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Resumen de la tesis que presenta Cinthia Carolina Ramirez Nufiez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina

Deteccidn y cuantificacion de microplasticos en la tortuga prieta (Chelonia mydas) en dos sitios de
forrajeo de la peninsula de Baja California

Resumen aprobado por:

Dra. Ma. Elena Solana Arellano Dr. Ricardo Cruz Lopez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La creciente concentracion de microplasticos (uPs) se ha transformado en una amenaza emergente
para los organismos marinos, como la tortuga marina (Chelonia mydas) considerada especie centinela
desde el punto de vista ecoldgico porque podrian reflejar cambios y perturbaciones ambientales,
incluyendo contaminacién por uPs. El objetivo de este estudio fue registrar la presencia vy
concentraciones de uPs en la columna de agua, en el tracto digestivo y aletas de C. mydas y su posible
efecto en la salud, en dos sitios de alimentacion y desarrollo en El Complejo Lagunar Ojo de Liebre
(CLOL) y Bahia de los Angeles (BLA) en la Peninsula de Baja California México. Se aplicaron dos técnicas
de obtencién de muestras en C. mydas; hisopado cloacal (HC) y biopsia por raspado superficial (RS), y
se emplearon indicadores sanguineos para conocer el estado de salud de esta especie. Se estandarizo
un protocolo que permitié el control positivo para la presencia y cuantificacién de particulas de puPs,
utilizando la tincién fluorescente Rojo Nilo mediante microscopia de epifluorescencia. Los resultados
en las concentraciones de pPs en la columna de agua no mostraron probabilidad de diferencias entre
sitios (FB10=1.189). En contraste, las concentraciones de pPs entre los sitios presenté probabilidades
altas de diferencias entre CLOL y BLA con RS (FBio= 11.74). Se identificaron variaciones en el tamaiio
de los uPs (rango inicial 0.41 pm?) con las dos técnicas, presentando probabilidad de diferencias (eg.
HC, FB10=1.831). Los analisis bioquimicos sanguineos revelaron altas correlaciones en los parametros
(e.g., CO, p=0.033, r=0.55) en las tortugas de CLOL y en BLA (e.g., fésforo p=0.073, r=-0.62), ademas en
CLOL en los parametros de biometria hematica presentaron una alta correlacidn (e.g. eosindfilos
p=0.051, r=0.51), sugiriendo una posible correlacién entre la exposicién a uPs y el estado de salud de
C. mydas. Este estudio proporciona una referencia inicial sobre la incidencia de los pPs en la columna
de aguay en C. mydas tomando en cuenta concentraciones y tamaios lo cual serd esencial para futuras
investigaciones, junto a los indicadores sanguineos para una mejor comprension del impacto en la
salud de esta especie.

Palabras clave: Microplasticos (uPs) , Chelonia mydas, Columna de agua, indicadores sanguineos,
Salud.



Abstract of the thesis presented by Cinthia Carolina Ramirez Nuiiez as a partial requirement to obtain
the Master of Science in Marine Ecology

Detection and quantification of microplastics in the green turtle (Chelonia mydas) at two foraging
sites in Peninsula Baja California

Abstract approved by:

Dra. Ma. Elena Solana Arellano Dr. Ricardo Cruz Lopez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

The rising concentration of microplastics (uPs) has become a growing threat to marine organisms,
including the green sea turtle (Chelonia mydas), considered a sentinel species from an ecological
perspective that can indicate environmental changes and disturbances, such as pPs pollution. The
objective of this study was to document the presence and concentrations of uPs in the water column,
digestive tract, and flippers of C. mydas, as well as their potential impact on health, at two feeding and
development sites in the lagoonal complex Ojo de Liebre (CLOL) and Bahia de Los Angeles (BLA) located
in Baja California Peninsula, Mexico. Two sampling techniques were used on C. mydas: cloacal
swabbing (CS) and superficial scraping (SS) biopsy. Additionally, blood biomarkers were taken to
investigate thr physiological state in relation to microplastics. A standardized protocol was developed
to ensure positive control for the detection and quantification of MPs, using Nile Red staining and
epifluorescence microscopy. The results indicated that in the water column uPs concentrations did not
show significant differences between CLOL and BLA (BFyo = 1.189). Whereas SS samples showed
significant differences in puPs between sites (BFio = 11.74). uPs size variations (initial range 0.41 pm?)
were identified with both techniques, showing probable differences (e.g., CS, BFio = 1.831). Some blood
biochemical analyses revealed strong correlations in parameters (e.g., CO, p =0.033, r =0.55) in turtles
from CLOL and in BLA (e.g., phosphorus (P) p= 0.073, r = -0.62). Moreover, in CLOL, hematological
parameters showed a significant correlation (e.g., eosinophils p =0.051, r = 0.51), suggesting a possible
relationship between MP exposure and the health of C. mydas. This study provides an initial reference
on the occurrence of pPs in the water column and in C. mydas, considering both concentrations and
sizes, which will be essential for future research, along with blood biomarkers, to better understand
the impact on the health of this species.

Keywords: Microplastics (uPs), Chelonia mydas, Water column, Blood parameters, Health



Dedicatoria

“Este trabajo va dirigido a mis padres por apoyarme incansablemente
en cada una de mis decisiones y por todos los consejos que hoy en dia
los llevo siempre conmigo, por cada yo te apoyo y estoy aqui para ti
por eso y mds este trabajo es para ustedes porque tiene un
significado muy especial para mi el llegar tan lejos y que ustedes en
cada paso estuvieran conmigo, estoy tan orgullosa de ustedes. Soy

muy afortunada por tenerlos a mi lado, los amo con todo mi corazon”



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) por el apoyo econdmico

conferido para llevar a cabo el programa de posgrado en maestria (No. CVU 1192086).

Al Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja California (CICESE) y al
posgrado en Ecologia Marina por permitirme estar en el programa de maestria y apoyarme en mi

aprendizaje académico y profesional.

A mis directores de tesis, Dra. Ma. Elena Solana Arellano, por permitirme trabajar con ella en este
proyecto y el haberme brindado la oportunidad de aprender mds de esta drea de Ecologia Marina,
también por su ensefianza, guia, paciencia y apoyo tanto académico, profesional, personal, financiero
e instalaciones. Al Dr. Ricardo Cruz Lépez, por darme la oportunidad de trabajar con usted, por el apoyo
académico y personal, por todo el aprendizaje del proyecto de tesis y en especial en el laboratorio por
recibirme de la mejor manera, por su paciencia al explicarme, por su guia, y orientacién profesional,

fue muy grato trabajar en este proyecto bajo su codireccién.

Agradezco a los miembros de mi comité de sinodales Dra. Mdnica Hernandez Rodriguez y Dr. Helmut
Maske por sus valiosas observaciones, recomendaciones y apoyo académico. Sus contribuciones han

sido esenciales para el desarrollo y la consolidacién de este trabajo.

A la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) por su apoyo en campo durante los
monitoreos. Su experiencia y sabiduria en la gestién de areas naturales protegidas han sido
fundamentales para el éxito de esta investigacion. Ademads, agradezco el acceso a sus instalaciones y
recursos, asi como la disposicion de su personal, quienes han compartido su conocimiento y han

facilitado el desarrollo de este trabajo

Estoy agradecida con mis padres Héctor Ramirez y Paula Isabel Nufiez, que han hecho esto posible
desde un principio, todo el apoyo de mis padres siempre es incondicional, siempre estuvieron para mi
en cada paso y en toda mi formacién académica, estoy orgullosa de ellos totalmente, mis padres son
un gran pilar para mi, son un gran ejemplo a seguir. Nunca terminaré agradecer todo lo que han hecho

por mi, y todo lo que ahora soy es gracias a ustedes.

A mis hermanos por todos los consejos y el apoyo incondicional que ha sido muy grato para mis todos

estos afos.



vi
A mi novio por apoyarme con mucho amor, paciencia y comprensidn, por escucharme en cada
anécdota de mi proceso de maestria darme consejos sabios y motivarme a alcanzar la meta aun a la

distancia.

A mi mejor amigo Manuel por apoyarme en cada paso, por escucharme, comprenderme, darme

consejos, alentarme en cada uno de mis suefos y anhelos. Y nunca dejarme sola.

A mi amiga Sama que agradezco haber conocido en este camino del posgrado, lleno de aventuras y
alguna que otra tempestad, pero seguimos adelante a pesar de tanto. Gracias por estar a mi lado en
los malos momentos, en los mejores y los extraordinarios. Muy bonito tener una amistad asi de

especial que sé que durara mucho tiempo.

A el laboratorio de Ecologia Matematica (Elena, Olga, Adan, Mau, Barco, Deira, Cris, Samai) por todo
el apoyo brindado durante las salidas a campo y en el laboratorio. La colaboracién y el esfuerzo de
cada uno de ustedes han sido fundamentales para el desarrollo de esta investigacién. A Deira
agradezco sus ensefianzas en campo, su paciencia, compresion, consejos de vida y académicos, su
amistad incondicional. A Mau por apoyarme y aconsejarme en campo, en el laboratorio, asesorarme

en la creacion de los mapas y del programa Mendeley y por su amistad.

A mi amiga Ale que agradezco que en los tiempos dificiles estuviste para mi y me apoyaste
incondicionalmente, en los bonitos y maravillosos también fuiste parte y soy afortunada por tener esta

linda amistad contigo.

A mis amigos Taquitos perrones: Ale, Pao, Eli, Cesar y Jesis muchas gracias por su amistad, soy muy

afortunada por haber coincidido y por todo el apoyo.

Agradezco con mucha admiraciéon y carifio a la Dra Cristina Garcia, por sus consejos, comprensién y
apoyo aun en la distancia estoy muy agradecida por ello. Todas sus ensefianzas las llevo conmigo

siempre.



vii

Tabla de contenido

Pagina

RESUMEN €N ESPAMOL.c..uiiii ettt ettt et st st e e e e s bbb e b e s et anease st st seese s sesenses ii
RESUMEN BN INGIES .. oeiieeietietirt ettt sttt ettt et etestestese s e s easesses et et aasasease st ses stesessessensessesseaneasesssenernn iii
D <To [0} o] o T- [T TSP PU TP PROPPRRPRO iv
FAY = To L=l 0 1= o o 1SRRI v
W = o [ =W - PP ix
LiSta @ tABIAS ..eeeieiieiee et et e s be e et e e sbeeebbeesbae e nreena Xi
(=T 11 {1 o T MR 141 o Yo [V Lol of e T [0 uu RN 1
11 ANTECEAENTES ..ottt ettt et e sttt e sttt e st e e e sate e sttt esabeesabeesabaeesabeesnnbeesabeesbeeesaseenane 2
1.1.1 Macroplasticos Y MICrOPIASTICOS ...uuviiiiiiiiiiiiiiie e e e e nareeas 2
1.1.2 Descripcidon bioldgica de Chelonia mydas ............ccueeeeeceeiiiiiiiiie i 4
1.1.3 Salud de TOrTUZAS MAIINAS...cccccciiieeiciieee ettt et e e ettee e e ette e e e eette e e s ebaeeesebteeeeesteeeeereneasannes 5
1.1.3.1  BioQUIMICA SANGUINEA ...eeeeeiiiee et ceeee ettt e e e tee e e e e tee e e e eabee e e et eee e eeabeee e e nbaeeeennenas 5
1.1.3.2  Biometria NeMAtICa . cc.eieiieieeieeee e e 7
1.2 JUSEIFICACION 1.ttt ettt et sae e st e et e e be e sbeesaeenas 8
1.3 [ 0T 1 (=T L PSP 9
1.4 (0] oY1= 8 1V Ze L3RRS 9
1.4.1 (0] o T[T AN Lo I =L=] o 1=T = | PR 9
1.4.2 (0] o [ H A e T =T o<l § Tl Ly RSP 9
(or=111{0] (o T JN \V/ U=1 o T Fo o ¥ - TSN 10
2.1 Areas de @STUTIO.........ccucueieeeececte ettt ettt ettt s e tenas 10
2.1.1 Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL).....cccuviiiieeiiiieeee ettt et 10
2.1.2  Bahia de 105 ANGEIES (BLA) ....ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee st ee sttt ettt sesesana 10
2.2 Captura de tortUZas MaAriNAS......ueeicurieeiiireeeeireeeeireeeesireeeesareeessareeesasbeeeessbeeeeannseeeesnnsens 11

2.2.1  Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL).....cuieiuierireeeiieeeieeecteeesreeeveeesveeeveeesvaeesvee e s 11



2.2.2 Bahia de [0S ANEEIES (BLA)......oeie ettt ettt ee e e et e e e eree e e e re e e e e bee e e eareas 12
2.3 Biopsia por raspado superficial (RS) e hisopado cloacal (HC) .......ccccoceveeeeecvieeiccieieeeieeeees 13
2.4 Morfométricos de CheloNia MYAAS ...........ccveeiieciiiiiiiiiie et e st ssaae e eans 13
2.5 Indicadores sangUINEOS A€ C. MYAOS .....cevvcuueiiiiciiieieiiiieeeecieee s ectee e estee e ssree e e s sesteeessereaeeeeans 14
2.6 Procesamiento experimental en [aboratorio........ccvecvveiiieciiei e 15
2.7 ANALISIS @StAdISTICOS .. eeiiiieiiieeee ettt e e e b e e aee s 16

Capitulo 3.  RESUITAUOS ....cciiiiiirieneiiiiiiiiiieinneiiiesineeennnessesessseeesnnsssssssssssesnnnnsssssssssssesnnsssssssssns 18
3.1 Concentracidn de particulas de uPs en agua de mar y en C. mydas por técnicas HCy RS... 18
3.2 Distribucion por tamafios de las particulas de PPS ........ooovciieiiiiiiee i 20
3.3 Determinacion hematolOZICa.....c.uuiiicuiiii i ree e e 22

