e.g. clima) y la adaptacion adecuada a los estimulos nuevos (Jenicek, 1996). Un
organismo sano tiene la habilidad para resistir a infecciones o perturbaciones no infecciosas
y la capacidad de recuperarse ante las mismas una vez enfermo (Ostfeld et al., 2002).

La enfermedad, entonces, la definiremos como el estado alterado del organismo en
el que existe una pérdida o anormalidad anatdémica (estructura) o fisiologica (funcién), la
cual puede ser temporal (enfermedad aguda) o permanente (estado cronico). La etiologia de
la enfermedad incluye a una gran variedad de factores bioldgicos (e.g. microorganismos),
fisicos (e.g. temperatura, radiaciéon) y quimicos (e.g. contaminantes) a los cuales estd
expuesto el organismo (Jenicek, 1996). Diversos factores causales, enddégenos o exdgenos,
pueden actuar conjuntamente de manera sinérgica e incrementando el riesgo de enfermedad
en el organismo. El nivel y direccion de las respuestas biologicas o fisiologicas que
presente el organismo serdn variables dependiendo si el estimulo es percibido como nuevo
o conocido y del nivel inicial en el que se encuentre la funcion bioldgica al momento del
estimulo (Jenicek, 1996). Se requiere de un gran esfuerzo para poder explicar la diversidad
de respuestas generadas por la interaccion entre el organismo y su ambiente, para
determinar los factores perjudiciales al organismo y las respuestas “sanas” o no a los
mismos (Jenicek, 1996).

En poblaciones silvestres, se puede definir la enfermedad como cualquier limitacion
que interfiera o modifique la funcién normal, incluidas las respuestas a agentes infecciosos,
defectos congénitos y factores ambientales (e.g. nutricion, toxinas y condiciones climaticas)
0, la combinacion de dichos factores (Wobeser, 1981). Todas éstas limitantes afectaran
negativamente la subsistencia de las poblaciones a largo plazo y la habilidad de otras
poblaciones sanas de reemplazar dichos roles ecoldgicos en el ecosistema (Deem et al.,

2001).
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La medicina de la conservacion es el nexo entre la salud humana, la salud animal y
el estado de conservacion de las poblaciones en vida silvestre desde el punto de vista
interdisciplinario (Tabor, 2002). Es una disciplina reciente que representa la integracion del
conocimiento generado por la medicina veterinaria, toxicologia, ecologia y la biologia de la
conservacion, entre otros, tal como es el estudio de las fuentes ambientales de agentes
infecciosos y contaminantes, la determinacion de dosis letales, determinacion de los efectos
médico-veterinarios (€.g. sistema inmune, nervioso, reproductivo), la evaluacion del efecto
al estado de salud de las poblaciones en vida silvestre, la evaluacion de las rutas de
transmision (e.g. infecciones), evaluacion de los efectos a la cadena tréfica, salud publica y
finalmente al estado de conservacion de las poblaciones (Ostfeld et al., 2002; Tabor,
2002).

En este estudio se presentan por vez primera valores de una variedad de parametros
clinicos, bioquimicos y enddcrinos medidos en sangre de organismos vivos de tortuga
verde del Pacifico Oriental que habita en la costa occidental de Baja California Sur,
Meéxico. El estudio provee informacion fisiologica bésica de la tortuga verde, caracterizada
por distintos factores bioticos (estado fisico, clases de talla, condicion corporal) y abidticos
(estacion, afo, zona, presencia de contaminantes), que podra ser utilizada como linea de

referencia para trabajos posteriores con esta especie.

8.1. Estructura poblacional y estado fisico de las tortugas verdes.

Con excepcion de BMA, es escasa la informacion en torno a las poblaciones y
estado de salud de la tortuga verde que habita en la costa occidental de Baja California Sur
debido, probablemente, a la accesibilidad y lejania de la costa con los sitios urbanos. A
partir de cifras de la CPUE se infiere que PAO es un area de alimentacion de gran
importancia para la tortuga verde, dado que en ella se agrupan un gran numero de
individuos. La CPUE en PAO (1.01) y en LSI (0.41) fue mayor a la de BMA (0.17) en los
afios de captura de este estudio. La similitud en el nimero de individuos capturados en
BMA y PAO se debi6 al gran esfuerzo de muestreo empleado en la primera (BMA, 316
horas; PAO, 53 horas). La diferencia en la CPUE entre ambas zonas ha sido observada

anteriormente y atribuida a diferencias en la disponibilidad de alimento, lo cual pudiera
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estar contribuyendo a las diferentes densidades poblacionales observadas (Koch et al.,
2007).

La ausencia en las tres lagunas costeras de individuos pelagicos (<25cm LRC)
apoya la teoria sobre una fase oceanica de las crias de tortuga verde, como se ha sugerido
con tortuga verde (Musick y Limpus, 1997). Asi mismo, la ausencia de juveniles menores a
40 cm LRC en este estudio coincide y apoya la idea del cambio ontogénico de habitat, de
océanico a neritico en la fase juvenil de la tortuga verde de esta region (Nichols, 2003). En
este estudio se empleo la clasificacion de clases de talla propuesta para tortuga verde de
Hawai con la tnica finalidad de hacer posible la comparacién de los resultados con la
literatura. Considerando la talla promedio de anidacion (77.3 cm LRC) empleada para
diferenciar individuos juveniles de adultos de tortuga verde en el pacifico mexicano, se
hace aun mas evidente la gran abundancia de organismos juveniles (>87%) en la costa
occidental de Baja California Sur, como se ha reportado previamente (Brooks et al., 2004;
Koch et al., 2006; 2007).

Los rangos de talla observados en PAO sugieren que esta laguna es habitat de
individuos juveniles y adultos (>77.3 cm LRC, n=7). Por el contrario, en LSI se capturaron
los organismos mas pequeios y se observo el menor rango de talla (<62 cm LRC). Esta
diferencia puede atribuirse al hecho de que el estero La Bocana en PAO est4a en contacto
directo con el Océano Pacifico. La escasez de individuos adultos en BMA (>77.3 cm LRC,
n=1) puede deberse a que en este estudio todas las capturas fueron realizadas en el interior
del estero Banderitas, el cual se caracteriza por ser un canal somero y protegido por campos
de dunas, llanuras y barras de arena (INEGI, 1995). La distribucién diferencial por tallas de
la tortuga verde, entre ambientes profundos y expuestos (organismos mas grandes) y los
someros y protegidos (tallas menores) se ha observado tanto en BMA como en el Golfo de
California en Bahia de los Angeles (Seminoff et al., 2003; Lopez-Mendilaharsu et al.,
2005). En BMA los individuos adultos han sido observados en las inmediaciones con el
océano Pacifico (Lopez-Mendilaharsu et al., 2005; Koch et al., 2007).

El estado fisico de las tortugas verdes capturadas en este estudio es considerado de
manera general como bueno. Ningun organismo presentd signos de fibropapiloma,

epidemia que afecta actualmente a todas las especies de tortugas marinas alrededor del
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mundo (Aguirre y Lutz, 2004). No se encontraron signos de desnutricion ni evidencia de
problemas médicos o fisicos que sugirieran una reduccion en la movilidad o en la capacidad
de obtencion de alimento (George, 1997). Solamente el 15% de los organismos presentaron
heridas recientes, tales como hematomas, rasguiios o pequefias cortadas en el cuerpo, aletas
o caparazén. Ese tipo de heridas o abrasiones pudieran haber sido generadas por
depredadores como aves, peces o tiburones (George, 1997); sin embargo, no se observaron
amputaciones 6 mordidas severas. En ninguna de las tortugas verdes muestreadas en este
estudio se observo evidencia de dafio antropogénico por coaliciébn con embarcaciones 6
enmallamiento, como se ha reportado en BMA y el Golfo de California (Seminoff et al.,
2003; Mancini, 2009). Los balanos fueron los epibiontes mas frecuentes, los cuales se
presentaron en el caparazon, plastron, boca, cola, aletas e incluso ojos. Los balanos no
pueden ser considerados como epibiontes inocuos, ya que éstos pueden llegar a ocasionar
lesiones en el caparazon, obstruccion oro-faringea y lesiones viscerales (Herbst y Jacobson,
1995), particularmente cuando las tortugas marinas presentan un moderado o elevado
nimero de balanos (Seminoff, comm. pers.). Individuos débiles o lesionados pueden
presentar epibiontes de mayor tamafio y en mayor abundancia, dificultando la locomocién y
aumentando el gasto energético del individuo (Herbst y Jacobson, 1995; George, 1997), por
lo que en este estudio la presencia de epibiontes, particularmente balanos, fue considerado
un criterio de clasificacion al momento de definir el estado fisico de las tortugas marinas.
Algunos individuos con lesiones en los bordes de las aletas presentaron balanos incrustados
en las mismas, generando sangrado y probablemente retrasando el proceso de cicatrizacion.
La presencia de algunas variedades de balanos pueden dafiar la piel y caparazon al grado de
permitir el ingreso de bacterias y hongos (George, 1997). Recientemente, se ha sugerido a
los ectoparasitos como probables agentes de transmision mecdnica de herpes virus
asociados a fibropapiloma en tortugas marinas de Hawai (Greenblatt et al., 2004). Las
sanguijuelas son otro tipo de ectopardsitos de las tortugas marinas comunmente
encontrados en la superficie de tejidos suaves (George, 1997). En un individuo de BMA se
encontraron ectoparasitos no identificados con forma de gusano en la parte ventral de la

aleta delantera.
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En este estudio no fue posible tomar en consideracion el sexo de las tortugas verdes
capturadas, debido a que la determinacién sexual en juveniles de tortugas marinas no es
posible por medio de la inspeccion visual de las caracteristicas morfologicas (Owens et al.,
1978). Un método ampliamente aceptado y validado para la determinacion del género en
juveniles de tortugas marinas, particularmente de tortugas caguama (C. caretta), ha sido la
determinacion de los rangos de la concentracion de T en sangre (Owens et al., 1978;
Wibbels et al., 1987b; Braun-McNeill et al., 2007). Aun cuando en este estudio se
cuantificé la concentracion de T de las tortugas verdes, el uso de dicho método requiere ser
validado por medio de técnicas laparoscopicas para la verificacion del género, previo a ser
utilizado en juveniles de tortugas marinas (Wibbels et al., 2000).

Durante el trabajo de campo de este estudio se clasificaron visualmente como
hembras a los tres adultos capturados en PAO, tomando en cuenta el criterio de la longitud
de la cola. Los machos desarrollan como caracteristica sexual secundaria, a partir de la
madurez sexual, una larga y musculosa cola prensil que se extiende fuera del caparazon,
criterio empleado para la determinacion sexual en adultos (Wibbels et al., 2000; Casale et
al., 2005). Las longitudes de la cola de los machos varian entre especies y posiblemente
entre poblaciones (Wibbels et al., 2000) y en juveniles no es un buen indicador del género
de las tortugas marinas (Wibbels et al., 1987b). Existe la posibilidad de subestimar el
nimero de organismos clasificados como machos en poblaciones donde individuos
cercanos a la talla de madurez sexual ain no desarrollan sus caracteres secundarios (Owens
et al., 1978; Casale et al., 2005). Lo anterior se ha reportado en tortugas verdes capturadas
en el Golfo de California (Owens et al., 1978), en donde los juveniles maduran a tallas
mayores que la talla promedio de anidacion de la tortuga verde del Pacifico Este (77.3 cm)
(Seminoff et al., 2002b). Es muy probable que las tortugas verdes del noroeste de México
cercanas a la talla de madurez sexual (estimada a partir de hembras anidantes y desconocida
en machos) no muestren diferencias morfoldgicas evidentes, por lo cual es muy probable
que exista un sesgo en la clasificacion de “hembras™ en esta poblacion cuando se toma en

consideracion unicamente el criterio de la longitud de la cola.
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8.2. Evaluacion clinica y estado nutricional de la tortuga verde.

La citometria hematica es la medicion del numero y caracteristicas de las células de
la sangre. La interpretacion de la informacion que provee dicho estudio permite establecer
diagnosticos definidos sobre las enfermedades (Ruiz y Ruiz, 1994). Un estudio completo de
la citometria hematica deberia incluir idealmente datos de la serie roja (€.g. concentracion
de hemoglobina, hematocrito), de la serie blanca (e.g. conteo absoluto de globulos blancos)
y serie trombocitica (Ruiz y Ruiz, 1994). Es necesario generar el andlisis detallado de cada
uno de los indices para tener una interpretacion correcta de las anormalidades observadas
(Ruiz y Ruiz, 1994; Bossart et al., 2001). En este estudio unicamente se determino la
proporcion leucocitaria a partir del conteo diferencial de leucocitos en frotis sanguineos,
por lo que se ve limitada la comparacion de los resultados de este estudio con los de la
literatura. Para determinar la concentracion absoluta de leucocitos y de cada uno de los
tipos celulares de la serie blanca, era necesario haber realizado durante el muestreo el
conteo absoluto de células sanguineas a partir de muestras de sangre recién obtenida.

El manejo de las muestras para la obtencion de datos hematologicos es importante.
En estudios con tortugas marinas se ha sugerido realizar los conteos absolutos de células
utilizando muestras de sangre refrigeradas por un maximo de 12 horas (Herbst y Jacobson,
2003), aunque en tortuga verde se ha visto que pueden utilizarse muestras refrigeradas hasta
por 4 dias sin obtener determinaciones erroneas (Mufioz-Teneria, comm. pers.). Los frotis
sanguineos deben prepararse inmediatamente después de haber obtenido la muestra de
sangre cada que sea posible (George, 1997; Stahl, 2006). La ventaja de los frotis
sanguineos es que cuando son correctamente secados y fijados, éstos pueden guardarse
indefinidamente a temperatura ambiente para ser examinados posteriormente (Herbst y
Jacobson, 2003). Proveen una manera sencilla para evaluar la morfologia de las células y la
abundancia relativa de las mismas, asi como la presencia de parasitos en la sangre (Herbst y
Jacobson, 2003).

En las tortugas marinas, los heter6filos son los granulocitos mas abundantes
(Mufioz-Teneria, 2003; Montilla et al., 2006); éstos, junto con los linfocitos, conformaron
la mayor proporcion de células blancas de la tortuga verde durante los conteos

diferenciales, tal como en reportes previos (Aguirre et al., 1995; Montilla et al., 2006). Los
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heterofilos en reptiles son funcionalmente analogos a los neutrofilos en mamiferos (Work et
al., 1998), su principal funcion es la fagocitosis y destruccion de microorganismos
(bacterias, parasitos, protozoarios, virus, hongos), por lo que son la primer linea de defensa
contra infecciones (Benjamin, 1991; Jain, 1993; Rojas-Espinosa, 2006). Los trombocitos,
fueron células muy comunes en los frotis sanguineos, presentando, las mismas
caracteristicas descritas en otras especies de tortugas marinas (Work et al., 1998; Casal et
al., 2007). Los trombocitos son células nucleadas analogas a las plaquetas de los
mamiferos; debido a que su funcién es el mantenimiento de la hemostasis e integridad
vascular (Jain, 1993) no son considerados en las pruebas veterinarias hematologicas
(Benjamin, 1991).

En tortugas verdes adultas Gnicamente se han reportado diferencias sexuales en el
nimero absoluto de leucocitos durante una temporada reproductiva, lo cual fue resultado
del mayor porcentaje de eosindfilos presente en las hembras en comparacion con los
machos (Grumbles et al., 1990). El no haber encontrado diferencias en las proporciones
celulares entre clases de talla en este estudio coincide con lo reportado en tortuga verde
(Montilla et al., 2006). Los reptiles por ser animales poiquilotermos, presentan un sistema
inmune ampliamente modulado por el medio ambiente (Mufioz-Teneria, 2003). Los valores
sanguineos de los animales varian entre especies, edad y en tortugas marinas posiblemente
por variaciones geograficas y estacionales (Benjamin, 1991; Work et al., 1998; Bossart et
al., 2001). Las tortugas verdes de BMA presentaron mayor proporcion de eosinéfilos
durante el verano y en PAO se observd una mayor proporciéon de monocitos durante el
2005. Los eosinofilos participan en la regulacion de respuestas alérgicas y de inflamaciones
agudas (Jain, 1993). Los monocitos son los precursores de los macrofagos, participan en la
fagocitosis durante los procesos inflamatorios (Benjamin, 1991; Rojas-Espinosa, 2006). En
reptiles se ha considerado que los monocitos tienen poca variacidon estacional y que su
numero permanece relativamente constante (Munoz-Teneria, 2003).

A diferencia de otros estudios con tortugas verdes (Wood y Ebanks, 1984; Aguirre
et al., 1995), en este estudio no se identificaron basofilos en la sangre de la tortuga verde.
Esta discrepancia, ha sido atribuida a diferencias estacionales, geograficas o de edad (Work

et al., 1998). No todos los tipos celulares han sido documentados en todas las especies de
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tortugas marinas (George, 1997), en la tortuga de Kempi (L. kempii) no se han identificado
basoéfilos (Cannon, 1992 en Work et al., 1998). La presencia de este tipo celular ha sido
reportada como un evento raro en sangre de tortuga verde y de caguama (C. caretta), por lo
que algunos autores no la han considerado en sus estudios hematoldgicos con tortugas
marinas (Work et al., 1998; Casal et al., 2007). Los basofilos son granulocitos que
participan en la respuesta inmune, en general son poco comunes en la sangre y médula dsea
de los animales por lo que en la veterinaria se conoce poco de su funcidon y respuesta a
enfermedades (Jain, 1993).

En este estudio las proporciones de heterdfilos y linfocitos observadas en las
tortugas verdes de PAO y BMA coinciden con los rangos reportados para tortugas verdes
sanas (Aguirre et al., 1995), particularmente, con los valores reportados de muestras
sanguineas tomadas de 3 a 4 horas después de la captura de las tortugas. Los valores
hematologicos se alteran por la secrecion de glucocorticoides (Sapolsky et al., 2000) como
resultado de la estrecha conexion entre los sistemas neuro-endocrino € inmune existente en
los vertebrados (Rice y Arkoosh, 2002). En este estudio el 30% de las muestras fueron
tomadas en un periodo mayor a 3 horas después de la captura de la tortuga. En BMA, en
donde dicho intervalo fue mayor, se encontrd una correlacion negativa entre el nimero de
linfocitos y el tiempo de manipulacion de las tortugas. Estos cambios en la proporcion
celular de las tortugas marinas por estrés post-captura han sido reportados antes en tortuga
verde (Aguirre et al., 1995; Montilla et al., 2006), por lo que se recomienda en futuros
estudios tomar la muestra inmediatamente después de la captura de las tortugas marinas.

Todas las tortugas verdes capturadas en LSI (n=12) se caracterizaron por presentar
una elevada proporcion de heterdfilos, por lo cual presentaron una mayor razéon de H/L en
comparacion con las capturadas en PAO y BMA. Las proporciones de heterdfilos y
linfocitos asi como la elevada razén de H/L observadas en este estudio, coinciden con
observaciones realizadas en tortugas verdes de Hawai severamente afectadas por la
presencia de tumores de fibropapiloma (Aguirre et al., 1995; Work y Balazs, 1999; Work et
al., 2001). En los estudios hematologicos, la cuenta leucocitaria diferencial debe de
valorarse junto con la total, de manera que pueda observarse el nimero absoluto de cada

tipo celular. Esto proveera diagnosticos mdas certeros y utiles para la evaluacion y
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monitoreo de los cambios dindmicos de las cuentas diferenciales y absolutas en los
animales (Benjamin, 1991, Bossart et al., 2001; Work et al., 2001). En este estudio no es
posible determinar con certeza si la elevada razén H/L est4d determinada por una heterofilia
en respuesta a un proceso inflamatorio agudo (e.g. intoxicacion, infecciones, neoplasias), o
si es debida a una linfopenia asociada a infecciones cronicas (Benjamin, 1991, Ruiz y Ruiz,
1994). Las tortugas marinas que presentan estados cronicos de estrés, resultado de
enfermedades como fibropapiloma, presentan cambios en los pardmetros bioquimicos como
hipoproteinemia y reduccion de la concentracion de lipidos que se relacionan con una
menor condicion corporal (Aguirre et al., 1995; Aguirre y Balazs, 2000). Considerando los
resultados bioquimicos, tales como la elevada concentraciéon de globulinas, y la buena
condicion corporal observada en las tortugas verdes de LSI, se sugiere que las tortugas
capturadas durante el verano del 2006 presentaban un proceso infeccioso o inflamatorio
agudo.

