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Resumen de la tesis que presenta Deira del Carmen Gordillo Garcia como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestria en Ciencias en Ecologia Marina

Efecto de la presencia de balanos en la salud de la tortuga prieta (Chelonia mydas) en las zonas de
forrajeo de Bahia de los Angeles y el complejo lagunar Ojo de Liebre, peninsula de Baja California

Resumen aprobado por:

Dra. Ma Elena Solana Arellano Dr. Carlos Alberto Flores Lépez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Los balanos, son crustaceos que establecen asociaciones simbidticas con diversos organismos, se
adhieren con frecuencia a las tortugas marinas, con posibles consecuencias negativas en su salud. El
objetivo de este estudio fue examinar el efecto de los balanos en la salud de las tortugas verdes
(Chelonia mydas) en las areas de alimentacién de Bahia de los Angeles (BLA) y el complejo lagunar Ojo
de Liebre (CLOL), en la Peninsula de Baja California. Se emplearon indicadores sanguineos para evaluar
el estado de salud de las tortugas y se analizd la cobertura de balanos en relacién con el sexo, estadio
ontogénico y zona anatdmica de las tortugas. La identificacién taxondmica de los balanos se realizé
con guias taxondmicas y analisis filogenéticos con marcadores mitocondriales (16S y COI). Los
resultados mostraron la presencia de tres especies de balanos (Chelonibia testudinaria, Platylepas
hexastylos y Stephanolepas muricata), y una cuarta especie con analisis filogenéticos. La mayor
incidencia fue en el plastrén en ambos sitios de estudio (aprox. 50% de las tortugas). Se observo una
mayor cobertura de balanos y abundancia de C. testudinaria en las tortugas hembra en BLA, mientras
gue en CLOL, las tortugas inmaduras presentaron menor cobertura, pero mayor abundancia de S.
muricata. Esto sugiere que la diversidad y abundancia de los balanos podrian utilizarse después para
determinar el origen geografico de las tortugas. Con respecto a la salud de las tortugas con balanos, la
estadistica bayesiana mostré probabilidad de diferencias entre sitios (e.g., triglicéridos FB10,=24.88).
Las tortugas de CLOL presentaron mayores variaciones en parametros hematicos (e.g., eritrocitosis,
monocitosis, basofilia). Mientras que las tortugas de BLA, mostraron mayores variaciones en la
bioquimica sanguinea (e.g., hipoglucemia, aumento de AST, ALT). Por lo tanto, la presencia de balanos
si afecta negativamente en la salud de C. mydas. Sin embargo, la temperatura de la superficie del mar
entre CLOL (18°Cy 20°C) y BLA (24°Cy 29°C), también podria estar relacionada. Este estudio senté las
bases para comprender la salud de C. mydas en las areas de alimentacion de ambos sitios. Estos
hallazgos son importantes para desarrollar programas de investigacion y gestién que ayuden a
conservar esta especie.

Palabras clave: Balanos, Chelonia mydas, salud, Baja California, Chelonibia testudinaria.



Abstract of the thesis presented by Deira del Carmen Gordillo Garcia as a partial requirement to obtain
the Master of science degree in Marine Ecology

Effect of the presence of barnacles on the green turtle’s health (Chelonia mydas) in the foraging
areas of Bahia de los Angeles and the lagunal complex Ojo de Liebre, in the Peninsula of Baja

California
Abstract approved by:
Dra. Ma Elena Solana Arellano Dr. Carlos Alberto Flores Lépez
Thesis co-director Thesis co-director

Barnacles, are crustaceans known for establishing symbiotic associations with various organisms,
frequently attach themselves to the shell of sea turtles, potentially negatively affecting their health.
This study aimed to examine the effect of barnacles on the health of green turtles (Chelonia mydas) in
the foraging areas of Bahia de los Angeles (BLA) and the lagoonal complex Ojo de Liebre (CLOL), located
in the Peninsula of Baja California. Blood tests were utilized to assess the health status of the turtles.
The coverage of barnacles was analyzed according to the sex, developmental stage, and anatomical
region of C. mydas. Taxonomic identification of the barnacles was carried out using taxonomic guides
and phylogenetic analysis with mitochondrial markers (16S and COl). The results revealed the presence
of three barnacle species (Chelonibia testudinaria, Platylepas hexastylos and Stephanolepas muricata),
and a fourth species through phylogenetic analysis. The highest incidence was found on the plastron
in both study sites (approximately 50% of the turtles). Greater barnacle coverage and an abundance
of C. testudinaria were observed in female turtles in BLA, while in CLOL, immature showed higher
barnacle coverage and a greater abundance of S. muricata. These findings suggest that the diversity
and abundance of barnacles could potentially be used in the future to determine the geographic origin
of the turtles. Regarding the health of turtles with barnacles, Bayesian statistics showed probability
differences between sites (e.g., triglycerides FB10=24.88). Turtles from CLOL showed greater variations
in hematological parameters (e.g., erythrocytosis, monocytosis, basophilia). Meanwhile, turtles from
BLA showed more significant variations in blood biochemical parameters (e.g., hypoglycemia,
increased AST, ALT). Therefore, the presence of barnacles does have a negative impact on the health
of C. mydas. However, the sea surface temperature between CLOL (18°C to 20°C) and BLA (24°C to
29°C) could also be related to these variations. This study laid the initial groundwork for understanding
the health of C. mydas in the feeding areas of BLA and CLOL. These findings are valuable for developing
research and management programs aimed at conserving this species.

Keywords: Barnacles, Chelonia mydas, health, Baja California, Chelonibia testudinaria.
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Capitulo 1. Introduccidn

Las tortugas marinas son una especie emblematica y valiosa para los ecosistemas marinos. A nivel mundial,
cinco de las siete especies de tortugas marinas se encuentran en las costas mexicanas. Sin embargo, todas
estas especies se encuentran en alguna categoria de riesgo de acuerdo con la Unién Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza (“IUCN” por sus siglas en inglés) (Seminoff, 2004), debido a la degradacion
de su habitat, captura incidental, contaminacion y consumo de su carne y huevos (Alonso, 2007). De estas
cinco especies Chelonia mydas esta categorizada en “peligro de extincidn”, Eretmochelys imbricata en
“peligro critico”, mientras que Lepidochelys olivdcea, Caretta caretta y Dermochelys coridcea bajo la

categoria de “vulnerable”.

Durante el proceso de maduracién, C. mydas realiza grandes migraciones de areas de forrajeo hasta sitios
de reproduccion y de anidacion (Lutz et al., 2003), lo que les permite abarcar una distribucién geografica
amplia. Esta especie tiene un tipo de alimentacion omnivora, pero se ha observado que tiene preferencia
en consumir algas rojas, verdes y pastos marinos (Seminoff et al., 200). Debido a esto, C. mydas es la
especie que mas abunda en la peninsula de Baja California, donde existen grandes extensiones de pastos

marinos y de algas, lo que proporciona un habitat idoneo para su desarrollo.

En el litoral del Golfo de California, las principales zonas de forrajeo son Bahia de los Angeles, Bahia
Concepcidn, Bahia de Loreto y Bahia de La Paz. Mientras que, en el Pacifico, las principales zonas de
forrajeo son el Complejo lagunar Ojo de Liebre, Bahia Magdalena, Punta Abreojos y Bahia de Loreto

(Nichols et al., 2003).

El ciclo de vida de Chelonia mydas es complejo, con una tasa de crecimiento baja, por ejemplo, en BLA de
2.23 cm afio! y CLOL: 3.27 cm afio? (Avilés Chévez, 2018); una madurez sexual tardia de 18 a 27 afios
(SEMARNAT, 2018) o después de los 77.3 cm de largo recto del caparazdn (Avilés Chavez, 2018); y una baja
supervivencia de las crias, se ha estimado un proxy de una de cada 1,000 llega a edad adulta (Lutz &
Musick, 1997; Camifias et al., 2020), lo que la hace mas susceptible a impactos antropogénicos (Lutz et al.,
2003; Read et al., 2014). Parece ser que las tortugas marinas son realmente susceptibles a agresiones
bioldgicas, por ejemplo, el herpes virus que produce fibropapiloma en C. mydas, se ha correlacionado con
a areas costeras muy contaminadas, con presencia de toxinas y con alta densidad humana (Aguirre & Lutz,
2004); y quimicas, como la exposicidon del epitelio epidérmico de C. mydas al petréleo crudo puede

producir necrosis, entre otras afectaciones (Lutcavage et al., 1997). Todas estas caracteristicas junto con
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su amplia distribucion geografica y que se encuentran en la interfaz aire/agua, C. mydas es considerado
un bioindicador de la salud de los ambientes costeros y marinos, al considerarla como una especie

centinela ecoldgica (Aguirre & Lutz, 2004).

En un ambiente marino, cualquier superficie expuesta e indefensa eventualmente sera colonizada por
propagulos y larvas de organismos marinos presentes en la columna de agua (Wyneken et al., 2013), y las
tortugas marinas no son la excepciéon. La forma mas comun de colonizaciéon en tortugas marinas es la
epibiosis (Leung & Poulin, 2008). Las tortugas actian como hospederos de una amplia variedad de
epibiontes, la mayoria de los cuales no son especializados y normalmente se encuentran asociados con
estructuras inanimadas en el entorno marino circundante (es decir, de "vida libre") (Wyneken et al., 2013).
Estas asociaciones epibidticas se conocen como “comensales facultativos”, en las que el hospedero no
recibe ningun beneficio directo del epibionte y el epibionte demuestra poca o ninguna especificidad al
sustrato (Wyneken et al., 2013). No obstante, existen especies de epibiontes que presentan especificidad

al sustrato, lo que se conoce como “comensales obligados” (Wyneken et al., 2013).

Varios estudios han demostrado que los organismos epibiontes mas comunes en C. mydas son los
cirripedos balanomorfos o “balanos” (Cirripedia) (Pereira et al., 2006; Lazo Wasem et al., 2011; Cheang et
al., 2013), que son crustaceos filtradores sésiles pertenecientes a la infraclase Cirripedia dentro de la clase
Maxillopoda del subfilo Crustacea (Martin & Davis, 2001; Horton et al., 2021). Con alrededor de 1300
especies descritas (Roig-Juiient et al.,, 2014), la mayoria de las especies de balanos son hermafroditas
sésiles con fertilizacidon cruzada. Se ha sugerido que las larvas planctdnicas pueden detectar sefiales
quimicas, el flujo de agua y la rugosidad del cuerpo de la tortuga marina para el asentamiento (Wyneken
et al., 2013). Ademads, se ha mencionado que los balanos actian como “pioneros” en la colonizacién sobre
las tortugas marinas debido a que proporcionan hendiduras y espacios para la colonizacién de otros

organismos moviles (Frick et al., 2002; Wyneken et al., 2013).

Para realizar analisis taxonédmicos en organismos multicelulares, se recomienda emplear tanto datos
morfoldgicos (taxonomia cldsica), como datos moleculares (taxonomia molecular), debido a que cada uno
tiene sus ventajas y desventajas (Renteria-Alcantara, 2007; Martinez-Goss & Arguelles, 2020). Los estudios
morfoldgicos proporcionan una amplia gama de caracteres para diversos taxones, lo que permite un
analisis taxondmico mucho mas detallado y sistematizado, aunque la seleccién de los caracteres puede
ser arbitraria (Hillis & Wiens, 2000; Renteria-Alcantara, 2007). En el caso de balanos, los estudios
morfoldgicos se han basado en el andlisis de caracteristicas como la forma y estructura de la conchilla

conica, patrén de crecimiento de placas calcareas, presencia o ausencia de espinas o muescas, adherencia
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a la tortuga, entre otras (Monroe & Limpus, 1979; Zullo, 1979; Ortiz et al., 2002; Celis et al., 2007; Karaa
et al., 2012). Sin embargo, la morfologia sola puede no ser suficiente para comprender completamente la

diversidad y las relaciones evolutivas dentro de este grupo (Hillis & Wiens, 2000; Celis et al., 2007).

Por lo tanto, se ha vuelto cada vez mds comuin combinar los enfoques morfoldgicos con analisis
moleculares para una mejor clasificacion de diversos taxones. Los estudios moleculares ofrecen una mayor
resolucidn taxondmica al estar basados en diferencias genéticas entre especies, lo que los convierte en
herramientas utiles para resolver relaciones evolutivas complejas. Ademads, los datos moleculares son mas
objetivos y reproducibles que los datos morfolégicos, pero su andlisis requiere de una amplia gama de

técnicas de laboratorio y andlisis computacionales (Hillis & Wiens, 2000; Renteria-Alcantara, 2007).

Los marcadores moleculares, que se basan en la deteccion de diferencias en moléculas como proteinas,
ARN y ADN, son herramientas Utiles en los anadlisis taxondmicos (Cornejo-Romero et al., 2014). En las
ultimas décadas, la biologia molecular ha experimentado un notable avance en la identificacién molecular,
permitiendo la comparacion de secuencias de nucleétidos de ADN, especialmente en regiones codificantes
de genes especificos, lo que resulta de gran utilidad en la identificacion de especies (Da Silva et al., 2012).
En particular, los marcadores moleculares basados en el ADN mitocondrial, que se transmiten por via
materna, son altamente conservados en muchos de los genes del genoma mitocondrial y se pueden
extraer en grandes cantidades (Grahame & Avise, 1995). Sin embargo, también presentan zonas
polimérficas lo que los convierte en herramientas valiosas que proporcionan gran cantidad de informacion
para estimar la historia evolutiva y para resolver problemas taxondmicos como especies

morfoldgicamente cripticas (Grahame & Avise, 1995; Olivieira et al., 2013).

En el caso de organismos epibiontes asociados a las tortugas marinas, varios estudios han utilizado tanto
caracteristicas morfolégicas como segmentos de genes para la identificacion (Monroe & Limpus, 1979;
Zullo, 1979; Ortiz et al., 2002; Lazo Wasem et al., 2011; Karaa et al., 2012) y determinacion de las relaciones
evolutivas de estos epibiontes (Rawson et al., 2003; Hayashi et al., 2013; Hoeg et al., 2020). En el caso de
balanos, para la identificacion de las especies con anadlisis moleculares y filogenéticos se ha empleado el
uso de los marcadores mitocondriales 125, 16S, 18S, 28S y Citocromo Oxidasa Subunidad-1 (Rawson et al.,

2003; Hayashi et al., 2013; Perez-Losada et al., 2014).

La presencia de balanos en las tortugas puede estar influenciada por varios factores incluyendo la
desnutricién, caquexia y letargia, asi como la forma del caparazdn, el cuerpo y el sexo de la tortuga (Rubin

et al., 2016; Stacy et al., 2018; Lim et al., 2020). Ademas, la cantidad de larvas de balanos presentes en el
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ambiente y las diferencias de temperatura en la columna de agua pueden afectar la duracién del periodo
larval y, por lo tanto, la cantidad de balanos presentes (Zardus & Hadfield, 2004; Anil et al., 2012; Frick &
Pfaller, 2013; Kim et al., 2022).

Es importante mencionar que, para los balanos, esta asociacién epibidtica con las tortugas marinas
presenta beneficios indirectos al reducir la competencia y la depredacién, que son los principales factores
que afectan la capacidad de una colonizacién exitosa (Wyneken et al., 2013). Ademas, al ser organismos
filtradores, la relacién entre su distribucidon en el cuerpo de la tortuga y las corrientes marinas pueden
proveer un mejor posicionamiento energético (Frick & Pfaller, 2013; Wyneken et al., 2013; Roig-Jufient et
al., 2014). Asimismo, los balanos pueden beneficiarse de la expansion del rango y el aumento de la mezcla
genética al estar asociadas con las tortugas migratorias, lo que se denomina foresis (Wyneken et al., 2013).
De esta manera, las tortugas marinas actian como vectores de dispersidon a larga distancia para los

invertebrados marinos bentdnicos (Harding et al., 2011).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la tortuga prieta (Chelonia mydas)

La tortuga prieta (Chelonia mydas Linnaeus, 1758), también conocida como tortuga verde, es una especie
que se distribuye en el Pacifico Este y es la mds comun del Noroeste de México. Bahia de los Angeles y el
Complejo lagunar Ojo de Liebre son de las principales dreas de desarrollo y forrajeo para la tortuga prieta
gue se encuentran en la peninsula de Baja California (Nichols et al., 2003; Read et al., 2014; Avilés Chavez,
2018), donde la tortuga prieta juega un papel importante en términos ecoldgicos, culturales y econémicos
(Nichols et al., 2003). Con el uso de ADN mitocondrial, se ha demostrado que las poblaciones de tortugas
marinas de estos sitios estdn compuestas por stocks de diferentes origenes (Dutton et al., 2008; Avilés
Chavez, 2018). Se ha demostrado que aproximadamente el 95% de las tortugas que se encuentran estos
sitios de estudio provienen de stocks mexicanos de Michoacan e Islas de Revillagigedo (Nichols et al., 2003;

Dutton et al., 2008; Avilés Chavez, 2018).