3.3.1  Analisis de bioquimica SANGUINEA .....ccuviiiiciieee et e e e e ree e e e anes 22

3.3.2 Biometria NEMATICA .....ueiiieeeie e e e 24
34 Estadisticas basicas de medidas Morfomeétricas.......ccoeeveeriiieiieiieneeie e 25

(or=1 1101 Lo 0 RN 0 T o1 U LY 1o Y FOU N 27
4.1 Cantidades de uPs en muestras de agua de Mar.......ccccccuviieeciieeecciieee e e 27
4.2 Concentracién y estimacion de dreas pm? de uPs en C. mydas con las técnicas RSy HC. ... 28
4.3 PardmetroSs SANGUINEOS .......uviieieiiieeeciie e e eette e e e ettt e e e et eeeeebaeeeeebteeeeeasteeeeeseseeesssseassssanananns 31

Capitulo 5.  CONCIUSIONES ....cceeeeeiiiiieeieriiiieeerttacerrenenereenaseseennsseseenssssseennssssesnnssssesnssnsnesnnsnnnenn 36

[ =T 1] I ol 1 - o - N 38

F Y1 1) (o 1S 50



Lista de figuras
Figura Pagina

Figura 1 Mapa de la ubicacién geografica Complejo lagunar Ojo de Liebre entre (27° 55'y 27° 35' N
114° 20'y 113° 50’ 0) y Bahia de los Angeles (28° 85”78' N 113° 38”733 O). ..ccvcvvvvvvevrvreererseenennn. 11

Figura 2 Medias y desviaciones estdndar de la concentracion de uPs entre muestras de agua del
Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) y Bahia de los Angeles (BLA) en profundidades de 5 metros
AV oY= o 1ol F= 1 LT3R (S VT o) USRS 18

Figura 3 Medias y desviaciones estandar de la concentracién de uPs en C. mydas, comparado entre
sitios del Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) y Bahia de los Angeles (BLA) utilizando diferentes
técnicas de muestreo Hisopado cloacal (HC) y Biopsia por raspado superficial (RS) .........ccuvee.. 19

Figura 4 Medias y desviaciones estandar de las dreas en um? de uPs de C. mydas con la técnica de HC
para el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos.
T (NUMEIO dE TOTTUGAS). cuvveeierieiiiieiiee ettt e cteeete e et eeste e s teeestteesbeeestseesssaessaeesnsasesseensseessseessseeans 20

Figura 5 Medias y desviaciones estandar de las areas en um? de pPs de C. mydas con la técnica RS para
el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) (J) Individuos juveniles, y (A) como individuos Adultos.
T (NUMEIO dE TOTTUGAS). cuvveeeerieiiiieiieeeite et e etee et eeste e e teeestteesbeeessseesseeesaeesnsasensseeasseeasseesnseeans 21

Figura 6 Medias y desviaciones estandar de las dreas en um? de pPs de C. mydas con la técnica HC para
Bahia de los Angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos adultos. T (nimero de
LX0] 0 00T == 1) PP 21

Figura 7 Medias y desviaciones estandar de las dreas en um? de uPs de C. mydas con la técnica RS para
Bahia de los Angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos adultos. T (nimero de
L00] 0 00T == 1) PRSP 22

Figura 8 Grafica de las medias y desviaciones estandar de las medidas morfométricas en cm de C.
mydas entre los sitios de estudio, A) CLOL (n=21; Juveniles 13, adultos 8) y B) BLA (n=12; Juveniles
2; adultos 10). Largo curvo del caparazéon (LCC), longitud del plastréon (LP), ancho curvo del
caparazon (ACC), longitud total de €ola (LTC)....eiieciiieeeieee et 26

Figura 9 Grafica de la media y desviacidn estandar del peso en kg de C. mydas entre los sitios de estudio
del Complejo Lagunar Ojo de liebre (CLOL) (n=21; Juveniles 13, adultos 8) y Bahia de los Angeles
(BLA) (n=12; juveniles 2; adultos 10)......c.ceicuieeiieeeiieeeeieecieeecireeeteeerieeesreesereeesreesbaessaeesaseeesnes 26

Figura 10 Correlacion de Pearson entre el parametro albumina (Alb) con cantidades de uPs en C. mydas
del sitio de estudio en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A)
COMO INAIVIAUOS AQUITOS .....eeiiiiiiiiieriee ettt sttt esbe e s bt e e s abe e saaeesabeesnees 56

Figura 11 Correlacidn de Pearson entre pardmetro CO, con cantidades de uPs en C. mydas del sitio de
estudio en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) como
INAIVIAUOS AQUITOS ...eeeieiiiiie ittt ettt e st e s bt e e sabe e saba e e sabeesabaesabaeesabaesnsaean 57



X

Figura 12 Correlacidn de Pearson entre el pardmetro Ac. Urico con cantidades de uPs en C. mydas del
sitio de estudio en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A)
[[aTe 13Y7 e IU o 12X (V] 1 o T3PS 57

Figura 13 Correlacién de Pearson entre parametro fosforo (P) con cantidades de uPs en C. mydas del
sitio de estudio en Bahia de los angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos 58

Figura 14 Correlacion de Pearson del parametro eosindéfilos con cantidades de puPs en C. mydas del sitio
de estudio en Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos
X (U] o L3S SUPRRY 58



xi

Lista de tablas

Tabla Pagina

Tabla 1 Criterios para la asignacion de estadio ontogénico en C. mydas con base en Solana-Arellano et
1 (2020). ettt e e et e e e et e e et r e e e e e e e 14

Tabla 2 Interpretacion del Factor de Bayes modificado y adaptado de Jeffreys (1961) tomado de Ellison
(1996) ..ottt ettt ettt s et e et en et et n et et s sen e 17

Tabla 3 Intervalos de referencia entre sitios de estudio por analito (Media £ desv. Std). ................... 23

Tabla 4 Intervalos de referencia entre sitios de estudio por pardmetro hematico analizado (Media +
Lo LT VA e ) RS 24

Tabla 5 Estadio ontogénico de C. mydas entre SitioS........eeeeiieecciiiiieeeee e e eeecrree e e e 25

Tabla 6 Resultados de pruebas de T bayesiana entre sitios tomando en cuenta las dos técnicas HCy RS
en la columna de agua y €N C. MYAAS. ......ueeeecuvieeeiiiiieeciee et see e e sree e s ee e e s ree e s s saee e e s areas 50

Tabla 7 Concentraciones promedio de microplasticos (uPs)/mL con las técnicas de Hisopo cloacal (HC)
y Biopsia por raspado superficial (RS) en C. mydas entre sitios (CLOLy BLA). .....ccccveeevevieeennnnen. 51

Tabla 8. Estadisticas basicas de analitos de bioquimica sanguinea en C. mydas entre sitios (CLOL y BLA).
Tabla 9 intervalos de referencia de analitos de bioquimica sanguinea en C. mydas entre sitios (CLOL y
BLA), comparados con los IR de Gordillo Garcia (2023) y Labrado Martagdn (2011)................... 53

Tabla 10 Estadisticas basicas de pardmetros de biometria hematica en C. mydas entre sitios (CLOL y
BLA) vttt ettt ettt e ettt et e et e et et e et et e et e s e et e et e e et e e e e e et et et e es et et eeeeteeaeeneeeseeeeraees 54

Tabla 11 Estadisticas basicas de las medidas morfométricas de C. mydas entre sitios...........coe......... 54

Tabla 12 Resultados de la prueba T bayesiana de las medidas morfométricas y peso de C. mydas entre
] X To L PP UUPTUPORPP 55

Tabla 13 Resultados de correlaciones de Pearson por analito de la bioquimica sanguinea de C.mydas
entre las dos técnicas de HC y RS en ambos sitios de estudio........ccceeeeecveeiiiciieiiiciien e, 55

Tabla 14 Resultados de correlaciones de Pearson por pardmetro de biometria hematica de C.mydas
entre las dos técnicas de HC y RS en ambos sitios de estudio.........ccceeeeeieeeiiciieeeccciec e, 56



Capitulo 1. Introduccidn

El plastico es el principal tipo de desechos que se encuentra en los ambientes marinos y costeros (Derraik
2002). En la actualidad, el uso de plasticos en la vida diaria es casi generalizado en cualquier sociedad; la
demanda de estos polimeros ha incrementado, como se evidencia al contrastar su produccién de 1.5 a
280 millones de toneladas de 1959 a 2011 (Europe, 2012; Hoarau et al., 2014). El estudio publicado por
investigadores de la Universidad de California, revelo que se han vertido 8.3 millones de toneladas de este
polimero y mas del 70% son residuos que ya colapsan basureros y mares del planeta, esto se puede
constatar ya que se han encontrado grandes cantidades de plasticos en ecosistemas marinos, donde de
hecho, existen por lo menos 5 islas de plastico en los océanos del mundo (Thompson, 2004). Asimismo,
los plasticos son la forma mas comun de desechos ingeridos por la vida silvestre (Mrosovsky et al., 2009;
Van Franeker et al., 2011; Schuyler et al., 2012), y por lo tanto, el aumento exponencial de la produccion
mundial de plastico por mas de 60 afios (Schuyler et al., 2013) podria tener, por su ingestion, un grave
efecto sobre la fauna marina, la cual afecta a mds de 170 especies (Laist, 1997) lo que les puede provocar
la muerte por perforacién o un impacto negativo al sistema gastrointestinal, ademds los compuestos
téxicos de estos plasticos pueden tener efectos subletales en el desarrollo y la dindmica de las especies
(Oehlmann et al., 2009). Los macroplasticos se descomponen en el mar por efecto de los rayos ultravioleta
(UV) y oleaje, en pequefias particulas de plastico que en su mayoria oscila entre 1 um a 5 mm, los cudles
se denominan microplasticos (UPs), que se refieren a particulas sintéticas o polimeros con forma regular
o irregular de origen industrial e insolubles en agua (Frias y Nash, 2019). Tanto los macroplasticos como

KPs son ingeridos por la fauna marina, entre ellos las tortugas marinas (TM).

En México se encuentran 6 de las 7 especies de TM: tortuga verde (Chelonia mydas), tortuga Laud
(Dermochelys coriacea), tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), tortuga carey (Eretmochelys imbricata), la
tortuga caguama (Caretta caretta), y la tortuga lora (Lepidochelys kempii), las cuales habitan en una gran

diversidad de nichos ecolégicos en la mayoria de los mares de México (Bowey & Karl, 2007).

Las TM son consideradas centinelas ecoldgicas, es decir, especies sensibles que reaccionan a los cambios
en su entorno y que pueden ser medidos para alertarnos sobre los contaminantes ambientales. En
particular C. mydas, es una excelente especie centinela ambiental debido a su amplia migracion entre
areas oceanicas durante sus primeros afios de vida. La acumulacidn excesiva de uPs podria ser una gran
amenaza para esta especie y para todas las tortugas marinas, ya que son cosmopolitas y dependen de

ciertos patrones migratorios (Cliffton et al., 1982; Alvarado & Figueroa, 1992; Flint et al., 2013; Santos et
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al., 2015; Seminoff, 2002). C mydas enfrenta cambios fisioldgicos a lo largo de su desarrollo ontogénico,
asi como una transicidon progresiva de una dieta omnivora a una herbivora. En la peninsula de Baja
California, se encuentran areas importantes para la alimentacién, descanso y desarrollo de esta especie,
como Bahia de Los Angeles (BLA) y el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) (Cliffton et al., 1982; Alvarado
& Figueroa, 1992; Seminoff, 2002; Seminoff et al., 2003). Ademads, esta especie se adapta a variaciones
estacionales que alteran la disponibilidad de alimentos y enfrenta diversos impactos potenciales,
especialmente aquellos derivados de la actividad humana, como la contaminacién de los océanos. La
ingestion de desechos antropogénicos ocurre en todas las etapas de vida y en varias areas geograficas
donde se encuentran estas especies ya sea que se alimentan peldgica o bentdénicamente y pueden
encontrar densidades y tipos de desechos marinos muy diferentes (Schuyler et al., 2013). C. mydas como
centinela ecoldgica es capaz de acumular residuos en tejidos y en su tracto digestivo lo cual podria tener
consecuencias letales por perforacién o gran impacto al sistema digestivo (Bjorndal et al. 1994). Estos
efectos mas comunes se destacan por la exposicion a sustancias quimicas que se filtran de los desechos y
la dilucidn, las cuales en la dieta reducen el crecimiento somdtico o el rendimiento reproductivo (Laist,
1987; McCauley y Bjordal, 1999). Por ende, estas amenazas siguen siendo dificil de estimar para las

diferentes especies de TM (Bjorndal et al., 1994; McCauley & Bjorndal, 1999).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Macroplasticos y microplasticos

Los macropldsticos son fragmentos >25 mm de tamafio (Roméo et al., 2015), los cuales pueden
descomponerse en UPs en el océano debido a la exposicién a los rayos ultravioleta (UV) y oleaje (Hidalgo-
Ruz et al., 2012), las cuales se definen como particulas <5 mm (Arthur et al., 2009: Andrady,2011). Se
pueden encontrar en el medio ambiente provenientes de fuentes primarias por la escorrentia de los
sistemas de alcantarillado, como microesferas de cosméticos, microfibras de ropa o desgaste de
neumaticos (Moreira et al., 2016; Nelms et al., 2016; Gago et al., 2018). Los puPs también se pueden crear
de manera secundaria a través de una fragmentacion, en la que los macroplasticos desechados (=5 mm)
se descomponen a través de la exposicién a los rayos UV y la abrasién mecdnica, como la accién de las olas
y la exposicién a la intemperie (Hopewell et al.,, 2009; Andrady, 2011). A medida que continta la
fragmentacion, se reduce el tamafio de las particulas; por ejemplo, la longitud media del plastico en el

Atlantico Norte se redujo de 10 mm a 5 mm entre 1991 y 2007 (Morét-Ferguson et al., 2010).
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En consecuencia, el aumento de pPs se ha generalizado particularmente en las zonas costeras, quiza por
el hecho de que las particulas de plastico pueden transportarse facilmente a largas distancias a través de
las corrientes oceanicas (Andrady, 2011; Cole et al., 2011; Wright et al., 2013). Aunque los impactos de los
macroplasticos en la vida silvestre estan bien documentados (es decir, ingestidn, contaminacién etc.)
(Derraik, 2002; Rios et al., 2007; Law et al., 2010), los efectos de los uPs, sin embargo, han sido

relativamente poco estudiados (Desforges et al., 2014; Ng y Obbard, 2006).