Los frotis tefiidos con tincion de Wright, como en este estudio, permiten reconocer a
los eritrocitos pequefios, redondos, tefiidos intensamente, que se observan en diversos
estados hemoliticos. Asi mismo, es posible observar deformaciones regulares o irregulares
de la membrana del eritrocito e identificar fracturas y pedazos de los mismos, los cuales
sugieren lesiones en las células rojas que pueden tener un origen mecanico o metabolico
(Erslev y Gabuzda, 1981). Una de las caracteristicas tomada en consideracion durante la
seleccion de los frotis de este estudio fue la presencia de eritrocitos rotos o con fracturas
celulares, las cuales sugerian dafio mecéanico durante la preparacion de los frotis. Para este
estudio, también se eliminaron todos aquellos frotis que presentaran evidencia de
contaminacion por bacterias u hongos.

En este estudio Unicamente se observaron eritrocitos inmaduros en 18% de las
muestras. No se observaron alteraciones de las membranas celulares de los eritrocitos
maduros en ninguno de los frotis sanguineos (n=45); sin embargo, fue posible observar
restos celulares en el 27% de las muestras. A estos restos celulares se les conoce, en la
hematologia veterinaria, como células fantasma. Son membranas residuales de eritrocitos
que han sufrido de una lisis intravascular, la cual puede estar asociada a procesos inmunes

(Reagan et al., 1999). La presencia de células fantasma también ha sido asociada a procesos
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degenerativos por envejecimiento de los eritrocitos. Las células rojas tienen cambios
celulares durante su envejecimiento, tales como la pérdida de membrana superficial,
disminucién del contenido acuoso y disminucioén de actividad de los sistemas enzimaticos
(Erslev y Gabuzda, 1981). La presencia de células rojas en estado degenerativo ha sido
reportada en estudios hematologicos de muy pocas especies, como el pez puye (Galaxias
maculatus) (Jaramillo, 2005), el pez pulmonado (Protopterus aethiopicus) (DeLaney et al.,
1976) y la rana leopardo (Rana pipiens) (Rouf, 1969). En dichos estudios, los eritrocitos en
plasmolisis, o proceso de destruccion, han sido descritos como células con citoplasma
palido en las que se ha modificado la posicion y volumen del nucleo asi como la forma y
coloracion del citoplasma (DeLaney et al., 1976; Jaramillo, 2005). Lo que se observa al
término del proceso de plasmolisis son restos citoplasmaticos los cuales han sido descritos
como sombras palidas e irregulares de color rosado tenue (Rouf, 1969; Reagan et al., 1999;
Jaramillo, 2005), como las observadas en este estudio.

Este es el primer estudio que reporta y describe restos citoplasmaticos de eritrocitos
en tortugas marinas. La hemolisis, ruptura de los globulos rojos, puede ser consecuencia de
una técnica inadecuada de muestreo, como la venopuncidn con restos de alcohol, el uso de
agujas muy pequefas o la agitacion vigorosa de los tubos Vacutainer® (Grant, 2003). Sin
embargo, el uso de agujas y tubos Vacutainer®, como las utilizadas en este estudio, han
resultado ser la mejor opcion para evitar la hemolisis en las muestras sanguineas en
pacientes humanos (Kennedy et al., 1996; Grant, 2003). Asi mismo, en este estudio se
eligié la heparina de litio como anticoagulante para evitar la hemdlisis de la sangre de
tortugas marinas (Owens, 2000; Stahl, 2006).

Los eritrocitos en tortugas tienen una vida promedio de 330 dias (Jain, 1993). La
destruccion prematura de los eritrocitos circulantes puede generar anemia hemolitica, la
cual ocurre por muchas causas, incluyendo la presencia de infecciones bacterianas, virales,
parasitarias, trastornos enzimaticos o dafio oxidativo en la célula roja, como resultado de un
medio nocivo por la presencia de quimicos y drogas (Erslev y Gabuzda, 1981; Jain, 1993).
Cuando se observa un elevado porcentaje de eritrocitos inmaduros se puede inferir que la
tortuga padece de anemia (Montilla et al., 2006). La anemia en reptiles ha sido asociada a

pérdida de sangre, infecciones cronicas, desnutricién y exposicion a toxinas (Stahl, 2006).
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Una hemolisis prematura, ya sea moderada o cronica, puede generar anemia en los
organismos, sobre todo si se produce junto con otras enfermedades, tales como estados
neoplasicos inflamatorios (e.g. fibropapiloma), o bien, durante estados con deficiencia de
nutrientes esenciales, en particular de hierro (Erslev y Gabuzda, 1981).

Los resultados hematologicos de este estudio no son concluyentes. Se sugiere no
descartar observaciones como la presencia de restos citoplasmaticos y eritrocitos inmaduros
en los frotis sanguineos y la elevada razén H/L de las tortugas verdes de LSI. Es necesario
corroborar dichos hallazgos con un estudio hematoldégico méas completo que incluya el
conteo celular absoluto y el hematocrito para emitir un diagnostico adecuado. No esta por
demas mencionar que el primer reporte de fibrapapilomatosis en tortuga verde del Pacifico
Oriental se hizo en una tortuga verde capturada en LSI durante el 2010 (Reséndiz et al.,
2011). Debido al reducido tamafio de muestra no fue posible evaluar la relacion entre las
variables hematoldgicas de las tortugas verdes con las variables de estrés oxidativo y la
concentracion de contaminantes presentes en las mismas. La gran variedad de compuestos
quimicos presentes en las tortugas verdes y el desconocimiento de sus efectos en las
mismas, hace imprescindible generar estudios hematolégicos nuevos y mas completos que
permitan diagnosticar correctamente el estado clinico de las poblaciones de Baja California
Sur, asi como evaluar la relacion entre los parametros hematologicos y la concentracion de
xenobidticos en Ch. mydas. Dicha informacion servira como linea de referencia para
monitorear a largo plazo las respuestas inmunes de las tortugas verdes que habitan en Baja

California Sur ante la presencia de xenobioticos o enfermedades como el fibropapiloma.

Cuando se trabaja con fauna silvestre resulta imperativo prestar atenciéon en el
manejo del animal asi como en el manejo y tratamiento de las muestras para obtener
resultados clinicos significativos (Bossart et al., 2001). La sangre de los reptiles es fragil
por lo que debe procesarse inmediatamente y, en el caso de tortugas marinas, debe de
utilizarse Uinicamente heparina de litio o de sodio como anticoagulante para evitar hemolisis
(Owens, 2000; Stahl, 2006). Para la determinacién de los pardmetros bioquimicos, las
muestras de sangre deberan de centrifugarse lo mdas pronto posible debido a que la

exposicion prolongada del plasma al paquete celular puede alterar los valores de



Labrada-Martagsnw V. 130

concentracion de glucosa, fosforo y potasio (Bossart et al., 2001; Stahl, 2006). La hemdlisis
en las muestras puede alterar también otros resultados clinicos como la concentracion de K,
la cual puede ser sobreestimada debido al aumento de la hemoglobina libre en el suero
(Grant, 2003). El estrés producido por la captura e inmovilizacion de los reptiles también
puede alterar los valores clinicos como el hematocrito y la concentracion de hemoglobina,
glucosa y lactato (Franklin et al., 2003). En este estudio, parametros bioquimicos como la
concentracion de glucosa, proteinas y triglicéridos, entre otros, estuvieron correlacionados
con el tiempo de manipulacion de las tortugas marinas.

Los valores de referencia de los pardmetros fisioldégicos empleados en la medicina
veterinaria deben determinarse en organismos sanos por especie, edad, sexo y estado
reproductivo de los animales (Bossart et al., 2001). Se considera como prioritario el
establecer valores de referencia de los pardmetros bioquimicos en tortugas marinas con la
finalidad de utilizarlos durante las evaluaciones de salud, manejo y conservacion de estas
especies (Aguirre y Balazs, 2000). La informacion disponible sobre niveles basales y datos
fisiologicos de referencia de tortugas marinas sanas en el mundo es escasa (Aguirre y
Balazs, 2000; Milton y Lutz, 2003) y en lo que se refiere a la tortuga verde del Pacifico
Oriental es practicamente inexistente (Gardner, 2003). Debido a lo anterior, este estudio se
ve limitado para hacer comparaciones o para generar conclusiones acerca del estado de
salud de la tortuga verde que habita en Baja California Sur.

Cuando se comparan los resultados de los pardmetros bioquimicos, los valores
observados de las tortugas sanas de PAO resultan ser ligeramente mayores a los intervalos
de referencia publicados. Esta diferencia puede estar relacionada con la talla de los
individuos, ya que el espectro de talla de las tortugas verdes de PAO fue mayor a las tallas
reportadas en la literatura (Bolten y Bjorndal, 1992; Aguirre y Balazs, 2000; Hamann et al.,
2006; Whiting et al., 2007). Los niveles de acido urico y colesterol medidos en este estudio
se encontraron dentro de los rangos reportados en tortugas verdes de Australia y el Océano
Indico analizados por medio de los mismos kit comerciales (Hamman et al., 2006; Whiting
et al., 2007). Los valores promedio de los parametros bioquimicos de los juveniles sanos de
tortuga verde que habitan en la costa occidental de Baja California Sur se encontraron, de

manera general, dentro de los rangos de referencia reportados para individuos juveniles de
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tortuga verde de las Bahamas (Bolten y Bjorndal, 1992), Hawai (Aguirre y Balazs, 2000),
Australia (Hamann et al., 2006) y Océano Indico (Whiting et al., 2007). Esta comparacion
sugiere que los parametros de salud de las poblaciones silvestres de tortuga verde de
México estan, en términos generales, dentro de los rangos tipicamente observados en esta
especie.

En este estudio, las concentraciones de triglicéridos, globulinas y proteinas totales
de las tortugas verdes se correlacionaron positivamente con la talla de los individuos, al
igual que en otras poblaciones de tortugas verdes. Se han reportado diferencias en los
parametros bioquimicos entre clases de talla y una correlacion positiva entre la talla de las
tortugas verdes y su concentracion de creatinina, proteinas totales, albumina, globulinas y
triglicéridos (Bolten y Bjorndal, 1992; Hamann et al., 2006; Whiting et al., 2007).

El no haber encontrado diferencias en la bioquimica sanguinea entre tortugas sanas
y lesionadas en BMA reafirma la idea de que el estado de salud de la tortuga verde en esta
zona es bueno. La sintomatologia severa de enfermedades tales como fibropapiloma y
parasitismo incluye alteraciones en la bioquimica sanguinea y en los valores hematologicos
de las tortugas marinas, incluyendo variaciones en la concentracion de proteinas y urea, asi
como en las actividades enzimaticas (Aguirre et al., 1995; Aguirre y Balazs, 2000;
Swimmer, 2000). Solamente las tortugas verdes lesionadas de LSI (n=3) presentaron una
concentracion mayor de 4cido Urico en comparacion con las sanas. Los organismos
lesionados de PAO presentaron menores concentraciones de Ca, K y P, lo cual puede ser un
indicador de deficiencia de minerales en la dieta de los individuos (Benjamin, 1991) y de
cierto grado de deshidratacion.

La creatinina fue el unico analito de este estudio que se encontrd en concentraciones
10 veces mayor a los rangos de referencia reportados para tortuga verde (Bolten y Bjorndal,
1992; Hasbun et al., 1998; Aguirre y Balazs, 2000; Hamann et al., 2006; Whiting et al.,
2007) y en tortugas caguama (C. caretta) lesionadas o en rehabilitacion (Harms et al.,
2002; Raidal et al., 2006). En tortugas marinas el uso de distintos tipos de analizadores o de
anticoagulantes empleados puede generar diferentes resultados al momento de evaluar
parametros sanguineos (Bolten et al., 1992). La marcada diferencia en los niveles

observados de creatinina pudiera deberse a diferencias en el tipo de muestra empleada entre
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este estudio (suero) y los valores de referencia citados (plasma), aunque la variabilidad de
la concentracion de creatinina evaluada entre diferentes anticoagulantes y analizadores no
fue significativa en tortuga caguama (C. caretta) (Bolten et al., 1992). En general, el
manejo de las muestras sanguineas puede afectar los resultados bioquimicos; por ejemplo,
el uso de muestras de sangre hemolizada puede disminuir la concentracion de creatinina en
delfines (Tursiops truncatus) y en foca comtin (Phoca vitulina) (Bossart et al., 2001). En un
estudio con manaties rehabilitados el incremento anormal de la concentracion de creatinina
se relaciond a un excesivo catabolismo del musculo esquelético y a factores nutricionales,
observandose ademas disminucion del peso corporal (Manire et al., 1999 en Bossart et al.,
2001). En el presente estudio es poco probable que los altos niveles de creatinina
encontrados puedan atribuirse a causas similares, dado el buen estado fisico general y la
condicién corporal observados en las tortugas verdes capturadas, aunado a la tendencia de
aumento de la condicion corporal de las tortugas verdes que habitan en BMA en los ultimos
afios (Koch et al., 2007).

Durante el verano, las tortugas verdes de BMA presentaron una mayor
concentracion de lipidos (triglicéridos, colesterol) en los tres afios de estudio. La
composicion de la flora marina y la composicion de la dieta de las tortugas que habitan
dentro de la laguna BMA varian estacionalmente (Lopez-Mendilaharsu, 2003; Hernandez—
Carmona et al., 2007). La reduccion invernal de la concentracion de lipidos y albimina
promedio en sangre de la tortuga verde apoya la idea de que en BMA las tortugas marinas
sufren una pérdida de energia durante el invierno debido a la reduccién del alimento y de la
actividad de forrajeo de las tortugas en ¢l area (Koch et al., 2007). También es posible que
las tortugas verdes hibernen (Nichols, 2003), pero incluso si no hibernaran podria haber una
reduccion de la tasa metabodlica de los individuos debido a la menor temperatura corporal
durante el invierno (Spotila y Standora, 1985).

Las tortugas verdes capturadas en PAO durante el verano y en el 2006 presentaron
mayor concentracion de glucosa, acido Urico, creatinina y alblimina. El incremento de la
concentracion de glucosa en sangre es un indicador de un mayor consumo de carbohidratos
en la dieta. En la macroalga del género Sargassum la mayor concentracién de alginatos

(polisacaridos) presentes en las mismas se encuentra durante el verano (Hernandez—
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Carmona et al., 2007). Asi mismo, se han observado diferencias estacionales en el
contenido de proteinas de diferentes especies de algas (Serviere-Zaragoza et al., 2002). Las
variaciones estacionales en la presencia, abundancia (Nunez-Lopez et al., 1998;
Hernandez—Carmona et al., 2007) y en la composicion quimica (Serviere-Zaragoza et al.,
2002) de las algas marinas de lagunas costeras de Baja California Sur, pueden ser una
explicacion sobre las diferencias estacionales de la concentracion de glucosa y proteinas
observadas en las tortugas verdes. El incremento en la concentracion de glucosa también
puede atribuirse al incremento de la concentracion de glucocorticoides en sangre resultado
del estrés de la captura (Franklin et al., 2003). Sin embargo, en PAO el tiempo de
manipulacion de las tortugas no se correlaciono con la concentracion de glucosa.

En reptiles, el acido urico es el producto catabolico final en la eliminacion del
nitrégeno, cuyo aumento se ha asociado a la dieta (Stahl, 2006). En tortugas marinas, el
acido urico se ha considerado como una sefial de mayor ingesta de proteinas en la dieta,
resultado de una dieta omnivora (Whiting et al., 2007). Las tortugas verdes tienen la
capacidad de asimilar un gran porcentaje de nitrégeno de las proteinas cuando éstas estan
disponibles en su dieta (Wood y Wood, 1981 en Bjorndal, 1985). El acido urico, producto
de excrecion con la mayor concentracion de nitrogeno, puede ser también un indicador de
un incremento del catabolismo de proteinas (Laguna, 1967; Randall et al., 1997), resultado
del dafio a los tejidos por una dieta inadecuada (Whiting et al., 2007), o por cambios
metabolicos durante los periodos reproductivos de la tortuga verde (Hamman et al., 2002).
Sin embargo, los resultados de este estudio, como son la elevacion de la concentracion de
albiimina y de la condicidén corporal durante el mismo periodo y la dieta omnivora de la
tortuga verde en la region (Santos-Baca, 2008; Rodriguez-Baron, 2010), apoyan el primer
escenario de un ambiente nutricionalmente rico en PAO durante el verano y el afio 2006.

Los lipidos tienen como principal funciéon el ser material de reserva energética
(Laguna, 1967; Randall et al., 1997; Hamann et al., 2002). Los triglicéridos son una
herramienta util para la determinacion de la condicion corporal general de la tortuga verde
(Aguirre y Balazs, 2000; Swimmer, 2000; Hamman et al., 2005). Los niveles de
triglicéridos varian ampliamente con los cambios en la dieta (Bossart et al., 2001) y se ha

sugerido que, en conjunto con otros metabolitos, la determinacion de los triglicéridos sea



Labrada-MartagsnwV. 134

incorporada y utilizada en estudios sobre dieta y alimentacion de tortugas marinas (Bolten y
Bjorndal, 1992; Hamman et al., 2005; Whiting et al., 2007).

En PAO fue también en el verano y durante el 2006 cuando las tortugas verdes
presentaron mayor concentracion de K, mayor actividad de la enzima GGT y menor
concentracion de Na. Existe poca informacion para interpretar estos cambios estacionales
observados en la concentracion de electrolitos y actividad de la GGT. Desde un punto de
vista médico, la informacion relativa a los electrolitos es Util para evaluar el estado de
hidratacion de los organismos, el cual puede verse alterado por alteraciones patologicas que
ocasionan pérdida de agua y sales (Laguna, 1967). La GGT es una proteina que contribuye
en el catabolismo extracelular del GSH y, por ende, participa en la homeostasis de dicho
antioxidante (Zhang et al., 2005; Grundy, 2007). En humanos, la mayor proporcién de
GGT presente en el suero se deriva del higado y es principalmente transportada por
lipoproteinas y por la albumina. Su concentracion estad determinada por muchos factores
tales como la concentracion de lipoproteinas, niveles de glucosa y grasa corporal, entre
otros (Grundy, 2007). La distribucion de la GGT en tejidos de animales domésticos varia
entre especies, encontrandose en mayor concentracion en el higado, rifidon, pancreas e
intestino (Braun et al., 1983). El aumento de GGT se ha asociado a alteraciones
metabolicas, cardiacas, diabetes, hipertension, desordenes hepato-biliares y dafo hepatico,
tanto en humano como en ganado, animales domésticos, de granja y mamiferos en vida
libre (Braun et al., 1983; Bossart et al., 2001; Grundy, 2007; Lee et al., 2007). La medicion
en orina se ha empleado también en animales como marcador de dafio renal por
intoxicacion (Braun et al., 1983). En osos polares (Ursus maritimus) en vida libre se han
observado fluctuaciones estacionales en la actividad de la enzima GGT (Bossart et al.,
2001). En elefante marino (Mirounga angustirostris) se ha reportado un aumento de la
GGT durante el periodo de ayuno de las crias destetadas, el cual se ha sugerido, junto con
otros factores, como un mecanismo preventivo de dafo oxidativo (Vazquez-Medina et al.,
2011).