Hasta el momento, la informacion disponible sobre las rutas de migracion de C. mydas en aguas de Baja
California se ha obtenido a través del seguimiento de migraciones reproductivas y de forraje de tortugas

maduras, asi como de migraciones de forrajeo y de desarrollo de tortugas inmaduras (Nichols et al., 2003).
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Sus rutas de migracidn van desde Michoacan hasta el Golfo de California con una tendencia a seguir la
costa del Pacifico tropical mexicano (Hart et al., 2015). Las hembras de esta especie pueden viajar hasta
2,000 km entre sus areas de forrajeo y anidacidn, las cuales realizan cada 2 o 4 afios (Read et al., 2014),
mientras que, se ha documentado que los machos pueden recorrer distancias promedio similares

(Moncada-Gavilan, 2005).

En cuanto a la alimentacién de C. mydas en la regién de Bahia de los Angeles, se ha observado una
diferencia notable en comparacidn con otras poblaciones cercanas del Golfo de California. Esto se debe a
gue en este sitio se encuentra una abundancia de algas marinas, lo que constituye la principal fuente de
alimento para estas tortugas (Seminoff et al., 2002). En contraste, en el Complejo lagunar Ojo de Liebre,
las tortugas consumen principalmente pastos marinos, como Zostera marina y Ruppia maritima (Nichols
etal., 2003; CONANP, 2016). En ambos sitios, se ha documentado que las tortugas prietas se alimentan de
invertebrados como medusas, plumas de mar y esponjas, sin embargo, esto estd en funcion de Ia

disponibilidad del alimento (Seminoff et al., 2002; Labrada Martagdn et al., 2010; Avilés, 2018).

1.1.2 Generalidades de los cirripedos balanomorfos

Los cirripedos balanomorfos (balanos), pertenecen al suborden Balanomorpha dentro del orden Sessilia
en el superorden Thoracica y la infraclase Cirripedia (Newman & Ross, 1976; Martin & Davis, 2001). Son
organismos sésiles simétricos con conchillas conicas. Su nombre hace referencia a los apéndices toracicos
o cirros que utilizan para alimentarse de zooplancton y particulas organicas de tamafo similar a través de
la filtracidn (Roig-Juiient et al., 2014). Normalmente, sus conchillas cénicas, se componen por seis u ocho

placas verticales, aunque estas varian dependiendo de la especie (Roig-Jufient et al., 2014).

El ciclo de vida de los balanos comprende seis estadios larvales de nauplio y un estadio ciprido (cypris),
especializado en la seleccidn y fijacion del sustrato, seguido de una metamorfosis hasta llegar a su fase
adulta (Newman & Ross, 1976; Alonso, 2007; Roig-Juiient et al., 2014). Los estadios larvales experimentan
cambios morfoldgicos como el aumento del tamafio, variaciones en la forma y la aparicién de estructuras
como filamentos frontales y complejidad de los apéndices (Roig-Jufient et al., 2014). El periodo larval en
los balanos varia segun la region y la especie. En regiones costeras templadas, tipicamente es de 14 a 21
dias y en mares calidos es de 5 a 11 dias (Anil et al., 2001; Zardus & Hadfield, 2004). Estos organismos
hermafroditas suelen ser de fecundacidon cruzada obligada (Zardus & Hadfield, 2004), aunque se ha

registrado autofecundacién facultativa en varias especies de balanos (Furman & Yule, 1990; Roig-Jufient
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et al., 2014). El tiempo de vida de los balanos adultos tiene una duracién de aproximadamente 3 afios,

durante los cuales permanecen unidos al hospedero (Rawson et al., 2003; Hayashi & Tsuji, 2008; Najera-

Hillman et al., 2012).

Los cirripedos balanomorfos se han convertido en objeto de estudio en diversos ambitos de la biologia
como la ecologia, la biogeografia y la genética, entre otros, debido a ciertos rasgos como el hecho de ser
sésiles y por ello su facilidad de manipulacidn en ambientes naturales como en laboratorio (Rawson et al.,
2003; Hayashi & Tsuji, 2008; Najera-Hillman et al., 2012; Cheang et al., 2013; Pérez-Losada et al., 2014;
Roig-Jufient et al., 2014 Beden & Karahan, 2021).

1.1.3 Epibiosis

La epibiosis es el tipo de simbiosis mas comun en la colonizacidon de organismos en ambientes marinos, y
se refiere a la asociacidn entre dos o mas organismos, en donde un hospedero (basibionte) brinda soporte
a uno o mas organismos colonizadores, tipicamente oportunistas (epibiontes) (Wyneken et al., 2013). Un
epibionte es todo organismo que se encuentra adherido a una superficie sin causar dafio (Odum & Barrett,

2008).

Los balanos, ademas de establecer asociaciones con diversos organismos, se encuentran comunmente
asociados a las tortugas marinas debido a que sus superficies duras y expuestas, como el caparazény los
escudos, ofrecen un habitat idoneo para los balanos (Pereira et al., 2006; Lazo Wasem et al., 2011). En
este sentido, segun la definicion dada por Odum & Barrett, (2008), los balanos son considerados como
organismos epibiontes debido a su ubicacidn. Sin embargo, existe un gran debate sobre la relacion

ecofisioldgica entre los balanos y las tortugas marinas.

Algunos autores han demostrado que la presencia de balanos con tortugas marinas puede tener efectos
negativos en su salud. Por ejemplo, la presencia de estos organismos puede aumentar el peso corporal y
la resistencia en el nado de las tortugas, asi como provocar graves lesiones en la piel de las aletas debido
a la incrustacidon de los organismos como el género Stephanolepas spp. y permitir el ingreso de bacterias
y hongos, lo que contradice la idea de que los balanos son “comensales” de las tortugas (Labrada
Martagon, 2011; Frick & Pfaller, 2013; Wyneken et al., 2013; Rubin et al., 2016). Sin embargo, otros autores
mencionan que estos organismos no son parasitos debido a que no obtienen nutrientes a partir de su

hospedador, sino solamente sustrato, movilidad y proteccidn (Alonso, 2007; Frick & Pfaller, 2013).
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La relacién simbidtica entre los balanos y las tortugas marinas ha sido objeto de numerosos estudios en
los ultimos afios, los cuales han explorado patrones de distribucion espacial, diversidad de epibiontes y las
posibles causas y efectos de esta simbiosis (Hayashi & Tsuji, 2008; Wyneken et al., 2013). Por ejemplo,
Hayashi & Tsuiji, (2008) demostraron que en cuanto a la distribucidn espacial de balanos en C. mydas varias
especies (e.g., Chelonibia, Platylepas y Stomatolepas) coexisten y existe una division de nichos con
respecto a la seleccién de su microhabitat. Ademas, se ha identificado una gran diversidad de epibiontes
presentes en tortugas marinas como balanos, poriferos, cnidarios, algas, poliquetos, anfipodos, moluscos,
crustaceos, peces, entre otros (Frick & Pfaller, 2013). En cuanto a las posibles causas de esta relacion
simbidtica, se han considerado diversos factores. Uno de ellos radica en la necesidad de que las tortugas
anfitrionas compartan el mismo habitat y coincidan temporalmente con las poblaciones de epibiontes de
vida libre (Frick & Pfaller, 2013). Es decir, para que se produzca la epibiosis, las tortugas y los posibles
epibiontes deben coexistir en el mismo lugar al mismo tiempo. Otro factor es que la probabilidad y
frecuencia de la epibiosis estdn determinadas por el balance de costos y beneficios para las tortugas y los
epibiontes potenciales, y las asociaciones mutuamente beneficiosas son mas probables y frecuentes en

estas interacciones (Frick & Pfaller, 2013).

Sin embargo, las tortugas marinas son especies altamente migratorias, lo que tiene un papel fundamental
en la expansion y distribucidn de las especies de balanos asociadas con ellas (Rawson et al., 2003). En este
sentido, se han realizado analisis filogeograficos sobre varias especies de balanos que han confirmado su
pertenencia a un grupo monofilético o parafilético (Hayashi et al., 2013). Por ejemplo, Rawson et al.
(2003), demostraron, a través de andlisis moleculares del balano Chelonibia testudinaria (la especie mas
comun de balano asociada a las tortugas marinas), que cinco poblaciones presentaban divergencias
significativas entre las poblaciones del Océano Atlantico y del Pacifico, y que incluso las dos poblaciones
del Pacifico (Japdn y México) mostraban cierto nivel de divergencia entre si. Estos resultados sugieren que
la simbiosis entre los balanos y las tortugas marinas puede tener implicaciones mdas amplias en términos
de diversidad y distribucién de especies de balanos, y de epibiontes asociados a las tortugas, en el medio

marino.

1.1.4 Salud de tortugas marinas

La salud se define como la condicion general de un organismo en un momento dado y la ausencia de

enfermedad o anormalidad (Dirckx, 2001; Jacobson, 2003). Para evaluar la salud de los animales, se deben

caracterizar los términos objetivos mas especificos y llevar a cabo pruebas como biometria hematica,



8
bioquimica sanguinea, radiografias y analisis de heces (Jacobson, 2003). Estas pruebas, entre otras, son
conocidas como marcadores fisiolégicos y tienen la ventaja de ser altamente sensibles, siendo la primera

respuesta detectable ante una alteracidon ambiental (Labrada Martagén, 2011).

La biometria hematica y bioquimica sanguinea son indicadores que funcionan como marcadores utiles y
rapidos del estado fisico y nutricional de los animales (Labrada Martagdn, 2011). En el caso de tortugas
marinas, estos parametros han sido evaluados en diversas partes del mundo, incluyendo el océano
Atlantico Norte y Sur (Bolten & Bjorndal, 1992; Redondo-Zufiiga, 2008; Deem et al., 2009; Prieto-Torres et
al., 2013; Lewbart et al., 2014;), en el océano Pacifico Sur (Hamann et al., 2006; Flint, et al., 2010; Suarez
Yana et al., 2016; March et al., 2018; Kophamel et al., 2022) en el oéano Pacifico Norte (Aguirre et al.,
1995; Aguirre & Balazs, 2000; Anderson et al., 2011; Reséndiz-Morales, 2015), asi como en el Golfo Pérsico
(Hasbun et al., 1998), el Golfo de Oman (Sinaei et al., 2019) y el océano indico (Whiting et al., 2007), entre
otros lugares. Los estudios realizados revelan que las variaciones en los indicadores sanguineos de las
tortugas marinas estan influenciadas por multiples factores, entre ellos la especie, la ubicacion geogrifica,
el sexo, el estadio ontogénico, el estado migratorio, la dieta y la genética, entre otros. Estos hallazgos
resaltan la importancia de considerar estos factores al interpretar los resultados de las mediciones
sanguineas en las tortugas marinas, contribuyendo asi a una comprensién mas completa de su salud y

bienestar.

A) Biometria hematica

La biometria hematica, o citometria hematica, permite evaluar informacidn sobre las células presentes en
la sangre, incluyendo las caracteristicas morfoldgicas de tres lineas celulares: eritroide, leucocitaria y
plaquetaria que orientan a patologias y enfermedades de diferentes érganos y sistemas (Lopez-Santiago,

2016).

En el caso de las tortugas marinas, las variaciones en cantidad de eritrocitos pueden indicar deshidratacion,
infecciones, parasitismo o algun tipo de anemia (Aguirre et al., 1995; Tristan, 2008; Suarez-Yana et al.,
2016). Sin embargo, también se ha observado eritrocitosis como respuesta fisioldgica a la migracién (

Stamper et al., 2005; Martinez-Silvestre et al., 2011).

Los leucocitos, forman parte del sistema inmunoldgico del organismo y en tortugas marinas son
clasificados en varios tipos segun su funcidn y caracteristicas. Los heterdfilos, monocitos, eosinodfilos y

basoéfilos forman parte de la inmunidad innata mientras que los linfocitos corresponden a las células que
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participan en la inmunidad adaptativa (Tristan, 2008; Lopez-Santiago, 2016). Los procesos infecciosos
locales o sistémicos son la causa principal de modificaciones en el niUmero total y diferencial de leucocitos

(Tristan, 2008; Lépez-Santiago, 2016).

En las tortugas marinas, el heterdfilo es la célula equivalente al neutréfilo en mamiferos y es el leucocito
mas frecuentemente encontrado (Tristan, 2008; Labrada Martagon, 2011; Martinez-Silvestre et al., 2011).
La heterofilia esta relacionada con infecciones, inflamacidn aguda, estrés, lesiones tisulares, neoplasia y
migraciones. Por otro lado, la heteropenia estd relacionada con tortugas con infecciéon viral como
fibropapiloma, lo que indica una supresién o inhibicién en el sistema inmune (Aguirre et al., 1995; Tristan,
2008; Martinez-Silvestre et al., 2011). Los eosindfilos participan en la regulacion de respuestas alérgicas y
de inflamacion (Labrada Martagén, 2011). La esosinofilia estd relacionada con cambios de estacion,
inflamacidn e infecciones parasitarias, mientras que la eosinopenia con estrés postcaptura y migracion

(Stamper et al., 2005; Tristan, 2008).

Los monocitos, son los precursores de los macrdfagos y participan en la fagocitosis durante los procesos
inflamatorios (Labrada Martagéon, 2011). La monocitosis ha sido documentada en C. mydas con
fibropapiloma (Aguirre & Balazs, 2000) y se relaciona con una infeccién crénica, inflamacion, dafio renal
cronico y en tortugas con edad avanzada (Tristan, 2008). Los baséfilos son granulocitos que son poco
comunes en la sangre de tortugas marinas (Aguirre et al., 1995; Tristan, 2008; Labrada Martagon, 2011;
Suarez-Yana et al., 2016), por lo que se conoce poco de su funcidn y respuesta a enfermedades. Sin
embargo, en reptiles se ha relacionado un incremento de basdfilos con la presencia de infecciones

parasitarias y virales (Martinez-Silvestre et al., 2011).

Las tortugas marinas tienen dos tipos principales de linfocitos (B y T) involucrados en la funciéon
inmunoldgica que estan muy influenciadas por el ambiente. Las bajas temperaturas pueden suprimir o

inhibir la respuesta inmune (Martinez-Silvestre et al., 2011).

Por lo tanto, el incremento de linfocitos (linfocitosis) se relaciona con cambios de estacién, inflamacion y
en organismos juveniles, mientras que cuando existe linfopenia, indica una supresidn del sistema
inmunolégico relacionado con estrés ambiental, malnutricidn o infecciones crénicas (Aguirre et al., 1995;

Tristan, 2008; Labrada Martagoén, 2011; Martinez-Silvestre et al., 2011).
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Ademads, un aumento en la relacién heterodfilos/linfocitos (H/L), se ha relacionado con tortugas con
fibropapiloma y con una correlaciéon positiva con el incremento de corticosterona, lo que prueba evidencia

de un estrés crénico (Aguirre et al., 1995).

B) Bioquimica sanguinea

La bioquimica sanguinea es una serie de pruebas que analizan los elementos quimicos en el suero o plasma
sanguineo (Olay Fuentes et al., 2013). Estas pruebas son utiles para evaluar la funcidn de los érganos y
sistemas del cuerpo, incluyendo el metabolismo de carbohidratos, la dislipidemia, la funcién muscular,
pancreatica, hepatica y renal, y el equilibrio electrolitico (Olay Fuentes et al., 2013). En tortugas marinas,
los resultados de esta prueba pueden estar relacionados con el estado fisioldgico y nutricional del
individuo (Montilla et al., 2008; Labrada Martagon et al., 2010; Brito Carrasco, 2016). A continuacion, se
describen los parametros bioquimicos mas utilizados en clinica en tortugas marinas junto con sus

variaciones fisiolégicas y las interpretaciones diagndsticas.

La prueba de glucosa en sangre evalla el adecuado metabolismo de los carbohidratos (Olay Fuentes et al.,
2013). En tortugas marinas, la hiperglucemia esta relacionada con estrés post captura (Montilla et al.,
2008), mientras que la hipoglucemia puede ser causada por inanicion, disfuncién hepatica y diferentes
dietas (Labrada Martagodn, 2011), asi como el aumento de la temperatura de la superficie del mar (TSM)
(Bolten & Bjorndal, 1992). La hiperproteinemia se caracteriza por un aumento de las proteinas en sangre
y puede aparecer en cuadros de deshidratacion, hiperglobulinemias asociadas a enfermedades
inflamatorias crénicas o hemdlisis (Ferrando, 2010). Por otro lado, la hipoproteinemia implica una
disminucién de los niveles de proteinas y puede estar relacionada por malnutricién, pérdidas de sangre,

hepatitis créonica o enfermedad renal (Ferrando, 2010).