De igual manera todas las especies marinas estan expuestas a la contaminacion de los océanos por macro
y microplasticos y otros contaminantes, por lo que los efectos pueden ser por dafios indirectos, esto es,
que los uPs pueden afectar la composicién de los ambientes costeros e impactar a las especies que
dependen de estas areas para su supervivencia (Claessens et al., 2011; Wessel et al., 2016). Las TM utilizan
las zonas costeras para desovar y estd descrito que dicha incubacion estd influenciada por la temperatura
del nido (Fuentes et al., 2016; Beckwith & Fuentes, 2018), por lo tanto, los plasticos que se encuentran
cerca de anidaciones podrian aumentar la temperatura del nido. Andray (2011) y Wen (2007) reportan
que al aumentar la temperatura de la arena y en combinacion al plastico oscuro, podria tener un calor
especifico mds alto que la arena, lo cual esto podria afectar potencialmente el entorno de anidacién de las
tortugas marinas y, por ende, afectar la proporcién de sexos de las crias y el éxito reproductivo de los

nidos.

Otro efecto dafiino en C. mydas por macroplasticos podria ser por ingestidn, sin embargo este
conocimiento sigue siendo muy limitado, a pesar de que hay registros de ingesta de macroplasticos (>5
mm) por las siete especies de tortugas marinas (Boyle & Limpus, 2008; Amorocho & Reina, 2008; Hoarau,
Ainley, Jean, & Ciccione, 2014; Nelms et al., 2016; Schuyler, Hardesty, Wilcox, & Townsend, 2014; Seminoff
& Nichols, 2002), ademas se han creado mapas de riesgo global que ayudan en la identificacidon de puntos
criticos de interaccién de macroplasticos con especies de TM (Schuyler et al., 2015). Algunos autores han
sugerido una estrategia con una baja discriminacidon alimentaria ocednica que podria explicar la
prevalencia de plasticos en su tracto digestivo como lo menciona Tomas (2002) y Lazar (2011), mientras
qgue otros han propuesto que las TM muestran una tendencia hacia la selectividad al ingerir por error
plasticos que se asemejan a sus presas naturales (Plotkin et al., 1993). Schuyler et al. (2012) argumentan
que en el caso de C. mydas, existe una selectividad de ingestidn por globos fragmentados que se asemejan
a medusas. Seminoff & Nichols (2002) y Witherington (2002), reportaron que en lavados esofagicos y
analisis fecales se demostrd que las tortugas ingieren plasticos, y para los lavados esofégicos reportaron
1.9% de macroplasticos en el contenido estomacal. Por otro lado, en Brasil, el 70% de las tortugas juveniles

de la especie C. mydas analizadas a lo largo de la costa presentaron ingestion de pldsticos mayores a 0.5
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cm, con un promedio de 47.5 elementos ingeridos por tortuga (Santos et al., 2015). Ademas, en el Océano
Pacifico Norte, Wedemeyer-Strombel et al. (2015) reportaron que el 91% de los individuos de C. mydas
habian ingerido desechos antropogénicos con dimensiones similares o incluso que representaban 35 mm

con respecto a lo reportado por Santos et al. (2015).

1.1.2 Descripcion bioldgica de Chelonia mydas

Las TM pertenecen a la clase Reptilia, orden Testudines y familia Cheloniidae. Son representantes del linaje
mas antiguo de reptiles vivos, habiendo aparecido por primera vez en el Jurdsico (Pritchard, 1997).
Actualmente, representan siete especies las cuales son: la tortuga laud (Dermochelys coriacea), tortuga
boba (Caretta caretta), tortuga oliva golfina (Lepidochelys olivacea), tortuga plana (Natator depressus),
tortuga lora (Lepidochelys kempii), tortuga carey (Eretmochelys imbricata) y tortuga verde o prieta
(Chelonia mydas) (Marcovaldi & Marcovaldi, 1999). La especie C. mydas, es una especie altamente
migratoria que cruza la frontera de varios paises del Pacifico Oriental mientras utiliza diferentes habitats
durante su ciclo de vida (Hirth 1997). Esta especie habita en areas de alimentacidn en regiones tropicales
y subtropicales en todos los océanos del mundo. Los estudios de las rutas migratorias entre las areas de
anidacién y alimentacion de las tortugas verdes del Pacifico Este han establecido la existencia de
corredores migratorios entre las Islas Galdpagos y el sur de la Peninsula de Baja California en México (NMFS
1998). Los habitos de alimentacion de este organismo estan determinados en gran medida por la
disponibilidad de alimento (Bjorndal, 1980; Ross, 1985; Balazs et al., 1987). En varias partes del mundo C.
mydas puede alimentarse predominantemente de pastos marinos (Mortimer, 1982, Mendonca, 1983) o
de algas (Pritchard, 1971; Bjorndal, 1985; Green, 1994), sin embargo, depende totalmente de la
abundancia. Por lo que la variacion en las dietas de C. mydas en diferentes lugares de alimentacion puede
afectar la ganancia nutricional neta y, a su vez, el rendimiento reproductivo y la demografia (Carr y Carr,
1970; Bjorndal, 1982). Una vez en estos lugares de alimentacion, los individuos inmaduros permanecen
asociados con sitios de alimentacién especificos durante periodos prolongados (Limpus et al. 1994). Las
tortugas verdes que habitan en las aguas de la Peninsula de Baja California a lo largo del afio,
especialmente en Bahia de los Angeles (BLA), tienen dietas compuestas principalmente por especies de
algas rojas, como Gracilariopsis laeminoformis y Gracilaria robusta. En menor medida, también consumen
invertebrados marinos, como esponjas y medusas (Seminoff, 2000; Nichols et al., 2003). Por otro lado, el
Complejo lagunar Ojo de Liebre (CLOL) se caracteriza por tener una extensa cantidad de especies de pastos
marinos, Zostera marina y Phyllospadix sp. (Reinecke-Reyes 1996; Nichols, 2003; Reséndiz, 2018).

Independientemente de las caracteristicas especificas de cada sitio o las diferencias regionales, C. mydas



5
se alimenta a lo largo de las costas de la peninsula de Baja California donde muestra una clara tendencia
hacia una dieta herbivora (Nichols et al., 2003). Por otra parte, las poblaciones de C. mydas del Pacifico
Oriental han disminuido en muchas areas debido a la captura incidental relacionada con la pesca marina
y la degradacion de los habitats marinos desde comienzos de los afios de 1979 (Green & Ortiz 1982;
Groombridge y Luxmoore, 1989; Alvarado-Diaz & Figueroa, 1990; NMFS 1998; Seminoff, 2000;, Seminoff
& Nichols, 2002; Early-Capistran et al., 2022). Por lo anterior, C. mydas esta catalogada actualmente en
peligro de extincion en toda su drea de distribucidn por la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) (Hilton-Taylor, 2000) y estd incluida en el Apéndice 1 de la Convencidn sobre el

Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES).

1.1.3 Salud de tortugas marinas

La salud se define como el estado general de un organismo en un momento determinado, caracterizado
por la ausencia de alguna enfermedad o anormalidad, donde se utiliza un programa de gestién de salud el
cual tiene como objetivo establecer una medida estandar de la condicién del individuo y proporcionar una
evaluacion objetiva de su bienestar. Al estimar el estado de salud, es fundamental establecer rangos de
referencia normativos para el organismo, los cuales se obtienen mediante diversas pruebas clinicas, como

analisis de sangre, pruebas bioquimicas, radiografias y analisis de heces (Jacobson, 2003).

1.1.3.1 Bioquimica sanguinea

La bioquimica sanguinea representa una herramienta para obtener un diagndstico preciso en el estado
general de salud de la fauna silvestre, tanto en su medio natural como en cautiverio, lo cual proporciona
un enorme aporte para tener un buen manejo y conservacion (Hasbun et al. 1998; Aguirre y Balazs, 2000).
Ademas, este es un marcador muy sensible por lo que permite obtener la evaluacién del funcionamiento
renal, hepatico, celular y muscular de un animal, entre otras caracteristicas (Lowel, 1998). En términos
generales se representan algunos de los pardmetros bioquimicos que se han destacado en el estudio de

las TM.

Las proteinas totales presentes en el suero sanguineo mantienen la presién osmética coloidal del plasma,
ademas de poder evitar que se presente alguna pérdida de liquidos hacia los tejidos. Del contenido en

proteinas totales del suero depende el estado nutricional, funcionamiento hepatico, renal, problemas
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metabdlicos y algunas afecciones como mieloma multiple (Giménez, et al., 2010). Si se produce
deshidratacién o un aumento en la fraccion de globulinas debido a una enfermedad inflamatoria crdnica,
puede generarse un incremento en los niveles de proteinas, lo que lleva a una condicién conocida como
hiperproteinemia. Por otro lado, cuando se presentan pérdidas significativas de proteinas, lo que se
traduce en una disminucién de sus niveles, se habla de hipoproteinemia. Esto puede estar relacionado con
factores como la inanicién, malabsorcién, malnutricién crénica, pérdida de sangre, enfermedades

hepaticas o renales crdnicas, y edema generalizado. (Divers, 2005; Giménez, et al., 2010).

La albumina se presenta en mas de la mitad de las proteinas séricas y gran parte de la presién oncética
depende de ella. Su funcién consiste en poder transportar sustancias que se encuentren menos solubles
como acidos grasos, bilirrubina, hormonas, calcio y metales. En algunos casos se puede presentar una
reduccion de esta proteina en procesos como afecciones hepaticas, glomerulonefritis o nefrosis,
afectaciones gastrointestinales e inanicién (Jacobson, 1991; Ferrando, 2010). Sin embargo, en niveles altos

podria deberse a un desequilibrio de liquidos, como en casos de deshidratacion (Ferrando, 2010)

El nivel de glucosa sanguinea refleja las condiciones nutricionales y endocrinas de un individuo. La
hiperglucemia, que es el aumento de la glucosa sanguinea, puede deberse al estrés o la excitacidn, en
parte por los efectos de los glucocorticoides. Ademas, la hiperglucemina estd estrechamente relacionada
con problemas metabdlicos, enfermedades sistémicas y otros factores fisioldgicos. En quelonios, se han
documentado posibles casos de diabetes mellitus, donde presentaban hiperglucemia marcada y
persistente (Frye, 1999; Stahl, 2003). Por otra parte, la hipoglucemia en reptiles se puede presentar como
inanicidn, exceso de insulina, deficiencia de cortisol, disfuncién hepatica e incapacidad para producir

glucosa (Campbell, 2006).

Los parametros como triglicéridos, colesterol (Col), glucosa (Glu), nitrégeno ureico en sangre (BUN), calcio
(Ca) y fésforo (P) estan relacionados con el estado nutricional y la dieta de las TM (Whiting et al., 2007;
Espinoza-Romo et al., 2018; Aguirre y Balazs, 2000; Anderson et al., 2011). El 4cido urico por otro lado es
el producto final del catabolismo del nitrégeno proteico y no proteico en los reptiles (Campbell, 2006;
Anderson et al., 2011). En relacién con la actividad de la enzima aspartato aminotransfera (AST) se
encuentra en drganos como el higado, los rifiones y el musculo liso. Un aumento en los niveles de esta

enzima ha sido asociado con dafio hepatico, segun reportes de Flint et al. (2009) y Anderson et al. (2011)

En relacidn con los electrolitos en TM, se ajustan o mantienen el balance a partir del rifidn, la glandula

adrenal y el tracto digestivo. Ademds, se tiene en cuenta el estado fisiologico de cada especie (Divers,
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2005). Muchos de los trastornos fisioldgicos y bioquimicos en tortugas relacionados con particulas de pPs
han llegado a inducir cambios en los parametros sanguineos e incluso perjudicar el sistema inmune
(Banaee et al. 2021). Ademas de correr el riesgo de verse afectadas por la ingesta y la bioacumulacion de
UPs (Abreo et al. 2016). Agregado a lo anterior, muchas de las consecuencias de la problematica de los puPs
no solo afectan en la salud de las tortugas marinas, sino también a otras especies como los peces donde
su efecto es por un estrés oxidativo, genotoxicidad, alteracién en la expresién de genes y una menor tasa
de supervivencia (Oliveira et al. 2013; Nematdoost Haghi & Banaee 2017; Alomar et al. 2017; Bacolod et
al. 2017; Rainieri et al. 2018;). Ademas, en especies de copépodos se ha presentado un apetito reducido y
alteracion en el proceso de produccidn de energia en las mitocondrias (Cole et al. 2015; Cui et al. 2017).
Por otro lado, en la especie de cangrejo Carcinus maenas, se documento el efecto de un desequilibrio

energético (Watts et al., 2014).