Las diferencias observadas entre BMA y PAO en la variabilidad de los pardmetros
bioquimicos asociados a diferentes factores como la apariencia fisica, clases de talla,

estacion etc., son un reflejo de la variabilidad generada por las diferencias de habitat,
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condiciones ambientales y respuestas individuales. En la costa de Baja California Sur
existen diferencias regionales y estacionales en la abundancia, distribucion y composicion
quimica de las algas y pastos marinos (Dawson, 1951; Serviere-Zaragoza et al., 2002) lo
cual genera variabilidad en la composicion de la dieta de la tortuga verde entre sitios (€.9.
Seminoff et al., 2002a; Lopez-Mendilaharsu et al., 2005). La dieta de la tortuga verde
depende de la disponibilidad del recurso alimenticio y de la seleccion de cada individuo
(Lopez-Mendilaharsu et al., 2005). Estudios realizados con isotopos estables medidos en
sangre han demostrado que la tortuga verde del Pacifico Oriental utiliza diferentes
estrategias alimenticias, no sélo a nivel regional (Golfo de California y costa occidental de
Baja California Sur) sino también a nivel local entre lagunas costeras (e.g. PAO, LSI,
BMA) (Santos-Baca, 2008; Seminoff, comm. pers.). Existen incluso variaciones
individuales en la dieta de esta especie dentro de una misma laguna costera. En BMA las
algas rojas predominan en la dieta de las tortugas verdes capturadas dentro del estero
Banderitas, mientras que en la zona adyacente al Océano Pacifico predomina el pasto
marino Phyllospadix torreyi (Lopez-Mendilaharsu, 2003b; 2005). Los resultados de este
estudio demostraron que durante el verano y durante los afios 2005 (BMA) y 2006 (PAO)
los organismos presentaron un mejor estado nutricional, sugiriendo que durante dichos
periodos el habitat de las tortugas marinas presentd mayor disponibilidad de alimento, de
mejor calidad nutricional o ambas.

Las interpretaciones sobre las variaciones temporales y geograficas de los resultados
de la bioquimica clinica deben ser tomadas con prudencia debido a la escasa informacion
sobre el estado de salud de las tortugas marinas (Bolten y Bjorndal, 1992). En este trabajo
dichas interpretaciones fueron hechas tomando en consideracion que 1) los individuos se
encontraron en términos generales con buen estado de salud y apariencia fisica y 2) todos
los pardmetros bioquimicos estuvieron dentro de los rangos de referencia reportados para
tortugas marinas sanas. Al comparar resultados y sobre todo, al evaluar o monitorear
grupos e individuos de tortugas marinas por medio de los rangos de referencia aqui
reportados, se deberd de considerar que dichos valores fueron generados a partir de

condiciones particulares de habitat, region geografica, condiciones climaticas, estacion,
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afo, dieta, condicidon corporal, peso, talla y estado de salud de los organismos (Whiting et
al., 2007).
8.3. Condicion corporal de la tortuga verde.

Cuando se refiere a la condicion corporal de un animal, se habla en términos
generales, en referencia al estado energético del mismo; se asume que un animal con buena
condicion corporal tiene mayores reservas energéticas que un animal con condicion pobre
(Harder y Kirkpatrick, 1996 en Copeland, 2004). El enfoque tradicional de la biologia de la
conservacion ha sido evaluar el estado de salud de las especies desde un nivel poblacional.
Se considera que una poblacion crece o se encuentra en declive como resultado del estado
de salud de los individuos (Stevenson y Woods, 2006). En estudios que involucran la
evaluacion del estado fisioldgico y clinico de salud de las tortugas marinas resulta
prioritaria la creacion de criterios especificos para la determinacion de la condicion
corporal. Lo anterior permitirda una mejor interpretacion de los niveles base de los
parametros de salud evaluados en la tortuga verde del Pacifico Oriental y una adecuada
comparacion entre especies alrededor del mundo.

En el conocimiento del autor, en este trabajo se presenta por primera vez una
estimacion de la condicion corporal de la tortuga verde que habita en PAO y LSI. A pesar
del tamafio reducido de las tortugas verdes capturadas en LSI (<62 cm SCL), la condicién
corporal de estos organismos fue mayor a la estimada en juveniles del Golfo de California
con tallas mayores a 77.3 cm SCL (Seminoff et al., 2003). Los juveniles de BMA también
presentaron una condicion corporal mas elevada (1.56 = 0.67) en comparacion con las
tortugas verdes del Golfo de California (1.42 + 0.015) (Seminoff et al., 2003). Koch et al.
(2007) han sugerido la existencia de una tendencia de incremento en la condicidon corporal
en las tortugas verdes que habitan en BMA en los ultimos afios. Los resultados de este
estudio apoyan dicha hipétesis, al comparar la condicion corporal promedio estimada en
BMA (1.50 £+ 0.6) (2005-2007) con la reportada en afios previos (1.35 + 0.12) (2000-2003)
(Koch et al., 2007). Debido a que los juveniles fueron la clase de talla mas abundante (70%
- 100%), se puede afirmar que la estimacion de la condicion corporal de este estudio estd
representada por juveniles de los tres sitios de alimentacion mas importantes de la costa

occidental de Baja California Sur.
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La condicion corporal de las tortugas verdes de PAO fue menor a la de las tortugas
capturadas en LSI al comparar el indice Krel por centimetro de talla. PAO fue también la
unica zona que presento diferencias anuales en el factor de condicion. Previo a este estudio,
no se habian reportado diferencias anuales en la condicidon corporal de la tortuga verde que
habita en BMA o el Golfo de California (Seminoff et al., 2003; Koch et al., 2007). Es
probable que la alta densidad poblacional de PAO influya en la condicion corporal de los
individuos. Individuos juveniles de tortuga verde capturados en una zona de alimentacion
de las Bahamas presentaron una condicién corporal menor durante los afios en que se
registro una mayor densidad relativa de tortugas marinas, resultando estar correlacionadas
negativamente ambas variables (Bjorndal et al., 2000). Un ambiente con una densidad
poblacional menor a la capacidad de carga y, por ende, con mayor abundancia de alimento
por tortuga marina puede conducir a una mejor condicion corporal de los individuos
(Seminoff et al., 2003).

La condicion corporal de las tortugas lesionadas de PAO y BMA fue menor en
comparacion a las tortugas clasificadas como sanas. Adicionalmente, las tortugas
lesionadas de PAO presentaron una menor tasa de incremento de la condicion corporal por
centimetro de talla. Dichas diferencias en la condicion corporal entre organismos sanos y
lesionados no fueron observadas en tortugas verdes capturadas en el Golfo de California
(Seminoff et al., 2003). En PAO se capturd la mayor proporcion de individuos lesionados
(44%) en comparacion con el resto de las zonas y es, en esta zona, en donde se encontraron
menores concentraciones de algunos de los parametros bioquimicos (e.g. K, Ca, fésforo) en
organismos lesionados en comparacion con los sanos, diferencias que no fueron observadas
en las tortugas marinas de BMA o LSI. El contenido nutricional de la dieta de los animales
es determinado por la composicion quimica del alimento consumido (Villegas, 2006). La
nutricion de las tortugas marinas (eficiencia digestiva y capacidad de asimilacion)
dependen, al igual que en otros reptiles, del tipo y cantidad de alimento consumido, de la
temperatura y el tamafo corporal del organismo (Bjorndal, 1985). Los pastos marinos
presentan una alta proporcién de fibra y un bajo contenido energético y protéico en
comparacion con las macroalgas (Serviere-Zaragoza et al., 2002; McDermid et al., 2007).

En términos generales las algas rojas presentan los mayores niveles de carbohidratos
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(McDermid et al., 2007). En PAO los pastos marinos Ruppia maritima y Zostera marina
han sido reportados como los principales componentes de la dieta de la tortuga verde
(Rodriguez-Baron, 2010), a diferencia de lo observado en LSI y BMA en donde
predominan las algas rojas (Lopez-Mendilaharsu, 2003b; 2005; Rodriguez-Barén, 2010).
La costa de la peninsula de Baja California tiene muchas variaciones oceanograficas (e.g.
surgencias, temperatura superficial del mar, masas de agua) que modifican la productividad
primaria y afectan a la cadena trofica (Peterson et al., 2006). Lo anterior se refleja en la
ficoflora observada en las tortugas verdes de PAO, caracteristica de ambientes templados
(Rodriguez-Baron, 2010). Es posible que las tortugas verdes de PAO sean mas susceptibles
a los cambios ambientales y a la disponibilidad de alimento debido a la proximidad que
existe entre la laguna costera y el Océano Pacifico, lo cual se refleja en las diferencias
regionales observadas en la condicion corporal y variaciones de los parametros
bioquimicos. Es importante continuar con estudios que monitoreen a largo plazo la dieta, la
condicion corporal y el estado clinico de la tortuga verde que habita en la laguna costera
con la mayor agregacion de juveniles en la costa occidental de Baja California Sur.

El factor de condicion corporal estacional y anual estimado en BMA present6 IC
muy amplios debido a la gran variabilidad en el peso de los individuos. Lo anterior pudiera
deberse, por un lado, a variaciones individuales en las técnicas de medicion y, por otro
lado, a una relacion entre el comportamiento de forrajeo y la mayor area de alimentacion
disponible en el estero Banderitas en comparacion con el estero la Bocana en PAO. Aunque
la tortuga verde muestra gran fidelidad a sus sitios de alimentacion en la costa occidental de
la peninsula de Baja California Sur, los individuos realizan movimientos entre los diversos
parches de vegetacion dentro de las lagunas, los cuales estan definidos en BMA por los
marcados cambios de marea y corrientes (Nichols, 2003; Talavera-Saenz et al., 2007). Es
muy probable que existan diferencias individuales en la dieta (cantidad y/o calidad), lo cual
se refleja en la selectividad por la dieta (Lopez-Mendilaharsu et al., 2005), en la nutricion
de las tortugas marinas (Bjorndal, 1985) y, por tanto, en el peso y condicion corporal de los
individuos.

Las tortugas marinas capturadas en PAO y BMA presentaron un factor de condicion

mayor en verano en comparacion con el invierno (2 y 4 veces mayor, respectivamente).
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Dichas diferencias estacionales de la condicion corporal de las tortugas verdes de BMA ha
sido reportado antes y se ha sugerido, especificamente para las lagunas costeras, que la
mayor condicion corporal observada durante el verano pudiera ser resultado de los cambios
de temperatura del agua y la disponibilidad de alimento (Koch et al., 2007). La
composicion de la flora marina, asi como la composicion de la dieta de la tortuga verde que
habita en el complejo lagunar de BMA, varian estacionalmente (Lopez-Mendilaharsu,
2003; Hernandez—Carmona et al., 2007), lo cual ya ha sido comprobado incluso en
organismos recapturados (Rodriguez-Barén, 2010).

Durante el verano y en los anos 2005 en BMA, 2006 en PAO en los cuales las
tortugas verdes presentaron una mayor condicion corporal, coincidieron con ser los
periodos en que los organismos presentaron mayores concentraciones de lipidos
(triglicéridos y colesterol), glucosa, albiiminas, acido urico, creatinina y K. La
concentracion de las proteinas totales, globulinas, Ca, y triglicéridos se correlacionaron
positivamente con el indice Krel, aunque ninguna correlacion fue significativa cuando el
efecto de la covariante “talla” fue eliminado del anélisis. En juveniles de tortuga verde de
Florida se ha reportado una correlacién positiva entre la masa corporal y la concentracion
de proteinas totales, albiminas y globulinas; dichos analitos estuvieron correlacionados
también con la temperatura del agua, siendo mayor su concentracion durante el verano
(Osborne et al., 2010), como en este estudio. Los indices de condiciéon corporal y los
pardmetros bioquimicos sanguineos evaluados en conjunto resultaron ser marcadores utiles
del estado fisico y nutricional de las tortugas marinas. Los indices de condicion corporal
empleados sugieren que las tortugas verdes tuvieron una mayor condicioén corporal durante
el verano y durante los afios 2005 (BMA) y 2006 (PAO), complementando la informacion
obtenida a partir de los pardmetros clinicos los cuales sugieren una mayor disponibilidad
y/o calidad nutricional del alimento durante dichos periodos.

Los indices propuestos en este trabajo resultaron ser estimaciones utiles y practicas
para la evaluacion de la condicion corporal de las tortugas marinas a partir de los datos de
peso y talla de los individuos. El comparar las pendientes del indice relativo de condicion
corporal, Krel, permite no sélo comparar diferencias estacionales, anuales (evaluadas en

este estudio por medio del factor de condicidon a) 6 regionales, sino también permitid
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identificar individuos sanos y lesionados, asi como alteraciones en el incremento de la
condicion corporal relativas al incremento en talla de las tortugas marinas. Cuando el
objetivo de estudio es evaluar la relacion entre alguna medida bioldgica (e.g. condicion
corporal) con una o madas variables independientes (€.g. ambiente, estado de salud),
generalmente las mediciones se obtienen a través de un gran niimero de condiciones de
estrés (Cattet et al., 2002). En ese sentido, el uso de las pendientes provee de un panorama
general de la tendencia de los datos, evidenciando el desempefio de la medida bioldgica a
través de las variables independientes en diferentes situaciones (en este estudio Krel por
estado fisico y zona), a diferencia de utilizar las medidas de tendencia central (e.g. media
aritmética) que unicamente provee una descripcion de la preponderancia de los valores
alrededor del valor central del rango de los valores observados (Zar, 1996).

Se recomienda utilizar el indice de condicion corporal relativo en lugar del factor
de condicion a, debido a los amplios IC que pueden generarse como resultado de las
variaciones individuales en el peso de las tortugas marinas. En peces, se ha cuestionado el
uso de un solo estadistico (i.e. factor de condicién a) para evaluar la condicion de los
mismos, debido a la pérdida de informacion que conlleva y la representacion inadecuada de
la relacion entre la talla y el peso de los organismos (Cone, 1989 en Jones et al., 1999). La
interpretacion de la condicion corporal dentro de una misma especie estd sujeta a errores
debido a las diferencias en las medidas particulares y dimensiones empleadas, tales como la
forma del cuerpo, la longitud promedio, la estacion, el género, edad y/o desarrollo gonadal
(Le Cren 1951 en Froese, 2006). Por lo tanto, se recomienda, a partir de los resultados de
este estudio, considerar los factores bioticos (edad, talla, peso, género) y abiodticos
(estacion, afio, region geografica) en la estimacion de la condicion corporal de las tortugas
verdes. Al emplear esta herramienta se debe tener cuidado al generar conclusiones sobre el
estado de salud de las poblaciones de tortugas marinas, debido a que una sobreestimacion
de la condicion corporal puede conllevar a la toma de decisiones inadecuadas cuando el

objetivo sea la conservacion de las poblaciones y especies.
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8.4. Estado enddcrino de la tortuga verde.

La vitelogénesis es el proceso en el cual las proteinas y lipidos son progresivamente
almacenados en los ovocitos en desarrollo (futuros 6vulos) de los animales oviparos,
incluidos los reptiles (Guraya, 1989 en Hamman et al., 2003). En los reptiles, la produccion
de estrogenos por los ovarios parece ser el principal estimulo para la sintesis de VTG (Ho,
1987 en Hamman et al., 2003). Como resultado de lo anterior, se ha asumido que los
niveles de VTG en sangre debieran ser normalmente encontrados en hembras de tortugas
marinas sexualmente maduras preparandose fisiolégicamente para la anidacidén, 6 en
hembras que se aproximan a la madurez sexual (Herbs et al., 2003; Valverde et al., 2008).
Por el contrario, la induccion de la sintesis y secrecion de VTG por estrégenos en
organismos inmaduros y machos adultos ha originado la idea de que la cuantificacion de
VTG en tortugas marinas puede ser utilizada como un biomarcador 1til de exposicion a
xenoestrogenos (Heck et al., 1997; Herbst et al., 2003; Sifuentes-Romero et al., 2006;
Valverde et al., 2008). Debido a lo anterior ha surgido interés por purificar VTG y
desarrollar la técnica de ELISA para la cuantificacion de esta proteina en tortugas marinas
(Sifuentes-Romero et al., 2006; Herbst et al., 2003; Vargas, 2000 en Hamann et al., 2003).

En este estudio, todas las tortugas verdes presentaron niveles de VTG detectables.
El reportar concentraciones de VTG en tortugas verdes inmaduras es un resultado
respaldado por la especificidad del método de cuantificaciéon empleado, en el cual se utilizé
un anticuerpo policlonal especifico a VTG, que no presenta especificidad cruzada por
ningln otra proteina plasmatica de Ch. mydas (Sifuentes et al., 2006). Anteriormente, se
habia reportado la deteccion de VTG en tortugas verdes inmaduras (Herbst et al., 2003) y
en tortuga caguama (C. caretta) en un alto porcentaje (76%) (Zaccaroni et al., 2010). En
los vertebrados los esteroides sexuales son sintetizados tanto en las géonadas como en la
corteza adrenal de ambos sexos (Randall et al., 1997), lo cual se ha sugerido como una
posible explicacion de la sintesis de VTG en tortugas marinas inmaduras (Zaccaroni et al.,
2010). La sintesis y secrecion de esteroides (e.g. progesterona, E, y T) por la corteza
adrenal ocurre durante el desarrollo temprano de los reptiles, especificamente en el periodo

embrionario de diferenciacion sexual de tortugas dulce acuicolas (Trachemys scripta), en el
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cual se ha observado que las gonadas se encuentran inactivas (White y Thomas, 1992). En
tortuga caguama y tortuga verde se ha demostrado la existencia de niveles de esteroides
sexuales endogenos desde el nacimiento (Gross et al., 1995; Ikonomopoulou et al., 2008).
El rango de la concentracion de VTG detectado en este estudio (0.13-0.87 mg mL™)
es 1 orden de magnitud mayor al observado en tortugas verdes de 2 afos de edad (5.5 — 8
kg; 2-4 pg mL™), coincide con el valor reportado para una hembra adulta no anidante (0.2
mg mL™") y es 1 orden de magnitud menor al valor de VTG observado en una hembra
anidante (4.0 mg mL™") (Herbst et al., 2003). Dichas comparaciones permiten inferir una
tendencia de aumento de la concentracion de VTG con el tamafio y estado reproductivo de
la tortuga verde. Aunque la concentracion de VTG observada en este estudio no se
correlacion6 con la talla, peso o condicidon corporal de las tortugas verdes, los organismos
clasificados como hembras adultas capturadas en PAO presentaron una concentracion 13%
mayor en comparacion con los juveniles y subadultos, lo cual era de esperarse considerando
la funcion reproductiva de esta proteina en hembras adultas (Hamman et al., 2003). Asi
mismo, se observo una tendencia de aumento de los niveles de VTG por zona de estudio,
la concentracion de VTG fue significativamente menor en las tortugas de LSI (menor rango
de tallas) en comparacion con las capturadas en BMA y en PAO, siendo en esta Gltima zona
donde se determinaron los niveles mas elevados de VTG debido probablemente al mayor
rango de tallas y posiblemente mayor desarrollo gonadico. Los genes que codifican a la
VTG son activados por estrégenos, principalmente por el E, (Sumpter y Jobling, 1995). El
no encontrar una correlacion entre el E, y la VTG en este estudio no permite sugerir como
otros autores (Zaccaroni et al., 2010) la idea de que los niveles de VTG observados sean ¢l
resultado de una activacion de los estrogenos para la preparacion de la madurez gonédica.
Actualmente se desconocen los factores que determinan el inicio de la vitelogénesis
en las tortugas marinas (Hamman et al., 2003). Se sabe que las condiciones climaticas
alteran la abundancia, calidad y distribucion del alimento de las tortugas marinas y que
¢éstas a su vez, pueden influir en la cantidad de alimento consumido y en la eficiencia
digestiva. Se ha sugerido que factores ambientales, tales como la temperatura, pueden ser
sefales que junto con el estado energético de la tortuga determinen el inicio o no de la

vitelogénesis (Hamman et al., 2003). En los neonatos de tortuga verde se ha determinado
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que a una elevada temperatura corporal (36°C) las proteinas de union de esteroides se
vuelven inactivas, lo que conlleva a un aumento de la concentracion de T y E, libre en la
circulacion (Ikonomopoulou et al., 2008), lo que significa que estan biodisponibles en el
plasma.