Las proteinas sanguineas se dividen en dos grupos principales: la albimina y la globulina. La albumina
(Alb), sintetizada en el higado, constituye un 35-40% del total de proteinas (Ferrando, 2010). Un aumento
en sus niveles puede verse afectada por deshidratacién, inanicion, mala absorcién de intestino delgado,
enfermedades hepaticas, actividad ovarica y traumatismos graves (Ferrando, 2010; Martinez-Silvestre &
Cuenca, 2013). La diminucidén de sus niveles se ha observado en casos de pérdidas protéicas a través de
los rifiones, el intestino, quemaduras, hemorragias y sepsis (Ferrando, 2010). La hiperglobulinemia, un
aumento en los niveles de globulinas (Glob), es una respuesta comun del organismo frente a infecciones
e inflamaciones. Por otro lado, la hipoglobulinemia, disminuciéon en los niveles de globulinas, se ha

observado en estados de inmunosupresién causados por estrés y enfermedades virales (Ferrando, 2010).
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La relacién entre estas proteinas (A/G) puede indicar la falta de produccién de inmunoglobulinas en caso

de aumento y la presencia de proteinuria renal en caso de disminucién (Ferrando, 2010).

El colesterol (Col) es un lipido fundamental en el organismo que puede provenir tanto de la dieta como de
la sintesis hepdtica. El exceso de colesterol es eliminado a través de la bilis. Un aumento en los niveles de
colesterol en la sangre puede estar relacionado con una dieta rica en grasas, pancreatitis aguda, dafo
hepatico, obstruccién del tracto biliar, pérdida renal de proteinas o hemodlisis. Por otro lado, la
hipocolesterolemia puede ser causada por insuficiencia hepatica, dieta baja en grasas, mala absorcion
intestinal o insuficiencia pancredtica exocrina (Ferrando, 2010). La Creatinina (Creat), es una sustancia que
se produce durante el metabolismo muscular y se elimina por rifiones. Por lo tanto, una disminucién en
los niveles de creatinina en la sangre puede indicar disfuncidn renal y cambios en la masa muscular

(Ferrando, 2010).

Las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP)
se encuentran en diversos tejidos, como el higado, musculos, huesos y rifiones. El aumento de ALT indica
dano hepadtico, infecciones, inflamaciones o ingestién de sustancias téxicas, mientras que el aumento de
AST se relaciona con dafo hepatico, isquemia, septicemia y hemdlisis (Ferrando, 2010; Flint et al., 2010).
El aumento de ALP se debe a obstruccion biliar, dafio hepdtico, neoplasia, septicemia, inanicion,
regeneracién hepdtica y animales en crecimiento (Ferrando, 2010). La creatincinasa (CK) tiene tres
isoenzimas localizadas principalmente en el muisculo esquelético, miocardio y cerebro. Elevaciones de esta
enzima es frecuentemente observada en reptiles con gran resistencia a la extraccidon de sangre y en

lesiones causadas por traumatismos (Ferrando, 2010).

En reptiles, el acido Urico (Ac. Urico) se ha relacionado con la dieta y es el producto final catabdlico en la
eliminacion del nitrégeno (Labrada Martagon, 2011). En tortugas marinas, la presencia del acido Urico
puede ser por una mayor ingesta de proteinas en la dieta (Whiting et al., 2007). Los lipidos son importantes
como material de reserva energética y también estan relacionados con la dieta (Hamann et al., 2006;
Labrada Martagdn, 2011). Los niveles de triglicéridos (TG) son una herramienta Util para la determinacion

de la condicion corporal general de la tortuga prieta (Aguirre & Balazs, 2000; Labrada Martagén, 2011).

El calcio (Ca) es uno de los principales constituyentes del hueso y cumple las funciones de transmisién de
impulso nervioso, permeabilidad y excitabilidad de todas las membranas (Ferrando, 2010), cuando hay
hipocalcemia indica deficiencia de minerales en la dieta de los individuos (Labrada Martagén, 2011).

Asimismo, el fésforo inorganico (P) también se deriva de la dieta (Ferrando, 2010).
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Los electrolitos son importantes en la regulacién de procesos fisioldgicos en reptiles. El sodio (Na) es vital
en la regulacidn del volumen sanguineo y presién osmética. Su aumento (hipernatremia) indica pérdida
excesiva de fluidos y deshidratacion, mientras que su disminucidn (hiponatremia) puede ser causada por
insuficiencia renal o desérdenes de la glandula de sal (Ferrando, 2010; Labrada Martagdn, 2011; Kophamel
et al., 2022). El potasio (K), presente en el liquido intracelular, aumenta en casos de acidosis, insuficiencia
renal y dafo tisular masivo, mientras que su disminucién puede ser causada por alcalosis severa o muestra
lipémica (Ferrando, 2010; Labrada Martagén, 2011). El cloro (Cl), principal componente osmdtico activo
del plasma en reptiles tiene una concentracion menos util que otros electrolitos, pero su aumento
(hipercloremia) puede indicar deshidratacion o enfermedades tubulares renales o desérdenes de la

glandula de sal (Ferrando, 2010; Labrada Martagdn, 2011).

En la actualidad, la determinacién del estado de salud en tortugas marinas se ha vuelto cada vez mas
importante para su conservacion. La bioquimica sanguinea y la biometria hematica son un conjunto de
pruebas que son utiles para evaluar la funcién de los drganos y sistemas del cuerpo, asi como el estado

fisiolégico y nutricional de las tortugas marinas (Ferrando, 2010; Olay Fuentes et al., 2013).

1.2 Justificacion

La presencia de balanos en las tortugas marinas podria tener graves consecuencias en su conservacion
energética, integridad tegumentaria e inmunolégica, lo que afectaria negativamente en la salud de esta
especie (Zardus & Balazs, 2007; Frick et al., 2011; Stacy et al., 2018). Dado que existe una amplia diversidad
de especies de balanos, es importante identificar con precision las especies que se encuentran en las
tortugas que habitan en las zonas de estudio. Con el fin de obtener una comprensidon mds sélida de la salud
de las tortugas marinas, en particular de la especie C. mydas, es necesario llevar a cabo estudios que
comparen poblaciones y analicen diferentes respuestas en pardmetros sanguineos. Mediante esta
aproximacion, este trabajo busca obtener una visién mas completa y precisa de la fisiologia y estado de
salud de esta especie en los sitios de estudio de Bahia de los Angeles (BLA) y el complejo Lagunar Ojo de
Liebre (CLOL). Ademas, las zonas de forrajeo de BLA y CLOL, se encuentran en el limite de distribucion
septentrional de la tortuga prieta y estdn inmersas en Areas Naturales Protegidas (ANP), por lo que es
fundamental comprender la interaccidn entre los balanos y las tortugas para desarrollar programas de
investigacion y manejo que permitan conservar esta especie en peligro de extincion. Asimismo, la

identificacion de las especies de balanos presentes en C. mydas, podria utilizarse en el futuro como
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indicadores de origen geografico, lo que permitiria una mejor comprension de la distribucién de estas

especies.

1.3 Hipotesis

En el marco del presente estudio, se plantean las siguientes hipdtesis de trabajo:

Mediante taxonomia clasica y molecular se obtendran los mismos resultados de identificacion y
clasificacion de las especies de balanos presentes en C. mydas.

El area de cobertura de balanos serd igual entre sexos, estadios ontogénicos y zona anatémica de
la tortuga prieta.

La presencia de balanos afectara negativamente la salud de Chelonia mydas la cual se establecera

con base en indicadores sanguineos.

1.4 Objetivos

1.4.1

Objetivo general

Analizar el efecto de la presencia de balanos en la salud de ejemplares de tortuga prieta (Chelonia mydas)

y corroborar la clasificacion taxondmica de estos simbiontes, en las zonas de forrajeo de Bahia de los

Angeles y el complejo Lagunar Ojo de Liebre.

1.4.2

Objetivos especificos

Identificar a los balanos presentes en ejemplares de C. mydas con base en analisis morfoldgicos y
moleculares (taxonomia moderna con base en analisis filogenéticos).

Evaluar la cobertura de balanos por sexo, estadio ontogénico y zona anatdmica en C. mydas entre
sitios.

Analizar el posible efecto en la salud de la tortuga prieta con base en indicadores sanguineos, dada

la presencia de balanos y por zonas de estudio en C. mydas.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Areas de estudio

El presente estudio fue realizado en dos principales zonas de forrajeo de la tortuga prieta en la peninsula

de Baja California. A continuacién, se describen los sitios de muestreo.

2.1.1 Bahia de los Angeles

Bahia de los Angeles (BLA), (Figura 1) es una bahia semi-cerrada que se ubica en la costa oeste del Golfo
de California en Baja California (28° 75’ Ny 113° 33’ O) y forma parte de la Reserva de la Biosfera de Bahia
de los Angeles, Canales de Ballenas y de Salsipuedes (RBBACBS) (CONANP, 2014). Esta regidn estd
influenciada por aguas del canal de Ballenas que se caracteriza por presentar una corriente fuerte de
marea, circulacion termohalina y corrientes de viento que generan zonas de surgencias y alta
productividad primaria. La Reserva de la Biosfera constituye un corredor bioldgico de fauna marina con un

alto valor paisajistico (Seminoff, 2000; DOF, 2013; CONANP, 2014).

El clima de la regidn es arido extremoso con una temperatura media anual de 22.7°Cy la temperatura de
la superficie del mar (TSM) varia de 14 a 30°C (Avilés Chavez, 2018). La presencia de diversas especies de
algas marinas en la region proporciona una importante fuente de alimento para la fauna marina. En
particular, las tortugas prietas que se encuentran en BLA se alimentan principalmente de algas marinas,
siendo la mas comun en su dieta el alga roja Gracilariopsis lemaneiformis, y de invertebrados marinos

(Seminoff et al., 2002).

2.1.2 Complejo Lagunar Ojo de Liebre

El complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL), es otra region de estudio clave para comprender la ecologia de
la tortuga prieta, ubicada entre los 27° 59°’—27°54’ N y los 113° 55’—114° 31’ O. Esta zona esta formada
por las lagunas costeras Guerrero Negro, parte de la laguna Manuela y la laguna Ojo de Liebre, que se
interconectan a través de canales de mareas (Figura 2). Ademas, se encuentra dentro de la Reserva de la

Biosfera Complejo Lagunar Ojo de Liebre (RBCLOL), que limita con la Reserva de la Biosfera El Vizcaino al
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sur y con el Area de Proteccién de Flora y Fauna Valle de los Cirios al Norte (CONANP, 2016), lo que la

convierte en una zona de importancia ecoldgica y conservacion de la biodiversidad marina.

La Exportadora de Sal, S. A. de C. V., monitorea constantemente la temperatura del mar, y presenta un
valor promedio de 20.05° C a lo largo del afo, con un intervalo minimo de 16.4°C y maximo de 20.69° C
(Lépez-Castro et al., 2010; CONANP, 2016; DOF, 2016). En este complejo lagunar se desarrollan praderas
de pasto marino (Zostera marina), una fuente importante de alimento para la tortuga prieta (Nichols et

al., 2003; CONANP, 2016).

2.2 Captura de tortugas marinas

Durante la captura de las tortugas marinas, se utilizaron dos técnicas diferentes de tendido de red para
cada area de estudio. Es importante destacar que en ambos sitios se contd con el apoyo de la Comision
Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) presente en cada lugar. Cabe resaltar que en ningun

momento se ocasiond la muerte de las tortugas durante el proceso de captura.

2.2.1 Bahia de los Angeles

En el drea de BLA se realizaron un total de cuatro monitoreos, los cuales tuvieron lugar en los meses de
junio, octubre, diciembre de 2021 y en octubre de 2022, en los sitios de La Gringa (29° 2’ 3" Ny 113° 33’
9" 0) y El Quemado (28° 55’ 57" Ny 113° 25’ 19" Q). Para la captura de los ejemplares de C. mydas se
utilizaron redes de enmalle del tipo “agalleras” con una longitud de 100 m, una caida de 7 m y una luz de
malla de 50 cm. Estas cuentan con una menor cantidad de plomos en la relinga inferior con el objetivo de

reducir el riesgo de ahogamiento de las tortugas capturadas.

El tendido de la red se realizd de forma perpendicular a la costa a una distancia no inferior de 200 m, y se
revisd periédicamente cada 2 horas, completando un maximo de 12 o 24 horas. Posteriormente, las

tortugas fueron desenmalladas y trasladadas al campamento base.
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Figura 1. Mapa de la ubicacién geografica de Bahia de los Angeles, Baja California. Mapa realizado en Arcmap v 10.
El punto A pertenece a la ubicacidn de la bahia "La Gringa" y el punto B pertenece a "El Quemado".
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Figura 2. Mapa de la ubicacidn geografica de Guerrero Negro, Baja California Sur. Mapa realizado en Arcmap v 10.
El punto A pertenece a la ubicacidn de la laguna Guerrero Negro y el punto B pertenece a la laguna Ojo de Liebre.
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2.2.2 Complejo Lagunar Ojo de Liebre

En cuanto al monitoreo en CLOL, se realizaron dos visitas en abril y junio de 2022 a las lagunas de Ojo de
liebre (LOL) (27° 48’ 7" Ny 114° 11’ 28” O) y Guerrero Negro (LGN) (27° 56’ 57" Ny 114° 6’ 56"’ O). Para
la captura de las tortugas se utilizo la técnica de red de encierro con el uso de red de “Castillo” de 300 m

y 7 m de caida, con luz de malla de 50 cm.

Esta técnica implica la busqueda de sitios de agregacién de tortugas marinas, seguida de la formacion de
un circulo con la red para realizar el encierro de los organismos. Los monitoreos en este sitio tuvieron una
duracion maxima de 12 horas. Luego de la captura, las tortugas fueron desenmalladas y trasladadas al

campamento base.

En ambos sitios (BLA y CLOL), las tortugas capturadas fueron marcadas con una placa metalica ubicada

entre la primera y la segunda escama proximal en las aletas posteriores.

2.3 Morfométricos y clasificacion de sexo de Chelonia mydas

Se registraron varias medidas morfométricas en centimetros de cada tortuga capturada, incluyendo el
Largo Recto del Caparazén (LRC), Largo Curvo del Caparazén (LCC), Ancho Curvo del Caparazén (ACC),
Longitud del Plastréon (LP), Profundidad Corporal (PC), Longitud Total de Cola (LTC), Largo Pre-Cloacal
(LPreC) y Largo Post-Cloacal. Ademas, se utilizd una bascula de resorte romana de 0 a 200 kg con intervalos

de 10 g para registrar el peso (P) en kilogramos de los organismos capturados.

El LRC se midid de forma recta desde el escudo nucal o precentral hasta el escudo supracaudal. La medida
LP, se tomd desde el inicio de la placa intergular hasta el final de la placa interanal, y para LTC se midié

desde la base hasta la punta de la cola, tal como se muestra en la Figura 3.

Posteriormente, se utilizo el criterio descrito por Solana-Arellano et al. (2020), para determinar el sexo y

estadio ontogénico, el cual se basa en las medidas morfométricas LRC y LTC (Tabla 1).
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Figura 3. Esquema de las medidas morfométricas utilizadas en este estudio: Ancho Curvo del Caparazén (ACC), Largo
Recto del Caparazon (LRC), Largo Curvo del Caparzén (LCC) y Profundidad Corporal (PC), Largo del Plastrén (LP) y
Largo Total de Cola (LTC), (esquema adaptado de Eckert et al. (2000)).

Tabla 1. Criterios para la asignacidn de sexo y estadio ontogénico en Chelonia mydas con base en Solana-Arellano et
al. (2020).

Inmaduro (I)
Hembra (H) Macho (M)
LRC<66 cm
Potencial Hembra Potencial Macho
66<LRC<96.7 cm 66.4<LRC<112.5 cm (IPH) (IPM)
16.3<LTC<25 cm LTC>25 cm
7.04<LTC<17.8 cm LTC>17.8 cm

2.4 Recolecta e identificacion taxondmica de balanos

La recoleccién de los balanos presentes en la tortuga se realizé mediante un raspado con una espatula o
con el uso de pinzas de diseccién. Posteriormente, se depositaron en frascos plasticos y se mantuvieron

refrigerados a una temperatura de 4°C hasta su traslado al laboratorio de campo.

Con el uso de pinzas de diseccion se separd el tejido del balano de la conchilla cénica, almacenando el
tejido en crioviales a ultracongelacion en nitrogeno liquido (temperatura inferior a -195° C
aproximadamente) y trasladados al Laboratorio Multidisciplinario de Facultad de Ciencias en UABC para
su andlisis molecular. Por otro lado, las conchillas cénicas de los balanos se colocaron en frascos de plastico
con alcohol etilico al 70% para su conservacion hasta su analisis e identificacion en el laboratorio de

Ecologia Matematica con el uso de guias taxondmicas.
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2.4.1 Taxonomia clasica

Para la identificacidn taxondmica de los balanos encontrados en los ejemplares de C. mydas, se utilizé un
microscopio estereoscdpico con un aumento de 25x y 50x en el Laboratorio de Ecologia Matematica en el
CICESE. Se tomaron en cuenta las guias taxondmicas de Zullo (1979), Moroe & Limpus (1979), Ortiz et al.
(2002), Celis et al. (2007) y Karaa et al. (2012) para identificar a los cirripedos balanomorfos y se
consideraron caracteristicas morfoldgicas como su adherencia a la tortuga, la forma de la conchilla
(ovalada o codnica), la cantidad de placas calcareas, presencia de muescas, ornamentaciones aserradas,

ganchos caracteristicos, entre otras.