1.1.3.2 Biometria hematica

La biometria hemdtica es un estudio el cual representa tres lineas celulares; eritroide, leucocitaria y
plaquetaria, estas pueden dar a conocer una patologia hematoldgica y diferentes enfermedades en
drganos y sistemas. Ademas de evaluar la cantidad de eritrocitos, asi como su contenido de hemoglobina
y el tamafio de las células (Lopez-Santiago, 2016). Los Intervalos de referencia para el recuento total de
glébulos rojos (RBC), hemoglobina (Hb) y volumen de células concentradas (PCV), por lo general tienden
a ser dificiles de establecer para reptiles y otros organismos ectotermos porque pueden mantener
adaptaciones fisiolégicas en respuesta a una serie de factores intrinsecos como; la especie, el sexo, la edad
y el estado fisioldgico del reptil. Por otro lado, estan los factores extrinsecos como la estacion del afo, la
temperatura, el habitat, la dieta y las enfermedades (Lopez-Olvera et al., 2003; Campbell, 2015). Sin
embargo, al considerar dichos intervalos de referencia, es importante documentar estos factores, los
cuales podrian afectar a la poblacién en estudio, lo anterior para garantizar que los datos fisioldgicos se

recopilen en circunstancias consistentes.

En las TM, el cambio que ocurre en los eritrocitos podria ser causado por deshidratacidn, nutricion
inadecuada, eritrolisis, enfermedad crdnica, parasitos, anemia y dafio renal (McCauley, 1999; Aguirre et
al., 2004; Selleri et al., 2006). En cuanto a las etiologias de la anemia en reptiles son similares a las descritas
para aves y mamiferos, por lo que la anemia se puede clasificar como hemorragica (pérdida de sangre),
hemolitica (aumento de la destruccién de gldbulos rojos) o no regenerativa (disminucion de la produccion

de glébulos rojos). Las anemias hemorragicas suelen ser causadas por lesiones traumaticas o parasitos
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hematodfagos y también se deben considerar etiologias como una coagulopatia o una lesidon ulcerosa
(Campbell, 2015). La anemia grave se ha asociado con la fibropapilomastosis viral en C. mydas (Aguirre et
al., 1995; Work y Balazs, 1999; Aguirre y Lutz 2004; Campbell, 2015). Los leucocitos son llamados también
glébulos blancos, los cuales forman parte del sistema inmunoldgico del organismo donde se pueden
presentar como heteréfilos que son principalmente células fagocitarias; los incrementos significativos en
su recuento se llegan a asociar con enfermedades inflamatorias especialmente infecciosas o que supongan
un dafio tisular, ademas se relaciona con infecciones o inflamacién hepatica, renal, e inflamacién aguda y
la enfermedad renal aguda (Selleri et al., 2006). En cuanto a la disminucidn de los heteroéfilos se ha asociado

a una infeccién viral (Aguirre et al., 1995).

Por otro lado, los monocitos son las células de mayor tamafo que se encuentran en la sangre periférica,
normalmente el incremento de monocitos estad asociado con enfermedad inflamatoria y la actividad
fagocitaria, por lo tanto, la monocitosis se relaciona con infeccién crénica y dafio renal crénico, ademas de
fibropapilomatosis (Aguirre et al., 1995; Work y Balazs, 1999; Aguirre y Lutz, 2004). Los eosindfilos por otra
parte estan asociados con algunas infecciones parasitarias, ademas se ha encontrado la eosinofilia en
enfermedades renales causadas por hexamitiasis en tortugas (Selleri et al., 2006). También en algunas TM
se ve reflejado la eosinopenia como respuesta fisioldgica a la migracion (Stamper et al., 2005). En relacién
con los linfocitos los cuales se dividen en dos grupos de células (B y T), se caracterizan por la funcion
inmunoldgica que desempefian por lo que dependen de los cambios al ambiente, y debido a ello el sistema
inmune se puede suprimir o inhibir en respuesta a dichos cambios (Kassab, 2009). Los procesos infecciosos
locales o sistémicos son una causa principal de modificaciones en el nimero total y diferencial de
leucocitos. En presencia de infecciones virales se presenta una leucocitosis caracterizada por un notable

incremento de linfocitos (LOpez-Santiago, 2016).

1.2 Justificacion

Se puede considerar que los estudios de uPs en especies centinelas como las TM, podria ayudar a explicar
la gravedad de la contaminacién por pPs en la columna de agua de dos importantes sitios de forrajeo como
son BLA y CLOL. Ademas, se genera un registro de la presencia, cantidad y tamafo de los puPs en la tortuga
C. mydas residentes de ambos sitios. Lo anterior ayudard a proponer acciones de mitigacién y conservacion
para poder mantener o mejorar la calidad ambiental y la salud de esta especie (Seminoff et al., 2003;

Aguirre & Lutz, 2004; REIF ,2011; Domiciano, 2017). Asimismo se podria correlacionar el efecto de los puPs
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con el estado de salud de C. mydas con los andlisis de parametros sanguineos de esta especie en las zonas

de forrajeo de BLA y CLOL.

1.3 Hipétesis

La concentracidn por uPs en la columna de agua en BLA y el CLOL serdn similares en ambas zonas.

La especie C. mydas monitoreada en ambos sitios presentard residuos de Ps en piel y tracto digestivo lo

cual podra tener efectos negativos en su salud reflejado en indicadores sanguineos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la cantidad de uPs en la columna de agua en BLA y CLOL, asi como, en piel y tracto digestivo de C.
mydas, y correlacionar con los indices sanguineos el posible efecto en el estado de salud de esta especie

centinela ecoldgica

1.4.2 Objetivos especificos

1. Estimar la concentracion de uPs en muestras de agua de mar, tracto digestivo y biopsia por raspado de
aleta para C. mydas en los sitios de BLA y CLOL y comparar entre areas de forrajeo y estadios ontogénicos

(inmaduros y adultos).

2. Clasificar y analizar los diferentes tamafios de uPs presentes en C. mydas de ambos sitios de estudio y

su comparacion estadistica.

3. Evaluar la bioquimica sanguinea y la biometria hematica de C. mydas para determinar el posible efecto
en el estado de salud correlacionado con la cantidad de pPs entre sitios de forrajeo y estadios ontogénicos

(inmaduros y adultos).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Areas de estudio

En este estudio se trabajé en dos de las principales zonas de forrajeo, descanso y desarrollo de C. mydas
en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) y Bahia de los angeles (BLA) en la Peninsula de Baja California,

(Figura 1).

2.1.1 Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL)

CLOL es parte de la Reserva de la Biosfera "El Vizcaino", una de las dreas naturales protegidas mas extensas
(Aguila-Ramirez, 2003). Ademds, se integra al complejo lagunar que lleva su nombre, junto con las lagunas
Manuela y Guerrero Negro, ubicadas dentro de la Reserva Sebastidn Vizcaino, en la regién media
occidental de la Peninsula de Baja California (Figura 1). La laguna Ojo de Liebre se ubica entre (27° 30'y
27°35'Ny 114° 30'y 113° 50' O) y cuenta con una superficie de 366 km2. Se caracteriza por un sistema
complejo de canales ramificados con profundidades mayores de 3 m, y cuya drea es de 171 km?* Estas
areas de canales estdn separadas por extensas zonas de "bajos", donde predominan Zostera marina y

diversas especies de macroalgas benténica (CONANP,2016).

Los canales alcanzan profundidades de hasta 16 metros (Aguila-Ramirez, 2000). Las corrientes
predominantes no superan los 4 km/h, aunque pueden ser turbulentas, y la altura de mareas varia entre
1.2y 2.7 metros. El clima de la regidn es seco, con temperaturas maximas del agua que oscilan entre 20y

26 °C en verano, y minimas de entre 12 y 20 °C en invierno (Lépez-Castro et al., 2010).

2.1.2 Bahfa de los Angeles (BLA)

BLA es una bahia con orientacidn noreste a lo largo de la costa occidental de la Peninsula de Baja California,
México (28° 85" 8' N 113° 38" 33' O) (Figura 1). Una serie de 17 islas rodean la porcién nororiental de BLA
y separan esta area de alimentacién de las aguas costeras peldgicas del centro del Golfo de California
(Seminoff 2002). Esta bahia tiene un drea de 60 km? donde se caracteriza por una fuerte mezcla de mareas

y altos niveles de nutrientes (Bray y Robles, 1991). El clima de BLA se suele considerar muy arido y se
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caracteriza por tener una precipitacién 60 mma™. La temperatura media anual se acerca a 22.7°C, donde
en verano puede llegar aaumentar 40°Cy descender a 5°C en la temporada de invierno (Danemann, 2008).
Las algas marinas como Gracilariopsis lemaneiformis y Sargassum spp son la vegetacion marina dominante
en el drea de estudio (Norris, 1975, Pacheco-Ruiz et al., 1998), las cuales se encuentran a lo largo de los

margenes occidental y meridional de aguas poco profundas dentro de la bahia.

-114I°30' -1}4" -11‘4“ -113“’30' -11|3° -112|°30'

28°
1
1
28°

28°130'

27‘:30
T
27°30'

T
-114°30

Figura 1 Mapa de la ubicacién geografica Complejo lagunar Ojo de Liebre entre (27° 55'y 27° 35' N 114° 20'y 113°
50’ O) y Bahia de los Angeles (28° 85”’8' N 113° 38"'33' 0).

2.2 Captura de tortugas marinas

2.2.1 Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL)

Se realizd un monitoreo en el periodo de marzo, abril y mayo de 2024, donde se colectaron muestras de

agua de CLOL los cuales tuvieron lugar en la Laguna Ojo de Liebre (27° 48’ 7 Ny 114° 11’ 28" O), donde
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se logré obtener 1 L en agua superficial y en 5 m por medio de botella Niskin obteniendo 3 réplicas que
luego se almacenaron en frascos de vidrio para cada sitio y profundidad. Asimismo, se realizd la captura
de los ejemplares de C. mydas utilizando el tendido de red de enmalle del tipo “agalleras” (100 m de
longitud por 7 a 10 m de caida, con luz de malla de 50 cm) (Seminoff, 2002). Una vez tendida la red se
revisé cada dos horas para evitar que se ahogaran o sufrieran algun dano por parte de la red. Las tortugas
capturadas fueron trasladadas al campamento base instalado en la costa. Este monitoreo tuvo una
duracion de 12 horas por lo que después de transcurrir este tiempo y realizar la toma de muestras

correspondientes, las tortugas capturadas fueron liberadas.

Por otro lado, para el CLOL se tuvieron 3 monitoreos donde se realizaron capturas de un total de 21
tortugas en la Laguna Ojo de Liebre, ademds se obtuvo una temperatura de la superficie del mar de 21° C
para marzo y 23 °C entre abril y mayo. Un total de 33 tortugas de C. mydas fueron capturadas en ambos

sitios de estudio.

2.2.2 Bahia de los angeles (BLA)

Se tomaron muestras en la columna de agua de BLA los cuales tuvieron lugar en el faro (28°57’ 23.03”"N y
113° 32’ 40.66”0), la Gringa (29° 2" 3" Ny 113° 33’ 9” O) y la Mona (28° 53’ 54.58"” Ny 113° 29’ 57.51"’0),
donde se logré obtener 1 L en agua superficial y en 5 m por medio de botella Niskin, obteniendo 3 réplicas

que se almacenaron en frascos de vidrio para cada sitio y profundidad.

Para la captura de tortugas se llevaron a cabo 4 monitoreos en los meses de mayo y noviembre de 2023,
marzo y abril 2024 en los sitios de Casa Diaz (28°56’ 45.23"" Ny 113° 33’ 25.69’0), Campo Don Roman (28°
58 05" Ny 113° 32’ 47.01”0) y El Quemado (28° 55’ 57" Ny 113° 25’ 19” O) en BLA se utiliz6 la técnica
del tendido de red de enmalle del tipo “agalleras” (100 m de longitud por 7 a 10 m de caida, con luz de
malla de 50 cm) (Seminoff, 2002). El tendido de la red se realizé en sitios determinados por su importancia
de agregacion de TM, una vez tendida la red esta se revisé cada dos horas para evitar que se ahogaran o

sufrieran algun dafio por parte de la red.

Las tortugas capturadas fueron trasladadas al campamento instalado en la costa, al finalizar la toma de
muestras se liberaron las tortugas. En BLA se capturaron un total de doce tortugas, con cuatro monitoreos

en los meses de mayo, noviembre de 2023 y marzo y mayo de 2024 como se menciond anteriormente. Las
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temperaturas superficiales del mar que se registraron (TMS) fueron de 20° C en los meses de mayo 2023

y marzo-abril 2024, y 18° C para noviembre 2023.

2.3 Biopsia por raspado superficial (RS) e hisopado cloacal (HC)

Se colectaron muestras de la tortuga C. mydas por biopsia con raspado superficial (RS) en la aleta utilizando
navajas de bisturi estériles, lo obtenido se guardard en viales de vidrio con agua desionizada y
formaldehido al 4%. Al finalizar dicha manipulacidn se desechd el bisturi o en su defecto se tuvo el cuidado

de hacer una asepsia con alcohol para su posterior uso con otro individuo.

Posteriormente, para las muestras de hisopado cloacal (HC) se colocé la tortuga con el plastrén hacia arriba
para poder limpiar la abertura externa de la cloaca con povidona yodada al 10% para desinfectar el area.
Luego de sujetar firmemente la punta de la cola se insertd un hisopo estéril aproximadamente 2.54 cm en
la cloaca, se giré 360° para luego retirarlo de la cloaca y colocarlo inmediatamente en un medio de

transporte estéril en viales de vidrio con formaldehido al 4% (Stokes et al., 2008).

Los viales con las muestras se almacenaron en una hielera a 4°C de manera vertical para su transporte al
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (l10) en la Universidad Auténoma de Baja California (UABC).
Finalmente se tomaron variables abidticas en el drea, la temperatura superficial del mar (TSM) se registré

en el sitio de cada captura con un sensor de temperatura electrénico (VWR® Traceable® Thermometer).