El aumento de la temperatura del agua durante el verano en la costa de Baja
California Sur y/o la mayor disponibilidad de alimento (Koch et al., 2007) pudieran ser
algunos de los factores que estén determinando los niveles de VTG observados en las
tortugas verdes inmaduras. En este estudio la mayor concentraciéon de VTG se observo en
los ejemplares capturados durante el verano y en el afio 2006 en PAO. En BMA aunque no
fue significativa la diferencia se observd una mayor concentracion en las tortugas
capturadas durante el 2005. Dichos periodos resultan ser los mismos en los que los
organismos presentaron un mejor estado nutricional, sugerido a través de sus pardmetros
bioquimicos, y una mayor condiciéon corporal. La informacion que se tiene actualmente
sobre los procesos fisiologicos y bioquimicos de la vitelogénesis en tortugas marinas es
escasa, por lo que aun resulta necesario determinar detalladamente aspectos como la

produccion y movilizacion de la VTG en estos organismos (Hamman et al., 2003).

Aun cuando el conocimiento acerca del sistema endocrino y variaciones hormonales
durante el periodo reproductivo y de anidacion de las tortugas marinas adultas es amplio
(ver revisiones de Owens y Morris, 1985; Owens, 1997; Hamman et al., 2003), dicho
conocimiento en organismos juveniles y a lo largo de un ciclo anual en individuos en vida
libre es escaso (Wibbels et al., 1987a; 1987b; Jessop et al., 2004; Braun-McNeill et al.,
2007). La informacion disponible sobre los niveles hormonales normales, las variaciones
estacionales y las variaciones a lo largo de las diferentes etapas de vida de la tortuga verde
del Pacifico Oriental (e.g. madurez sexual, migracion, copula, anidacion) es practicamente
nula. Lo anterior dificulta la interpretacion de los resultados del presente estudio, ya que en
términos generales, las concentraciones de los esteroides sexuales y T4 en individuos
inmaduros de Baja California Sur difieren con aquellas concentraciones reportadas en
organismos en vida libre de tortuga verde (Ch. mydas) alrededor del mundo (Licht et al.,
1985a; Wibbels et al., 1992; Moon et al., 1998; Hamman et al., 2002; 2005; Al-Habsi et
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al., 2006; Ikonomopoulou, 2008). Este estudio difiere incluso del tnico trabajo publicado,
dentro del conocimiento del autor, realizado con organismos adultos de tortuga verde
durante el periodo reproductivo en la costa de Michoacan (Licht et al., 1980).

La diferencia en la técnica de determinacion de la concentracion de las hormonas
pudiera pensarse como una explicacion de la discrepancia entre los trabajos publicados
previamente (uso de radioinmunoanalisis, RIA) y el presente estudio (ELISA). Se ha
considerado que de manera general el ELISA tiene menor precision y menor sensibilidad
que el RIA (Zambrano y Diaz, 1996). Sin embargo, la ELISA ha resultado ser una técnica
precisa, reproducible y sencilla para la cuantificacion de hormonas como esteroides
sexuales y adrenales, en tortugas marinas (Coufal et al., 2003; Franklin et al., 2003;
Ikonomopoulou, 2008). Debido que los esteroides sexuales de los reptiles son idénticos a
los de otros grupos de vertebrados, estas hormonas pueden evaluarse de manera sencilla y
precisa utilizando kit comerciales estdndares con procedimientos minimos de validacion
(Licht, 1979; Licht, 1982). Los kit comerciales de ELISA empleados en este estudio han
sido empleados y validados previamente para la cuantificacion de T y T4 en Ch. mydas
(Ikonomopoulou, 2008). Todas las muestras de este estudio, con excepcion del 8% (n=6) de
las muestras cuando fueron analizadas para E,, se encontraron dentro de los rangos de la
curvas de calibracion suministradas por el proveedor sin necesidad de modificar los
protocolos. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y la variacién en la
respuesta de los ELISA (CV <6%) fue comparable a la reportada por el proveedor y
durante la validacion de los kit para Ch. mydas (Ikonomopoulou, 2008). Otras de las
fortalezas de la técnica es que los esteroides sexuales tienen la ventaja de ser muy estables,
por lo que las muestras de suero pueden ser almacenadas a -20° C sin ser analizadas,
incluso por afos, sin que las hormonas sufran degradacion (Wibbels et al., 2000).

La concentracion de T de este estudio no presentd una distribucion bimodal que
sugiriera diferencias sexuales como lo que se ha reportado en tortugas caguama (C. caretta)
y tortugas carey (E. imbricata) inmaduras (Wibbels et al., 1987a; Dellinger et al., 2005;
Jessop et al., 2004). Por el contrario, se observo una elevada variacion individual y traslape
en los niveles de T en organismos de diferentes tallas como lo reportado previamente en

juveniles de Ch. mydas (Bolten et al., 1992; Wibbels et al., 2000). Por lo tanto, la
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determinacion de los niveles de T no debe emplearse como Unica herramienta para el
sexado de juveniles de tortuga verde en la peninsula de Baja California, es necesario validar
su uso con laparoscopia y establecer, de ser posible, el rango de traslape dentro del cual las
tortugas no pueden ser clasificadas bajo este método (Wibbels et al., 2000).

En este estudio se confirma, como en estudios previos (Caldwell, 1962 en Owens et
al., 1978), que la talla y la ausencia de caracteres sexuales secundarios, como el tamafo de
la cola, no son indicadores factibles del estado reproductivo y/o sexo de la tortuga verde si
se utilizan como unico criterio de clasificacion. Una tortuga verde “juvenil” capturada en
LSI con una talla menor a la talla promedio de anidacion, sin caracteres sexuales
secundarios evidentes, asi como una de las tres tortugas verdes clasificadas como hembras
adultas, presentaron concentraciones de T (>17,000 pg mL™) y E» (>180 pg mL™") que
coinciden con las reportadas para machos y hembras, respectivamente, de tortugas caguama
adultas (Wibbels et al., 1987b; 1992), sugiriendo que son organismos maduros
sexualmente.

Durante la interpretacion de los cambios de las concentraciones de hormonas que se
observen en una poblacion, deben considerarse tanto los factores bidticos (e.g. el ciclo
reproductivo, edad, condicién corporal) como los abidticos (e.g. temperatura) (Owens y
Morris, 1985). En este estudio los esteroides sexuales no presentaron diferencias entre
clases de talla y no estuvieron correlacionados con la talla, peso o condicion corporal de los
organismos. La concentracion de T y T4 tampoco estuvo correlacionada con el tiempo de
manipulacidon de las tortugas verdes. Dichos resultados se han reportado previamente en
tortugas marinas, en las cuales la concentracion de T y T4 no se ha correlacionado con el
estrés ocasionado por la captura o con la condicion corporal de los animales (Wibbels et al.,
1987a; Moon et al., 1999; Jessop et al., 2004; Hamann et al., 2005).

La temperatura y el fotoperiodo son factores que influencian el sistema enddcrino de
las tortugas marinas (Licht et al., 1985a; Owens y Morris, 1985). El rango de T de este
estudio coincide con los valores méaximos reportados en juveniles de tortuga caguama, en
las cuales la gran variabilidad individual observada estuvo correlacionada con la
estacionalidad, mayor temperatura superficial del agua y el fotoperiodo (Wibbels et al.,

1987b; Brau-McNeill et al., 2007). Sin embargo, en este estudio ninguno de los esteroides
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sexuales presento diferencias estacionales o anuales. En machos adultos de tortuga verde
mantenidos en cautiverio se han reportado diferencias estacionales y variaciones a lo largo
del dia en la concentracion de T, no asi entre afios (Licht et al., 1985a). En hembras adultas
de la misma especie, capturadas en zonas de alimentacién en periodo no reproductivo, se
han observado diferencias anuales en los niveles de T debido, presumiblemente, a
diferencias de las condiciones ambientales (Hamann et al., 2005). Se ha sugerido que los
organismos mantenidos en cautiverio o aquellas que habitan en océanos tropicales y
subtropicales, pueden presentar menor variacion de los niveles hormonales dentro de un
ciclo anual e interanualmente, debido a la estabilidad térmica (Licht et al., 1985a; Wibbels
etal., 1990).

Al momento de realizar comparaciones de los niveles absolutos de hormonas entre
estudios de tortugas marinas debe de tomarse en cuenta la existencia de variaciones
interespecificas significativas (Licht, 1982). Asi mismo, la frecuencia, la temporada y hora
del dia en que se realiza el muestreo puede tener consecuencias en las interpretaciones de
los resultados, ya que los niveles de hormonas reproductivas en el plasma pueden tener
cambios dramaticos en horas o dias (Licht, 1982; Licht et al., 1985a), a lo largo del periodo
reproductivo y en un ciclo anual (e.g. Lance et al., 1979; Licht, et al., 1979; Owens y
Morris, 1985; Wibbels et al., 1990; Whittier et al., 1997; Rostal et al., 2001; Hamman et
al., 2002). El valor maximo de los rangos de la concentracion de T de las tortugas verdes de
las tres zonas de estudio (<10 ng mL™) resultd ser mayor a los rangos reportados para
individuos inmaduros de la misma especie o de otras especies (Owens et al., 1978; Wibbels
et al., 1987a; 1987b; Jessop et al., 2004). El rango de T observado también resulto ser
mayor a los niveles reportados en hembras adultas de tortuga verde durante el periodo
reproductivo (Licht et al., 1980; Wibbels et al., 1992; Hamman et al., 2002; 2005; Al-Habsi
et al., 2006) y fue mayor incluso, al rango observado durante el periodo reproductivo en
machos adultos de tortugas caguama y de tortugas verdes, incluidas las capturadas en las
costas de Michoacan (Licht et al., 1980; 1985a; Wibbels et al., 1990).

El E, present6 gran variabilidad entre organismos, y es de resaltar que en este
trabajo se obtuvieron valores detectables en todas las muestras aun a pesar de ser

organismos inmaduros, lo cual difiere con la literatura. No existen datos de E, en tortugas
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marinas juveniles, pero en hembras adultas de tortugas verdes que anidan en México y en
otras regiones del mundo se han reportado valores minimos o valores no detectados de E;
en todas las muestras analizadas durante el periodo de anidacion (Licht et al., 1980;
Wibbels, et al., 1992; Al-Habsi et al., 2006). Se ha sugerido que la diferencia en la
concentracion de E, medida entre poblaciones y especies puede deberse al volumen de
plasma obtenido en la muestra (valores de E, detectables en mayores volimenes de plasma)
(Whittier et al., 1997). Otra posible razon es el grado de afinidad de los receptores en los
tejidos, las tortugas con elevada afinidad por E, requerirdin menos hormona para la
activacion de las respuestas (Owens y Morris, 1985). También se ha sugerido que la
estrona, en lugar del E;, es el estrogeno de mayor circulacion en el plasma de las hembras
adultas en las tortugas verdes y tortugas caguamas (Coufal y Whittier, 2003; Coufal et al.,
2003). En este estudio el kit empleado para la medicion de E, tuvo una reaccidon cruzada
con estrona de sélo el 2.10%, por lo que resulta poco probable estar reportando
concentraciones de ambas hormonas.

Las elevadas concentraciones de E; y T observadas en este estudio coinciden con
los rangos reportados en hembras de tortuga laud (Rostal et al., 2001), asi como hembras y
machos de tortuga caguama, medidos al inicio del periodo reproductivo y de anidacion
(Wibbels et al., 1987b; 1990). La mayor concentracion de E, en hembras de tortugas
marinas ha sido observada durante los meses previos a la temporada de anidacion, lo cual
sefala el periodo de vitelogénesis y de maduracion de los foliculos en los ovarios (Licht, et
al., 1979; Licht, 1982; Wibbels et al., 1990). Es muy probable que los juveniles de tortuga
verde de este estudio, proximos a alcanzar la madurez sexual, presenten esteroides sexuales
en concentraciones similares a las observadas en hembras adultas en proceso de
vitelogénesis (Owens y Morris, 1985). Este es primer estudio que mide la concentracion de
E, durante esta etapa de vida de las tortugas marinas.

Estudios previos han demostrado la presencia de niveles endogenos de esteroides
sexuales (E> y T) en el plasma, desde el nacimiento y durante el desarrollo de las tortugas
marinas (Wibbels et al., 1987a; Gross et al., 1995; Braun-McNeill et al., 2007). Tortugas
caguama inmaduras, de la misma talla que las tortugas de este estudio, han presentado

elevados niveles de T con valores méximos reportados en el mismo orden de magnitud que
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el presente estudio (Dellinger et al., 2005; Braun-McNeill et al., 2007). Es de resaltar que
concentraciones promedio de E, y T encontradas en neonatos de tortuga caguama (Gross et
al.,, 1995) y neonatos de tortuga verde (Ikonomopoulou, comm. pers.) se encuentran, a
diferencia de los organismos adultos, dentro de los rangos observados en las tortugas verdes
de este estudio. En organismos recién nacidos también se ha identificado la presencia de
proteinas de union a esteroides sexuales al igual que en hembras anidantes (Ikonomopoulou
et al., 2006; 2008). Aunque atn se desconoce su funcion, los especialistas han sugerido la
existencia de una produccion, probablemente periddica, de los esteroides sexuales, los
cuales tanto en su forma libre como unidos a globulinas deben de presentar funciones
especificas a lo largo del desarrollo de las tortugas marinas, especialmente durante periodos
criticos como el desarrollo gonadico, la eclosion y la madurez sexual (Gross et al., 1995;
Ikonomopoulou et al., 2008).

Los rangos de la concentracion de la T4 de las tortugas verdes de PAO, coinciden
con los reportados en organismos inmaduros mantenidos en cautiverio con temepratura
constante (26°C) (Moon et al., 1999) y en machos adultos mantenidos en cautiverio (Licht
et al., 1985a). Sin embargo, en términos generales, los individuos utilizados en este estudio
presentaron mayores rangos de los niveles de T4 en comparacién con tortugas verdes
adultas en vida libre, capturadas durante el periodo reproductivo en Michoacan, Oaxaca y
Australia (Moon et al., 1998). También se encontraron diferencias en la concentracion de
T4 entre especies de tortugas marinas, los niveles reportados en el presente estudio fueron
mayores a las concentraciones observadas en tortugas caguama inmaduras (Moon et al.,
1998) y tortugas juveniles de la especie L. kempi (Heck et al., 1997).

La concentracion de T4 parece estar correlacionada con la temperatura y el tipo de
alimento ingerido por las tortugas marinas. Se ha observado que las tortugas marinas en
cautiverio que consumen alimento artificial rico en proteinas, tienden a presentar mayores
concentraciones de T4 en comparacion con aquellas capturadas en vida libre (Moon et al.,
1998). Asi mismo, se ha reportado que ocurre un decremento en los niveles de T4 cuando
las tortugas marinas son sometidas a ayuno y una recuperacion de la concentracion basal de
la hormona cuando vuelven a ser alimentadas (Moon et al., 1999). En este estudio, la

concentracion de T4 en las tortugas de PAO, fue mayor en el afo en que las tortugas
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presentaron una mejor condicion corporal y en que se observo evidencia de un mayor
consumo de proteinas. Asi mismo, las tortugas de PAO presentaron menores
concentraciones de T4 en comparacion con las capturadas en LSI y BMA, lo cual pudiera
ser reflejo de las diferencias de las condiciones de habitat y calidad nutricional del
alimento.

La actividad de la T4 parece influir en el comportamiento de los reptiles (e.g.
promueve la copula) y en las funciones fisiologicas que conllevan un gasto energético tales
como, la reproduccion, la asimilacion de nutrientes y la actividad. Sin embargo, la funcion
de la T4 en las tortugas marinas ha sido poco estudiada y por lo tanto, atin es desconocida
(Licht et al., 1985b; Moon et al., 1998). En tortugas se han observado variaciones diurnas y
estacionales en los niveles de Ty al igual que las observadas en la concentracion de T (Licht
et al., 1985a; 1985b; Moon et al., 1998). A pesar de que se considera que la T4 contribuye a
la reproduccién en los reptiles de la clase squamata (Dickhoff y Darling, 1983), en tortugas
marinas dicha funcion esta en duda. En tortugas dulceacuicolas (Chrysemys picta) y en
tortugas verdes no se ha encontrado una correlacion entre la concentracion de T4 y T, al
igual que en el presente estudio. Por lo tanto, las variaciones estacionales de ambas
hormonas en las tortugas, parecen reflejar respuestas independientes de las gonadas y de la
tiroides ante los estimulos ambientales (Licht et al., 1985a; 1985b). En este estudio la
concentracion de T4 no estuvo correlacionada con la concentracion de E, 6 de VTG de las
tortugas verdes. El mismo resultado ha sido reportado en organismos inmaduros de la
tortuga Kempi, por lo cual se ha sugerido que los receptores proteicos de la T4 y su
concentracion en suero no son alterados por las fluctuaciones en la concentracion de la
VTG (Heck et al., 1997).

Los datos del presente estudio proveen informacién nueva sobre la concentracion
de hormonas en juveniles de tortugas marinas en vida libre e informacion base para futuros
estudios con tortuga verde del Pacifico Oriental. Es recomendable continuar evaluando, a lo
largo del tiempo, las elevadas concentraciones de E, y T en las tortugas verdes de Baja
California Sur, ya que aun cuando las concentraciones de los esteroides sexuales y de la
hormona T4 no estuvieron correlacionadas con la VTG detectada en los juveniles, no es

posible descartar algun efecto xenoestrogenico en estas poblaciones. Los genes que
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codifican a la VTG son activados principalmente por E, (Mewes et al., 2002); sin embargo,
ahora es reconocido que existen otras hormonas moduladoras de los ciclos de los ovarios en
reptiles como la progesterona, T, prolactina y la hormona del crecimiento, las cuales
pueden activar la sintesis de VTG en los organismos (Licht, 1982; revisado por Rosanova
et al., 2002). La T en particular, al ser la hormona precursora del E, (Randall et al., 1997),
puede ser convertida a esta ultima en los tejidos de las tortugas (Callard et al., 1978 en
Licht, 1982). En las tortugas verdes la concentracion de T presentd una fuerte correlacion
con los niveles de E; (r=0.83). Se requieren nuevos estudios con marcadores mas sensibles
que permitan distinguir los efectos endogenos y exodgenos de los estrogenos presentes en el
plasma, entre otro tipo de hormonas, sobre la sintesis de VTG (Heck et al., 1997; Hamman
et al., 2003; Herbst et al., 2003; Valverde et al., 2008). Es prioritario establecer los rangos
normales de VTG en las tortugas marinas y evaluar sus cambios estacionales (Heck et al.,
1997; Herbst et al., 2003), asi como determinar los niveles hormonales normales en la
tortuga verde del Pacifico Oriental por categorias de tallas, edad, estado reproductivo y

ciclos estacionales.

8.5. Defensas antioxidantes y estrés oxidativo de la tortuga verde.

Este es el primer reporte sobre la activdad de las defensas antioxidantes y el dafio
oxidativo medido en sangre (material intracelular) de tortugas marinas vivas. Estos
resultados puede considerarse una descripcion del sistema antioxidante de tortugas verdes
sanas que habitan en una region pristina. Por lo cual se sugiere que dicha informacion sea
empleada como datos de referencia para futuros estudios con tortuga verde del Pacifico
Oriental que habitan en Baja California Sur y en cualquier otra zona dentro de su
distribucion.