Para la corroboracidn de esta identificacidon, se tomaron fotografias de los balanos a través de un
microscopio estereoscopico Zeiss Stemi 508 y se enviaron con el Dr. Rafael Flores Garza, experto en el

area, que se encuentra en la Facultad de Ecologia Marina en la Universidad Auténoma de Guerrero.

Ademas, se midieron las dimensiones de cada balano recolectado con el uso de un vernier, incluyendo su
largo, ancho y alto en centimetros (cm), y se registrd su peso de cada ejemplar en gramos (g) mediante

una balanza analitica.

2.4.2 Taxonomia molecular

En el Laboratorio Multidisciplinario de Facultad de Ciencias en la Universidad Auténoma de Baja California
(UABC), bajo la direccion del Dr. Carlos Alberto Flores Lopez se llevd a cabo el andlisis molecular de los
balanos recolectados. A continuacién, se detalla la metodologia utilizada para el proceso de analisis e

identificacion molecular.

A) Extraccioény purificacion de ADN

La extraccion de Acido Desoxirribonucleico (ADN) del tejido de los balanos recolectados se realizd
utilizando el sistema de extraccidon comercial Pure Link Genomic DNA (Invitrogen™), que utiliza columnas
de silica de centrifugado para purificar el ADN. La concentracidn y pureza del material gendmico extraido
se verificd mediante un espectrofotémetro Thermo NanoDrop 1000, utilizando el intervalo éptimo de
pureza de ADN de 1.8 a 2, segun Bartlett y Stirling (2003). Se utilizé una cantidad de 50 a 100 ng/ul de ADN

para la realizacién de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).
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B) Amplificacién y secuenciacion

En este estudio, se seleccionaron dos marcadores mitocondriales, una seccidn del gen Citocromo Oxidasa-
Subunidad 1 (COIl) y una seccidn del gen de la subunidad 16S ribosomal, para obtener una mayor resolucién
e identificacidon en los andlisis filogenéticos y contar con una mayor disponibilidad de secuencias de
referencia. La amplificacion de estos marcadores se realizé6 mediante PCR utilizando cebadores especificos

(conocidos cominmente como “primers” en inglés).

Los cebadores utilizados para el marcador molecular del gen COl fueron (5’-3’) LCO
(GCTCAACAAATCATAAAGATATTGG) vy (5’-3') HCO (TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA) disefiados por

Folmer et al. (1994) y utilizados por Rawson et al. (2003) para la amplificacion en cirripedos balanomorfos.

En cuanto al marcador mitocondrial 16S, se disefiaron cebadores especificos con el fin de aumentar las
posibilidades de la amplificacion de dicho marcador. Los cebadores, 16S F (5'-3')
(ACTGTGCTAAGGTAGCATAATCA) y 16S R (TCCAACATCGAGGTCGCAAA), se disefiaron a partir de
secuencias de otras especies de cirripedos balanomorfos a través de la plataforma Centro Nacional para
la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) (National Center for Biotechnology

Information, 1988).

La identificacién de las zonas con mayor indice de conservacién para el disefio de los cebadores se realizd
al alinear secuencias del 16S catalogadas en GenBank. Para el alineamiento de las secuencias se utilizo el
algoritmo de MUSCLE implementado en el programa de Sea View. Los cebadores se adquirieron en la

empresa T4 Oligo en Irapuato, Guanajuato.

Se realizaron las amplificaciones por PCR para cada marcador molecular bajo condiciones éptimas
especificas. Para el marcador COI, se llevaron a cabo 35 ciclos de una etapa de desnaturalizacién de 30
segundos a 94° C, seguida de hibridacidon a 31° C durante 45 segundos y extensiéon a 72° C durante 2

minutos.

En cuanto al marcador 168, se llevaron a cabo 35 ciclos de una etapa de desnaturalizacion de 30 segundos
a 94° C, seguida de hibridacién a 49° C durante 30 segundos y extensién a 72° C durante 30 segundos. Se
confirmé la amplificacién de los fragmentos mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1%, que fue

tefiido con SYBR safe y visualizado a través de rayos ultravioleta bajo un transiluminador.
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Posteriormente, los amplicones obtenidos, de 308 pb para el 16S y 7210 pb para el COI, se enviaron a
secuenciar bidireccionalmente a la empresa Macrogen Inc. en Seul, Corea. Las secuencias obtenidas se
analizaron y editaron en el programa Geneious Prime v. 2022.1.1, utilizando un algoritmo para eliminar

las regiones que no cumplieron con los criterios de calidad.

En los casos en que las secuencias contenian nucleétidos polimoérficos (es decir, presencia de multiples
picos dobles en el cromatograma), se limpiaron los sitios mediante la comparaciéon y combinacién de los
amplicones bidireccionales de cada muestra. Posteriormente, se verificé la identificacién taxondmica de
las secuencias utilizando la herramienta de busqueda de alineacion local (BLAST, por sus siglas en inglés)

(Altschul et al., 1990), comparando con las secuencias de referencia para las especies de balanos.

C) Analisis filogenético

Se construyd una base de datos que incluia las secuencias de las muestras de balanos recolectadas y de
especies de referencia de cirripedos balanomorfos del repositorio Genbank en el NCBI. Estas secuencias
fueron alineadas mediante el algoritmo global MUSCLE vy se utilizé el programa jModelTest v2.1.10 para
obtener el mejor modelo de sustitucidon de nucleétidos para el analisis de cada marcador molecular, siendo

el modelo General Time Reversible (GTR, por sus siglas en inglés) el utilizado.

A continuacidn, se realizaron analisis bayesianos con el modelo de sustitucion de ADN obtenido, utilizando
corridas simultdneas con Cadenas de Markov y Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés) y tomando
arboles cada 1000 iteraciones. Las iteraciones de MCMC se ejecutaron hasta que la desviacién estandar

(o) estuviera por debajo de 0.01.

Se construyd un arbol filogenético consenso a partir de las Ultimas 75% de las iteraciones, descartando
los primeros 25% de los arboles. Finalmente, se utilizé el programa Figtree v1.4.4 para visualizar y editar
los darboles filogenéticos finales del gen COIl y 16S, utilizando como raiz o “outgroup” a la especie

Astrobalanus imperator.

2.5 Cobertura de balanos

Para determinar la cobertura de balanos en las tortugas capturadas, se tomaron fotografias digitales
cenitales del plastron y caparazon. Se utilizé una camara réflex digital CANON Eos Rebel T6 para tomar

fotografias diurnas y nocturnas. Las fotografias diurnas se capturaron con una longitud focal de 18 mm,
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velocidad 1SO 100 y un tiempo de exposicién 1/1,250 hasta 1/1,600 con un valor de apertura f/3.5 hasta
6.3. Por otro lado, para las fotografias nocturnas se utilizé una longitud focal de 18 mm, velocidad I1SO 800,
un valor de apertura /3.5, tiempo de exposicién 1/60 y se utilizo el flash sin ninguna otra luz artificial en

el ambiente.

Para obtener el area de cobertura de balanos, se utilizé el programa IMAGE-J con la asistencia del Dr.
Ricardo Cruz del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) en UABC. El programa nos permitio
calcular el drea de interés en cm?, que en este estudio es la cobertura de balanos y el area de plastrén o
caparazon. La escala fue calibrada utilizando una medida morfométrica; la medida LP se utilizé para las
fotografias del plastrén y la medida LRC se utilizé para las fotografias del caparazén de cada tortuga. Una
vez que se calibré la escala, se obtuvo el drea de cobertura de balanos y el area del plastron o caparazén
segln corresponda, para calcular el indice de cobertura de balanos (ICB). La formula utilizada para el
calculo del ICB fue la siguiente:
Acb (cm?)

1 = o dc ) W

Donde Acb es el area de cobertura de balanos, Ap es el area plastrén y Ac es el area del caparazén de la

tortuga. El resultado se multiplicé por 100 para obtener un porcentaje (%).

2.6 Indicadores sanguineos

Se recolecté sangre de las tortugas capturadas mediante una técnica de puncién venosa en el seno
cervicodorsal, descrita por Owens & Ruiz (1980). La recoleccidn se llevd a cabo con el uso de una aguja
calibre 21 G x1 1/2 con el sistema de vacio BD Vacutainer ™ de toma multiple, que se introdujo
perpendicular al cuello de la tortuga. Se recolectaron alrededor de 6 ml de sangre en un tubo estéril con
anticoagulante heparina de Litio, el cual se homogeneizd por inversion lenta. Se tomaron medidas de
asepsia antes y después de la toma de muestra, a fin de minimizar el riesgo de contaminacién. Para el
transporte de las muestras sanguineas, se utilizd una hielera con una temperatura constante de
refrigeracion (4°C) con el objetivo de preservar las muestras hasta su procesamiento en el laboratorio de

campo.
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2.6.1 Biometria hematica

En cuanto a la biometria hematica (BH), se llevd a cabo un andlisis para evaluar la presencia de hemolisis
en funcion del tiempo transcurrido desde la recolecta de la muestra sanguinea hasta el analisis en
laboratorio. Con este proposito, se realizaron dos recuentos de eritrocitos (REC). El primero se realizd
dentro de un lapso de dos a cuatro horas posteriores a la recolecta, mediante el uso de cdmara de
Neubauer y tincién de Natt y Herrick, a una dilucidn 1:200. La concentracion de células se calculé mediante

la utilizacion de la siguiente férmula:

Células contadas

/#l - (Superficie contada (mm?) x Profundidad de la camara (mm) x Dilucién (3)

Para llevar a cabo el segundo recuento eritrocitario, las muestras sanguineas fueron transportadas
verticalmente en una hielera a una temperatura de aproximadamente 4°C hasta el laboratorio GOVALAB,
especializado en diagndsticos veterinarios en Ensenada. El recuento eritrocitario se realizé entre las 96 y
120 horas (cuatro a cinco dias) posteriores a la recolecciéon de las muestras. Asimismo, se realizo el

recuento leucocitario y se determind el hematocrito (Hct) en el laboratorio.

Ademas, se realizaron extendidos sanguineos en portaobjetos de manera inmediata a la toma de muestra,
Estos extendidos fueron fijados con etanol al 70% y posteriormente fueron tefiidos en laboratorio
utilizando el kit HYCEL Quick para una tincidn policromatica rapida de tipo Romanowsky. Este kit emplea

colorantes acidos Eosina A (amarillenta) y el azur-azul de metileno como colorante basico.

A partir de estas muestras, se realizd6 un conteo diferencial de los leucocitos (Leu), identificando
eosindfilos (Eos), heteroéfilos (Het), baséfilos (Bas), monocitos (Mon) y linfocitos (Lin), mediante el uso de
un microscopio dptico con objetivo de inmersién (1000x) en el que se contaron y clasificaron 100 células

leucocitarias siguiendo un patrén de observacion en forma de zigzag.

Para la clasificacion de estas células leucocitarias, se consideraron las caracteristicas descritas por Ramirez-
Acevedo (2012) y Tristan (2008) (Figura 15, Anexo A). Cabe destacar que el conteo se realizé dos veces con
diferentes observadores, en donde se estandarizé la identificacion y posteriormente se obtuvo el

promedio y porcentaje (%). Asimismo, se calculd la relacidn Heterdfilos/Linfocitos (H/L).
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2.6.2 Bioquimica sanguinea

Para el andlisis de metabolitos en la bioquimica sanguinea (BS), se recolectaron muestras con heparina de
Litio y se enviaron al laboratorio GOVALAB para su analisis, el cual abarcd un periodo de cuatro a cinco
dias posteriores a la toma de muestra. Las determinaciones se realizaron en plasma mediante la técnica

de ion selectivo en un equipo Easylite y espectrofotémetro automatizado Myndray BS-200.

Se evaluaron diversos parametros bioquimicos, tales como glucosa (Glu), colesterol (Col), triglicéridos (TG),
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), creatin cinasa (CK), fosfatasa alcalina
(ALP), amilasa (Ami), proteinas totales (Prot), albumina (Alb), creatinina (Creat), bilirrubina total (BT), acido
urico (Ac. urico), diéxido de carbono (CO;), sodio (Na), potasio (K), calcio (Ca), fosforo (P) y cloro (Cl).
Ademas, se calculd la concentracién de globulina (Glo), mediante la diferencia entre proteinas totales y

albimina, y se determind la relacién albumina/globulina (A/G) y Ca/P.

2.6.3 Andlisis sanguineo

Para llevar acabo una valoracidn clinica precisa es necesario contar con intervalos de referencia confiables.
Por esta razén, se realizé una busqueda bibliografica de alrededor de 20 articulos y se llevd a cabo una
discriminacién considerando diferentes factores, tales como la especie de estudio, la regidén geografica, el
estadio ontogénico y la condicidn fisioldgica. Esta discriminacidn se llevd a cabo porque diferentes autores,
como Stamper et al. (2005), Whiting et al. (2007), Flint et al. (2010) y Rubin et al. (2016) han mencionado
que los valores de referencia para la biometria hematica (BH) y la bioquimica sanguinea (BS) en tortugas
marinas sanas varian segun la especie, la region geografica, el estadio ontogénico y el habitat, entre otros

factores.

Para garantizar la congruencia de los valores en el andlisis clinico de biometria hematica y bioquimica
sanguinea en las tortugas, se verificaron las unidades descritas. Ademads, se obtuvieron los intervalos de

referencia (IR) con base en la media + 2 desviaciones estandar (o) para realizar el analisis clinico individual.
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2.7 Analisis estadisticos

Para el andlisis de datos, se empled estadistica bayesiana, debido a que los datos obtenidos en este estudio
no cumplian con los supuestos requeridos para cada prueba, como la normalidad y la homocedasticidad.
Ademads, los tamafios de muestra obtenidos (N) no fueron lo suficientemente grandes para una
comparacién entre sitios con la estadistica cldsica. Por estas razones, se decidid utilizar la metodologia de

la estadistica bayesiana, la cual se fundamenta en principios probabilisticos y modela la incertidumbre.

Esta metodologia se centra en el Teorema de Bayes y el Factor de Bayes, el cual obtiene la razén de las
probabilidades de las hipétesis nula y alterna. En otras palabras, supongamos que se tienen las siguientes

hipétesis:

Ho: las medias poblacionales son homogéneas (no hay diferencias)

Hi: las medias poblacionales son heterogéneas (si hay diferencias)

El Factor de Bayesio, indicaria que estamos dividiendo la probabilidad de la hipdtesis alterna sobre la
probabilidad de la hipétesis nula.
__ P (Hipotesis alterna)

Factor de Bayes = FB1y = P (Hipotesis nula) (3)

Se utilizaron pruebas t de Student bayesiana, a través del programa JASP (v 0.16.3; JASP Team), para
comparar los datos entre sitios con la presencia o ausencia de balanos. Asimismo, la forma de

discriminacidn del FB 1o se eligié en primer lugar considerando lo que menciona Jeffreys 1961 (Tabla 2).

Tabla 2. Interpretacion del Factor de Bayes sugerido por Jeffreys (1961), tomado de Ellison (1996).

Jeffreys (1961)
log1o (B1o) B1o Evidencia contra H,
0-0.5 1-3.2 Una simple mencion
0.5-1 3.2-10 Sustancial
1-2 10-100 Fuerte
>2 >100 Decisivo
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Capturas de tortugas marinas

En BLA, se realizaron cuatro salidas de campo, en las cuales se lograron capturar nueve tortugas en la bahia
“La Gringa” (Figura 1). Se registré una temperatura de la superficie del mar (TSM) de 24° C en junio de

2021y 29° C en octubre de 2022.

Mientras que en CLOL, se llevaron a cabo dos salidas de campo en las que se capturaron 21 tortugas en la
laguna Guerrero Negro y 28 en la laguna Ojo de liebre (Figura 2). Como se menciond en la metodologia, el
CLOL esta conformado por canales que permiten la movilidad de las tortugas entre lagunas, por lo que se
considerd CLOL como un Unico sitio de estudio. Por lo tanto, se obtuvieron un total de 49 tortugas para
los meses de abril y junio de 2022, con una TSM de 18 y 20° C, respectivamente. En ambos sitios de estudio

(BLAy CLOL), se capturaron un total de 58 ejemplares de C. mydas.

3.2 Analisis morfomeétricos y clasificacion de sexo de Chelonia mydas

La comparacion entre las medidas morfométricas y peso de cada tortuga se muestran en la Figura 4. Tanto
las medidas morfométricas de LCC, LRC, ACC, LTC y el peso fueron mayores en el CLOL en comparacién
con BLA. Por otro lado, las medias de las medidas morfométricas LP y PC, fueron mayores en BLA. No
obstante, al realizar una prueba t de Student bayesiana entre ambos sitios, se determind que no hay
suficiente evidencia que sugiera diferencias entre las medias de estas medidas y el peso (FBio <1), excepto

para la medida morfométrica Profundidad Corporal, la cual obtuvo un FBi de 7.63x107 (Tabla 7, Anexo A).