2.4 Morfométricos de Chelonia mydas

Para cada tortuga capturada se obtuvieron las siguientes medidas morfométricas en centimetros: Largo
curvo del caparazon (LCC) del escudo nucal o hasta el escudo supracaudal, ancho curvo del caparazén
(ACC), longitud del plastrén (LP), longitud total de cola (LTC), largo pre-cloacal (LPreC), largo post-cloacal
(LPostC), y Peso (W) donde se utilizé una bascula de resorte romana de 0 a 200 Kg. Antes de la liberacién

cada tortuga fue marcada con etiquetas Inconel en la primera gran escala proximal de cada aleta trasera.

Posteriormente, se empled 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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Tabla 1 Criterios para la asignacion de estadio ontogénico en C. mydas con base en Solana-Arellano et al. (2020)

Hembra (H) Macho (M) Juvenil ()
66 < LRC<96.7 cm 66.4 <LRC<112.5cm LRC <66 cm
16.3<LTC<25cm LTC>25cm

2.5 Indicadores sanguineos de C. mydas

Para las muestras sanguineas cada tortuga se colocd con el plastron hacia abajo sobre un neumatico y se
les colocd una toalla himeda para tranquilizarla, primeramente, para la toma de muestras de sangre se
siguié el procedimiento de Wyneken (2001), una técnica de puncidn venosa que se ubica en la vena yugular
externa (a menudo denominada seno cervical dorsal), se realizé la asepsia en la region del cuello con

solucién de povidona yodada al 10 %, alcohol isopropilico u otro antiséptico antes de tomar la muestra.

Ademas, se utilizd una aguja calibre 21 G x1 1/2 con el sistema de vacio BD Vacutainer ™ de toma multiple
con anticoagulante heparina de litio y se recolectaron alrededor de 5 mL de sangre, enseguida se realizé
una inversion lenta para homogeneizar la muestra (Owens & Ruiz 1980). Se resguardd en una hielera a 4°C

con el objetivo de preservar las muestras para su transporte al laboratorio.

Las muestras de sangre se enviaron al laboratorio a GOVALAB especializado en diagndsticos veterinarios
en Ensenada, B.C., donde el proceso consta de un tiempo de cinco dias maximo para procesar dichas
muestras. Se evaluaron diversos parametros bioquimicos, tales como glucosa (Glu), colesterol (Col),
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), creatincinasa (CK), amilasa (Ami),
proteinas totales (Prot), albumina (Alb), creatinina (Creat), bilirrubina total (Bil), acido urico (A. urico),
diéxido de carbono (CO;), sodio (Na), potasio (K), calcio (Ca), fésforo (P) y cloro (Cl). Ademas, se calculd la
concentracién de globulina (Glo), mediante la diferencia entre proteinas totales y albimina, y se

determind la relaciéon albumina/globulina.

Asimismo, se realizo la evaluacion completa del hemograma de C. mydas y los valores hematoldgicos como

el hematocrito, recuentos totales, hemoglobina e indices eritrocitarios.
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2.6 Procesamiento experimental en laboratorio

El proceso de digestion de materia orgdnica, filtracion y montaje de cada muestra se llevd a cabo en el
laboratorio multidisciplinario de Botanica marina en el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) en

la Universidad Auténoma de Baja California (UABC).

Para las muestras de hisopado cloacal se utilizd 1 mL, aforado con una solucién al 10% de Hidrdxido de
sodio (NaOH). En el caso de las muestras de biopsia por raspado y de la columna de agua, se empled agua
oxigenada (H,0;) al 30% para llevar a cabo la digestion de materia organica. El proceso de digestion se
realizd en una incubadora a 40°C durante 1 h, seguido de una incubacién a temperatura ambiente por 24

h, de acuerdo con los procedimientos descritos y adaptados por Karami (2017) y Lv et al. (2019).

En la campana de flujo se empled una torre de filtracion junto a una bomba de vacio utilizando filtros de
membrana de policarbonato de 25 mm de didmetro con un tamafio de poro de 0.2 um, donde la muestra
de 1 mL que tuvo el proceso de digestion se filtra junto a 1 mL de agua desionizada para reducir cualquier
exceso del reactivo que se utilizé en la digestidn. Se procedid a realizar el montaje con el filtro que se
extrajo el cual estuvo completamente seco para colocar 13 pL de la tincion fluorescente Rojo Nilo (89uL
PBS:Glicerol, 10uL Antifading, 1ul Rojo Nilo de solucion madre (0.2 mg/ml metanol) siguiendo los
procedimientos descritos con modificaciones (Cruz-Lépez & Maske, 2015; Wang et al., 2017; Maes et al.,
2017; Patra et al., 2019). Los portaobjetos y cubreobjetos estuvieron previamente libres de cualquier
contaminacidn con el uso de aire comprimido para evitar particulas ajenas a la muestra al momento del

montaje.

Para la visualizacién de cada montaje se utilizé microscopia de epifluorescencia que se encuentra en el
Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE), en el
laboratorio de microbios marinos (MICMAR). Se utilizé el microscopio de epifluorescencia Axioskope Il
plus (Carl Zeiss, Alemania) se visualizé con el objetivo de 20x, con una configuracion de Lambda Plan-
Apochroma, Carl Zeiss y lampara de arco de xendn de 175 W (Lambda LS, Sutter) conectado a través de
una guia de luz liquida, los espectros de excitaciéon y emisién fueron controlados por Lambda 1-7 y 2-7 W.
Se utilizé un filtro dicroico con tres bandas de transmision Cy3 (Ex 488/ Em 570nm) ajustado a los espectros
de fluorescencia de emision y excitacidn de la tincién fluorescente Rojo Nilo (552/663 nm) para tener un
control positivo de particulas de pPs. Para la busqueda e identificacién de cada montaje se realiz6 una

captura de imdgenes de 20 cuadrantes con una medida de 695-519 pixeles por cada captura de cada
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muestra, se almacenaron en formato TIFF para su posterior anadlisis digital, lo cual ayudard para la

estimacion sobre la concentracién y tamaio de las particulas de pPs.

Las imagenes se capturaron con una camara CCD enfriada (Clara E, Andor), para el procesamiento se utilizo
el software Imagel) (Schindelin et al. 2012). Las imagenes se convirtieron de 16 bits a 8 bits para su
procesamiento ya que la resolucion adicional no aportaba informacion significativa. Se elabord una imagen
resumen para cada canal espectral, seleccionando pixeles de maxima intensidad y reduciendo el ruido de
fondo. En Imagel, se calibro la escala en micrdmetros (um) para correlacionar los pixeles con las distancias

conocidas.

Una vez que se calibrd la escala de cada imagen se realizd el mejoramiento para poder eliminar los fondos
continuos lisos y mejorar la apariencia de la particula de interés junto al fondo de la misma, en conjunto
utilizando las tablas de busqueda de color que se pueden aplicar a las imagenes en escala de grises. Luego,
se estimé la concentracidn de las particulas de interés de manera automatizada o interactiva con los
valores del umbral inferior y superior para segmentar las imagenes en escala de grises en entidades de

interés y fondo.

Por ultimo, se establecid el ROl donde proporciond el nimero de particulas que se encuentra en cada
imagen analizada, lo cual es por regidn de interés especifica para trabajar con multiples selecciones en
diferentes ubicaciones en la imagen. Una vez que se hizo el conteo por particulas se obtuvo el drea en pm?
de cada una de las mismas de los 20 cuadrantes por cada muestra de C. mydas y de la columna de agua

de ambos sitios, siguiendo los procedimientos descritos y adaptados de Cruz-Lépez & Maske (2015).

2.7 Analisis estadisticos

Para el andlisis de datos, se empled estadistica bayesiana debido a que posiblemente por el tamafio de
muestra, las pruebas con estadistica frecuentista o clasica no cumplen con los requisitos para hacer una
estadistica robusta (estadistica paramétrica) por lo que se presenta mucha incertidumbre en los datos. Por
otra parte, la metodologia bayesiana, se fundamenta en principios probabilisticos y modela la

incertidumbre estadistica, esto es, se basa en reglas de la probabilidad.

Mediante esta metodologia, se puede obtener el factor de Bayes, que sustenta la razén de probabilidades

entre la hipoétesis nula (Ho) y la hipétesis alterna (H,). En el caso de una prueba T-bayesiana, las hipdtesis
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serian, por ejemplo:

Ho: No existen diferencias significativas entre las medias paramétricas de los métodos

H,: Existen diferencias significativas entre las medias paramétricas de los métodos)

P (Hipétesis alterna)

Factor de Bayes = FB;, = (1)

P (Hipétesis nula)

Para las pruebas t-Bayesianas se utilizé el programa JASP (v 0.16.3; JASP Team) con el fin de comparar los
datos de concentraciones de uPs en el agua de mar, y las técnicas de hisopado cloacal (HC) y biopsia por
raspado superficial (RS) entre los diferentes sitios. Ademds, se evaluaron probabilidad de diferencias en el
area de las particulas de uPs segun la técnica empleada y el sitio de muestreo. Notese que el Factor de
Bayes FBio significa la disposicién de la ecuacién (1). Para interpretar el FBio se considerd la tabla

modificada de Jeffreys (1961) tomada de Ellison (1996) (Tabla 2).

Tabla 2 Interpretacion del Factor de Bayes modificado y adaptado de Jeffreys (1961) tomado de Ellison (1996)

Jeffreys (1961)
Evidencia a favor de H, y
FB1o
contra Ho
0-1.5 Una simple mencién
1.5-10 Sustancial
10-100 Fuerte

>100 Decisivo
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Concentracidon de particulas de uPs en agua de mar y en C. mydas por

técnicas HCy RS

Los resultados para los 20 cuadrantes (imagenes) definidos en materiales y métodos por muestra de agua
de mar en las diferentes profundidades por cada sitio, presentaron concentraciones promedio de uPs para
CLOL a 5 metros de profundidad con 16.3+4.0, mientras que en la superficie el promedio fue de 10.3+3.0
UPs. Para BLA, la concentracion promedio de pPs a 5 metros fue de 14.046.9, y en la superficie alcanzd una

media de 16.1+5.2 (Figura 2).

Con respecto a las diferencias entre las cantidades de uPs que se encuentran en ambos sitios para las
muestras de agua, se realizd una prueba T bayesiana donde se encontré que no existen probabilidades de

diferencias en agua superficial entre BLA y LOL (FB10=1.18)(Tabla 6, Anexo A).
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Figura 2 Medias y desviaciones estandar de la concentracion de puPs entre muestras de agua de la Laguna Ojo de
Liebre (LOL) y Bahia de los Angeles (BLA) en profundidades de 5 metros y superficiales (Sup).
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Figura 3 Medias y desviaciones estandar de la concentracion de uPs en C. mydas, comparado entre sitios del
Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) y Bahia de los Angeles (BLA) utilizando diferentes técnicas de muestreo
Hisopado cloacal (HC) y Biopsia por raspado superficial (RS)

Por otro lado, la grafica de las concentraciones promedio de uPs de cada técnica HC y RS junto con su
media y desviacidon estandar (desv. Std) por sitio de estudio se presenta en la figura 3. En CLOL los
hisopados cloacales mostraron una media de 25.4+9.2 uPs presentes, en contraste con BLA se obtuvo una
media de 34.5+7.9 uPs lo que indica una pequefia variacion en los datos entre ambos sitios. Por otro lado,
los resultados de (RS) en la aleta en TM del CLOL tuvieron una media de 38.7+17.0, mientras que en BLA

representé una media de 32.7+11.3 (Figura 3).

Para analizar las diferencias en las cantidades de UPs presentes en ambos sitios (CLOL-BLA) se realizaron
11 pruebas de T bayesiana entre las dos técnicas de muestreo (RS-HC) y por sitios en las concentraciones
de WPs. Los resultados para la técnica de RS comparada con la de HC en CLOL muestran probabilidades

altas de diferencias en la cantidad de puPs (FB1o= 11.74) entre las dos técnicas para este sitio.

Sin embargo, al comparar la concentracién de uPs utilizando la técnica de (RS) entre ambos sitios, las

probabilidades de diferencias fueron bajas (FB10=1.484) (Tabla 6, Anexo A).
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Similarmente se presentaron probabilidades altas de diferencias en las cantidades de uPs para la técnica
de RS en juveniles con respecto a la técnica de HC en individuos adultos para el sitio de CLOL (FB10=7.468)

(Tabla 6, Anexo A)

3.2 Distribucion por tamaiios de las particulas de puPs

El rango de tamanos de uPs a partir de la técnica de HC realizado a las tortugas del CLOL fue de 0.41-393.16
um?y para BLA de 0.41-325.13 um?. Por el contrario, con la técnica de RS los rangos fueron de 1.25- 336.81
um? para CLOL y de 0.41-295.91um? para BLA. Con respecto a las estadisticas descriptivas que se
obtuvieron de las areas de UPs entre las técnicas de HC y RS en los sitios de estudio, la técnica de HC en
CLOL presentd una media de 32.8+51.7 um?, en comparacién con BLA, donde la media fue de 26.42+44.41
um?2,

En cuanto a la técnica de RS en CLOL se registrd un promedio de 29.1+42.2 um?, mientras que en BLA fue
de 27.8+45.9 um?. Las dreas de uPs en pum? por técnica, asi como el estadio ontogénico de los individuos y

los sitios de estudio, se muestran en las Figuras 4 y 5, respectivamente.
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Figura 4 Medias y desviaciones estandar de las dreas en pm? de uPs de C. mydas con la técnica de HC para el Complejo
Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos. T (nimero de tortugas).
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Figura 5 Medias y desviaciones estandar de las dreas en pm? de uPs de C. mydas con la técnica RS para el Complejo
Lagunar Ojo de Liebre (CLOL) (J) Individuos juveniles, y (A) como individuos Adultos. T (nimero de tortugas).