Las comparaciones de los resultados de este trabajo se ven limitadas ya que, en el
conocimiento del autor, existen solamente dos trabajos publicados acerca del metabolismo
oxidativo de la tortuga verde del Pacifico Oriental, los cuales se han realizado a partir de
muestras de tortugas marinas varadas o capturadas incidentalmente (Valdivia et al., 2007;
Richardson et al., 2010). Se ha demostrado en diferentes especies de anfibios y reptiles

como en la tortuga dulceacuicola (Trachemys scripta), que la hypoxia puede incrementar la
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actividad de las defensas antioxidantes en sus tejidos (Hermes-Lima y Zenteno-Savin,
2002). El rango de la actividad de la enzima GST de este estudio coincide con los valores
reportados en higado de tortugas golfinas (L. olivacea), caguama (C. caretta) y tortugas
verdes varadas en la peninsula de Baja California (Richardson et al., 2010). La
concentracion de TBARS y la actividad de las enximas SOD y GST medidas en sangre de
las tortugas verdes fueron menores a los rangos reportados en el higado, rifién, musculo,
pulmoén y corazén de tortugas verdes capturadas incidentalmente en BMA (Valdivia et al.,
2007). El higado es la mayor fuente de GST en los vertebrados (Stegeman et al., 1992)
debido a su funcion detoxificante. La mayor actividad de las enzimas SOD, GST y CAT y
la mayor concentraciéon de TBARS se ha encontrado en el higado de la tortuga verde en
comparacion con otros tejidos (Valdivia et al., 2007).

En animales de vida silvestre, el estudio del dafio oxidativo y de las defensas
antioxidantes bajo un punto de vista ecoldgico comenz6 a partir de las dos ultimas décadas
(McGraw et al., 2010). Algunas de las preguntas que se han planteado giran en torno a las
diferencias y fuentes de variacion natural de las defensas antioxidantes entre especies, entre
individuos de una misma especie por habitat, condicion corporal, tejido y a través del
tiempo (McGraw et al., 2010; Cohen y McGraw, 2009). En este trabajo unicamente se
encontraron diferencias estacionales en la actividad de la enzima GPx de las tortugas verdes
de BMA, siendo mayor durante el invierno. En organismos acudticos, como peces y
almejas, se han reportado diferencias estacionales en el metabolismo oxidativo (Wilhelm-
Filho et al., 2001; Bocchetti y Regoli, 2006; Pavlovic et al., 2009). Peces como la carpa
(Tinca tinca) y el pez dorado (Carassius auratus) presentan marcados cambios estacionales
en la actividad de las defensas antioxidantes en los eritrocitos, siendo mayor durante la
primavera (Gabryelak et al., 1983 en Martinez-Alvarez et al., 2005). Se sabe que las
tortugas marinas durante el invierno, reducen su actividad y puede disminuir su ritmo
cardiaco e incluso hibernar (Spotila y Standora, 1985), lo cual se ha sugerido
particularmente en las tortugas verdes de BMA (Nichols, 2003; Koch et al., 2007). Dichos
factores favorecen la disminucion de la produccién de ROS en organismos marinos (Abele
y Puntarulo, 2004 en Martinez-Alvarez et al., 2005). Sin embargo, para organismos

ectotermos la temperatura del agua puede ser una condicion de estrés que genere una mayor
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produccién de ROS (revisado por Martinez-Alvarez et al., 2005) y por ende un aumento de
la actividad de las defensas antioxidantes. Es necesario generar mas informacién para
comprender los ciclos estacionales de la sintesis de ROS y defensas antioxidantes en las
tortugas marinas.

Los ciclos especificos de las defensas antioxidantes se deben, en parte, a variaciones
en la disponibilidad de alimento y al incremento en la temperatura del agua durante el
verano (Wilhelm-Filho et al., 2001; Bocchetti y Regoli, 2006; Pavlovic et al., 2009). En el
presente estudio, la actividad antioxidante de las enzimas y la concentracion de lipidos
peroxidados (TBARS) no estuvieron correlacionados con la talla, peso o condicion corporal
de las tortugas verdes. Sin embargo, durante los periodos en que la condicion corporal de
las tortugas verdes de PAO (2005) y BMA (invierno) fue menor, se encontrd6 una mayor
actividad de las enzimas GPx, CAT, Mn-SOD y una mayor concentracion de TBARS. El
mismo patréon se ha observado en peces sometidos a periodos de ayuno (Morales et al.,
2004 en Martinez-Alvarez et al., 2005). La dieta de los organismos influye en las defensas
antioxidantes y en su estado oxidativo. En peces, la actividad de la SOD, CAT y los niveles
de peroxidacion de lipidos se ven afectados de acuerdo al contenido en lipidos, almidon,
carbohidratos y vitaminas en la dieta. Dietas con elevado contenido de carbohidratos,
lipidos y almidon incrementa las tasas de oxidacion de los peces (revisado por Martinez-
Alvarez et al., 2005). Es probable que la reduccion de la temperatura superficical del agua
durante el invierno-primavera, de hasta 6° C (Lluch-Belda et al., 2000b), la disponibilidad
y/o calidad nutrimental del alimento en las lagunas costeras de la peninsula durante dichos
periodos (ver apartado 8.3.), sean factores que también estén relacionados con el
metabolismo oxidativo de la tortuga verde. El no haber encontrado una correlacion entre los
parametros de estrés oxidativo evaluados y la condicion corporal de las tortugas verdes,
sugiere una proteccion efectiva de las defensas antioxidantes, incluso durante el invierno.

La actividad de la Mn-SOD fue la unica variable que resultdo diferente entre
organismos lesionados y sanos de BMA. Debido a que en este estudio la clasificacion de
los individuos lesionados se bas6 unicamente en la inspeccion visual de la apariencia fisica,
dicho término no puede hacer referencia estrictamente hablando de tortugas enfermas,

como se menciond previamente. Son necesarios nuevos estudios para entender las
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variaciones temporales de las defensas antioxidantes y las diferencias de las mismas entre
tortugas marinas sanas y enfermas, como aquellas tortugas marinas de Hawai y Florida
severamente afectadas por el fibropapiloma (Aguirre y Lutz, 2004). Las variaciones
regionales de las defensas antioxidantes encontradas en este estudio podrian estar
relacionadas con las variaciones regionales de los xenobidticos que presentan las tortugas

marinas, como se discutird mas adelante en el apartado 8.7.

8.6. Concentracion de xenobioticos en la tortuga verde.

Debido a que los resultados de este estudio fueron obtenidos a partir de muestras de
sangre, se asume que la concentracion de xenobiodticos medidos en el presente estudio
refleja la exposicién reciente de la tortuga verde del Pacifico Oriental a dichos
contaminantes ambientales. El Cd en particular, cuando se encuentra en la sangre de los
organismos, es considerado como resultado de una exposicion reciente. El tiempo de
absorcion y distribucion de los elementos traza a través de los tejidos varia dependiendo del
elemento del que se trate (Hooser, 2007a). Las evidencias que apoyan la idea de la
exposicion o ingesta reciente de las tortugas verdes a los contaminantes evaluados incluyen:
Las concentraciones de OC y elementos traza en sangre son bajas en comparacion con
aquellas reportadas en higado y rifion en la misma especie y region (Gardner et al., 2003);
las concentraciones de Fe, Cd y Zn observadas en la sangre de las tortugas verdes en BMA
son similares a aquellas en las algas que componen su dieta (Talavera-Saenz et al., 2007);
la tasa de recambio de la sangre (116-152 dias) y del plasma (40-128 dias) de las tortugas
marinas, como de otros vertebrados, es elevada (Seminoff, comm. pers.; Nussey et al.,
2009), la condicion corporal de los organismos capturados puede considerarse como buena.

La informacion disponible para realizar comparaciones de los datos obtenidos en
este trabajo es limitada, particularmente en lo que se refiere a la concentracion de Mg, Si'y
Sr. Los niveles de los elementos traza en sangre de este estudio, con excepcion del Ni,
estuvieron por debajo de las concentraciones reportadas en higado, rifion, musculo y tejido
adiposo de tortugas verdes recolectadas en el noroeste de México, Japoén, Hawai y el Mar
Mediterraneo, asi como en otras especies alrededor del mundo (Aguirre et al., 1994; Sakai

et al., 2000a; Storelli y Marcotrigiano, 2003; Frias-Espericueta et al., 2006; Gardner et al.,
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2006; Talavera-Saenz et al., 2007). Los niveles de Cd y Zn en sangre resultaron ser 3
ordenes de magnitud menores a aquellos reportados en higado y rifion de tortuga verde; la
concentracionl de Cd fue 2 ordenes de magnitud menor a la reportada en musculo y 1 orden
de magnitud menor al tejido adiposo (Gardner et al., 2006).

La elevada concentracion de Ni encontrada en este estudio ha sido reportada
previamente en higado y rifion de tortuga verde de la peninsula de Baja California Sur
(Gardner et al., 2006; Talavera-Saenz et al., 2007). La tortuga verde tiende a concentrar Zn
y Ni en comparacion con otras especies de tortugas marinas en Baja California, lo cual ha
sido explicado como resultado de su preferencia por rodofitas en esta region (Gardner et al.,
2006). Las algas rojas tienen una mayor capacidad de acumulacion de elementos traza en
comparacion con otras macroalgas (Sanchez-Rodriguez et al., 2001; Rodriguez-Meza,
2007). En BMA se han reportado elevadas concentraciones de Ni, Co, Se, Zn, entre otros
elementos, en sedimento y en macroalgas (Rodriguez-Meza, 2007), algunas de las cuales
son parte de la dicta de la tortuga verde, como los géneros Sargassum y Ulva (Lopez-
Mendilaharsu et al., 2005). Se ha demostrado que el Sargassum en particular presenta una
elevada afinidad por elementos como Cd, Zn y Cu, como resultado de la composicion
bioquimica de su pared celular (Davis et al., 2003).

El Ni se ha reportado en mayores concentraciones en moluscos recolectados en
zonas industriales, pesqueras, con depdsitos de combustible o zonas influenciadas por la
agricultura (Paez-Osuna et al., 1993; 1995; Méndez et al. 2006). La concentracion de Ni de
las tortugas verdes de BMA de este estudio (<157 ppm en sangre) fue 1 orden de magnitud
mayor a la reportada en higado de tortugas verdes recolectadas en el mismo sitio durante el
2002-2003 (<31 ppm, Talavera-Saenz et al., 2007). Aunado a esto, el 38% de las tortugas
verdes evaluadas presentaron una concentracion de Ni superior al limite maximo permitido
para mariscos destinados al consumo humano (80 ppm) (Food and Drug Administration,
2007). El Ni es un metal toxico que puede ocasionar inmunosupresion en los animales
(Sharma, 2007). En este estudio, la concentracion de Ni se correlaciond con la
concentracion de Ca y K de las tortugas verdes de PAO, sugiriendo una respuesta

fisiologica de los organismos a dicho téxico. Es necesario generar estudios con enfoque
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precautorio en Baja California Sur, estado que actualmente presenta un elevado indice de
desarrollo humano (Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo, 2009).

La concentraciéon de Fe en sangre fue mayor a la reportada en musculo y tejido
adiposo de tortuga verde de BMA (Gardner et al., 2006). El Fe se distribuye en diferentes
formas quimicas y fisioldgicas en los organismos. Entre el 60 y el 70% de la concentracion
de Fe en el cuerpo se encuentra dentro de la hemoglobina en las células rojas de la sangre
(De Gruchy y Dacie, 1970), como constituyente del grupo hemo encargado del almacenaje
y trasporte de oxigeno en dicha proteina (Hooser, 2007b). La concentracion de Se y Fe en
sangre fue mayor a aquella observada en rifiones de tortugas verdes enfermas de Hawai
(Aguirre et al., 1994). La deficiencia en Fe puede ser el resultado de una dicta inadecuada,
sobre todo en situaciones de pérdida excesiva de Fe o en estados fisiologicos alterados
(revisado por Rubio, 2002), tales como los que podrian estar presentando las tortugas
verdes de Hawai varadas y severamente afectadas por fibropapiloma (Aguirre et al., 1994).

El Se, en minimas concentraciones, es un eclemento esencial con funciones
fisiologicas en los animales, como por ejemplo respuestas inmunes (Schwarz, 1976). Es un
micronutriente que ofrece proteccion contra los efectos toxicos del Cd, metilmercurio y
mercurio inorganico (Peraza et al., 1998). Es un elemento esencial para la actividad de
ciertas enzimas antioxidantes, especificamente de la GPx y se ha demostrado, que el Se
junto con la vitamina E previenen la peroxidacion de lipidos y el estrés oxidativo en peces
(revisado por Martinez-Alvarez et al., 2005). Sin embargo, el Se en altas concentraciones
puede ser toxico (Hall, 2007) aunque, en repitles, se desconoce los niveles de Se criticos
para la salud. En huevos de cocodrilos y serpientes se han reportado concentraciones
aparentemente normales entre 1 y 3 ppm (revisado por Lam et al., 2006). Las tortugas
verdes de este estudio presentaron niveles de Se dentro de los rangos reportados en huevos
de tortuga verde de Hong Kong (Lam et al., 2006), similares a aquellas concentraciones de
Se relacionadas con alteraciones reproductivas en aves tales como malformaciones y
reduccion de la supervivencia y eclosion de crias (Heinz et al., 1989) y superiores al rango
requerido para un buen estado de salud humana (0.04 - 0.1 ppm) (Wilber, 1980 en Peraza et
al., 1998).
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Las tortugas verdes capturadas en PAO presentaron las mayores concentraciones de
Si y Cd registradas. Las diatomeas son los organismos que, debido a su requerimiento de Si
con fines estructurales, hacen biodisponible a este elemento en la cadena tréfica, aun
cuando los consumidores secundarios o herbivoros no tengan necesidades especificas por
dicho elemento (Ragueneau et al., 2005). La informacion en torno a la utilidad biologica
del Si en los animales es escasa. Existe evidencia de que el Si es importante en el proceso
de osificacion, especificamente en la sintesis de colageno y tejido dseo; y se sugiere que es
esencial para evitar toxicidad por aluminio (revisado por Aguirre et al., 2007). Las
diatomeas son un componente importante del fitoplancton marino en regiones de alta
productividad primaria, donde los nutrientes, incluido el Si, estan disponibles (Aguirre et
al., 2007). En Punta Eugenia, al noroeste de PAO, se han reportado elevadas
concentraciones de Cd y Sr en el plancton, 1 orden de magnitud mayor con respecto a las
muestras obtenidas al sur de California y en el Océano Pacifico (Martin y Broenkow,
1975). Especificamente, las diatomeas de Punta Eugenia, han presentado concentraciones
mayores a 16.5 ppm, mientras que aquellas diatomeas colectadas en la Bahia Monterey,
California, EUA presentaron valores de Cd menores a 4.8 ppm (Martin y Broenkow, 1975).

Asi mismo, las algas rojas componente de la dieta de los juveniles de tortuga verde,
tienden a acumular mayor concentracion de Cd en comparacion con otras macroalgas de la
costa de la peninsula de Baja California (Sanchez-Rodriguez et al., 2001). La elevada
concentracion de Cd en la peninsula de Baja California ha sido atribuida, principalmente, a
fuentes naturales ya sea de origen geoldgico u oceanografico (Méndez et al., 1998;
Segovia-Zavala et al., 2004; Méndez et al., 2006). Al norte de Punta Eugenia se localiza
una region caracterizada por la presencia de un giro ciclonico persistente, el cual genera la
propagacion del agua en direccion suroeste (Espinosa-Carreon et al., 2004; Batteen et al.,
2003). Este tipo de ambientes altamente dindmicos son fuente de enriquecimiento y
productividad primaria elevada (Lluch-Belda, 2000a).

El Cd es un elemento traza no esencial que debiera encontrarse en minimas
concentraciones en los animales, particularmente en los recién nacidos. Este puede ser
ingerido o inhalado y se acumula a lo largo de toda la vida. El Cd tiene un tiempo de vida

medio de 17 a 30 afios en el ser humano. El 90% del Cd es almacenado en el rifién y en el
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higado de los organismos (Perry et al., 1976; Peraza et al. 1998; Rubio, 2002; Méndez et
al., 2006). La correlacion negativa entre la concentracion de Cd y la talla de las tortugas
verdes de este estudio ha sido reportada anteriormente en la misma especie (Sakai et al.,
2000a; 2000b). Se ha sugerido que la reduccion de los niveles de contaminantes con la edad
de las tortugas verdes es resultado de una reduccién de la ingesta de los mismos, asociada
al cambio ontogénico de los habitos alimenticios de esta especie, de una dieta carnivora en
los primeros afios de vida a una dieta principalmente herbivora en la etapa juvenil y adulta
(Mckenzie et al., 1999; Sakai et al., 2000a; 2000b). En el noroeste mexicano la
concentracion de Cd medida en higado de la tortuga verde y en rifion de tortuga golfina (L.
olivacea) han sido las mas altas reportadas para dichas especies en el mundo (Gardner et al.
2006). El Cd en el higado induce la sintesis de proteinas de bajo peso molecular, como la
metalotioneina a la cual se fija (Perry et al., 1976; Rubio, 2002). La liberacion en sangre de
este complejo es muy lento lo que conlleva a la acumulacion del Cd en el higado (Rubio,
2002) protegiendo a los organismos de sus efectos toxicos (O’Hara y O’Shea, 2001).

En este estudio se reportan por primera vez datos de concentracion de OC medidos
en plasma de organismos vivos de tortuga verde del Pacifico Oriental. El patrén de
acumulacion de los residuos de OC en sangre de las tortugas verdes coincide de manera
general, con lo reportado previamente en otros tejidos de la misma especie y en la misma
region (Gardner et al., 2003). El rango de la concentracion del lindano (y-HCH) en plasma
de las tortugas verdes de este estudio coincide con el reportado en higado, rifion, masculo y
tejido adiposo de la misma especie en BMA (Gardner et al., 2003). En este estudio, el o-
HCH fue el pesticida con mayor prevalencia, encontrandose en el 85% de las tortugas
verdes capturadas. El lindano y el isdémero 6-HCH, tienen efectos neuroldgicos en el
humano, pueden inducir convulsiones y actuar como neurodepresor respectivamente
(Cristofol et al., 1993).

Los grupos de pesticidas detectados en menor frecuencia o en menor concentracion
fueron los ciclodienos y los DDT, al igual que lo descrito en reportes previos (Gardner et
al., 2006). La suma de la concentracion de todos los DDT estuvo por debajo del rango
reportado en higado, rifién y tejido adiposo de tortugas marinas del Mediterraneo y el

Océano Atlantico (Mckenzie et al., 1999). Unicamente en dos tortugas verdes de BMA se
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detectaron residuos de p,p’-DDD y de p,p’-DDT; los pesticidas dieldrin y p,p’-DDE no
fueron detectados en ningun individuo. La ausencia de dichos OC contrasta con un reporte
previo realizado en la misma zona (Gardner et al., 2003) y con lo observado en tortugas
marinas de Carolina del Norte, Grecia, Chipre y Escocia (Mckenzie et al., 1999; Keller et
al., 2004a; 2004b).

Los OC al ser ingeridos por los organismos son bioacumulados y biomagnificados
en la cadena trofica, lo que hace mas susceptibles a los depredadores tope (Clark, 2001;
Porte et al., 2006). Al ser altamente lipofilicos, tienden a acumularse principalmente en el
tejido adiposo seguido del higado, rifiones y musculo, lo cual esta correlacionado con el
contenido de lipidos de los 6rganos (Clark, 2001; O’Hara y O’Shea, 2001). Las tortugas
marinas con una dieta omnivora son las que tienden a acumular mayores concentraciones
de OC (Mckenzie et al., 1999). La correlacion negativa entre la concentracion de los HCH
con la talla y la condicion corporal de las tortugas verdes de PAO puede deberse, como se
menciond anteriormente, al cambio ontogénico de los habitos alimenticios de la tortuga
verde. La disminucion de la concentracion de clorobifenilos y p,p’-DDE con el aumento de
la talla de las tortugas verdes ha sido sugerido como resultado del cambio en la dieta con la
edad de esta especie (Mckenzie et al., 1999).