En BLA de las nueve tortugas que se capturaron, seis fueron identificados como Hembras (H) y tres como
Inmaduros Potencial Hembra (IPH). Por otra parte, en CLOL de las 49 tortugas capturadas, 19 fueron

clasificadas como Hembras (H), 22 como Inmaduros Potencial Hembra (IPH) y ocho como Machos (M) (

Tabla 3).
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A) Medidas morfométricas de C. mydas entre sitios B) Peso de C. mydas entre sitios
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Figura 4. A) Gréfica de las medias y desviaciones estandar de las medidas morfométricas en cm de C. mydas entre
sitios. B) Grafica de la media y desviacidén estandar del peso en kg de C. mydas entre sitios. BLA (N=9) y CLOL (N=49).

Tabla 3. Clasificacion del sexo de C. mydas entre sitios.

Sitio de estudio
Sexo
BLAn=9TM CLOLNn=49TM
Hembras 6 19
Inmaduros PH 3 22
Machos 0 8

3.3 Identificacion taxonomica de balanos

3.3.1 Taxonomia clasica

Se identificaron 193 balanos utilizando las guias taxondmicas empleadas en este estudio, de los cuales 94
fueron identificados como Chelonibia testudinaria, 45 como Platylepas hexastylos y 54 como

Stephanolepas muricata.

En la Figura 5 se presenta la abundancia de estas especies en los sitios de estudio. En BLA, la especie mas
abundante fue C. testudinaria (78%), seguida de P. hexastylos (18%) y S. muricata (4%) fue la menos
abundante. En cambio, en CLOL, la especie mas abundante fue S. muricata (47%), seguida de P. hexastylos

(27%) y C. testudinaria (26%).
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Bahia de los Angeles Complejo lagunar Ojo de Liebre
N= 9 tortugas N= 44 tortugas

m C. testudinaria
P. hexastylos
B S. muricata

Total: 83 balanos Total: 110 balanos

Figura 5. Abundancia relativa de especies de balanos de C. mydas en los sitios de estudio.

3.3.2 Taxonomia molecular

Se obtuvieron secuencias del marcador molecular 16S de un total de 11 individuos con el fin de corroborar
la identificacién taxondmica. Para la realizacién del andlisis filogenético se descargaron y afiadieron 12
secuencias de balanos de la base de datos NCBI. La longitud final del alineamiento de las secuencias
homdlogas utilizado para los analisis filogenéticos fue de 302 pares de bases. En la Figura 6, se pueden
observar en negrita las secuencias obtenidas a partir de este estudio, mientras que las secuencias de
referencia se muestran en letra normal y se indican entre paréntesis sus respectivos nimeros de acceso

de Genbank.

Los analisis filogenéticos corroboraron la presencia de Stephanolepas muricata y Chelonibia testudinaria
(Figura 6), mientras que la confirmacién de la especie Platylepas hexastylos no fue definitiva. En el
recuadro en verde se puede observar que las muestras B3T3CLOL y B8T8CLOL forman un grupo
monofilético con la secuencia de referencia de Stephanolepas muricata (AB723882) con una probabilidad
a posteriori de 1 (Figura 6). Este grupo monofilético no presenta diversidad genética significativa dentro
del mismo clado (ausencia de longitud de ramas dentro de ese clado), lo que indica con gran certeza que
dichas secuencias pertenecen a la especie en cuestion (i.e., Stephanolepas muricata). De igual forma, las
muestras B1T1BLA, B1T2BLA, B1T5BLA y B6T1CLOL formaron un mismo clado con la secuencia de
referencia de Chelonibia testudinaria (AB723878) con una probabilidad a posteriori de 1 (recuadro en rojo

Figura 6). Este clado, al igual que el anterior tampoco mostro diversidad genética entre las secuencias que
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conformaban dicho grupo monofilético, lo cual apoya el hecho de que efectivamente se tratan de

secuencias pertenecientes a la especie Chelonibia testudinaria.

Con respecto a la presencia de Platylepas hexastylos, el andlisis filogenético no pudo corroborar la
presencia de dicha especie entre los balanos estudiados. El arbol filogenético, aunque agrupa a las
secuencias, BIT3BLA, B2T6CLOL, 2_B1T3CLOL, B2T5CLOLy 2_B1T5CLOL en el mismo clado que posee a la
secuencia de referencia para Platylepas hexastylos (AB7239656), con una probabilidad a posteriori de 1,
no es certeza de la presencia de Platylepas hexastylos en este estudio. Esto debido a que el porcentaje de
diferencias nucleotidicas entre las muestras de este estudio con la muestra de referencia es de
aproximadamente 8% (recuadro en azul Figura 6). Adicionalmente, el analisis molecular identificé una de
las muestras de balanos (B2T3BLA) como una muestra cercanamente emparentada (posee
aproximadamente 7% de divergencia) con la especie Cylindrolepas sinica (AB723955) (recuadro en naranja

Figura 6), lo cual difiere a las tres especies identificadas por taxonomia clasica.

|’ Stephanolepas muricata (AB723882)

I B3T3 CLOL
B8T8 CLOL
Chelonibia testudinaria (AB723878)
B1T1BLA
11 BiT2BLA
0.97 B1T5 BLA
1 B6T1 CLOL
0.79
—— Chelonibia patula (JF823821)
1 Epopella plicata (KX230986)
—1{7 Megabalanus azoricus (KM575947)
Cantellius euspinulosum
(KF776194)
B1T3BLA
0.95 B2T6 CLOL
1 1 2 BiTacLoL
1 B2T5 CLOL
2_B1T5 CLOL
0.54
—_____Platylepas hexastylos SAB7’23956!
11— Cylindrolepas sinica (AB723955)
! L — B213BLA
ﬂ,i Platylepas decorata (AB723951)
0.51 Cylindrolepas darwiniana (AB723889)
ﬁ Stomatolepas praegustator (AB723883)
lepas elegans
(KM217420)

Austrobalanus imperator (AB723894)

0.08
Figura 6. Arbol filogenético de balanos para el marcador molecular 16S (longitud de 302 pb): comparacién de
secuencias obtenidas en este estudio (en negrita) con secuencias de referencia (sin formato resaltado y su nimero
de acceso en paréntesis). Los nimeros en los nodos del arbol indican la probabilidad a posteriori.



30

0.97 B1T3 BLA
l B3T3 CLOL

B1T2 BLA
0-94 | BitacLoL

2 B1T4CLOL
B1T5 BLA
B7T8 CLOL

1 B6T1 CLOL

Chelonibia testudinaria (AY174347)

Chelonibia patula (JF823705)

Tetraclitella divisa (MH298050)

0.74 | Megabalanus azoricus (KM575957)

Amphibalanus improvisus (MG311522)
0.81 0.9 Ampbhibalanus reticulatus (MW196410)
0.54 | .
0.58 Cantellius arcuatus (MG878739)
Chthamalus dentatus (MZ798513)

0.63 0.6 Megabalanus californicus (KU204249)

I B2T3 BLA
Stomatolepas praegustator
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Figura 7. Arbol filogenético de balanos para el marcador molecular COI (longitud de 414 pb): comparacién de
secuencias obtenidas en este estudio (en negrita) con secuencias de referencia (sin formato resaltado y su nimero
de acceso en paréntesis). Los nimeros en los nodos del 4rbol indican la probabilidad de a posteriori.

Con respecto al marcador mitocondrial COI, se obtuvieron secuencias de un total de nueve individuos y se
descargaron las secuencias de 14 especies de referencia de balanos. La longitud final del alineamiento fue
de 414 pb. El andlisis filogenético reconstruido a partir de este marcador molecular se puede apreciar en
la Figura 7. Las secuencias de balanos obtenidas en este estudio se muestran en negrita mientras que las
secuencias de referencia descargadas de NCBI se muestran en letra normal y se indican en paréntesis el

respectivo nimero de acceso de Genbank.

Los analisis filogenéticos para este marcador corroboran la presencia de Chelonibia testudinaria (Figura 7),
mientras que la confirmacién de las especies Stephanolepas muricata y Platylepas hexastylos no fue
definitiva. En el recuadro en rojo, las seis muestras (B1T2BLA, B1T4ACLOL, 2_B1T4CLOL, BATSBLA,
B7T8CLOL, B6T1CLOL) forman un grupo monofilético con la secuencia de referencia de C. testudinaria

(AY174347) con una probabilidad a posteriori de 0.94. Este grupo monofilético no presenta diversidad
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genética significativa dentro del mismo clado (ausencia de longitud de ramas dentro de ese clado), lo que

indica con gran certeza que dichas secuencias pertenecen a la especie en cuestion (i. e. C. testudinaria)

(Figura 7).

Con respecto a Platylepas hexastylos no se pudo corroborar la presencia de esta especie con este marcador
mitocondrial. En el arbol filogenético, la muestra B1T3BLA no forma ningln grupo monofilético con
ninguna secuencia de referencia, pero se encuentra dentro del clado con la muestra B3T3CLOL, la cual se
habia clasificado con taxonomia clasica como Stephanolepas muricata. Sin embargo, presentan diversidad
genética significativa dentro del mismo clado (longitud de ramas dentro de ese clado), el porcentaje de

diferencias nucleotidicas entre ellas es de aproximadamente 19% (recuadro en azul en Figura 7).

Adicionalmente a las tres especies identificadas por taxonomia clasica el analisis molecular identificé una
de las muestras de balanos como una muestra cercanamente emparentada con Megabalanus californicus
(KU204249). El arbol filogenético, aunque agrupé a la muestra (B2T3BLA) con la secuencia de referencia
de Megabalanus californicus (KU204249) presenta diversidad genética significativa dentro del mismo
clado (longitud de ramas dentro de ese clado), con una diferencia entre nucledtidos de las secuencias del

19%, y una probabilidad a posteriori de 0.6 (recuadro en verde de Figura 7).

Es importante destacar que, a la fecha de realizacion de este estudio, no hay secuencias de referencia en
GenBank para el marcador molecular de COIl de las especies: Stephanolepas muricata, Platylepas

hexastylos y Cylindrolepas sinica.

En la Tabla 4, se presenta la comparacién entre los resultados de identificacion de balanos usando
taxonomia clasica y molecular. Algunos especimenes no pudieron ser identificados correctamente
utilizando el marcador molecular COI debido a discrepancias en el drbol filogenético. Sin embargo, con el

uso del marcador molecular 16S se logrd establecer la identificacidn en contraste.

Por ejemplo, la muestra B1T3BLA, que habia sido identificada como P. hexastylos a partir de taxonomia
clasica, no se logrd la identificacién con el marcador molecular COI (SD: Sin determinacién), pero si fue
identificada como P. hexastylos al encontrarse en el mismo clado con el marcador molecular 16S. El mismo
patrén se repitid para la muestra B3T3CLOL, que habia sido identificada como S. muricata por taxonomia
clasica, y solo se logrd corroborar la identificacidn con el marcador molecular 16S. En contraste, para la
muestra B2T3BLA, que habia sido identificada como S. muricata por taxonomia clasica, se encontré que

con el marcador molecular 16 S esta se identificé como Cylindrolepas sinica, mientras que con el marcador
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molecular COI no fue posible determinar la especie debido a la longitud de las ramas, porcentaje de

diferencias entre los nucleétidos de las secuencias comparadas y la probabilidad a posteriori de 0.6.

Tabla 4. Contraste entre la identificacion de balanos por taxonomia clasica y molecular. NA= No amplificado y SD=

Sin determinacion.

Taxonomia molecular
ID Taxonomia clasica
col 16S
B1T1BLA C. testudinaria NA C. testudinaria
B1T2BLA C. testudinaria C. testudinaria C. testudinaria
B1T3BLA P. hexastylos SD P. hexastylos
B2T3BLA S. muricata SD Cylindrolepas sinica
B1T5BLA C. testudinaria C. testudinaria C. testudinaria
B6T1CLOL C. testudinaria C. testudinaria C. testudinaria
2 B1T3CLOL P. hexastylos NA P. hexastylos
B3T3CLOL S. muricata SD S. muricata
B1TACLOL C. testudinaria C. testudinaria NA
2_B1T4CLOL C. testudinaria C. testudinaria NA
2_B1T5CLOL P. hexastylos NA P. hexastylos
B2T5CLOL P. hexastylos NA P. hexastylos
B2T6CLOL P. hexastylos NA P. hexastylos
B7T8CLOL C. testudinaria C. testudinaria NA
B8T8CLOL S. muricata NA S. muricata

3.4 Analisis de cobertura de balanos

Para el analisis de cobertura de balanos, se consideraron Unicamente las especies de Chelonibia

testudinaria y Platylepas hexastylos, debido a que estas dos especies son las Unicas que se encuentran

adheridas externamente al plastron o caparazon de las tortugas marinas (ejemplo en Figura 16, Anexo B).
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La especie Stephanolepas sp., se encuentra incrustada en el borde las aletas anteriores, por lo que no fue
tomada en cuenta para este andlisis, debido a que era mds complicado estimar la cobertura de balanos en

esta zona.

La cobertura de balanos presentes en las tortugas marinas se clasific6 tomando en cuenta si se
encontraban solo en el plastrén, en el caparazén, en ambos sitios anatémicos y sin cobertura alguna en
estos sitios. En BLA (N=9 TM), todas las tortugas presentaron presencia de balanos, de las cuales el 50%
presentaron balanos Unicamente en el plastrén, el 38% presentaron balanos en ambos sitios anatédmicos
y 12% solamente en el caparazén (Figura 8). Para el caso de CLOL, de las 49 tortugas capturadas, cinco
tortugas no presentaron balanos en ninguna parte de su cuerpo. Por lo que, de las 44 tortugas restantes
el 53% no presentaron balanos en caparazén ni en plastrén. Las tortugas que si presentaron balanos en
estas zonas, el 32% los presentaron solamente en el plastrén, el 9% Unicamente en el caparazén y el 6%

en ambas zonas corporales (Figura 8).

Bahia de los Angeles Complejo lagunar Ojo de Liebre
N=9 tortugas N= 44 tortugas

Caparazony
plastrén

. 38% :
Plastrén Sin balanos Plastrén

50% en cap. y plas. 329
53%

Caparazon y
plastrén
(53

Figura 8. Porcentaje (%) de C. mydas con balanos en algun sitio anatomico en los sitios de estudio.

Con respecto a la proporcion de sexos de tortugas marinas con balanos, en BLA el 100% de las tortugas
capturadas presentaron cobertura de balanos, siendo el 67% de ellas hembras (H) y el 33% Inmaduros
Potencial Hembras (IPH) (Figura 9). En CLOL, el porcentaje de tortugas que presentaron balanos en las
zonas corporales evaluadas (caparazon y plastron) fue el 47%, el 20% fueron IPH, el 16% fueron Hy el 11%
fueron M. Con respecto al porcentaje de las tortugas que no presentaron cobertura de balanos en las

zonas evaluadas fue el 53%, en donde el 27% representd a IPH, el 22% a Hy el 4% M.
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El indice de cobertura de balanos (ICB), reveld que las tortugas que presentaron un mayor porcentaje
fueron las de BLA con un 2.7% del cuerpo cubierto de balanos (media 2.77 + 2.96), mientras que CLOL
presentd un porcentaje de solo 0.16% (media 0.16  0.35) (Figura 10). Una prueba t de Student bayesiana

(FB10=20.6x10%) indicé que, si existen diferencias entre las medias del ICB entre sitios.

Bahia de los Angeles Complejo lagunar Ojo de Liebre
N= 9 tortugas N= 44 tortugas

Hembras

67%
Sin balanos en Pla.

y Cap. Hembras

53% 22%

Hembras
16%

Figura 9. Distribucién porcentual de C. mydas con balanos, seglin sexo y sitio de muestreo. IPH: Inmaduros Potencial
Hembra.

% Cobertura

-

BLA CLOL

Figura 10. Porcentaje (%) de cobertura de balanos en el cuerpo de las tortugas entre sitios de muestreo en Bahia de
los Angeles (BLA) y el Complejo lagunar Ojo de Liebre (CLOL).
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3.5 Determinacion hematoldgica

3.5.1 Andlisis sanguineo

a) Biometria hematica

Para determinar si habia diferencias en el conteo eritrocitario debido al tiempo transcurrido desde el
conteo en campo hasta el realizado cuatro a cinco dias después en el laboratorio GOVALAB, se realizdé una
prueba t de Student bayesiana. Dichos andlisis arrojaron un FB1o<1, lo que indica que no hay evidencia de
una hemodlisis durante el tiempo de analisis después de la recolecta. Ademas, se realizaron pruebas t de
Student bayesianas para evaluar si hubo diferencias en los pardmetros hematicos entre tortugas con
balanos entre sitios. Este analisis arrojé un FB1o>1 para eritrocitos, eosindfilos y baséfilos (Tabla 9, Anexo
C), lo que indica que existen diferencias probabilisticas entre estos parametros, por lo tanto, se llevaron a

cabo analisis clinicos por separado entre sitios.