90
BLA [l A:Adulto
80 r Media: 26.4 + 44 .4 s @ J:Juvenil]

60 1

40 | ]

20} { _

10 } I E ]

pPs/pm? (BLA)

w [<e] [
(= (= [

T1}
T2

T3 |
T4 |
T8
T9
T10 }
T12}

=
Técnica (HC)

Figura 6 Medias y desviaciones estandar de las areas en um? de uPs de C. mydas con la técnica HC para Bahia de los

Angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos adultos. T (nimero de tortugas).
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Figura 7 Medias y desviaciones estandar de las dreas en pm? de uPs de C. mydas con la técnica RS para Bahia de los
Angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos adultos. T (nimero de tortugas).

Con respecto a las diferencias entre las medidas de las dreas de puPs que se encuentran en ambos sitios se
realizaron 14 pruebas T bayesiana (Tabla 6, Anexo A) donde las dreas en um? de los pPs con la técnica por
HC en CLOL y BLA representd (FB10=1.831) lo cual indica que existe probabilidad de diferencias minimas
entre las medidas de las areas de los puPs de CLOL y BLA en individuos adultos en la técnica de HC. Mientras

que en BLA en la técnica de RS y HC (Figura 6 y 7) no presento probabilidad de diferencias (FB10=0.114)

3.3 Determinacion hematologica

3.3.1 Analisis de bioquimica sanguinea

Para la interpretacién de los resultados de bioquimica sanguinea, se obtuvieron las estadisticas basicas
calculando la media + una desviacién estandar (desv. Std). de los datos por cada analito (Tabla 8, Anexo

C), donde se obtuvieron intervalos de referencia (IR) para cada analito de las TM en los sitios de estudio
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(Tabla 3). Por otro lado, se presentaron los IR por cada analito comparado con Labrado Martagon (2011)

y Gordillo Garcia (2023) (Tabla 9, Anexo D).

Tabla 3 Intervalos de referencia entre sitios de estudio por analito (Media + desv. Std).

Analito IR CLOL IR BLA
N=15TM N=10TM
AST (U/L) 1.47—7.28 167.72-214
CK (U/L) 3.73—6.1 1810.35-5032.08
Prot (g/L) 2.55—4.17 39.2-51.9
Alb (g/L) 0.61—6.72 16.33-25.66
Glo (g/L) 129.22—359.43 20.3-28.8
A/G (g/L) 66.32—92.34 0.63-1.1
Col (mmol/L) 340.46—608.86 3.7-6-5
Ac. trico (umol/L) 45.49—168.42 0.07-1.5
Bilirrubina (mol/L) 19.24—58.09 3.51-6.2
BUN (umol/L) 263.29—1418.04 0-17.6
Glu (mmol/L) 58.39—70.20 2.31-5.2
Ca (mmol/L) 20.43—23.09 1.16-2.1
P (mmol/L) 35.29—49.77 1.79-3.8
K (mmol/L) 0.39—0.63 4.2-5.1
Na (mmol/L) 1.73—5.24 148.46-154.6
Cl (mmol/L) 8.90—21.76 106.12-118.5
CO, (mmol/L) 109.31—131.34 23.26-39.0

Para el analisis de cada analito Tabla 3, se determind cuantos individuos de C. mydas se encontraban con
valores por arriba, por debajo o dentro de los IR. Al considerar las tortugas que tienen al menos un analito
fuera de lo IR, se observé que los individuos de C. mydas en CLOL, el 60% presentaban al menos en un
analito por debajo de los (IR) promedio y el 40% de los individuos presenté al menos un analito por arriba
de los (IR). En contraste en las TM de BLA, el andlisis mostré que el 66% de las tortugas presentaban al
menos un analito por debajo y con el 34% por arriba de los (IR) promedio considerando al menos una

tortuga por analito.

Del total de los analitos analizados para CLOL se mostraron variaciones en los datos de cinco analitos de
las tortugas analizadas con el 27% de las proteinas totales, el 20% en la globulina, BUN, Cl y CO,
representaron disminucién con respecto a los IR. En Cl y K presento aumento de un 20%, mientras que

fosforo (P) tuvo un 13% por arriba de los IR promedio.
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En BLA se presentaron variaciones en seis analitos, de los cuales, para AST, las proteinas totales y el calcio

tuvieron un porcentaje de 22% que estuvo por debajo de los IR. Por otro lado, para P y A/G se presentaron

con 22% por arriba de los IR.

3.3.2 Biometria hematica

Para la Biometria hematica se realizd un procedimiento similar a la bioquimica sanguinea, se establecieron
los intervalos de IR de cada pardmetro, los cuales se muestran en la tabla 4. Por otro lado, estos IR fueron

calculados como media + desv. Std de los datos por cada parametro y se muestran su estadistica basica.
(Tabla 10, Anexo E)

Tabla 4 Intervalos de referencia entre sitios de estudio por pardmetro hematico analizado (Media + desv. Std)

Parametro IR CLOL IR BLA

N=15TM N=10TM

Eritrocitos (cels/pl) 2.81—7.16 1.57-2.97
Hematocrito (%) 0.34—0.44 0.28-0.35
Leucocitos (cels/ul) 2.3—12.7 3.51-10.80
Eosinofilos (%) -0.03—0.39 0.02-0.50
Heterdfilos (%) 1.40—4.73 1.90-5.24
Basofilos (%) -0.05—0.18 -0.06-0.143
Linfocitos (%) -0.01—7.92 0.69-4.30
Monocitos (%) -0.10—0.70 -0.09-0.54

Se observé que de los individuos analizados en CLOL el 60% presentaban al menos un parametro por arriba

de los (IR). Por otro lado, para BLA el 56 % de las tortugas presentan valores por arriba de (IR).

Con respecto a los parametros hematicos para ambos sitios se encontraban variaciones, para CLOL en al
menos 20% de los eritrocitos, 7% de leucocitos y 13% de heterdfilos por debajo de los IR, con respecto a

los pardmetros de heterofilos presento aumento con 20% y la mayoria presento 13% con un aumento en

eosinodfilos, leucocitos y linfocitos.

En cuanto a BLA representd un 22% en eosinoéfilos por arriba de los IR, donde los pardmetros hematicos

de los leucocitos y heterofilos con un 22% se presentaron variaciones por debajo de los IR promedio de las

tortugas analizadas.



25

3.4 Estadisticas basicas de medidas morfométricas

Se presentan las estadisticas basicas de las medidas morfométricas y el peso de todas las tortugas de
ambos sitios (Tabla 10, Anexo E). Al analizar la distribucién de las medias y las desviaciones estandar de
LCC, ACC, LP y el peso, se observa que la mayoria de las medias son mayores en BLA en comparaciéon con

CLOL (Figura 8y 9).

Ademas, en CLOL se registraron 8 individuos adultos y 13 juveniles, mientras que en BLA se encontraron
10 adultos y 2 juveniles (Tabla 5). Las pruebas T bayesiana entre ambos sitios, mostraron que para adultos

no existe probabilidad de diferencias en ninguna variable entre sitios (FB10=0.61).

Por otro lado, para juveniles se encontraron diferencias entre sitios en ACC (FB1o =2.03), LTC (FB10=1.53) y

entre peso (FB10=2.8). (Tabla 12, Anexo F).

Tabla 5 Estadio ontogénico de C. mydas entre sitios

Estadio ontogénico Sitio de estudio
CLOL=21TM BLA=12 TM
Juveniles 13 2
Adultos 8 10
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Figura 8 Grafica de las medias y desviaciones estandar de las medidas morfométricas en cm de C. mydas entre los
sitios de estudio, A) CLOL (n=21; Juveniles 13, adultos 8) y B) BLA (n=12; Juveniles 2; adultos 10). Largo curvo del
caparazon (LCC), longitud del plastrén (LP), ancho curvo del caparazén (ACC), longitud total de cola (LTC).

1
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Figura 9 Gréfica de la media y desviacidn estandar del peso en kg de C. mydas entre los sitios de estudio del Complejo
Lagunar Ojo de liebre (CLOL) (n=21; Juveniles 13, adultos 8) y Bahia de los Angeles (BLA) (n=12; juveniles 2; adultos
10).
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Capitulo 4. Discusion

Los resultados de esta investigacion son de vital importancia, ya que, a la fecha representan el primer
registro de la concentracion de pPs en la columna de agua e hisopado cloacal y raspado superficial en C.
mydas, asi como las medidas de las dreas de uPs (<5um) en los dos sitios de estudio. Este tema serd de
creciente relevancia en la comunidad cientifica y ambiental, debido a las alarmantes implicaciones que
tienen los UPs sobre los ecosistemas marinos. Los pUPs no solo afectan la calidad del agua y los habitats
marinos, sino que también representan una amenaza directa para la salud de la fauna en general y en
particular sobre especies vulnerables como las tortugas marinas (Schuyler et al., 2013). Las TM, debido a
su dieta y comportamiento de alimentacidn, son especialmente susceptibles a poder ingerir uPs, lo que
seria una posibilidad de que le provoque alguna obstruccién intestinal, dano en algin érgano, malnutricién
y algunos otros problemas de salud como lo menciona Schuyler et al. (2013). Ademas, este trabajo
proporcionard una base sélida para futuras investigaciones, facilitando un mejor entendimiento de Ila

relacidn entre la contaminacién por pPs y sus efectos en la vida marina.

4.1 Cantidades de pPs en muestras de agua de mar

Las concentraciones de pPs de las muestras superficiales en los dos sitios de estudio no presentd
probabilidad de diferencias en ninguna de las pruebas T bayesiana (Tabla 6, Anexo A) con respecto al factor
de bayes que se obtuvieron considerando (tabla 2) adaptada y modificada de jeffreys (1961) obtenida de
(Ellison, 1996). Por lo que estos resultados pueden ser indicativo de una distribucién homogénea de uPs

en ambas zonas.

El CLOL es una laguna cerrada con un sistema complejo de canales que estan separados y conectan con
otras lagunas como la Laguna ojo de liebre (LOL) (Aguila Ramirez, 2000). La cantidad de uPs se podria
considerar que puede ir en aumento, porque la zona es de intensa actividad industrial, particularmente
relacionada con la extraccion de sal y pesca (CONANP,2016). Estas actividades podrian estar generando
cantidades significativas de desechos plasticos que eventualmente se descomponen en UPs, ademds de la
proximidad de fuentes terrestres de contaminacion, como vertederos o areas urbanas mal gestionadas
donde se puede estar incrementando la cantidad de pPs a través de escorrentias o descargas directas
(CONANP, 2016). Por otro lado, BLA es una bahia semicerrada donde las fuertes corrientes resultantes

podrian provocar una mezcla intensa de masa de agua (Bray y Robles 1991, Seminoff 2002), esta mezcla
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podria favorecer la acumulacién de pPs, aunado con la proximidad a areas urbanas, actividades pesqueras
y el turismo, los cuales podrian contribuir a una mayor entrada de pPs. Ademas, se sugiere que en LOL y
BLA los uPs pueden acumularse en los sedimentos, donde actuan como zonas de retencién para estas
particulas. Dado que los uPs pueden permanecer en los sedimentos durante periodos prolongados,
podrian acumularse en la bahia (Gago et al.,2018; Duncan et al., 2018). Sin embargo, también existe la
posibilidad de que estos uPs se dispersen debido al transporte facilitado por las corrientes marinas y la

circulacién termohalina, los cuales podrian redistribuir los uPs a otras areas (Alvarez-Borrego, 1992)

Otro factor para la presencia de UPs podria ser por la estructura y el tipo de las playas como urbanas y
rurales (Alvarez-Zefrino, 2020), donde registra valores promedio de uPs que oscilan entre 31.7 y 545.8
MP/m?2. La mayor concentracion de pPs se encontrdé en una playa urbana y desarrollada en el estado de
Sinaloa (545.8 MP/m?), mientras que la menor concentraciéon se registré en una playa rural de Baja
California (31.7 MP/m?). Ademas, se identificd que la segunda playa mas contaminada del Pacifico tropical
era una bahia, con un promedio de 133.8 MP/m? (Alvarez-Zeferino, 2020). Ligado a esto, Frias y Nash,

(2019) también destacan que la cantidad de pPs suele ser mayor en las zonas costeras que en mar abierto.

4.2 Concentracion y estimacion de areas um? de uPs en C. mydas con las técnicas

RS y HC.