Las concentraciones de aldrin, DDT y heptacloro medidas en el plasma de las
tortugas verdes se encontraron por debajo de los niveles maximos establecidos de dichos
compuestos para mariscos de consumo humano (Food and Drug Administration, 2007).
Solamente una tortuga marina de BMA presentd una concentracion de aldrin que excedio
dicho limite (0.3 ppm). El rango de aldrin de este estudio fue cinco veces mas elevado que
el rango reportado en el 2003 en musculo y rifidon de tortugas verdes colectadas en la misma
region (Gardner et al., 2003). La concentracion de endrin de ocho tortugas verdes de PAO
fue mayor a aquella reportada en el Mar Mediterraneo (Mckenzie et al., 1999). Asi mismo,
las concentraciones de p,p’-DDD y de p,p’-DDT, de las dos tUnicas tortugas verdes de BMA
en donde se detectaron estos residuos, fueron mayores a la concentracion reportada en
higado de tortugas marinas del Mar Mediterrdneo, una zona altamente industrializada

(Mckenzie et al., 1999).
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La concentracion y tipo de OC presentes en los organismos pueden mostrar
variaciones regionales relacionadas al tipo de habitat (costero, pelagico) y al grado de
contaminacion y actividad humana presente en la costa (revisado por O’Hara y O’Shea,
2001). Histéricamente la mayor concentracion de HCH se ha reportado en el Océano
Artico, ya que los compuestos mas volatiles pueden ser transportados por la atmosfera
(O’Hara y O’Shea, 2001; EPA, 2011). La ubicacion de PAO, laguna costera en conexion
directa con el Océano Pacifico, puede explicar de la elevada concentracion de elementos
traza, especificamente de Si y Cd, asi como la mayor frecuencia de tortugas verdes con
residuos de OC en comparacion con las tortugas verdes que habitan los canales interiores y
protegidos de BMA. Los procesos naturales que ocurren en la costa occidental de Baja
California, tales como las surgencias han sido considerados como una explicacién de la
elevada concentracion de elementos traza en la zona (Cheng et al., 1976; Martin y
Broenkow, 1975; Shumilin et al., 2000, 2001; Rodriguez-Meza et al., 2007), asi como de la
distribucion y concentracion de PCB y OC (Gutierrez-Galindo et al., 1998).

La elevada concentracion de OC encontrada en las tortugas verdes de BMA, en
comparacion con las de PAO, puede ser el resultado de la actividad agricola desarrollada
desde hace 50 afios en la zona (SAGARPA, 2004). En Baja California la mayor
concentracion de OC y PCB ha sido reportada en las desembocaduras de los arroyos que
atraviesan los campos agricolas, asi como en las zonas costeras con asentamientos urbanos
en donde existen descargas de drenaje (Gutierrez-Galindo et al., 1998; Gardner et al.,
2003). Al este de BMA se localiza el campo agricola conocido como el Valle de Santo
Domingo. Dicho valle es atravesado por el arroyo mas grande de la zona, llamado Las
Bramonas, el cual transporta agua natural y sedimentos estacionalmente hacia BMA
(Cardona et al., 2004).

Los OC, compuestos de alto peso molecular creados por el hombre, son insolubles
en agua, altamente persistentes y moviles en el ambiente. A pesar de que paulatinamente ha
habido una reduccion en el uso de los OC como resultado de sus efectos toxicos, éstos se
han distribuido ampliamente por aire, por el trasporte de sedimentos en los rios y por el
drenaje urbano, llegando a acumularse en el suelo, nieve, agua subterranea, en la superficie

oceanica y en el sedimento marino (Kennish, 1997; Clark, 2001; EPA, 2011). En Norte
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América, compuestos como el lindano y sus subproductos (otros isémeros de HCH) se
siguen utilizando actualmente en la agricultura y en el sector publico como plaguicida
(EPA, 2011). En Meéxico, el lindano y el DDT han sido utilizados por décadas en
programas de salud publica para el control de enfermedades de transmision por insectos,
como la malaria. Estos plaguicidas han sido detectados en poblaciones humanas que
habitan en areas tropicales del pais (Waliszewski et al., 2000). Los insecticidas lindano y
DDT pueden producir anemia aplésica o leucemia en el humano por estar relacionados con
el radical benceno. Los productos metabdlicos intermedios también pudieran resultar
toxicos aun sin presentar el radical benceno de la molécula original (Erslev y Gabuzda,
1981). La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) de los Estados
Unidos, ha considerado que las comunidades que dependen tradicionalmente de comida
proveniente del mar, como ballenas y focas, tienen un mayor potencial de estar expuestos a
HCH por medio de su dieta (EPA, 2011).

Los resultados de este estudio confirman la biodisponibilidad de los OC en la
cadena trofica en el noroeste de México. Los resultados de este trabajo son un motivo de
preocupacion, tanto en términos de la medicina de la conservaciéon como de la salud
publica, si se consideran las preferencias culinarias en Baja California Sur por el consumo
de carne de tortuga marina (Koch et al., 2006; Mancini y Koch, 2009; Senko et al., 2010),
asi como la gama de efectos toxicoldgicos que los OC y elementos no esenciales como el
Cd pueden tener sobre los animales y el humano, tales como efectos neurotdxicos,
inmunosupresion, carcinogénesis y disrupcion endocrina, entre otros (revisado por O’Hara
y O’Shea, 2001; Van der Oost et al., 2003; Aguirre et al., 2006; Porte et al., 2006;
Levengood y Beasley, 2007).

8.7. Efectos fisiologicos de los xenobioticos en la tortuga verde: variaciones temporales
y regionales.

Dentro de la disciplina de la toxicologia ambiental, el empleo de biomarcadores
(bioquimicos, fisioldgicos, histopatologicos) permite cuantificar la condicion o salud de un
organismo en su medio. Bajo este contexto, el estado de salud puede definirse como la

capacidad residual del organismo para resistir al estrés. El estrés es el estado producido por
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las condiciones del ambiente u otros factores que conllevan al organismo a respuestas
adaptativas superiores a su rango normal. Entre mas estresado se encuentre un organismo la
probabilidad de supervivencia se verd reducida, como resultado del desbalance del
funcionamiento normal debido a la movilizacidon de recursos y gasto energético (Mayer et
al., 1992). De ahi radica la ventaja de integrar el uso de biomarcadores en estudios con vida
silvestre, tienen el potencial de ser medidas sensitivas a nivel bioquimico, celular o tisular,
de las condiciones adversas procedentes de la poblacion, previo a los efectos ecologicos
evidentes (e.g. enfermedades, patologias reproductivas, reduccion poblacional) (Mayer et
al., 1992). Aun cuando los biomarcadores no especificos no son ttiles para identificar la
causa (e.g. tipo de contaminante) de los efectos observados, resultan muy utiles para la
evaluacion integral de los impactos simultdneos de multiples toxicos o factores ambientales
a los que estd sometido el organismo. Sin embargo, para dar una adecuada interpretacion es
primordial conocer la variabilidad de estos biomarcadores ante factores tales como la edad,
la temperatura, el sexo, estacionalidad y manejo de la muestra (Mayer et al., 1992),
conocimiento practicamente nulo en tortugas marinas.

Los ecosistemas marinos presentan multiples factores de estrés que pueden afectar
la salud de los vertebrados. Los organismos marinos tienen que ajustarse a las variaciones
temporales y espaciales del ambiente para mantenerse en homeostasis y ser capaces de
crecer y reproducirse (Aguirre et al., 2002: Lesser, 2006). Las tortugas marinas tienden a
concentrarse en la zona costera en habitats particulares para la reproduccion, alimentacion
y desarrollo, lo cual los hace madas susceptibles a condiciones de contaminacion,
florecimientos algales, agentes infecciosos y mayor interaccion con las pesquerias (Aguirre
et al., 2002; Van Houtan et al., 2010). A pesar de que las tortugas marinas son potenciales
indicadores del estado de salud del ambiente marino en el que se encuentran (Aguirre et al.,
2002), son muy pocos y muy recientes los estudios que han evaluado la relacion y el efecto
de los contaminantes quimicos a la respuesta de biomarcadores tales como los
inmunologicos, la VTG, proteinas de union especifica a esteroides sexuales y la actividad
de enzimas antioxidantes como la GST (Keller et al., 2005; Valverde et al., 2008;
Ikonomopoulou et al., 2009; Richardson et al., 2010). El presente estudio es pionero dentro

de su area al realizar por primera vez una evaluacion integral del estado de salud de las
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poblaciones de tortugas marinas en estado silvestre por medio de la cuantificacion de
diversos parametros de salud. A partir de la captura y liberacion de organismos vivos en un
habitat de desarrollo y alimentacion de la tortuga verde del Pacifico Oriental, fue posible
identificar diferencias en las respuestas de los parametros fisiologicos, enddcrinos y
clinicos como resultado de las diferencias en la calidad del habitat, sugiriendo el potencial
uso de los mismos como biomarcadores en tortugas marinas.

El ACP, empleado en el presente trabajo, es un método estadistico que caracteriza la
variacidn existente en un grupo de datos y que describe la relacion entre un conjunto de
variables (Kleinbaum y Kupper, 1978; Horak y Cohen, 2010). Este método, como otros
analisis multivariados (e.g. analisis discriminante, indices generalizados), ha sido utilizado
para distinguir factores ambientales y biologicos que permitan caracterizar, en tiempo y
espacio, el habitat de los organismos a partir de la evaluacion de las respuestas de una serie
de biomarcadores moleculares y bioquimicos (Talavera-Saenz et al., 2007; Cohen y
McGraw, 2009; Pereira et al., 2009; Rodriguez-Ortega et al., 2009; Horak y Cohen, 2010).
En este estudio, el ACP permiti6 identificar aquellas variables que contribuyeron més en la
varianza total de los datos, como la concentracion de los HCH por citar un ejemplo, y
reveld grupos de tortugas verdes con caracteristicas peculiares como aquellas capturadas en
PAO durante el 2005. El andlisis contribuyd de manera significativa a un mejor
entendimiento e interpretacion de las variaciones regionales y temporales observadas en las
respuestas fisioldgicas correlacionadas con las variaciones en la concentracion de los
xenobidticos presentes en las tortugas verdes, confirmando la existencia de diferentes
condiciones ambientales y del habitat de las tortugas durante el periodo de este estudio.

Como se menciond anteriormente (ver apartado 8.6.), las tortugas verdes de PAO
parecen ser mas susceptibles a las alteraciones oceanograficas dado a su cercania con el
Océano Pacifico, mientras que las tortugas de BMA presentan caracteristicas relacionadas a
la actividad agricola de la zona. Con relacion a las diferencias encontradas en la respuesta
inmune de las tortugas verdes de LSI, éstas podrian explicarse por las diferencias
hidrogréficas entre las lagunas costeras. La calidad del ambiente, definida con base en la
temperatura, contaminantes, biotoxinas y eutrofizacion, es un factor de estrés critico para el

estado fisiologico de las tortugas marinas (Milton y Lutz, 2003; Van Houtan et al., 2010).
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La laguna de BMA, a diferencia de LSI, presenta caracteristicas ocednicas por la
combinacion de surgencias y corrientes de marea que transportan agua hacia dentro y fuera
de la laguna (Lluch-Belda et al., 2000b; Zaitsev et al., 2007). En la zona oceanica
adyacente a la boca ocurren procesos importantes de surgencias costeras que aportan altas
concentraciones de nutrientes. El resultado es un aumento de la actividad fotosintética la
cual incrementa los niveles de oxigeno y reduce la acumulacion de nutrientes (Alvarez-
Borrego et al., 1975; Zaitsev et al., 2007). La temperatura y salinidad de BMA se
correlaciona con la batimetria del sitio presentando los valores mas altos en las zonas de
menor profundidad como la zona de canales (Alvarez-Borrego et al., 1975). Por lo tanto, es
muy probable que la caracteristica anti-estuarina de LSI y su batimetria somera
predominante, genere un ambiente de mayor temperatura, salinidad, con acumulacion de
sedimentos y/o contaminantes y reducida concentracién de oxigeno disuelto. Todas ellas
condiciones criticas para la salud de las tortugas marinas (Milton y Lutz, 2003).

Gran variedad de factores enddgenos y exdgenos a los que se enfrentan las tortugas
marinas pueden alterar la capacidad fisiologica de los organismos y de las poblaciones para
responder a las situaciones de estrés en su ambiente (Jessop et al., 2004). La
inmunosupresion, estd intimamente ligada con la presencia de fibropapilomatosis en
tortugas marinas (Aguirre et al., 1995) y, como se discutié anteriormente, en LSI es la
laguna donde se encontr6 el primer caso de fibropapiloma de la peninsula de Baja
California (Reséndiz et al., 2011). En las tortugas caguama y en otros organismos marinos
se ha determinado que existe una elevada sensibilidad del sistema inmune ante la presencia
de elementos traza y contaminantes como los PCB (Rice y Arkoosh, 2002; Keller et al.,
2005; 2006; Day et al., 2007; Frouin et al., 2010). En este estudio no fue posible evaluar el
estado oxidativo de las tortugas de LSI y no se obtuvieron datos de OC en las mismas; con
relacion a los elementos traza, inicamente el Zn se correlacion6 con la proporcion de
heterofilos y linfocitos de las tortugas verdes. Las infecciones, como la que aparentemente
presentaron las tortugas verdes de LSI, estimulan la respuesta inmune innata mediada por
los granulocitos (heterdfilos y macrofagos) los cuales liberan y producen compuestos
citotéxicos como ROS con la finalidad de controlar la infeccion y la presencia de patégenos

(Bertrand et al., 2006). Los resultados de este trabajo sefialan la importancia de generar un
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estudio mas completo del estado de salud de las tortugas verdes de LSI que considere las
caracteristicas particulares de su habitat.

La cuantificacion del incremento de la actividad de ciertas enzimas (e.g.
transaminasas, fosfatasa alcalina) o de biomoléculas en un tejido (e.g. citocromo Pys,
metalotioneinas) son ejemplos de biomarcadores especificos a un compuesto toxico u
organo. La presencia de ciertas enzimas en la sangre se utiliza como un indicador del dafio
y del grado del mismo a un organo especifico (Mayer et al., 1992). En humanos, el
incremento en la actividad de las enzimas transaminasas en la sangre es un indicador de
dafio hepatico entre otras funciones (Laguna, 1967). La AST es una enzima no especifica
citosolica y mitocondrial encontrada en una variedad de tejidos; la ALT, enzima citosolica,
es especifica del higado (Mayer et al., 1992). Ambas enzimas han sido utilizadas como
medida de estrés en peces e invertebrados; multiples estudios han reportado un incremento
en la actividad de las transaminasas en organismos expuestos a concentraciones toxicas de
elementos traza y xenobidticos organicos (revisado por Mayer et al., 1992). En este estudio,
se encontraron correlaciones positivas (AST) y negativas (ALT) entre la actividad de las
transaminasas y la concentracion de Cd, Si y OC (aldrin y suma de ciclodienos) de las
tortugas verdes. Resultados similares han sido reportados previamente en tortugas marinas,
la concentracion de OC, tales como DDT’s y PCB’s, en sangre y tejido adiposo, se ha
correlacionado con la actividad de la AST en la tortuga carey (E. imbricata), por lo cual
esta enzima ha sido sugerida como probable indicador de dano celular hepatico en tortugas
marinas (Keller et al., 2004a).

El higado de las tortugas marinas es el segundo tejido en importancia en la
acumulacion de metilmercurio y OC (Gardner et al., 2003, Aguirre et al., 2006; Kampalath
et al., 2006). Se ha sugerido que la gran variedad de OC presentes en tejidos de tortuga
verde es debida a una exposicion desde las primeras etapas de vida cuando su dieta es
carnivora (Gardner et al., 2003). En este estudio, los subadultos y adultos tendieron a
presentar una mayor actividad de las enzimas ALT (50%) en PAO y BMA, y de AST
(35%) en BMA en comparacion con las tortugas juveniles, aunque dichos parametros no se
correlacionaron con la talla de las tortugas. Las diferencias fisiologicas por edad y sexo de

los individuos son factores que determinan los efectos que la acumulacion de
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contaminantes quimicos puedan generar en las tortugas marinas (Milton y Lutz, 2003). La
mayor actividad de las enzimas transaminasas observada en los adultos de tortuga verde
pudiera ser resultado de la acumulacion de los contaminantes a lo largo de toda su vida. Es
probable que los adultos sean mds susceptibles a presentar dafo hepatico por
bioacumulacion de contaminantes en comparacion con juveniles y crias.

El estado nutricional de las tortugas marinas es otro factor que debe estar
relacionado con la susceptibilidad a enfermedades y con los efectos toxicos de los
contaminantes. Los cambios ciclicos de las concentraciones de lipidos en las reservas de
grasa, correlacionados a la estacionalidad, migracion, ayuno, entre otros factores, generan
una movilizacion y aumento de los contaminantes quimicos (€.g. OC) en la circulacion
sanguinea, lo cual pudiera aumentar su toxicidad en el organismo y las interpretaciones
toxicoldgicas (Clark, 2001; O’Hara y O’Shea, 2001). Por otro lado, los efectos bioldgicos a
concentraciones minimas de Cd dependeran de su distribucion en los 6rganos, dentro de un
tejido determinado, asi como de la concentracion de otros micronutrientes con los cuales
puede interactuar, tales como el Zn, Fe, Ca y Cu (Perry et al., 1976; Peraza et al. 1998).
Una dieta pobre en proteinas y vitaminas genera mayor susceptibilidad a intoxicacion por
Cd (revisado por Peraza et al., 1998). Micronutrientes como el Se y Zn participan en la
prevencion de estrés oxidativo al ser catalizadores y elementos estructurales de las enzimas
antioxidantes, por lo que la deficiencia de dichos micronutrientes en la dieta puede generar
una disminucion de la actividad de enzimas como SOD y GPx y aumentar el efecto tdxico
del Cd (Peraza et al. 1998; Martinez-Alvarez et al., 2005).

Las tortugas verdes de PAO tuvieron una mayor concentracion de Cd y Si durante el
2005, ano en que las tortugas presentaron una menor condicidon corporal y en el que, de
acuerdo a la informacion obtenida con los pardmetros clinicos (€.g. menor concentracion de
proteinas; ver apartado 8.2), los organismos se encontraron en un ambiente de menor
disponibilidad y/o calidad nutricional. Dichas caracteristicas pudieron haber influido en los
efectos toxicos del Cd y Si en las tortugas verdes de PAO durante el 2005. La correlacion
positiva observada entre la concentracion del Cd y Si con la actividad de las enzimas
transaminasas, TBARS y Mn-SOD en el 2005 apoya esa hipdtesis. La concentracion de Cd

y Si en las tortugas verdes también se correlacionaron con multiples parametros clinicos
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como el acido urico, el calcio, glucosa y la proporcidon monocitaria sugiriendo una
afectacion a la salud de las tortugas verdes. Son pocos los sintomas de los organismos por
la exposicion cronica a Cd y, cuando éstos son aparentes, los animales presentan multiples
efectos toxicos por la acumulaciéon tales como hipertension, enfermedades coronarias,
anemia, efectos autoinmunes, edema pulmonar, afecciones renales, alteraciones 6seas, al
sistema reproductor y posible carcinogénesis (Perry et al., 1976; Peraza et al., 1998;
Rubio, 2002).