Por otro lado, de los pardmetros hematicos obtenidos de este estudio se realizé una comparacién con los
obtenidos del trabajo de Aguirre et al. (1995) al ser el mas cercano a los sitios del presente trabajo (BLAy
CLOL). El trabajo de Aguirre et al. (1995) evalud el estrés en tortugas prietas en Hawai, tanto con presencia
como sin presencia de fibropapilomas. Sin embargo, al realizar los analsis clinicos correspondientes con
las tortugas sanas de su estudio y compararlos con los nuestros, se observaron diferencias en los

porcentajes (

Anexo G

Tabla 13, Figura 17 y 18, Anexo G y H). Por lo tanto, teniendo en cuenta que diferentes autores han
mencionado que estas diferencias pueden estar relacionadas con la ubicacion geografica (Flint et al., 2010;
Campbell, 2015), se tomd la decisidon de utilizar un grupo control de cinco tortugas de CLOL que no
presentaron ningun balano en el cuerpo para la obtencidon de los intervalos de referencia (IR) de los
pardmetros hematicos evaluados (Tabla 5). Ademads, se obtuvieron las estadisticas basicas (Tabla 7, Anexo
E) y se realizaron andlisis clinicos por individuo para determinar si los valores se encontraban dentro o

fuera de estos IR.
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El 89% de la poblacion de C. mydas en CLOL se encontré dentro de los IR normales, mientras que el 11%
se encontré por arriba o por debajo de los IR (Figura 11). Para BLA, el 92% de las tortugas se encontrd
dentro de los IR y el 8% restante estuvo por encima de los IR (Figura 11). En resumen, la mayoria de los
pardmetros hematicos para ambos sitios se encontraron dentro de los IR normales (Figura 12). En CLOL,
menos del 30% de las tortugas marinas (TM) mostraron variaciones en eritrocitos, leucocitos, basdfilos,
monocitos y H/L. Por otro lado, en BLA, menos del 40% de las TM presentaron un aumento en leucocitos

y monocitos (Figura 12).

Tabla 5. Intervalos de referencia de los parametros de biometria hematica en C. mydas con balanos entre sitios (CLOL

y BLA) y sin balanos de este estudio.

IR ausencia de
IR CLOL IR BLA
Parametro balanos
N=12TM N=3TM
N=5TM
Eritrocitos (cels/pl) 1.35x10°—5.02x10° 3.66x10°—5.67x10° 1.48x10° —5.6x10°
Hematocrito (%) 0.18—0.51 0.10—0.50 0.08—0.86
Leucocitos (cels/pl) 0—7.49x10* 1.71x10*—5.42x10* 5.94x103—4.57x10*
Eosindfilos (%) 12.38—33.7 22.7—33.29 0.5—46.7
Heterofilos (%) 11.08—31.25 18.51—20.82 11.68—38.72
Baséfilos (%) 15.49—38.17 17—25 18.7—34.1
Linfocitos (%) 6.57—25.09 7.78—22.21 3.68—27.92
Monocitos (%) 6.93—22.23 3.01—29.64 5.36—18.64
H/L 0.56—2.28 0.68—2.04 0.88—2.48
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Complejo lagunar Ojo de Liebre Bahia de los Angeles
N=12TM N=3TM

[ Abajo
- Normal
0 Arriba

Figura 11. Porcentaje (%) de C. mydas con valores por arriba y debajo de los intervalos de referencia de parametros
hematicos obtenidos de tortugas sanas, entre los sitios de estudio.
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Figura 12. Porcentaje (%) de C. mydas por pardmetro hemdtico que presentaron valores por arriba y abajo de lo
normal establecido con los intervalos de referencia.

b) Bioquimica sanguinea

Los resultados obtenidos para bioquimica sanguinea de GOVALAB fueron analizados con 22 pruebas t de

Student bayesianas para determinar si existian diferencias entre las medias de cada analito entre los sitios



38
de BLA y CLOL, y se obtuvo que 15 analitos presentaron un FBip >1 (Tabla 10, Anexo D). Esta diferencia
probabilistica entre los sitios BLA y CLOL llevé a realizar los andlisis clinicos por separado para cada uno de

ellos.

Se utilizaron los trabajos de Labrada Martagdn (2011) y Aguirre & Balasz (2000) para la obtencidn de los
intervalos de referencia a partir de sus valores. El trabajo de Labrada Martagén (2011), realizé un estudio
sobre la salud de Chelonia mydas sanas y lesionadas en Punta Abreojos, laguna San Ignacio y Bahia
Magdalena, en Baja California Sur (BCS). Debido a la cercania de Punta Abreojos con los sitios de estudio
de este trabajo, se optd por elegir los valores de referencia de este sitio de una muestra de 20 C. mydas
sanas, en donde menciona que considerd sanas como la ausencia de enfermedad aparente y sin presencia

balanos.

Por otro lado, Aguirre & Balasz (2000), realizaron un estudio en Hawai, con una muestra de 57 tortugas C.
mydas con o sin fibropapiloma. Para evaluar si se podian utilizar indistintamente los valores de referencia
de ambos trabajos para el presente estudio, se realizaron 14 pruebas t de Student de muestras
independientes entre analitos. Los resultados mostraron que solo cinco analitos no presentaron

diferencias significativas (p>0.05) (
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Anexo C

Tabla 8, Anexo C), por lo que se decidié utilizar los valores de referencia obtenidos por Labrada Martagdn
(2011) de C. mydas sanas como punto de comparacion y contraste, considerando su proximidad geografica

con los sitios de estudio de este trabajo.

En la Tabla 6, se presentan los intervalos de referencia de cada analito entre los sitios de estudio y los
intervalos de referencia propuestos por Labrada Martagén (2011). Asimismo, se calcularon las estadisticas

basicas y el rango de cada analito obtenido (Tabla 12, Anexo F).

Se realizé un analisis clinico utilizando los IR de Labrada Martagén (2011) para cada analito y determinar
si los valores obtenidos se encontraban por arriba, por abajo o dentro de los IR. En este estudio, se
excluyeron los analitos CK, Ami., BT, CO; y Cl del analisis clinico debido a la ausencia de esta informacién
en el estudio de Labrada Martagén (2011), por lo que no se cuenta con IR para estos parametros. No

obstante, se presentan las estadisticas basicas de estos analitos (Tabla 12, Anexo F).

Considerando que al menos un analito de cada tortuga estuviera fuera de los IR, la poblacién de C. mydas
en CLOL mostraron que el 84% se encontrd dentro de los IR normales, mientras que el 10% se encontré
por arriba y el 6% por abajo de los IR (Figura 13). En BLA, el 68% de las tortugas se encontraron dentro de

los IR normales, el 18% por arriba y el 14% restante por debajo de los IR (Figura 13).

Del total de analito analizados se encontré que, en CLOL cuatro analitos tuvieron una variacidon con
respecto a los IR. El 33% presentaron hiperglucemia y el 67% presentaron aumento en la enzima ALP e
hiperalbuminemia y el 100% presentd disminucién en creatinina (Figura 13. Porcentaje (%) de tortugas
por sitio de estudio que estan dentro de los intervalos de referencia de bioquimica sanguinea con base en

el estudio de Labrada Martagén (2011).

Figura 14).

En BLA, las tortugas marinas analizadas presentaron variaciones en diez analitos. El 100% de ellas
presentaron hipoglucemia y disminucién en creatinina, mientras que el 33% presenté aumento en la
enzima AST, en proteinas totales, globulina, la relacién A/G y en K; el 67% presentd hiperalbuminemiay

elevaciones en la enzima ALT; y el 33% tuvo disminucion en los niveles de sodio (Figura 13. Porcentaje (%)
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de tortugas por sitio de estudio que estan dentro de los intervalos de referencia de bioquimica sanguinea

con base en el estudio de Labrada Martagdén (2011).

Figura 14).
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Tabla 6. Intervalos de referencia entre sitios de este estudio por analito (obtenidos de la media £2 o) y los IR de
Labrada Martagodn (2011). NA: No aplica debido a que no se obtuvieron los IR.

IR’s CLOL IR’s BLA IR’s Labrada Martagoén, 2011
Analito
N=3TM N=3TM N=20 TM
Glu (mmol/L) 1.47—7.28 1.74—3.41 3.89—8.77
Col (mmol/L) 3.73—6.1 0—7.7 2—6.8
TG (mmol/L) 2.55—4.17 0.56—1.96 0—3.72
ALT (U/L) 0.61—6.72 0—157.24 0—44.66
AST (U/L) 129.22—359.43 0—797.78 29.5—388.5
ALP (U/L) 66.32—92.34 26.35—104.97 0.49—92.05
CK (U/L) 340.46—608.86 0—2055 NA
Ac. Urico (umol/L) 45.49—168.42 105.14—370.52 0—427.66
Creat (pmol/L) 19.24—58.09 26.12—31.34 156.5—198.94
Ami (U/L) 263.29—1418.04 0—2056 NA
Prot (g/L) 58.39—70.20 42.87—100.25 29.3—81.3
Alb (g/L) 20.43—23.09 12.56—25.50 5.34—18.6
Glo (g/L) 35.29—49.77 29.4—75.65 23.9—62.7
A/G (g/L) 0.39—0.63 0.28—0.44 0—1.52
BT (umol/L) 1.73—5.24 1.37—7.96 NA
CO; (mmol/L) 8.90—21.76 11-—15 NA
Cl (mmol/L) 109.31—131.34 108.09—123.23 NA
Na (mmol/L) 147.17—149.48 130.32—156.34 137.22—182.78
K (mmol/L) 4.20—7.92 3.43—10.43 2.1—-8.62
Ca (mmol/L) 1.74—2.34 0.91—2.84 1.3—-3.14
P (mmol/L) 2.34—3.20 1.78—5.44 0.35—8.27
Ca/P (mmol/L) 0.51—0.96 0—1.21 0.05—0.97




42
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Figura 13. Porcentaje (%) de tortugas por sitio de estudio que estan dentro de los intervalos de referencia de
bioguimica sanguinea con base en el estudio de Labrada Martagén (2011).
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Figura 14. Porcentaje de tortugas marinas por sitio cuyo resultado por analito estuvo por abajo, normal o arriba de
los IR de Labrada Martagon (2011).
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Identificacion de balanos

En este estudio se analizaron muestras de tres especies de balanos: Chelonibia testudinaria, Platylepas
hexastylos y Stephanolepas muricata empleando guias taxondmicas y dos marcadores moleculares (16S y
COl). Los resultados obtenidos confirmaron la presencia de estas tres especies en las tortugas examinadas.
Ademas, mediante el andlisis molecular, se identificd una cuarta especie, Cylindrolepas sinica. En cuanto
al uso de los marcadores moleculares, el marcador mitocondrial 16S demostré ser el mas efectivo para

lograr una mayor resolucion en la identificacién taxondmica de los balanos.

En cuanto a la concordancia entre la identificacion clasica con la molecular, se encontré una alta
congruencia entre ambas. Con relacién a la identificacién del balano Chelonibia testudinaria, ambas
identificaciones, asi como ambos marcadores moleculares utilizados confirmaron la presencia de dicha
especie (Tabla 4). Los arboles filogenéticos agruparon las cuatro secuencias generadas en este estudio con
las secuencias de referencia de Chelonibia testudinaria en grupos monofiléticos con una probabilidad a
posteriori de 1, lo que demuestra robustez en la identificacion molecular. Las secuencias de referencia de
Chelonibia testudinaria que fueron utilizadas en el arbol filogenético del marcador 16S, fueron obtenidas
del trabajo de Hayashi et al. (2013) el cual se realizé con la misma especie de tortuga marina de este
estudio (i.e., C. mydas). En el arbol filogenético construido a partir del marcador COI, seis muestras
generadas en este estudio formaron un grupo monofilético de alta robustez con la secuencia de referencia
de C. testudinaria obtenida en el trabajo de Rawson et al. (2003) que se realizé en tortuga marina Caretta
caretta. Por lo cual el analisis filogenético corrobora la identificacion de esta especie de balano (Chelonibia

testudinaria) con ambos marcadores en la tortuga C. mydas.

En el caso de la identificacidn de la especie Platylepas hexastylos, las muestras generadas en este estudio
formaron un grupo monofilético con la secuencia de referencia de Platylepas hexastylos obtenida del
trabajo de Rawson et al. (2003) con los analisis del marcador 16S. Sin embargo, dicho clado mostro cierta
diversidad genética entre las secuencias generadas en este estudio y la secuencia de referencia. La
probabilidad a posteriori en el nodo interno que apoya la monofilia del mismo fue de 1, por lo que, la
cercania genética entre las muestras de este estudio y la secuencia de referencia parecieran indicar que
efectivamente si se trata de Platylepas hexastylos. En contraste, para el caso del marcador mitocondrial

COl, la muestra B1T3BLA identificada como Platylepas hexastylos por taxonomia clasica, no fue posible
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obtener una identificacién molecular debido a que no formé ningun grupo monofilético con ninguna
secuencia de referencia. Sin embargo, esta misma muestra se identificd como Platylepas hexastylos con el
marcador molecular 16S. En resumen, la muestra B1T3BLA, fue identificada por taxonomia cldsica y por el
marcador molecular 16S como Platylepas hexastylos, para el marcador molecular COIl la identificacion fue

inconclusa.

Con respecto a la identificacion de la especie Stephanolepas muricata, dos de las muestras generadas en
este estudio formaron un grupo monofilético con la secuencia de referencia de Stephanolepas muricata
del trabajo de Hayashi et al. (2013), utilizando el marcador mitocondrial 16S. A diferencia del clado con
Platylepas hexastylos, este grupo monofilético no presentd diversidad genética entre si y la probabilidad
a posteriori fue de 1, por lo que se tiene gran certidumbre en la identificacidon. En contraste, una muestra
(B2T3BLA) identificada como Stephanolepas muricata por taxonomia clasica, se identific6 como
Cylindrolepas sinica mediante el andlisis filogenético del marcador mitocondrial 16S. Desafortunadamente
para el marcador COI, esta misma muestra no pudo ser identificada de manera concluyente y se encontré
dentro de un clado con la especie Megabalanus californicus obtenida del trabajo de Ashton et al. (2016)
con una diferencia entre nucleétidos del 19% y una probabilidad a posteriori de 0.6., por lo que esta
identificacion no es certera. En resumen, la muestra B2T3BLA fue identificada por taxonomia cldsica como
Stephanolepas muricata, por el marcador mitocondrial 16S como Cylindrolepas sinica y por COI la
identificacion fue inconclusa. Dado que el estado de esta particular muestra se encontraba parcialmente
destruida, la identificacidon con taxonomia cldsica no fue conclusiva, lo que apoyaria el hecho de que el

marcador 16S si llegd a una identificacién mds robusta y por ende asumimos es la correcta.

En la muestra B3T3CLOL ocurrié algo similar, la cual se identific6 por taxonomia clasica como
Stephanolepas muricata, al igual que para el marcador mitocondrial 16S al formar un grupo monofilético
con la secuencia de referencia del trabajo de Hayashi et al. (2013). Sin embargo, para el COl no forméd
ningun grupo monofilético con ninguna secuencia de referencia. Por lo tanto, el hecho de que con
taxonomia cldsica y con el marcador 16S se identificd la misma especie, entonces se asume que para esta

muestra la identificacién corresponde a la especie Stephanolepas muricata.

Las discrepancias generadas entre la taxonomia cldsica y molecular pueden deberse en parte a la falta de
secuencias de referencia para el marcador molecular COl de las especies Platylepas hexastylos,
Stephanolepas muricata y Cylindrolepas sinica. Este estudio proporciona estas secuencias para futuros
estudios, lo cual es importante para una correcta identificacidn y andlisis de las mismas. Cabe resaltar que

la utilizacién de mas de un marcador molecular es importante para corroborar las identificaciones
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taxondmicas y asi obtener una mayor precision y certidumbre en la identificacion de los grupos

taxonomicos.

Las especies de balanos identificadas en este estudio, habian sido reportadas en diversos estudios como
epibiontes en la misma especie de tortuga marina, Chelonia mydas, usando taxonomia clasica o molecular
(Pereiraetal., 2006; Alonso, 2007; Celis et al., 2007; Zardus & Balazs, 2007; Hayashi & Tsuji, 2008; Corrales-
Goémez & Herrera-Ulloa, 2012; Hayashi et al., 2013; Cheang et al., 2013; Pérez-Losada et al., 2014). Sin
embargo, hasta la fecha, solo se ha encontrado un estudio que aborda la identificacion de estos epibiontes
en proximidad a los sitios de investigacidn de este trabajo. En el estudio de Gallego et al. (2019) se realizd
realizaron la identificacidén de los balanos mediante taxonomia clasica en Baja California Sur. Sin embargo,
con referente a la identifiacion de balanos a través de analisis moleculares, no se ha realizado en México,
y por lo tanto, en las areas de estudio de este trabajo. Por lo tanto, el presente estudio representa el
primero en llevar a cabo la identificacidn de los balanos mediante analisis moleculares en BLA y CLOL, asi

como en México.