Las concentraciones de UPs entre los sitios de estudio, con las técnicas RS y HC entre CLOL (T-bayesiana,
FBio= 11.74, Tabla 6. Anexo A), indicaron que las concentraciones de uPs con la técnica RS presenta
probabilidades altas de diferencias con respecto a las concentraciones de UPs estimada con la técnica de
HC. Se puede decir que la técnica RS permite obtener una cantidad de pPs de tamafo pequefio con un
rango 1.25 a 336.81 um? en comparacion con la técnica HC, con la recoleccién de fragmentos mas grandes,
de hasta 0.41 a 393.16 um? aunque en menor cantidad. Esta diferencia podria deberse a que las particulas
de pPs tienden a acumularse en la superficie debido a su exposicién directa a fuentes de contaminacion.
Esto aumenta la probabilidad de que se adhieran facilmente a las aletas de C. mydas, lo que explicaria la
mayor acumulacién de particulas de uPs observada. En un estudio previo en la zona del CLOL, de un total
de 94 tortugas muestreadas se encontrd que las fibras de uPs representaban el 37% de las particulas en la
Laguna Ojo de Liebre y el 56% en Guerrero Negro (Cerpa, 2020). Sin embargo, este trabajo fue meramente

cualitativo para observar las diferencias entre los colores de las fibras recolectadas.
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En contraste, Merino et al. (2022) realizaron lavados esofagicos en 19 tortugas verdes en el Parque
Nacional Zona Marina del Archipiélago de Espiritu Santo, en el Golfo de California, encontrando pPs en el
100% de las tortugas analizadas. Los pPs, principalmente fragmentos vy fibras, fueron clasificados por
colores, y se registré una media de (22.6) de particulas ingeridas por C. mydas. En cambio, Aranda et al.
(2024) sefialaron que las playas de la costa noreste del Caribe, en la peninsula de Yucatan, presentaron
una mayor prevalencia de uPs secundarios los cuales son creados a través de una fragmentacion de
macroplasticos, ya sea por la exposicion a los rayos UV y la abrasién mecanica. En heces de C. mydas se
registraron concentraciones mas altas de uPs en esta region, sugiriendo su ubicuidad en el entorno marino

del Caribe. Los uPs en las muestras fecales tuvo en promedio de 89 + 3 g™' (Aranda et al., 2024)

En lo reportado por Clukey et al. (2017) la cantidad de particulas ingeridas por diferentes especies de
tortugas que fueron capturadas incidentalmente en pesquerias de palangre en Hawai, entre las especies
estudiadas, C. mydas presentd un promedio de 93.8 fragmentos de macroplasticos por individuo, segun
los resultados obtenidos de necropsias. Estos hallazgos subrayan la creciente preocupacién sobre la
contaminacidn por plasticos en el entorno marino y sus efectos nocivos en la fauna marina, en particular
en especies vulnerables como las tortugas. Este trabajo sugiere que la proximidad con las areas de
pesquerias podria influir en la cantidad de plasticos presentes en la zona. Asimismo, Carman et al. (2014)
reportan para el Rio de la Plata (Argentina-Uruguay) que los 62 juveniles de C. mydas analizados
presentaron desechos antropogénicos, encontrando un 40% en el estémago. Por otro lado, White et al.
(2018) presentaron datos sobre post-crias de Chelonia mydas varadas en la costa del Atlantico, en Florida,
mediante el uso de la metodologia de lavado esofdgico, reportando una media de 48 + 24. No obstante,
estas particulas fueron clasificadas como meso particulas (5-20 mm). Los autores también mencionan pPs
con un promedio de 445+156 y un tamafio de 34.043.1 um. Los hallazgos anteriores, son relevantes en
comparacién con los resultados del presente trabajo, donde se registré una media de 34.59 de particulas
de uPs utilizando la técnica de HC en BLA (Figura 3), lo que representa casi una tercera parte del promedio
de macroplasticos reportado previamente por Clukey et al. (2017), pero muy alejado del promedio de pPs

en los descrito por White et al., (2018).

De las pruebas de T-bayesiana que se realizaron (Tabla 6, Anexo A) presento que para los individuos
adultos en CLOL y en BLA con la técnica de HC presentd baja probabilidad de diferencias entre las medidas
de las dreas de los pPs (T-bayesiana FB10=1.831, Jeffrey 1961), ademas se obtuvo un valor maximo de
393.16 um? para las particulas analizadas en CLOL con la técnica de HC, mientras que en BLA con la técnica
de HC se observé un maximo de 325.13 um?. Lo anterior, sugiere que con la técnica HC en CLOL se podrian

estar capturando particulas de puPs de mayor area (um?2), lo que indica que, aunque los pPs pasan por el
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sistema digestivo de las tortugas, las particulas con menor area pueden estar aun siendo procesadas. Esto
es consistente con lo sefalado por Schuyler (2014) y Ory et al. (2017), quienes afirman que los uPs, debido
a su resistencia a la degradacién, pueden quedarse en el sistema digestivo de las tortugas. Entonces, dicha
acumulacién podria ocasionar dafios en los érganos o incluso la liberacién de sustancias quimicas téxicas,
lo que afectaria negativamente la salud de las tortugas. En relacidén con los tamafios de las particulas
encontradas en el Unico registro de CLOL, Cerpa (2020) presentan tamafos de pPs un poco mas grandes
al maximo que se esta considerando en este estudio (rango de 0.41 a 394 um?), por ejemplo, los autores

encontraron fibras de pPs de un rango entre 1.16 mm-1.88 mm del total de las 94 tortugas muestreadas.

Los resultados obtenidos en BLA de este estudio concuerdan con lo reportado por Seminoff (2002), quien
también trabajé con la especie C. mydas y reportd la presencia de plasticos utilizando la técnica de lavado
gastrico. En su estudio, el 1.9% de las muestras contenian pequefios fragmentos de bolsas plasticas,
cordones de nylon y lonas. Ademas, sugirié que las tortugas probablemente ingieren estos materiales
mientras forrajean en el fondo marino o en la superficie, donde la acumulacidn de plasticos ocurre debido
a lineas de deriva o zonas de convergencia (Seminoff, 2002). La diferencia principal entre ambos estudios
radica en que, en el presente trabajo, los uPs se analizaron a una escala mucho mas detallada (um?), con
un rango de tamafios que va de 0.41 a 295.91 um?, lo que proporciona una visién mas precisa de los pPs

ingeridos por C. mydas.

Por otro lado, Carman et al. (2014) en su estudio realizado en el Rio de la Plata (Argentina), demostraron
la presencia de macroplasticos con tamafios que variaron entre 0.3 a 0.5 cm. Asimismo, Caron et al. (2018)
presentan datos recientes sobre contenido intestinal, reportando concentraciones de poliestireno,
polietileno y polipropileno en el sistema digestivo de C. mydas en la Gran Barrera de Coral, donde
reportaron particulas con tamafios entre 0.45 mm y 2.51 mm, las particulas antes mencionadas resultan
ser de dimensiones mucho mas grandes en comparacién con las particulas encontradas en el presente de

estudio ya que se estan reportando puPs menores a 5um.

Respecto a la desorientacién de las TM por los plasticos es posible argumentar que estas particulas se
podrian asemejar a sus presas naturales, como menciona Cole (2011), los uPs y otros fragmentos plasticos
pueden generar desorientacion en las TM debido a su similitud con presas naturales, como ciertos
invertebrados, entre ellos medusas y esponjas. La prevalencia de plasticos en el entorno marino, como las
bolsas de plastico, ha sido ampliamente documentada en especies como la tortuga carey y la tortuga laud,
las cuales tienden a confundir estos plasticos con medusas, lo que aumenta el riesgo de ingestion

accidental y sus consecuencias negativas para la salud de estos organismos. Aunque, las tortugas C. mydas
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no muestran la misma selectividad como las especies anteriores, su dieta diversa aumenta la probabilidad

de ingestion de uPs (Schuyler et al., 2013).

4.3 Parametros sanguineos

Los resultados obtenidos en el analisis de sangre de las tortugas C. mydas de los sitios CLOL y BLA revelan
una incidencia significativa de valores fuera de los intervalos de referencia promedio (IR) en los analitos.
En CLOL, el 60% de los individuos presentd al menos un analito por debajo de los intervalos de referencia
promedio (IR) y en el 40% de los individuos se presenté por lo menos un analito por arriba de los (IR),
mientras que en BLA esta cifra aumento al 66% por debajo de los IR, y con un 34% por arriba de los (IR)
promedio. Estos valores podrian ser indicativos de una alteracidn fisioldgica que podria estar relacionada
con la exposicién a factores ambientales adversos. En los resultados de este estudio para CLOL (Tabla 8,
Anexo C) se mostraron variaciones en los datos de seis analitos del total de ellos, considerando los IR
donde se encontraron mas de una tortuga, por lo cual los analitos que se destacaron por debajo de los IR
se encuentran las Proteinas totales (Prot), Globulina (Glo), albumina (Alb), Urea (BUN) y didxido de
carbono (CO,), y con respecto a los analitos que se encontraron por arriba de los IR se representaron Cl,
K que se encontraron mas de una tortuga que estuvo fuera de los IR promedio. Sin embargo, para BLA
(Tabla 8, Anexo C) los analitos que presentaron en mas de una tortuga por debajo de los IR fueron el
aspartato aminotransferasa (AST) y las proteinas totales (Prot), mientras que los analitos que se

encontraron por arriba de los IR fue el fésforo (P) con mas una tortuga fuera de los IR.

Los resultados mostraron que los IR de albumina presentaron variaciones del 13% del total de las tortugas
analizadas que se encontraron por arriba de los IR promedio, donde Gordillo Garcia (2023) reporto
variaciones con el 67% de las tortugas analizadas C. mydas presentando hiperalbuminemia (media + 2
desv. Std). Con respecto a los resultados de Labrado martagon (2011) se reportan datos comparables para
este trabajo en relacion con Proteinas totales en los IR para ambos sitios de BLA y CLOL (Tabla 9, Anexo
D). A la fecha, el Unico estudio que examina el impacto de los uPs en la salud de las tortugas a través de
pardmetros sanguineos es Bannae (2020), por lo que, en este estudio se investigd la relacién entre la
ingesta de UPs y la salud de la tortuga acudtica Emys orbicularis a las cuales se les administraron uPs en
dosis de 500 y 1000 mg kg}(pellets de 0.5mm de largo) por un tiempo estimado de un mes, lo cual resulté
en una disminucion significativa de los niveles de proteinas totales, albiminas y globulinas. Novillo et al.
(2020) menciona que en la especie Stenella coeruleoalba sugieren que estas reducciones en estos

indicadores podrian estar relacionadas con desnutricién, disfunciones hepaticas y renales en los
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organismos con respecto a los uPs. De manera similar, Zhao et al. (2020) demostraron que la exposicion a

UPs en peces cebra Danio rerio puede inducir problemas de desnutricién.

Del mismo modo Camacho (2013) y Komoroske (2011) coinciden en que una disminucion en los niveles de
proteinas totales, albuminas y globulinas puede reflejar dafio hepdtico en tortugas como Caretta caretta
y C. mydas expuestas a xenobidticos. De igual manera Ju et al. (2020) encontraron que los puPs pueden
trasladarse a érganos vitales al unirse a la albumina, por lo cual el efecto posible en los niveles de albumina
observada por Bannae (2020) podria haber alterado la estructura y la funcion de la proteina en si con
respecto a los uPs, ademads al unirse a la albimina podria facilitar su transferencia a otros érganos a través

del torrente sanguineo, lo que potencialmente podria causar dafios graves.

Por otro lado, Komoroske (2011) menciona que la exposicidn crénica a contaminantes en sistemas
costeros, como la Bahia de San Diego (California, EUA), puede afectar la salud de las tortugas a largo plazo,
alterando sus perfiles bioquimicos y hematoldgicos debido a las demandas energéticas asociadas con la
biotransformacidn y eliminacién de estos quimicos. Por lo tanto, Camacho (2013) sefiala que los niveles
elevados de plomo (Pb) en sangre pueden afectar negativamente la relacidon albumina-globulina (A/G).
Aunque el Pb no forma parte de la estructura principal de los uPs, puede estar presente como
contaminante o aditivo en su fabricacion como en algunas pinturas. Los uPs tienen la capacidad de
absorber metales pesados, como el Pb, del ambiente marino (Camacho, 2013). Estos contaminantes
pueden ser transportados por los uPs y liberados en el sistema digestivo de los organismos que los

ingieren.

Las correlaciones de Pearson para los analitos que se encontraron fuera de los intervalos de referencia (IR)
(Tabla 13, Anexo F), fueron para CLOL donde represento un coeficiente de correlacidn positivo moderado
para alb (r =0.44694, p=0.095, ®=0.10), entre las cantidades de uPs de la técnica de HC, donde se muestra,
asimismo, una relacion directa entre la cantidad de uPs y los niveles de albdimina (Figura 10, anexo G). Ya
gue como lo menciona Komoroske, (2011), Camacho, (2013), Banaee, (2020) y Ju et al. (2020) la Alb es
una proteina que al percibirse algin aumento en los niveles de puPs podria estar desencadenando
respuestas fisiolégicas que afectarian su produccién de esta proteina, con respecto a Bannae (2020)
reporto que la relacién entre la ingesta de pPs y la salud de la tortuga acudatica Emys orbicularis tuvo
disminucién en los niveles de esta proteina. Sin embargo, al observar el incremento en los niveles de Alb
podria ser una respuesta de defensa ante el estrés que generan las concentraciones de UPs, relacionado a
ello en niveles altos de esta proteina podria deberse a un desequilibrio de liquidos, como en casos de

deshidratacion (Ferrando, 2010). Se presentaron individuos que tienen una cierta dispersion lejana a la
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linea de tendencia por ejemplo, para la T16 juvenil demostré estar por debajo de los IR, aunque teniendo
una concentracion de puPs promedio (Tabla 7, Anexo B), pero se podria mencionar que por su dispersion
la cantidad de pPs podria tener un efecto en la diminucién de la albumina para este individuo, por otro
lado, en comparacion a la T18 adulto se encuentra por arriba de los IRy presenté uPs mayores al promedio,
pero alejado con respecto a la linea de tendencia (Figura 10, Anexo G). Cabe destacar que, aunque la
tendencia general es positiva, se observa cierta dispersion significativa en los datos, lo que sugiere que

otros factores también podrian estar influyendo en los niveles de albdmina de las TM.

En lo que respecta al CO, en la técnica HC, el coeficiente de correlacidon de Pearson fue positivo de (r= 0.55
p=0.033, @=0.10) ademds, se sugiere una relacién directa entre la cantidad de uPs y los niveles de CO,
(Tabla 13, Anexo F), sin embargo, se logra ver una cierta tendencia con los datos, por ejemplo, en las
cantidades de pPs dénde nueve individuos se encontraron muy cercanos de la linea, esto sugiere que, en
su mayoria, se encontraron cantidades significativas de uPs. A medida que aumentaba la cantidad de estas
particulas, también se observaba un incremento en los niveles de CO,, evidenciado por una correlacion
positiva alta. Ademads, algunos puntos que se alejaban mostraban una mayor dispersién, por ejemplo, para
T15 juvenil se encontrd por debajo de los IR para este analito, sin embargo, las cantidades de uPs (Tabla
7, Anexo B) que presento estuvieron en el promedio, esto podria deberse a que se encuentre alejado, pero
no siguid la tendencia en la correlacion (Figura 11, Anexo H). Como se ha reportado anteriormente para
otras TM, la presencia de las cantidades de uPs podria aumentar el estrés metabdlico, ademas de causar
alguna inflamacién sistémica y una alteracidn generalizada de las funciones respiratorias y fisiolégicas.
Entonces, si los uPs tiene este efecto en la especie de estudio, esto podria contribuir indirectamente a un
aumento de la produccién de CO,, ya que podria entrar en un estado de mayor actividad metabdlica para

intentar desintoxicar los contaminantes (Duncan et al., 2019).