Las alteraciones a nivel bioquimico reflejan tanto la exposicion como el efecto en el
organismo ante cambios en el ambiente quimico. Los indicadores bioquimicos son los
primeros en ser detectados y los mas sensibles, que pueden sugerir los posibles efectos
adicionales que pueda sufrir el 6rgano o individuo en cuestion (Stegeman et al., 1992). En
este estudio, tanto la concentracién de los OC como de los elementos traza estuvieron
correlacionadas con multiples parametros clinicos y hematolégicos. El mismo resultado ha
sido observado previamente en tortugas caguamas, dichas correlaciones, positivas o
negativas, reflejan alteraciones a la concentracion en la concentracion de carbohidratos,
proteinas y regulacion de electrolitos y, por ende, sugieren una afectacion a la salud de las
tortugas marinas (Keller et al., 2004a; 2005).

Las correlaciones entre los contaminantes quimicos y los parametros clinicos, asi
como las variaciones observadas en la actividad de las transaminasas en las tortugas verdes
(e.g. mayor actividad en organismos lesionados y en adultos), deben ser tomadas como un
resultado precautorio ya que previamente se ha reportado hiperplasia en conductos biliares
de higado de tortugas verdes de BMA, lo cual pudiera ser resultado de los efectos toxicos
de la exposicion a contaminantes quimicos (Cordero-Tapia, 2005). Asi mismo, los valores
maximos de AST y ALT reportados en este estudio son mayores a los valores de referencia
reportados para Ch. mydas (Bolten y Bjorndal, 1992; Aguirre y Balazs, 2000; Whiting et
al., 2007) y otras especies de reptiles como el cocodrilo (Crocodylus palustris) (Stacy y
Whitaker, 2000). Es necesario realizar nuevos estudios que examinen la concentracion y
distribucion de las enzimas transaminasas en los 6rganos de las tortugas marinas (Keller et

al., 2004a) y su relacion con la concentracion de OC y elementos traza.
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La funcion central de las defensas antioxidantes es la de evitar la formacion de
ROS, tales como el radical superoxido (O,7) y el peroxido de hidrogeno (H,0,), o reducir
su flujo en los sistemas bioldgicos para prevenir la produccion del radical hidroxilo (HO"),
el mas reactivo y dafiino de los radicales (Lesser, 2006). La intoxicacion por ciertos metales
de transicion, como el Fe, Cu y Mn, pueden promover estrés oxidativo (e.g. peroxidacion
de lipidos y dafio a ADN) en los organismos debido a que pueden actuar como
catalizadores en diversas reacciones generadoras de ROS (Stohs y Bagchi, 1995; Pinto et
al., 2003). Ejemplos de ello son la reacciéon de Fenton (Fe*"y Cr’") y el ciclo de Haber-
Weiss (Cu”™ y Fe’™) en los cuales los metales catalizan la formacion de HO™ (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Otros elementos como el Pb, Hg, Cd y Ni, pueden promover el estado
pro-oxidante y la produccion de ROS al reducir las concentraciones de otros antioxidantes,
como el tripéptido glutation, y afectar las uniones de los grupos sulfidrilos (Stohs y Bagchi,
1995; Pinto et al., 2003).

Entre zonas de estudio se encontraron diferencias en la actividad de las defensas
antioxidantes de las tortugas verdes. Estas diferencias pudieran estar relacionadas a las
diferencias regionales en la concentracion de contaminantes quimicos. La actividad de las
enzimas t-SOD, CuZn-SOD y MnSOD resulté ser mayor en las tortugas de BMA, mientras
que las tortugas de PAO presentaron mayor actividad de la CAT. En las tortugas verdes de
PAO, la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y GST estuvieron correlacionadas con
la concentracion de un gran nimero de OC, mientras que en BMA la actividad de la CAT,
t-SOD y Mn-SOD estuvieron correlacionadas principalmente con la concentracion de los
elementos traza. En peces, los pardmetros de estrés oxidativo se han propuesto como
marcadores de contaminantes; sin embargo, no se ha encontrado un patrén claro en las
respuestas de las defensas antioxidantes, ya que existe gran variacion entre especies, en una
misma especie entre tejidos e, incluso, los tejidos pueden desarrollar respuestas adaptativas
especificas para proteger a las células expuestas a pesticidas (revisado por Martinez-
Alvarez et al., 2005).

De manera general, se ha reportado en la literatura una mayor actividad de las
enzimas SOD, CAT, GPx y GST en peces que han estado expuestos a contaminantes como

metales pesados y OC (revisado por Van der Oost et al., 2003; Martinez-Alvarez et al.,
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2005; Elia et al., 2006; Hansen et al., 2006), tal como las correlaciones observadas entre las
enzimas antioxidantes y los OC de las tortugas verdes de este estudio. Sin embargo, la
exposicion de las tortugas verdes a aldrin y a los ciclodienos genero tanto un incremento de
la actividad de la GST (PAO) como una disminucion de la misma (BMA). En muchas
especies de peces se ha reportado tanto la reduccion como el incremento de la actividad de
las defensas antioxidantes por la exposicion de los organismos a compuestos
biodegradables, tales como los hidrocarbonos aromaticos (revisado por Van der Oost et al.,
2003). En tortugas marinas es necesario entender las respuestas selectivas de las enzimas
antioxidantes a los contaminantes quimicos, ya que una misma enzima puedo estar
correlacionada, tanto negativa como positivamente, con los elementos traza.

Todas las isoformas de SOD tienen propiedades antioxidantes, la enzima Cu,Zn-
SOD es principalmente citosolica, mientras que la enzima Mn-SOD se encuentra
principalmente en la mitocondria; su funcion es la de dismutar el O,* en H,O, y oxigeno
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Lesser, 2006) reduciendo la posibilidad de dafo oxidativo.
En este estudio las isoformas de SOD estuvieron correlacionadas con la concentracion de
Se, Cd y Zn presentes en sangre de las tortugas verdes. Se ha reportado previamente un
incremento en la actividad de la enzima SOD como resultado de la exposicion a Cd en
camaron (Palaemonetes pugio) (Downs et. al., 2001), a Fe en pez dorado (C. auratus)
(Bagnyukova et al., 2006) y como resultado de la exposicion a metales pesados en trucha
(Salmo trutta) (Hansen et. al., 20006).

La CAT es una enzima que cataliza la conversion del H,O, a H;O y O, (Lesser,
2006). Esta en las tortugas verdes se correlaciond con diversos elementos traza como Ni y
Siy con la concentracion del clordano, endrin sulfato y la suma de DDT. La enzima GST
se conjuga con los xenobioticos lipofilicos (e.g. OC) actuando como una enzima
acarreadora de los compuestos toxicos e incrementando su solubilidad en agua,
promoviendo de esta manera su eliminacion 6 la reduccion de su capacidad para unirse con
otras macromoléculas celulares, tales como el ADN (Stegeman et al., 1992). En este trabajo
la actividad de la GST de las tortugas verdes de PAO se correlaciond con gran variedad de
OC. El higado de los vertebrados es la mayor fuente de GST (Stegeman et al., 1992). En la

tortuga verde, la mayor actividad de la GST se ha encontrado en el higado seguido de los
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rifiones (Valdivia et al., 2007). Las correlaciones encontradas en este trabajo entre las
enzimas antioxidantes CAT, t-SOD y GST con los OC y elementos traza sugieren que, por
su funcion detoxificante, pueden ser biomarcadores ttiles y sensibles a la exposicion a
contaminantes quimicos persistentes en la tortuga verde del Pacifico Oriental, lo cual ha
sido sugerido en otros grupos animales, como peces (Elia et al., 20006).

La toxicidad del O, se debe a una sobre produccion de O," en los organismos
aerobios (Halliwell y Gutteridge, 1999). La tasa de produccion de O, puede ser utilizada
como una medida de la potencial sintesis de ROS y estrés oxidativo de los tejidos (Valdivia
et al., 2007). La cuantificacion de la peroxidacion de lipidos es utilizada como indicador de
dafio inducido por ROS. Se considera que los niveles de TBARS son proporcionales a la
produccion de O,” (Valdivia et al., 2007). El Cd compite con metales de transicion
esenciales en los sitios activos de enzimas, generando un aumento de iones de Fe*" y Cu*"
y, por ende, un incremento en la generacion de ROS (Martinez-Alvarvez et al., 2005). Se
ha reportado que el Cd puede incrementar los niveles de peroxidacion de lipidos en tejidos
tan pronto como éstos han sido expuestos al metal (Stohs y Bagchi, 1995). Peces expuestos
a concentraciones de Cd presentan un aumento en la actividad de SOD, GPx y CAT en
higado y rifién (revisado por Martinez-Alvarez et al., 2005) y en la actividad de Mn-SOD
en sangre de las tortugas verdes de este estudio. La correlacion positiva de los niveles de
TBARS y la concentracion de Cd, clordano y heptacloros en las tortugas verdes de PAO,
sugiere que dicho pardmetro oxidativo puede ser utilizado como un marcador temprano y
sensible de la exposicion a xenobiodticos en tortugas marinas. La concentracion de TBARS
y la actividad de las enzimas t-SOD y GPx observadas en este estudio son menores a las
reportadas en plasma de tortugas verdes del mar Arabico con concentraciones de Cd en
higado mayores a las de este estudio (Bicho et al., 2006).

La VTG es la proteina encargada del transporte y almacenamiento de importantes
cantidades de material lipidico, principalmente triglicéridos, ademas de carbohidratos y
calcio durante la maduracion sexual de las hembras (revisado por Hamman et al., 2003).
Las hormonas tiroideas tienen multiples efectos en el crecimiento y desarrollo de los
vertebrados; intervienen en el desarrollo de las gonadas, en el metabolismo intermediario y

en la regulacion del crecimiento somatico, entre otras funciones (Mayer et al., 1992). La
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activacion del sistema tiroideo es la sefial hormonal de que el animal se encuentra en un
adecuado estado nutricional para proceder hacia funciones fisiologicas que conllevan un
gasto energético, tales como la reproduccion y el crecimiento (Dickhoff y Darling, 1983;
Licht et al., 1985b). La tiroides de peces, anfibios y reptiles se encuentra activa durante
condiciones favorables para la supervivencia y el sistema se inactiva en periodos de
inanicion o hibernacion (Dickhoff y Darling, 1983). En crias de focas grises (Halichoerus
grypus) recién destetadas, se ha reportado una correlacion significativa entre los niveles de
T4y la condicion corporal de las focas (Hall et al., 2003). Los resultados de este trabajo
sugieren que la T4 y la VTG son parametros enddcrinos que pueden ser utilizados como
biomarcadores de la condicion corporal de las tortugas marinas asi como de condiciones
ambientales desvaforables. Ambos pardmetros se encontraron en mayor concentracion en el
plasma de las tortugas verdes durante los periodos en que los organismos presentaron un
mejor estado nutricional y mayor condicion corporal.

La evaluacion de los niveles de hormonas como la T4 predicen, en términos
generales, problemas en el crecimiento y desarrollo de los organismos (Mayer et al., 1992).
En este estudio las menores concentraciones de T4 observadas estuvieron correlacionadas
con la elevada concentracion de Si de las tortugas verdes de PAO y LSI durante el 2005.
Adicionalmente, en PAO, la T4 se correlaciond negativamente con la concentracion de
aldrin y la suma de los DDT. En los Grandes Lagos en Michigan, a partir de 1970 se
encontraron efectos evidentes en la tiroides y en la concentracion de las hormonas tiroideas
de los salmones y gaviotas relacionados a las elevadas concentraciones de OC y PCB. A
pesar del control de dichos contaminantes en 1980, los efectos continuaron observandose
en afos recientes (Colborn, 2002). En focas grises en vida libre también se ha reportado
correlacion entre los niveles de T4 en sangre y la concentracion de éteres difenilos
polibrominados acumulados en la capa de grasa de los organismos (Hall et al., 2003).

En los ultimos afios se ha prestado mucha atencion en el potencial uso de la VTG
como proteina marcadora de disrupcidon enddcrina y exposicion a contaminantes
ambientales en los ecosistemas acuaticos (ver revisiones de Van der Oost et al., 2003; Porte
et al., 2006). El no haber encontrado una correlacion entre los OC y la concentracion de

VTG es un resultado favorable que sugiere que la disrupcion endocrina por los
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contaminantes persistentes presentes en las tortugas verdes no es un problema en estas
poblaciones, sobre todo si se considera que los niveles de VTG fueron menores a los
reportados en hembras adultas en periodo reproductivo (Herbst et al., 2003). Este resultado
puede deberse a las minimas concentraciones de contaminantes encontradas en la sangre de
las tortugas verdes. En el Mar Mediterraneo, localizado en una de las zonas mas
industrializadas y contaminadas del mundo, se encontré una dramatica induccion de VTG
en machos adultos de pelagicos mayores como el pez espada (Xiphias gladius) y el atin de
aleta azul (Thunnus thynnus thynnus) (revisado por Porte et al., 2006).

Sin embargo, no todos los estudios realizados con organismos en vida libre han
encontrado diferencias en la concentracion de VTG entre sitios contaminados y no
contaminados (revisado por Mayer et al., 1992; Foster et al., 2001), correlaciones
significativas entre la concentracion de VTG y los contaminantes quimicos (OC y PCB)
(Foster et al., 2001) 6 evidencia de niveles de VTG como en las tortugas caguama machos
que habitan en un ambiente potencialmente estrogénico (Valverde et al., 2008). La
evaluacion de los efectos directos de los compuestos quimicos persistentes y elementos
traza, principalmente Cd, sobre los niveles de VTG y la expresion génica de la proteina se
ha realizado principalmente en peces e invertebrados in vitro (Pereira et al., 1993; Sumper
y Jobling, 1995; Novillo et al., 2005). Debido a la escasez de estudios, es muy poca la
informacion para comprender las variaciones encontradas entre estudios, como el
incremento, disminucion o efecto nulo de los contaminantes quimicos sobre los niveles de
VTG (Melancon et al., 1992). Con la finalidad de descartar la disrupcion enddcrina en las
tortugas verdes juveniles de esta region es necesario correlacionar los niveles de VTG con
las concentraciones de OC presentes en 0rganos de almacenamiento como el tejido adiposo
y las gonadas, 6 aquellos con funcidn detoxificante, como el higado y el rifién, asi como
realizar estudios enfocados a definir y entender los patrones normales de la produccion de
VTG en tortugas marinas.

Los contaminantes quimicos pueden alterar el sistema enddcrino sin limitarse a un
organo o mecanismo molecular especifico, por ejemplo, la alteracion de la produccion de
esterodies, la alteracion de las hormonas pituitarias o hipofisiarias, la biotransformacion de

las hormonas en el higado y la competencia directa con las hormonas (Guillette y
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Gunderson, 2001). Para dar una mejor interpretacion sobre los efectos directos ocasionados
por los contaminantes en el ambiente acudtico y la potencial evidencia de disrupcion
endocrina en organismos en vida libre, es necesario generar estudios meticulosos que
incluyan una evaluacion extensiva de los mecanismos de disrupcién, muestreos de
seguimiento continuos con los que se puedan generar indices de disrupcion, asi como
estudios comparativos con subpoblaciones reproductivamente sanas y/o intensamente
contaminadas como punto de referencia (Guillette y Gunderson, 2001; Wasser et al., 2002).

Los esteroides sexuales en fauna silvestre, incluidos los cocodrilos y tortugas
marinas, han resultado ser marcadores sensibles a las alteraciones ambientales. Se ha
demostrado que como la ketotestosterona, T y E; presentan alteaciones en su concentracion
en ambientes altamente contaminados (Guillette et al., 1994; revisado por Guillette y
Gunderson, 2001); pueden presentar correlaciones directas con contaminantes quimicos
como los OC (Foster et al., 2001; Hall et al., 2003) e incluso se ha demostrado que pueden
competir por los sitios de unién de los receptores protéicos con muchos de los pesticidas
evaluados en este estudio (e.g. dieldrin, endosulfan, DDT, clordano) (Vonier et al., 1996;
Arnold et al., 1997; Ikonomopoulou et al., 2009).

Se ha reportado que la combinacidén e interaccion de diversos contaminantes
quimicos pueden inhibir con mayor efectividad la unién entre el E, y sus receptores
protéicos, incluidos los contaminantes que por si solos presentan una actividad estrogénica
débil o nula como el dieldrin y el clordano reportados en el presente estudio (Sumpter y
Jobling 1995; Vonier et al., 1996; Arnold et al., 1997). La mezcla de diversos
contaminantes ambientales puede presentar efectos enddcrinos mas pronunciados que la
concentracion de un solo compuesto quimico de manera independiente (Sumpter y Jobling
1995). En este trabajo la combinacion de todos los contaminantes quimicos medidos en las
tortugas verdes se correlacioné con la concentracion de T (BMA), glucosa, calcio, acido
urico, VTG, colesterol y la actividad de las enzimas GST y Cu,Zn-SOD (PAO), sugiriendo
una sinergia de la mezcla de contaminantes quimicos presentes en las tortugas verdes con
efectos fisiologicos perjudiciales.

Aunque las respuestas hormonales en los tejidos no son inmediatamente letales,

pueden reducir el tiempo de vida de los organismos y en términos del funcionamiento, la
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alteracion enddcrina puede tener efectos serios en el éxito reproductivo y en el crecimiento
de la poblacion (Colborn, 2002). Las alteraciones reproductivas, tales como disminucioén
del tamafio y numero de huevos, disminucion de la supervivencia de embriones y crias
eclosionadas y alteraciones morfologicas de las gonadas en organismos juveniles,
reportadas en organismos oviparos, como aves, peces y el cocodrilo americano (Alligator
misissippiensis), pudieran también presentarse en tortugas marinas que habiten ambientes
altamente contaminados (Guillette et al., 1994; Guillette y Gunderson, 2001; Foster et al.,
2001).

El haber encontrado correlaciones significativas entre los OC y los elementos traza
medidos en sangre con multiples parametros clinicos y bioquimicos de los organismos,
sugiere que dichos contaminantes quimicos tienen efectos directos y a corto plazo en el
estado de salud y metabolismo oxidativo de las tortugas verdes de PAO, LSI y BMA. Es
probable que los OC medidos en el plasma tengan un efecto a largo plazo, no evaluado en
el presente estudio, como resultado de sus caracteristicas lipofilicas y sus patrones de
bioacumulacion y detoxificacion. Evaluar la relacion entre los OC acumulados en 6rganos
como el higado, rifién y tejidos adiposo con los pardmetros clinicos y hematoldgicos de las
tortugas verdes ampliaria el conocimiento sobre el efecto clinico de estos xenobidticos a la

salud de las poblaciones de tortugas marinas.
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9. CONCLUSIONES

La poblacion de tortugas verdes en la costa occidental de Baja California Sur estuvo
conformada principalmente por organismos juveniles. La laguna costera de PAO
presento la mayor densidad de tortugas verdes con el mayor rango de tallas.

El estado fisico de las tortugas verdes es considerado bueno al no encontrarse
evidencia de lesiones por depredacion, dafio antropogénico o signos de
enfermedades. Los pardmetros bioquimicos sanguineos y hematologicos se
encontraron dentro de los rangos de referencia de poblaciones sanas de la misma
especie alrededor del mundo, por lo que la poblacion de Baja California Sur se
considera saludable.

Los indices de condicion corporal empleados en este studio resultaron ser
herramientas utiles y practicas para la evaluacion de la condicion corporal de las
tortugas marinas a partir de los datos individuales de peso y talla. El indice Krel
resultd ser un mejor estimador para evaluar diferencias en la condicion corporal
entre diversos factores bidticos y abidticos.

Las tortugas verdes de BMA presentaron una condiciéon corporal mayor a la
reportada en afos previos. Las tortugas lesionadas de BMA y PAO presentaron una
condicion corporal menor en comparacion con las sanas y, en PAO, presentaron
incluso una reduccion en la tasa de incremento de la condicidon corporal por
centimetro de talla.