4.2 Morfométricos, abundancia y cobertura de balanos

Los resultados de este estudio demuestran que existen diferencias en la abundancia de los balanos en C.
mydas de los sitios BLA y CLOL. En BLA, se observd una mayor abundancia del balano Chelonibia
testudinaria, mientras que en CLOL predomind la especie Stephanolepas muricata. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con las condiciones ambientales de cada sitio, debido a que durante el
monitoreo realizado en CLOL, se registraron temperaturas en la superficie del mar (TSM) mas bajas en
comparacién con BLA. En abril y junio de 2021, la TSM en CLOL fue de 18°C y 20°C, respectivamente,
mientras que en BLA en junio de 2021 y octubre de 2022, fue de 24°Cy 29°C.. En relacién con este hallazgo,
Kim et al. (2022) indicaron que una temperatura mas baja en la columna de agua puede disminuir la
incidencia de Chelonibia testudinaria en Chelonia mydas. Ademas, investigaciones previas realizadas por
Zardus & Hadfield (2004), indican que el periodo larval de algunas especies de balanos en regiones
templadas es mas prolongado en comparacién con regiones calidas, tal como lo menciona Anil et al.
(2001). Asimismo, las larvas de estas especies de balanos pueden requerir una mayor cantidad de alimento
y nutrientes para su desarrollo completo en zonas de temperaturas mas bajas y la disponibilidad de estos

puede estar limitada (Zardus & Hadfield, 2004).
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Por otra parte, se observé que las tortugas de BLA presentaron un mayor porcentaje de indice de cobertura
de balanos (3.12 + 2.96) en comparacidn con CLOL (0.38 + 0.46), respaldando la idea de las diferencias en
las TSM entre los sitios. Ademas, se encontraron diferencias significativas en los promedios de las medidas
morfométricas de las tortugas entre los sitios. La Profundidad Corporal (PC) en CLOL fue menor (29.4 +
7.11) en comparacion con BLA (56.2 + 6.79), mientras que el Largo Recto del Caparazén (LRC) en CLOL fue
mayor (71.74 + 11.85) que en BLA (68.82 + 6.59). Estos resultados indican que las tortugas de CLOL
presentan una forma mas plana en comparacion con las de BLA. Esto sugiere la posibilidad de que exista
un efecto hidrodindmico que influya en los patrones de colonizacién de los balanos, las tortugas de CLOL
al presentar una morfologia mas plana entonces podrian tener un menor asentamiento de los balanos al
haber una menor drea en la cual colapsar. Estos hallazgos respaldan la idea de que el reclutamiento y la
persistencia de los balanos en diferentes sitios anatémicos de la tortuga marina estan influenciados por

los patrones diferenciales del flujo de agua (Pfaller et al., 2008; Najera Hillman et al., 2012).

Existen diversos factores que podrian influir en las diferencias observadas en la forma mas aplanada de las
tortugas de CLOL en comparacion con las de BLA. Una posible explicacién radica en que las tortugas tienen
una tasa de crecimiento mas lenta en temperaturas mas bajas (Eguchi et al., 2012). Dado que las aguas del
Pacifico son generalmente mas frias que las del Golfo de California, esta diferencia de temperatura podria
respaldar esta hipdtesis. Ademas, se ha observado que las poblaciones de tortugas marinas en estas areas
presentan una composicion genética de diferentes origenes, especificamente de Michoacan vy
Revillagigedo (Nichols et al., 2003; Dutton et al., 2008; Avilés Chavez, 2018). Sin embargo, alin no se conoce
con precisién el porcentaje exacto de la composicidn genética de cada origen en cada sitio de estudio. Para
comprender de manera mas especifica qué factor o factores podrian estar contribuyendo a estas
diferencias observadas, se requiere llevar a cabo un estudio mas detallado en las areas de investigacion
proporcionando una vision mas completa y precisa de las razones detras de las diferencias observadas en

la forma de las tortugas marinas de CLOL y BLA.

En ambos sitios estudiados, se observé que la mayor incidencia de balanos fue en el plastrén de las
tortugas marinas; eta tendencia puede estar relacionada con varios factores. Se ha documentado que las
tortugas marinas visitan estaciones de limpieza donde peces y camarones les proporcionan servicios de
limpieza para deshacerse de epibiontes y parasitos, lo que se conoce como limpieza exégena (Sazima et
al., 2010; Schofield et al., 2017; Lim et al., 2020). La mayoria de los peces de arrecife se centran en limpiar
el caparazdn y la piel de las tortugas mientras estas reposan en el fondo, sin exponer el plastrén (Sazima

et al., 2010; Lim et al., 2020).
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Ademads, se ha observado que las tortugas marinas llevan a cabo la autolimpieza utilizando diversos
objetos como esponjas y corales (Frick & Mcfall, 2007; Frick & Pfaller, 2013) y esta limpieza tiende a
enfocarse mds en el caparazén que en otros sitios anatdmicos. También se ha demostrado que los balanos
tienen preferencia por asentarse en el plastrén de las tortugas, considerando caracteristicas fisicas y
bioquimicas en el proceso de seleccién de su asentamiento larval para facilitar la alimentacidn filtradora
que realizan estos organismos (Yule & Walker, 1987; Alonso, 2007). Por lo tanto, estos factores coinciden

con la mayor incidencia observada en el plastréon de las tortugas marinas en este estudio.

En cuanto a la proporcion de sexo de las tortugas, en BLA se capturaron mas hembras (N=6) que IPH (N=3),
y las hembras presentaron una mayor cobertura de balanos. Por otro lado, en CLOL se capturaron mas IPH
(N=22) que hembras (N=19) y machos (N=8), y fueron los IPH los que presentaron una mayor cobertura de
balanos. Estos resultados concuerdan con un estudio previo realizado por Lim et al. (2020), donde se
encontré que las hembras presentaban una mayor cobertura de balanos, seguidas en segundo lugar por
los juveniles. En dicho estudio se menciond que el nimero de balanos incrementa con relacién al tamafio
de latortuga, debido a la disponibilidad de espacio libre para su asentamiento. Esto respalda los resultados
obtenidos en el presente estudio, donde las hembras son mds grandes en comparacion con los inmaduros

potencial hembra.

Ademads, como se menciond anteriormente, se ha documentado que las larvas de balanos consideran
caracteristicas fisicas y bioquimicas para su asentamiento en diferentes zonas corporales de las tortugas
en relacion a la competencia interespecifica y la practicidad de facilitar su alimentacion filtradora (Yule &
Walker, 1987; Alonso, 2007; Lim et al., 2020). Este proceso de seleccién también podria estar relacionado
con el sexo y el estadio ontogénico de las tortugas. Asimismo, al considerar la proporcién entre machos y
hembras (M:H), se ha encontrado que para estos sitios la proporcion esta fuertemente sesgada hacia las
hembras (1:3) (Hernandez-Cruz, 2013; Avilés Chavez, 2018). Por lo tanto, al haber mas hembras que
machos, es posible que exista una mayor presencia de balanos en las hembras. Sin embargo, hasta la
realizacion de este trabajo, no se ha encontrado informacidén que respalde de manera concluyente estas

ideas.

4.3 Parametros sanguineos

Copete-Sierra (2013), menciona que los recuentos celulares en sangre no deben realizarse después de

cuatro dias de almacenamiento, debido al riesgo de ocasionar hemdlisis en eritrocitos. Otros autores
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reportan la realizacidn del conteo eritrocitario en un plazo no mayor a seis horas después de la toma de
muestra (Bolten & Bjorndal, 1992; Aguirre & Balazs, 2000). Los resultados de este estudio indicaron que
no se observd una hemolisis considerable en relacién con el conteo eritrocitario, incluso después del
tiempo transcurrido desde la toma de muestra hasta el analisis en laboratorio (cuatro a cinco dias), el cual

fue respaldado por el analisis estadistico bayesiano (FB1o<1).

Con relacidn a la presencia de balanos, se observaron variaciones en los pardametros analizados para la
biometria hemdtica en comparacidn con el grupo control (sin presencia de balanos). Especificamente se
encontraron mayores variaciones en los parametros de las tortugas del CLOL en comparacién con BLA,
aunque estas variaciones fueron minimas en términos de porcentaje considerando el tamafio de la
muestra analizada en cada sitio. Sin embargo, un porcentaje de la poblacion de tortugas en CLOL presentd
eritrocitosis, leucocitosis, basopenia, basofilia, monocitosis y una disminucién en la relaciéon H/L. Aunque
este porcentaje es bajo (20% aproximadamente), representando Unicamente dos tortugas de un total de
12 examinadas. En el caso de BLA, solo un porcentaje reducido de la poblacion presentd leucocitosis,
especificamente monocitosis, lo cual corresponde a una tortuga de un tamano de muestra de tres. Estos
resultados podrian estar relacionados con la mayor presencia de la especie Stephanolepas muricata en

CLOL.

Estudios previos han mencionado que esta especie puede causar mayor dafo a la salud de las tortugas
(i.e., picaduras, laceraciones y sangrado) (Frick et al., 2002). Aunque las variaciones observadas no fueron
significativas en magnitud, podria ser que estas diferencias en la salud de las tortugas estdn relacionadas
con la presencia de balanos. Sin embargo, es importante destacar que existen otros factores, que también
pueden contribuir a las variaciones en estos parametros. Por ejemplo, se ha documentado monocitosis en
tortugas que presentan una infeccidn crénica (e.g., fibropapiloma), dafio renal o en organismos de edad

avanzada (Aguirre & Balazs, 2000; Tristan, 2008).

En el caso de las tortugas analizadas en este estudio, no presentaron tumores caracteristicos de
fibropapiloma, por lo que se podria descartar esta opcidn, sin embargo, la edad, dafio renal u otros
factores adicionales a la presencia de balanos no pueden ser descartados. En relacién con la eritrocitosis
se ha documentado en cuadros de deshidratacién, parasitismo, migracidn e infecciones (Aguirre et al.,
1995; Tristan, 2008; Suarez-Yana et al., 2016). Ademas, la eritrocitosis en tortugas marinas puede ser

multifactorial y estar influenciada por la sinergia de diversos factores (Aguirre et al., 1995).
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En los analitos analizados en la bioquimica sanguinea, se observaron variaciones en diez de ellos en BLAy
cuatro en CLOL en comparacion con los valores de referencia de C. mydas sanas obtenidos de Labrada
Martagon (2011) en Punta Abreojos, BCS (Figura 13. Porcentaje (%) de tortugas por sitio de estudio que
estan dentro de los intervalos de referencia de bioquimica sanguinea con base en el estudio de Labrada

Martagon (2011).

Figura 14). Ambos sitios presentaron una disminucion en los niveles de creatinina e hiperalbuminemia. Sin
embargo, hubo hiperglicemia y aumento en la enzima ALP en CLOL. En BLA se observé un aumento en las
enzimas AST y ALT, en las globulinas, en la relacién A/G y en los niveles de potasio, asi como una
disminucidn en los niveles de Na y de glucosa. Estas variaciones podrian estar relacionadas con la mayor

cobertura de balanos en el sitio BLA, especialmente la especie Chelonibia testudinaria.

Aunque la cobertura de balanos en las tortugas de ambos sitios no se considera grande, se observaron
variaciones minimas en los analitos analizados. Por lo tanto, es posible que exista una correlacidn entre la
presencia de balanos, aunque es necesario considerar otros factores tanto intrinsecos como extrinsecos
gue podrian estar involucrados en estas variaciones. Entre los factores intrinsecos se incluyen la especie,
el sexo, la genética, la edad y estadio ontogénico (Campbell, 2015). Por otro lado, los factores extrinsecos
incluyen la estacion, la temperatura, el habitat, la dieta, el sitio de venopuncidn y el estrés asociado con el

cautiverio (Campbell, 2015).

En lo referente a los factores intrinsecos, los resultados de este estudio se contrastaron con IR de la misma
especie de tortuga marina (C. mydas). Sin embargo, debido al tamafio reducido de la muestra obtenida
para el analisis sanguineo, no se llevd a cabo una comparacién entre el sexo y el estadio ontogénico de

esta especie.

En cuanto a los factores extrinsecos, en el caso de CLOL, se ha mencionado que la dieta de esta especie de
tortuga marina es de algas y pastos marinos como Zostera marina (CONANP, 2016; DOF, 2016). Por otro
lado, en BLA se ha documentado que se alimentan principalmente de algas rojas e invertebrados marinos
como cefalépodos o esponjas (Seminoff, 2000; Seminoff et al., 2002; CONANP, 2014). Sin embargo, la dieta
de C. mydas esta fuertemente influenciada por la disponibilidad y calidad del alimento (Labrada Martagon
et al., 2010; Avilés Chavez, 2018). Esto implica que la composicién de su dieta puede fluctuar en respuesta
a cambios estacionales, cambios en la disponibilidad de especies alimenticias y alteraciones en los

ecosistemas costeros (Seminoff et al., 2002; Flint et al., 2010; Labrada Martagén, 2011) .
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Por ejemplo, existen diferencias en el valor nutricional entre pastos e invertebrados marinos, en el caso
de los cefaldpodos, como el pulpo, son una excelente fuente de proteinas, con aproximadamente un 16%
de contenido proteico (Domingues et al., 2004). En contraste, los pastos marinos, como la especie Zostera
marina, presentan un contenido proteico mdaximo de tan solo el 2%, predominando en su composicién los
carbohidratos (Cabello-Pasini et al., 2004). Por lo tanto, las variaciones encontradas en el analisis
sanguineo de las tortugas de este estudio también podrian estar relacionadas con este factor extrinseco,
es decir, las variaciones en la composicion y calidad del alimento. Estas fluctuaciones en la dieta pueden

tener un impacto directo en la fisiologia y los perfiles sanguineos de C. mydas.

Otro factor extrinseco son las condiciones ambientales de cada sitio. Por ejemplo, en este estudio se
encontrdé una temperatura de la superficie del mar mas elevada en BLA (24°Cy 29°C) en comparacion con
CLOL (18°C y 20°C). Esta diferencia de temperatura puede tener un impacto en el metabolismo de las
tortugas marinas, debido a que estas especies son organismos ectotérmicos, lo que implica que su
temperatura corporal estd determinada por el entorno en el que se encuentran (Lutz & Musick, 1997;
Seminoff, 2000). En consecuencia, se han observado cambios en los parametros bioquimicos analizados
que pueden estar relacionados con las fluctuaciones en este factor extrinseco. Por ejemplo, se ha
registrado hipoglucemia, aumento de potasio (K) y disminucién de sodio (Na) en relacién con fluctuaciones
en la temperatura del mar (Montilla et al., 2008). Estas observaciones concuerdan con los resultados

obtenidos en el sitio BLA, donde se encontraron tortugas con estas condiciones especificas.

Hasta la realizacidon de este estudio, el Unico trabajo que aborda el efecto de la salud en tortugas marinas
en relacién con los balanos utilizando parametros hematoldgicos es realizado por Stamper et al. (2005) en
Carolina del Norte (EUA). Dicha investigacion, no encontrd una correlacion significativa entre la carga de
balanos y algln parametro hematoldgico, por lo que se sugirié que las variaciones identificadas podrian
estar relacionadas con la migracién de las tortugas. Es importante destacar que dicha investigacion se
centro exclusivamente en la cobertura epibidtica del caparazon de las tortugas. Ademas, Frick et al. (2011),
mencionan la posibilidad de una mediacidn quimica asociada entre las tortugas y la especie Stephanolepas

muricata, sin embargo, no se han realizado estudios que respalden esta hipdtesis.

Los resultados de este estudio indican que, incluso dentro de la misma especie (C. mydas) y el mismo
estadio ontogénico (juveniles), existen diferencias en los valores de referencia. Por ejemplo, se han
observado discrepancias entre los resultados obtenidos en el estudio de Aguirre & Balasz (2000) en Hawai

y el trabajo de Labrada Martagén (2011) en Punta Abreojos, BCS. Esta variabilidad en los valores de
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referencia en las tortugas marinas esta asociada diversos factores intrinsecos y extrinsecos como se habia

mencionado anteriormente (Flint et al., 2010; Labrada Martagdn, 2011; Campbell, 2015).