Las tortugas verdes de LSI presentaron una mayor condicién corporal en
comparacion con PAO y poblaciones del Golfo de California. Los valores clinicos
sanguineos normales y el hemograma alterado sugiere un evento infeccioso agudo
durante el verano del 2006.

Los indices de condicion corporal, evaluados en conjunto con los pardmetros
bioquimicos sanguineos y el perfil hormonal, resultaron ser marcadores ttiles del
estado fisico y nutricional de la tortuga verde. Las tortugas verdes presentaron una
mayor condicién corporal en el verano y durante los afios 2005 (BMA) y 2006
(PAO), periodos en que los organismos presentaron las mayores concentraciones de
proteinas, acido urico, glucosa, triglicéridos, colesterol, T4 y VTG.

Los rangos de la concentracion de T, E; y T4 de las tortugas verdes resultaron ser
similares a los rangos reportados en neonatos de la misma especie y mayores a las
reportadas en organismos adultos durante el periodo reproductivo. No existe
evidencia de disrupcion estrogénica en la poblacion, al no haber encontrado una
correlacion entre la concentracion de VTG, detectada en todos los organismos, con
la concentracion de OC y E, de las tortugas verdes.
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10.

11.

12.

13.

14.

La concentracion de elementos traza y OC medidos en sangre fue menor a las
reportadas previamente en higado, rifidon, musculo y tejido adiposo en tortugas
verdes de BMA y en poblaciones de la misma especie alrededor mundo.

Las diferencias del habitat, de disponibilidad de alimento y/o diferencias en las
condiciones ambientales, se reflejaron en la variabilidad temporal y regional de los
parametros de salud (clinicos, enddcrinos, hematoldgicos, metabolismo oxidativo) y
concentracion de los contaminantes quimicos.

PAO present6 la mayor frecuencia de individuos con residuos de OC y la mayor
concentracion de Cd, Si y heptacloro en los organismos, mientras que las tortugas
verdes de BMA presentaron las mayores concentraciones de HCH y la mayor
actividad antioxidante de la SOD.

La elevada concentracion de Cd y Si encontrada en las tortugas verdes de PAO
durante el 2005 estuvo correlacionada con un aumento de la proporcion de
monocitos, concentracion de TBARS (dafio oxidativo) y mayor actividad de las
enzimas AST y Mn-SOD, asi como con una disminucion de la concentracion de Ta,
VTG, glucosa y écido trico.

La direccion de las correlaciones encontradas entre los parametros de salud y la
concentracion de elementos traza y OC en las tortugas verdes confirmaron la
hipotesis planteada en este trabajo, observandose un incremento de los niveles de
TBARS, T, aumento de la respuesta inmune y de la actividad de enzimas como la
AST y defensas antioxidantes, entre otros, en respuesta a una mayor concentracion
de xenobioticos.

Las multiples correlaciones entre los los parametros de salud y los contaminantes
demostraron la elevada sensibilidad fisiologica de Ch. mydas a minimas
concentraciones de contaminantes, sin mostrar signos evidentes de enfermedad, por
lo que se propone como una especie centinela de sus hébitats locales.

Se sugieren como marcadores de condicion corporal y estado nutricional de las
tortugas marinas la cuantificacion de glucosa, acido turico, proteinas, colesterol y
triglicéridos y, como potenciales marcadores de condiciones ambientales especificas
y de exposicion a xenobidticos, la cuantificacion de la actividad de las enzimas
GST, SOD, AST y de la concentraciéon de TBARS, VTG y T4.
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10. RECOMENDACIONES

e Realizar la toma de las muestras sanguineas en la embarcacion, inmediatamente
después de haber liberado a la tortuga marina de la red durante los muestreos, con la
finalidad de reducir el estrés en los animales y el efecto del mismo en la
cuantificacion de los parametros clinicos.

e Incluir la ubicacion y el conteo de epibiontes presentes en los organismos durante el
examen fisico visual de las tortugas marinas, con el objetivo de incorporar el grado
de parasitismo en la clasificacion del estado fisico y durante las evaluaciones de
salud.

e Utilizar el hemocolorante rapido de tres pasos marca Hysel para la tincién de los
frotis sanguineos.

e Incluir la cuantificacion del hematocrito, concentraciéon de hemoglobina y la
cuantificacion leucocitaria y eritrocitaria absoluta, en los estudios que tengan por
objetivo la evaluacion del estado de salud de la tortuga verde del Pacifico Oriental.
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Anexo 1. Curvas estandar, sensibilidad y precision (CV, coeficiente de variacion) de los ensayos ELISA realizados para la cuantificacion
de vitelogenina, esteroides sexuales y tiroxina en la tortuga prieta, Ch. mydas.

CV intra-ensayo CV inter-ensayo
(Yo) (Ye)

Vitelogenina 0.00120.5 pgmL-1 0.001 pg mL-1 4.87
3.52

9.2 7.99

Parametro Curva estandar Sensibilidad

Estradiol 0-1000 pg mL-1 10 pg mL-1 6.72
4.14 5.90

Testosterona 0-16.7 ng mL-1 0.022 ng mL-1 5.55
4.82 5.28

Tiroxina 0-32 pg 100 mL-1 0.6 pg 100 mL-1 4.25
3.55 4.08




Anexo 2. Parametros de la quimica sanguinea de la tortuga prieta (Chelonia mydas) de Punta Abreojos y Bahia Magdalena agrupados por
estacion.

Estacion
Invierno Verano
Media DE Rango n Media DE Rango n
Punta Abreojos
LRC (cm) 62.60 12.30 50.30-91.50 10 64.30 11.50 43.90-92.40 33
Proteinas totales (g/dL) 5.53 0.89 4.10-6.85 10 5.56 1.17 1.16-7.94 32
Albumina (g/dL) 1.27 0.15 0.95-1.41 8 1.28 0.43 0.70-2.10 33
Globulina (g/dL) 4.51 0.76 3.05-5.53 8 4.28 1.28 0.32-7.03 32
Razon A/G  0.29 0.08 0.21-0.46 8 0.40 0.44 0.13-2.61 32
Alcalina Fosfatasa (U/L) 53.41 15.55 34.95-85 10 39.64 27.45 0.00-112 33
Colinesterasa (U/L) 4463 542 3545-5290 10 4263 537 3365-5181 23
ALT (U/L) 26.35 33.56 3.50-98 10 15.98 14.69 1.50-70.5 33
AST (U/L) 205 29.00 176-272 10 176 115 10.05-346 33
GGT (U/L) 0.05° 0.04 0.01-0.12 8 2.19° 1.51 0-5.28 21
Potasio (mmol/L) 3.60° 0.79 2.75-5.45 10 491° 1.56 2.60-8.95 32
Sodio (mmol/L) 175° 20.13 142-211 10 153° 5.99 143-164 15
Creatinina (mg/dL) 2.08 0.11 1.97-2.27 10 5.17 4.95 1.70-14.80 33
Acido Urico (mg/dL) 1.06" 0.84 0.30-3.30 10 3.45° 3.57 0.30-12.90 33
Colesterol (mg/dL) 148 28.94 98-176 10 176 56 81-326 32
Triglicéridos (mg/dL) 186 122 54.5-407 10 160 108 24-484 32
Glucosa (mg/ dL) 93.45" 10.46 79-111 10 135° 42.04 71.50-298 32
Calcio (mg/dL) 7.15 1.71 3.80-10 10 7.94 2.33 1.80-12.45 33

Fosforo (mg/dL) 11.98 3.23 7.55-17.10 8 10.93 5.83 0.64-27.60 32




Anexo 2 (Continua)

Estacion
Invierno Verano
Media DE Rango n Media DE Rango n
Bahia Magdalena
LRC (cm) 56.01 6.60 48-68.20 10 58.50 9.90 40.40-80.30 14
Proteinas totales (g/dL)  4.60 0.80 3.30-5.85 10 4.67 0.78 3.20-5.70 14
Albumina (g/dL)  0.77 0.12 0.65-0.96 9 0.82 0.38 0.10-1.70 14
Globulina (g/dL)  3.94 0.71 2.65-4.89 9 3.85 0.87 2-5 14
Razon A/G  0.20 0.03 0.15-0.25 9 0.24 0.15 0.02-0.60 14
Alcalina Fosfatasa (U/L) 41.43 23.94 8.85-93.7 9 72.42 68.93 8.63-284 14
Colinesterasa (U/L) 2744 3227 306-7452 10 3201 2011 126-5683 12
ALT (U/L) 20.78 10.77 5-43 9 26.38 21.13 3.50-78 14
AST (U/L) 190 55.05 119-300 9 186 85.51 17.52-341 14
GGT (U/L) 3.38 3.04 0.55-9.75 9 6.02 9.15 1.20-36.05 14
Potasio (mmol/L)  2.90 1.21 1.40-4.55 10 3.19 1.89 0.80-7.30 14
Sodio (mmol/L) 149 10.32 134-161 7 144 13.83 120-159 6
Creatinina (mg/dL)  1.81 0.31 1.20-2.10 10 2.64 3.63 0.51-11.40 14
Acido Urico (mg/dL)  1.58 0.91 0.55-3.5 10 2.69 235 0.35-8.50 14
Colesterol (mg/dL) 98.15" 38.93 56-185 10 150° 68.72 50.50-277 14
Triglicéridos (mg/dL) 106" 36.91 49-162 10 176° 94.78 38-311 13
Glucosa (mg/ dL) 120 38.36 73.50-160 10 132 34.03 87-206 14
Calcio (mg/dL)  7.59 0.83 6.05-9.25 10 7.77 1.47 5.50-10.55 14
Fosforo (mg/dL)  9.93 1.80 7.70-12.85 9 10.54 4.88 2.51-17.50 14

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazéon; DE, desviacion estandar; Razén A/G, razon albumina/globulina; ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamiltransferasa; NA, no aplica; superindices, diferencias
estadisticamente significativas entre grupos p<0.05.



Anexo 3. Parametros de la quimica sanguinea de tortuga prieta (Chelonia mydas) de Punta Abreojos y Bahia Magdalena agrupados por
afio.

2005 2006
Media DE Rango n Media DE Rango n

Punta Abreojos
LRC (cm)  64.10 10.90 48.60-91.50 33 63.40 14.30 43.90-92.40 10

Proteinas totales (g/dL) 5.68 1.17 1.16-7.94 32 5.15 0.76 3.90-6.30 10
Albumina (g/dL) L.11° 0.25 0.70-1.58 31 1.82° 0.17 1.60-2.10 10
Globulina (g/dL) 4.66 1.15 0.32-7.03 30 3.33° 0.67 2.30-4.50 10

Razoén A/G 0.32° 0.44 0.13-2.61 30 0.56° 0.10 0.40-0.74 10

Alcalina Fosfatasa (U/L)  52.76 20.27 9.20-112.35 33 10.11 8.41 0-24.93 10
Colinesterasa (U/L) 4324 538 3365-5290 33 NA NA NA 0
ALT (U/L) 18.95° 23.50 1.50-98 33 16.55° 4.17 11.28-25.59 10

AST (U/L) 2317 56.75 154-346 33 23.39" 15.45 10.05-51.88 10

GGT (U/L) 1.19 1.85 0.00-5.28 19 2.38 0.31 2.10-3.0 10

Potasio (mmol/L) 4.71 1.63 2.75-8.95 32 4.24 1.07 2.60-6.60 10
Sodio (mmol/L) 168" 19.66 142-211 15 153° 5.14 143-160 10
Creatinina (mg/dL) 2.01° 0.14 1.70-2.37 33 12.50° 1.12 11.40-14.80 10
Acido Urico (mg/dL)  1.30° 0.77 0.30-3.30 33 8.15° 2.97 3.50-12.90 10
Colesterol (mg/dL) 168 45.31 96.50-279 32 173 71.94 81-326 10
Triglicéridos (mg/dL) 159 109 24-484 32 189 117 67-415 10
Glucosa (mg/ dL) 110° 22.87 71.50-158 32 173° 49.58 131-298 10
Calcio (mg/dL) 8.33° 1.81 3.80-12.45 33 5.84° 242 1.80-10.50 10

Fésforo (mg/dL)  13.12° 4.47 7.55-27.60 30 5.19° 3.04 0.64-10.07 10




Anexo 3. (Continua)

Aifio
2005 2006 2007
Media DE Rango n Media DE Rango n Media DE Rango n
Bahia Magdalena
LRC (cm) 62.40 4.07 57-68.20 5 57.40 7.09 46.30-70.40 8 57.04 10.3 48-80.30 9
Proteinas totales (g/dL) 4.82° 0.83 3.60-5.85 5 5.18? 0.53 4.10-5.70 8  436° 0.56 3.30-5.35 9
Albumina (g/dL) 0.75 0.18 0.60-0.96 4 0.83 0.47 0.10-1.70 8 0.74 0.13 0.50-0.95 9
Globulina (g/dL) 4.38° 0.51 3.66-4.89 4 4.34° 0.54 3.50-5 8 3.62° 0.55 2.65-4.65 9
Razon A/G  0.17 0.05 0.13-0.23 4 0.20 0.13 0.02-0.48 8 0.21 0.05 0.13-0.27 9
Alcalina Fosfatasa (U/L) 46.96 34.33 8.63-80.96 4 90.27 86.32 14.43-284 8 45.68 2341 8.85-93.70 9
Colinesterasa (U/L) 5172° 1592 3365-7452 5 4856° 1620 2463-7211 7 299° 8931 126-398 9
ALT (U/L) 8.38" 4.82 5-15.50 4 20.54* 12.89 3.50-41.50 8 3539 20.12 14-78 9
AST (U/L) 178 47.20 119-225 4 173 81 17.52-300 8 218 57.47 156-341 9
GGT (U/L) 3.65 1.53 2.08-5.28 4 8.46 11.73 1.30-36.05 8 3.08 3.18 0.55-9.75 9
Potasio (mmol/L)  3.86 0.72 2.65-4.55 5 2.93 2.24 0.80-7.30 8 2.89 1.32 1.40-4.75 9
Sodio (mmol/L) 161 NA NA 1 139 27.16 120-159 2 146 8.74 134-158 9
Creatinina (mg/dL) 1.82 0.20 1.60-2.03 5 2.37 3.71 0.51-11.40 8 1.74 0.32 1.20-2.10 9
Acido Urico (mg/dL) 1.24 0.95 0.35-2.50 5 3.18 2.91 0.75-8.50 8 1.84 1.13 0.70-3.70 9
Colesterol (mg/dL) 146 57.02 65-209 5 154 82.66 50.50-277 8 104 42.23 53-185 9
Triglicéridos (mg/dL) 87.75 39.40 40-127 4 182 88.46 57.50-307 8 149 80.21 49-311 9
Glucosa (mg/ dL) 127 57.75 74-206 5 116 25.03 73.50-150 8 130 32.16 87-160 9
Calcio (mg/dL) 8.31 1.44 6.05-9.80 5 7.87 1.47 5.50-10.55 8 7.27 0.64 6.05-8 9
Fosforo (mg/dL)  9.35% 1.86 7.35-11.85 4 13.36° 3.30 9.07-17.50 8 8.24% 2.28 4.60-12.85 9

Abreviaturas: LRC, largo recto del caparazén; DE, desviacion estindar; Razéon A/G, razon albuimina/globulina; ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamiltransferasa; NA, no aplica; superindices, diferencias
estadisticamente significativas entre grupos p<0.05.



Anexo 4. Cargas factoriales del analisis de componentes principales realizado sobre 20
contaminantes quimicos medidos en 10 tortugas prietas capturadas en Bahia Magdalena.
Valores obtenidos sin rotacion. Los valores >0.70, resaltados en negritas, fueron
considerados como significativos.

CP1 CP2 CP3
(33.6%) (19.1%) (14.6%)
Varianza acumulada (%) 33.6 52.7 67.3
Cd 0.3423 -0.5186 0.1762
Fe -0.2959 0.5100 -0.5013
Zn -0.3042 0.1204 -0.4075
Ni -0.5191 0.1983 -0.6968
Si 0.6790 -0.5032 -0.3562
Se 0.0645 -0.6152 -0.5217
Mg -0.1195 0.0389 -0.8318
o-HCH -0.6224 0.0143 -0.3147
p-HCH -0.8979 -0.4128 0.1023
v-HCH -0.8911 -0.3278 0.2001
o-HCH -0.9453 -0.1369 0.1163
YHCH® -0.9327 -0.3235 0.1081
Aldrin -0.1998 0.4770 0.0190
ZCiclodienos” 0.1288 0.5121 -0.0536
Y Clordanos‘ 0.4905 -0.3682 0.3451
Heptacloro 0.3107 -0.8344 -0.2523
Heptacloro epoxido -0.8307 -0.1095 0.1999
):.Heptaclorosd 0.2125 -0.8574 -0.2307
Hexaclorobenceno -0.8804 -0.3581 0.2117
XDDT* 0.1393 0.1020 0.6330

Abreviaturas: CP, componente principal; Cd, cadmio; Fe, hierro; Zn, zinc; Ni, niquel;
Si, silicio; Se, selenio; Mg, magnesio, HCH, hexaclorociclohexano;

*YHCH = suma de los isdmeros a, B, v, 8.

® SCiclodienos = suma de aldrin, endrin, endrin sulfato, endrin aldehido, endrin cetona,
endosulfan I, endosulfan II, endosulan sulfato, dieldrin

“¥Clordanos = suma de isémeros a, &

d YHeptacloros = suma de heptacloro, heptacloro epdxido

°XDDT = suma de o,p’-DDT, o,p’-DDD, o,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p’-DDD, p,p’-DDE.



Anexo 5. Cargas factoriales del analisis de componentes principales realizado sobre 20
contaminantes quimicos medidos en 35 tortugas prietas capturadas en Punta Abreojos.
Valores obtenidos sin rotacion. Los valores >0.53, resaltados en negritas, fueron
considerados como significativos.

CP1 CP2 CP3
(27.1%) (11.4%) (10.6%)
Varianza acumulada (%) 27.1 38.6 49.1
Cd 0.1490 0.4068 -0.3344
Fe 0.2862 0.2707 0.5167
Zn 0.1922 0.5356 0.4956
Ni -0.1009 0.5498 -0.5018
Si 0.2441 0.4633 -0.2905
Se 0.0440 -0.5640 -0.2906
Mg 0.0357 0.2663 0.5145
o-HCH -0.8286 0.2077 -0.1482
p-HCH -0.8301 0.0323 -0.0508
v-HCH -0.7687 -0.1982 -0.1349
6-HCH -0.5701 0.2866 0.2006
YHCH" -0.9662 0.0513 -0.0212
Aldrin 0.2330 0.2922 0.1606
Endrin -0.5742 0.5271 -0.3879
Y Ciclodienos® 0.1422 0.3644 -0.0254
YClordanos’ -0.0093 -0.2624 -0.0969
Heptacloro -0.8209 -0.1845 0.3591
Heptacloro epoxido -0.4274 0.2729 0.1632
T Heptacloros® -0.8446 -0.1426 0.3665
XDDT* 0.1274 0.0098 0.4959

Abreviaturas: CP, componente principal; Cd, cadmio; Fe, hierro; Zn, zinc; Ni, niquel;
Si, silicio; Se, selenio; Mg, magnesio; HCH, hexaclorociclohexano;

*YHCH = suma de los isdmeros a, B, v, 8.

® SCiclodienos = suma de aldrin, endrin, endrin sulfato, endrin aldehido, endrin cetona,
endosulfan I, endosulfan II, endosulan sulfato, dieldrin

¢¥Clordanos = suma de isOmeros o, &

d YHeptacloros = suma de heptacloro, heptacloro epdxido

°2DDT = suma de o,p’-DDT, o,p’-DDD, o,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p’-DDD, p,p’-DDE.
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