Para el contraste de los resultados de biometria hematica, inicialmente se decidié utilizar los intervalos de
referencia proporcionados por Aguirre et al. (1995). Sin embargo, al llevar a cabo el analisis, se observd
que la mayoria de los resultados de los pardmetros se encontraban por arriba de estos intervalos en ambos
sitios (Figura 17 y 18, Anexo G y H). Considerando los factores que influyen en las variabilidades, el estudio
de Aguirre et al. (1995) se llevd a cabo en Hawadi, una ubicacién geograficamente distante de la zona de
estudio en este trabajo. Por lo tanto, las diferencias en el tipo de habitat entre los dos lugares, podrian
estar relacionadas con estas variaciones, lo cual genera una gran complejidad y variabilidad en la

determinacion de los intervalos de referencia.

Ademas, otra discrepancia encontrada durante la revisidn de la literatura se refiere a la clasificacién de los
leucocitos, debido a que existe una gran variabilidad en las caracteristicas de estas células en las tortugas
marinas, lo que pudo observarse en C. mydas. Esto conduce a diferentes resultados y, por lo tanto, a
diferentes analisis y diagndsticos clinicos en las tortugas marinas. También se observaron discrepancias en

los criterios utilizados para asignar el estadio ontogénico.

Por ejemplo, el punto de corte para definir las categorias de juveniles e inmaduros difiere entre diversos
autores, lo que destaca la necesidad de estandarizar estos criterios. Ademas, es importante realizar un
mayor nimero de pardmetros de biometria hematica (e.g., hemoglobina, volumen corpuscular medio,
recuento plaquetario), de bioquimica sanguinea (e.g., amilasa, cloro, creatin cinasa, bilirrubina) u otros
analisis (e.g., andlisis de heces, radiografias) en las tortugas marinas, especialmente en C. mydas, para
establecer los valores de referencia tomando en cuenta un mayor nimero de organismos, lo que permitiria

una evaluacidon mas precisa de la salud de estos organismos.

En resumen, dada la notable variabilidad con los pardmetros sanguineos observada en esta especie,
resulta necesario llevar a cabo estudios que comparen poblaciones con un alto grado de similitud en los
pardmetros mencionados previamente. Esto permitiria obtener conclusiones mas sélidas y generalizadas
sobre la salud de las tortugas marinas. Ademas, se destaca la importancia de aumentar el tamafio de
muestra para obtener un intervalo de referencia mas representativo de la poblacidn en los sitios de estudio

siendo fundamental fomentar la realizacién de investigaciones mas especializadas en estos sitios.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este estudio se analizo la presencia de cuatro especies de balanos (Chelonibia testudinaria, Platylepas
hexastylos, Stephanolepas muricata y Cylindrolepas sinica) en tortugas marinas, utilizando guias
taxondmicas y marcadores moleculares (16S y COl). Los resultados confirmaron la presencia de estas
especies en las tortugas examinadas y demostraron la eficacia del marcador molecular 16S para una
identificacion taxonédmica mas precisa. Hubo una alta concordancia entre la identificacion clasica y
molecular en el caso de Chelonibia testudinaria y Stephanolepas muricata, sin embargo, se encontraron
algunas discrepancias en la identificacidon de Platylepas hexastylos y Cylindrolepas sinica, especialmente
con el marcador COI debido a la falta de secuencias de referencia. Se destaca la importancia de utilizar
multiples marcadores moleculares y obtener mas secuencias de referencia para mejorar la precisién en la
identificaciéon taxondmica. Este estudio proporciona 20 nuevas secuencias de referencia para futuras
investigaciones de las especies de balanos Chelonibia testudinaria, Platylepas hexastylos, Stephanolepas
muricata y Cylindrolepas sinica, las cuales serdn afiadidas al repositorio genético GenBank. Ademas, se
resalta que, aunque algunas de estas especies han sido reportadas previamente en otros estudios, este
trabajo representa el primero en aplicar la identificacién molecular de estos balanos en los sitios

especificos de investigacion y de México.

Este estudio reveldé que existen diferencias en la abundancia de balanos en tortugas marinas verdes (C.
mydas) entre los sitios de estudio BLA y CLOL. En BLA, se encontré una mayor abundancia de la especie
Chelonibia testudinaria, mientras que en CLOL predomind la especie Stephanolepas muricata. Estas
diferencias pueden estar relacionadas con las diferentes condiciones ambientales de cada sitio, como la
temperatura de la superficie del mar registradas durante el monitoreo. Las temperaturas mas bajas en
CLOL podrian haber disminuido la incidencia de Chelonibia testudinaria. Ademas, se observaron
diferencias en las medidas morfométricas de las tortugas entre los sitios, lo que sugiere que la forma
corporal puede influir en los patrones de colonizacidn de los balanos. Las tortugas de CLOL presentaron
una forma mas plana, lo que podria resultar en un menor asentamiento de los balanos en comparacién
con las tortugas de BLA. Es importante resaltar que este estudio representa el primero en México en
demostrar un anadlisis comparativo entre ambos sitios sobre la incidencia de especies de balanos,

considerando la TSM y la forma de las tortugas.

La mayor incidencia de balanos se encontrd en el plastron de las tortugas marinas en ambos sitios de

estudio. Esto puede estar relacionado con la preferencia de los balanos por asentarse en el plastrén, asi
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como con la falta de exposicion de esta drea durante la limpieza exdgena y la autolimpieza de las tortugas,

lo cual es un patrén que ya se ha documentado.

Respecto a la proporcién de sexo de las tortugas, se observé que las hembras presentaban una mayor
cobertura de balanos en ambos sitios. Esto puede estar relacionado con el tamafio de las tortugas, debido
a que las hembras son generalmente mas grandes y proporcionan mas espacio para el asentamiento de
los balanos. Ademas, la mayor incidencia de balanos en hembras podria estar relacionado con la mayor
proporcién de hembras frente a los machos (3:1) en los sitios de estudio. No obstante, se necesitan realizar

mas investigaciones para respaldar de manera concluyente estas ideas.

Los resultados de este estudio evidencian la ausencia de una hemdlisis con relacién al recuento
eritrocitario, asi como variaciones en los pardmetros analizados para la biometria hematica y la bioquimica
sanguinea con la presencia de balanos en las tortugas. Sin embargo, también estas variaciones pueden ser
influenciadas por factores como la dieta de las tortugas, las condiciones ambientales y otros factores

intrinsecos y extrinsecos.

Para una comprensidn mas sélida de la salud de las tortugas marinas, especialmente de la especie C.
mydas, se requiere llevar a cabo mas estudios que contrasten poblaciones similares y analicen un mayor
numero de parametros tratando de contrarrestar factores intrinseco y extrinsecos que pueden estar
relacionados. Esto permitird obtener una vision mas completa y precisa de la fisiologia de estas especies.
Ademas, es necesario realizar estudios adicionales sobre la composicién y variabilidad de la dieta en
diferentes poblaciones de C. mydas para comprender mejor su ecologia tréfica y su relacidn con la salud y

el bienestar de las poblaciones locales.

Asimismo, se destaca la importancia de considerar las condiciones ambientales, como la TSM, que pueden
tener un impacto en los perfiles bioquimicos y fisioldgicos de las tortugas marinas. Estos hallazgos resaltan
la necesidad de investigaciones adicionales para comprender mejor las respuestas adaptativas de las

tortugas marinas a los cambios ambientales y cdmo estos cambios pueden afectar su fisiologia y bienestar.

En conclusidn, este estudio proporciona una base inicial para comprender la salud de las tortugas marinas
y se proporcionan valores de referencia para los sitios de estudio, teniendo en cuenta la presencia o
ausencia de balanos. No obstante, se requiere de un mayor esfuerzo de investigacidén para profundizar en

estos aspectos y abordar las complejidades de la fisiologia y ecologia de estas especies icdnicas.
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Anexos

Anexo A

Tabla 7. Resultados de la prueba t de Student bayesiana de las medidas morfométricas y peso de C. mydas entre
sitios.

Parametro FB 10
Largo Curvo del Caparazoén (LCC) 0.78
Largo Recto del Caparazén (LRC) 0.606
Ancho Curvo del Caparazén (ACC) 0.48
Largo de Plastrén (LP) 0.389
Profundidad Corporal (PC) 7.63x10’
Largo Total de Cola (LTC) 1.321
Peso 0.88

Figura 15. Identificacion de las células sanguineas encontradas en C. mydas de este estudio con base en las
caracteristicas que mencionan Ramirez-Acevedo (2012) y Tristan (2008). A: Eritrocito, B: Eosindfilo, C: Baséfilo, D:
Linfocito, E: Heterdfilo y F: Monocito. Fotos tomadas a través de objetivo de inmersion (1000x).
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Anexo B

Complejo lagunar Ojo de Liebre

Area de plastrén

Bahia de los Angeles

Area de plastrén

Cobertura de balanos

Figura 16. Ejemplo de la cobertura de balanos de dos tortugas entre sitios. El area marcada en naranja es la cobertura
de balanos.
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Tabla 8. Resultados de la prueba t de Student de muestras independientes entre las medias de analitos de los trabajos

de Labrada Martagdn (2011) y Aguirre & Balasz, (2000).

Labrada Martagon 2011 vs Aguirre & Balasz, 2000

Analito

Valor p (a=0.95)

Glucosa (mmol/L)
Colesterol (mmol/L)
Triglicéridos (mmol/L)
Proteinas totales (g/L)
Alanina aminotransferasa (U/L)
Calcio (mmol/L)
Fosforo (mmol/L)
Aspartato aminotransferasa (U/L)
Fosfatasa alcalina (U/L)
Albumina (g/L)

Acido urico (pmol/L)
Creatinina (umol/L)
Sodio (mmol/L)

Potasio (mmol/L)

0.142
0.007
0.135
<0.001
<0.001
<0.001
0.003
0.068
0.052
<0.001
0.0056
<0.001
0.101
0.067

Tabla 9. Resultados de la prueba t de Student bayesiana de los pardmetros para biometria hematica de C. mydas con

balanos entre sitios.

Parametro o
TM con balanos entre sitios
Eritrocitos 5.925
Hematocrito 0.91
Leucocitos | 0.625
Eosindfilos | 1.646
Heterdfilos | 0.691
Basdfilos | 2.016
Linfocitos | 0.597
Monocitos | 0.754
H/L | 0.57
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Tabla 10. Resultados de prueba de t de Student bayesiana por analito de la bioquimica sanguinea de C. mydas con

balanos entre sitios.

Analito FB " entre sitios
Glucosa 2.331
Colesterol 1.034
Triglicéridos 24.887
ALT 0.933
ASP 0.998
Fos. Alcalina 1.210
Creatin cinasa 1.290
A. drico 4.490
Creatinina 1.890
Amilasa 0.616
Prot. total 0.990
Albumina 1.503
Globulina 1.498
A/G 6.650
Bilirrubina 1.178
co, 1.269
Na 1.390
K 0.921
Cl 1.277
Ca 0.807
P 1.633
Ca/P 0.993
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Tabla 11. Estadisticas basicas de parametros de biometria hematica en C. mydas con balanos entre sitios (CLOL y BLA) y de C. mydas sin balanos de este estudio.

CLOL BLA Ausencia de balanos
Parametro N=12TM N=3 TM N=5TM
Mediat o Min.—Max. Mediat o Min.—Max. Mediat o Min.—Max.
5
1.9x10° 4.2x10° 2.2x10
Eri. (cels/pl) | 3.18x10°+ 9.18x10* 4.67x10°+5.03x10% 3.58x10%+ 1.05x10°
_ 5
—5x10° —5.2x10° 4.8x10
Hematocrito (%) 0.35+0.08 0.12—0.44 0.30%0.1 0.24—0.42 0.47+0.19 0.33—0.81

Leu. (cels/pl)
Eos. (%)
Het. (%)
Bas. (%)
Lin. (%)

Mon. (%)

H/L

3.10x10%t 2.20x10*
23.08+5.35
21.1615.04
26.831+5.67
15.83+4.62
14.58+3.82

1.42+0.43

1.32x10* —9.8x10*
16—36
12—27

17—37

0.79—2.07

3.57x10* £ 9.29x10°
28.00+2.65
19.67+0.58
21+2
15+3.61
16.33 + 6.66

1.37+0.43

2.8x10* —4.6x10*
25—30
19—20
19—23

12—19

2.58x10"+9.93x10°
23.6+11.55
25.2+6.76
26.4+3.85
15.8+6.06
12+3.32

1.68+0.40

1.2x10* —3.72x10*

1.24—2.22
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Tabla 12. Estadisticas bdsicas por analito de bioquimica sanguinea entre sitios y los obtenidos por Labrada

Martagdn (2011).

Labrada Martagén, 2011

CLOLN=3TM BLAN=3TM
Analito N=20TM
Media t o Min. —Max. Mediat o Min. —Max. Mediat o Min. —Max.
Glu. (mmol/L) | 4.38+1.45 2.8—5.66 2.58 +0.42 2.1—2.85 6.33+1.22 4.47—9.66
Col. (mmol/L) | 4.92+0.59 4.57—5.6 3.85+1.93 | 2.11—5.92 44+1.2 2.5—6.19
TG (mmol/L) 3.370.4 3—338 1.27£0.35 0.90—1.6 1.66 +1.03 0.41—4.1
ALT (U/L) 3.67 +1.53 2—5 59.67 + 48.79 4—95 13.86 + 15.4 1.5—70.5
AST (U/L)  |244.33+57.55 178—281 (358.33+219.73| 227—612 | 209+89.75 | 10.14—339
ALP (U/L) 79.33 +6.51 73—86 65.67+19.66 | 43—78 | 46.27+22.89 | 5.25—112
CK (U/L) 474.67 +67.1 | 425—551 | 889+583.11 | 439—1548 NA NA
A. trico (umol/L)| 106.96 +30.73 |89.22—142.45| 237.83 + 66.35 [178.2—309.3(120.74 + 153.46|32.71—701.86
Creat. (umol/L) | 38.67 £9.71 28—47 28.73+1.31 | 27.7—30.2 |177.72 £10.61 |156.5—197.18
Ami. (U/L)  |840.67+288.69| 523—1087 |777.33 +639.5 | 281—1499 NA NA
Prot. (g/L) 64.3 +2.95 61—66.7 71.57 +14.35 | 56.6—85.2 55.3+13 11.6—73.9
Alb. (g/L) 21.77+0.67 | 21.2—22.5 | 19.03 +3.23 15.3—21 12+3.3 7.9—20
Glo. (g/L) 42.5343.62 | 38.5—45.5 | 52.53+11.56 | 41.3—64.4 | 43.3+9.7 3.2—60.7
A/G (g/L) 0.52 +0.06 0.47—0.58 0.37 +0.04 0.32—0.4 0.4+0.56 0.15—2.61
Bil. (umol/L) 3.49+0.88 2.5—4.17 4.67+1.65 2.78—5.78 NA NA
€O, (mmol/L) | 15.33+3.21 13—19 1341 12—14 NA NA
Cl(mmol/L) |120.33+5.51 | 115—126 | 115.67 +3.79 | 113—120 NA NA
Na (mmol/L) | 148.33+0.58 | 148—149 | 143.33%6.51 | 137—150 | 160+11.39 144—184
K (mmol/L) 6.07 +0.93 53—7.1 6.93 +1.75 5.2—8.7 5.36+1.63 3.05—8.95
Ca (mmol/L) 2.05 0.15 1.94—2.22 1.88+0.48 | 1.46—2.41 | 2.22+0.46 1.43—3.11
P (mmol/L) 2.78 +0.22 2.56—2.99 3.62+091 | 2.57—4.26 | 4.31+1.98 0.21—8.91
Ca/P (mmol/L) | 0.74%0.11 0.65—0.87 0.57+0.32 | 0.34—0.94 | 0.52+0.23 0.43—6.81
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Tabla 13. Intervalos de referencia (IR) de Aguirre et al., (1995) para parametros evaluados de biometria hematica;

NA: No Aplica porque no se obtuvieron los IR.

Parametro IR’s Aguirre et al., 1995
Eri. (cels/pl) 2.10x103 7.3x10°
Hematocrito NA NA
Leu. (cels/pl) 4.60x10? 1.82x10*
Eos. (%) 0 37.54
Het. (%) 1 19.74
Bas. (%) 3.33 10.17
Lin. (%) 37 98.6
Mon. (%) NA NA
H/L 0.02 0.3
Complejo lagunar Ojo de Liebre Bahia de los Angeles
N=17TM N=3TM
[ Abajo
M Normal
0 Arriba

Figura 17. Distribucion porcentual de C. mydas por abajo, normal o arriba en biometria hematica con base en los
intervalos de referencia de Aguirre et al., (1995) entre sitios de estudio.
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Complejo lagunar Ojo de Liebre
N=12TM

100

Area del Vg}éfico
50
Bahia de los Angeles
I N=3TM
0 100
Eri. Leu. Eos. Het. Bas. Lin. H/L
50
Il Abajo [l Normal [l Arriba
0
Leu. Eos. Het. Bas. Lin. H/L

Figura 18. Distribucidon porcentual de C. mydas con base en la clasificacion de sus resultados de biometria

hematica por parametro por abajo, normal o arriba en comparacion con los intervalos de referencia (IR) de
Aguirre et al., (1995).

Porcentaje %

Porcentaje %