En cuanto al acido Urico, se observd una correlacidon de Pearson negativa con la concentracidn de uPs,
presentando un coeficiente (r = -0.4553, p=0.088, ®=0.10) (Tabla 13, Anexo F), esto indica que la mayoria
de los individuos se alinearon cercanamente a la linea con una leve tendencia en los datos. Los resultados
sugieren que, las concentraciones de pPs podrian tener efecto en los niveles de acido Urico donde este
tienden a disminuir. Sin embargo, se identificaron algunos casos que se desviaron de la linea de tendencia.
Por ejemplo, (Figura 12, Anexo H) el individuo T6 adulto presentd concentraciones de puPs (Tabla 7, Anexo
B) por debajo del promedio, mientras que T12 juvenil mostré una concentracién de WPs cercana al
promedio, cabe mencionar que se encontrd por arriba de los IR (45.49—168.42) (tabla 3), por lo cual se
podria indicar que se presentd un incremento del dcido Urico ya que tuvo una tendencia. El acido Urico es

un producto del metabolismo de las proteinas y purinas, por lo que su nivel en la sangre puede reflejar la
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salud renal (Dickinson et al., 2002). En las TM si el 4cido urico se encuentra fuera de los IR promedio podria
estar asociado a problemas renales o metabdlicos (Aguirre, 1995). Ademas de que el efecto podria ser por
la relacién con los uPs, es posible que otros factores influyan en este proceso, como por ejemplo a medida
qgue las tortugas experimentan deficiencias en agua y nutrientes, podrian sufrir una pérdida de masa
corporal, lo que llevaria a una disminucién de los niveles de acido urico en su organismo (Dickinson et al.,

2002).

En cuanto a las muestras procedentes de BLA, se presentaron las correlaciones de Pearson para los analitos
que se encontraron fuera de los IR promedio (Tabla 13, Anexo F), de los cuales el fésforo (P) presenté un
coeficiente de correlacidon negativa (r= -0.6239, p = 0.073, #=0.10) en donde mas de la mitad de los
individuos presentaron concentraciones promedio de uPs (Tabla 7, Anexo B) cercanos a la linea de
tendencia, lo anterior se podria decir que la cantidad de uPs podrian tener un efecto en los niveles de
fésforo. Sin embargo, para el individuo T6 juvenil tuvieron una cantidad menor al promedio de pPs
encontrandose por arriba de los IR por lo que tuvo una dispersién con respecto a la linea de tendencia
(Figura 13, Anexo 1). Con respecto al individuo T7 adulto se presentd un promedio mayor de uPs aunque
demostrando una cierta tendencia en los datos. Estos resultados podrian estar ligados a el estudio con la
tortuga acuatica E. orbicularis, donde se demostré que la cantidad de pPs administrados redujo
significativamente los niveles de P en el torrente sanguineo. De acuerdo con Bannae (2020), la disminucion
de P puede deberse a un estado de desnutricién, o alguna alteracién en absorcidn/excrecién en el
intestino. Dicho esto, se podria sugerir que la presencia de uPs podria afectar a los rifiones aumentando
la tasa de excrecion de fosforo y disminuyendo la capacidad del intestino para absorber este compuesto,
lo que desencadena niveles reducidos en la sangre (Verviloet y Ballegooijen, 2018; Bannae, 2020). Sin
embargo, la tendencia observada sugiere que los uPs podrian desempefiar un papel importante en la
alteracion del metabolismo de minerales en las tortugas. En ese sentido Lutz y Musick (1997) mencionan
el efecto de la posible reduccidn de los niveles de fésforo y sus implicaciones en la salud de las tortugas,
ya que el fésforo es esencial para funciones clave como la produccion de energia (ATP), la mineralizacion

dsea y el mantenimiento de las membranas celulares (fosfolipidos).

Las correlaciones de CLOL en los parametros de biometria sanguinea que se encontraron fuera de los IR
promedio (Tabla 14, Anexo G) de los cuales los eosindfilos tuvieron un coeficiente de correlacion positiva
(r=0.51164; p= 0.051; a= 0.10) con una correlacién moderada entre la cantidad de puPs y los niveles de
eosindfilos (Figura 14, Anexo 1), como se observa en T4 Adulto y T14 un individuo juvenil, presentaron
valores por arriba de lo IR y presentando concentraciones de uPs mayores al promedio, lo que incluso se

podria decir que no presentan una tendencia tan alejada a la linea. Sin embargo, la T18 estd alejado de la
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linea de tendencia considerando una menor cantidad de puPs (Tabla 7, Anexo B) y presentando valores
dentro de los IR promedio. El coeficiente de correlacidn positiva de este resultado podria sugerir que, a
medida que aumenta la cantidad de uPs en la técnica de HC, también podria aumentar el nimero de
eosindfilos, ya que éstos se relacionan a reacciones inmunoldgicas y procesos inflamatorios, por lo que la
presencia de UPs podria estar provocando una respuesta inmune en las tortugas, reflejada en el aumento
de eosindfilos. Como menciona Campani et al. (2013), los uPs pueden actuar como vectores de
contaminantes quimicos que se acumulan en el organismo, por lo que potencialmente afecta la salud

general y el sistema inmunolégico de las tortugas.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este estudio se detectaron y cuantificaron puPs en la columna de agua y en C. mydas utilizando una
tincién fluorescente con Rojo Nilo y microscopia de epifluorescencia, lo que permitio identificar particulas
de pPs de tamafio menor a <5 um en los sitios de estudio. Por lo tanto, al analizar la presencia y las
concentraciones de UPs en muestras de agua de mar, se encontré que las concentraciones no presentaron
probabilidad de diferencias entre sitios, tanto en la superficie como a cinco metros de profundidad. Es

recomendable investigar mas a fondo las posibles fuentes de pPs en BLA y CLOL.

Las concentraciones de UPs que se encontraron con las técnicas de HC y RS en C. mydas, fueron mayores
en promedio en CLOL en comparacion con BLA. De acuerdo con los resultados, las probabilidades de
diferencias se presentaron entre las cantidades de RS y HC en CLOL. Se recomienda continuar utilizando
ambas técnicas de muestreo para obtener un panorama mas especifico de los tipos de puPs presentes en

C. mydas en ambos sitios, lo que facilitaria identificar las principales fuentes de contaminacidn.

Se identificaron diferentes tamafios que presentan las particulas de uPs, en CLOL y BLA desde particulas
pequefias (<1um) hasta particulas mas grandes (>300 um). Por otro lado, las probabilidades de diferencias
observadas en las medidas de los tamafios de pPs entre la técnica de RS en juveniles en CLOL y la técnica
de HC en adultos, indicarian que la acumulacidn de uPs puede variar ligeramente en funcién del estadio
ontogénico. Se sugiere mantener un monitoreo continuo de los uPs con un rango <0.41um? en estos sitios
de estudio, ya que representan un mayor riesgo de absorcidn por estas tortugas y otros organismos

marinos donde podrian tener algun efecto sobre la salud.

Los analisis de bioquimica sanguinea de C. mydas en CLOL y BLA presentaron niveles fuera de los IR para
los analitos; Prot, Alb, Glo, AST, CO; por debajo de los IR, Cl y K por arriba de los IR para CLOL, mientras
que acido Urico y fosforo por arriba de los IR en BLA. Lo que sugiere es que la presencia de los uPs podria
estar influyendo en la salud de las tortugas. Los resultados indicaron que en los individuos de CLOL, se
cuantificaron mayores concentraciones de pPs y presentaron mas alteraciones en los parametros
sanguineos en comparacién con las tortugas de BLA. Esto sugiere una posible correlacidon entre la
exposicidn a los puPs y su impacto en los parametros sanguineos, asi como en el estado de salud general
de esta especie. En cuanto a lo anterior se podria indicar que las tortugas inmaduras son mas susceptibles
a los efectos de los uPs debido a su menor desarrollo fisioldgico y a su mayor exposicion acumulativa a pPs

en este estudio.
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Este estudio proporciona una referencia inicial de las cantidad y tamafios de uPs que se encuentran en la
columna de agua y en la especie de estudio C. mydas con las técnicas de HC-RS, dichos resultados al
correlacionarlo con los indicadores sanguineos, mostraron un punto clave para una mejor comprension de
la salud de las TM en los sitios de estudio, por lo tanto, esta contribucién es fundamental para seguir

obteniendo mas datos que serdn valiosos en futuras investigaciones.
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Tabla 6 Resultados de pruebas de T bayesiana entre sitios tomando en cuenta las dos técnicas HC y RS en la columna
de agua y en C. mydas.

Pruebas T bayesiana

[uPs] BLA 5m vs LOL 5m

[uPs] BLA Sup vs LOL Sup
[uPs] BLA HC vs BLA RS
[uPs] BLA RS vs CLOL RS
[Ps] BLA HC vs CLOL HC
[1Ps] CLOL RS vs CLOL HC
[uPs] AD BLA HC vs AD CLOL HC
[uPs] AD BLA RS vs AD CLOL RS
[LPs] HC JUV CLOL-AD CLOL
[uPs] RS JUV CLOL- HC AD CLOL
[uPs] RS JUV CLOL-RS AD CLOL
[uPs] en pm? de CLOL HC vs CLOL RS
[uPs] en pm? de BLA HC vs BLA RS
[uPs] en um? de CLOL RS vs BLA RS
[uPs] en pm? de CLOL HC vs BLA RS
[uPs] en um? de BLA HC vs CLOL RS
[uPs] en um? AD CLOL HC vs-BLA HC
[uPs] en pm?de AD CLOL HC vs BLA RS
[uPs] en pm?de JUV CLOL RS vs HC

[uPs] en pm? de AD BLA vs CLOL HC
[uPs] en um? de AD BLA vs CLOL RS
[uPs] en pm? de JUV vs AD CLOL HC
[uPs] en pm? de JUV vs AD CLOL RS
[uPs] en pm? de AD RS vs AD HC CLOL
[uPs] en pm? de AD HC vs AD RS BLA

FB1o

0.576

1.189
0.403
1.484
0.433
11.74
0.612
0.612
0.489
7.468
0.468
0.179
0.114
0.078
0.241
0.232
1.831
0.098
0.353
1.196
0.087
0.148
0.081
0.097
0.989

Error %

5.426x10*

0.011
0.002
0.005
0.003
1.441x10%®
0.002
0.002
0.002
4.411x10®
0.001
0.119
0.171
0.262
0.085
0.09
0.011
0.178
0.057
0.017
0.215
0.121
0.238
0.18
0.021
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Anexo B

Tabla 7 Concentraciones promedio de microplasticos (uPs)/mL con las técnicas de Hisopo cloacal (HC) y Biopsia por
raspado superficial (RS) en C. mydas entre sitios (CLOL y BLA).

Tortuga Concentracion de pPs /mL
(cLov) Hisopado cloacal Bloszs’zz:::akla(;r;?do
2 37 71
! 31 71
> 32 40
° 16 54
10 25 16
11 26 31
12 26 a1
14 36 -
15 22 -
16 24 30
Y 29 47
18 9 15
19 17 56
20 19 53
21 13 57
(BLA) Hisopado cloacal (HC) BiosT;aezi‘::ri:a(;‘S“
1 36 )1
2 30 )8
3 25 »8
5 39 )8
6 28 38
7 47 3
8 51 62
9 32 -

10 33 47
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Tabla 8. Estadisticas basicas de analitos de bioquimica sanguinea en C. mydas entre sitios (CLOL y BLA).

Analito CLOLN=15TM BLAN=10TM
Media * desv. Std. Min. —Max. Media * desv. Std. Min. —Max.
AST (U/L) 263.667+ 86.21 154-508 191.22+23.50 153-219
CK (U/L) 1943.8+2602.96 465-10907 3421.22+1610.87 1856-6973
Prot (g/L) 62.7331 6.902 52-72 45.56+6.35 36.-54
Alb (g/L) 31.133+ 6.69 18-42 21.00+4.66 16-29
Glo (g/L) 31+9.68 15-50 24.56+4.25 20-31
A/G (g/L) 1.159+0.58 0.36-2.33 0.87+0.24 0.58-1.27
Col (mmol/L) 4.94+2.59 2.36-11.4 5.10+1.39 3.41-7.36
Ac. urico (mol/L) 1.8+1.36 0.1-5 0.77+0.69 0-1.80
Bilirrubina (mol/L) 5.72+3.88 2.3-17.1 4.87+1.36 3.40-6.60
BUN (mol/L) 14.847+ 10.61 0.9-33 8.81+8.81 1-28.70
Glu (mmol/L) 6.378+7.87 3.02-35 3.77+1.45 1.87-6.06
Ca (mmol/L) 1.713+0.39 0.75-2.16 1.62+0.45 0.74-2.14
P (mmol/L) 3.283+0.78 1.98-4.84 2.80+1.00 1.10-4.23
K (mmol/L) 6.364+2.10 3.96-10.6 4.63+0.43 4.20-5.50
Na (mmol/L) 150.667+ 4.06 144-157 151.56+3.09 145.00-155
Cl (mmol/L) 115.667+ 3.53 110-121 112.3346.20 98-119
CO2 (mmol/L) 18.667+ 6.94 4-31 31.11+7.85 18-44
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Tabla 9 intervalos de referencia de analitos de bioquimica sanguinea en C. mydas entre sitios (CLOL y BLA),
comparados con los IR de Gordillo Garcia (2023) y Labrado Martagdn (2011)

Gordillo Garcia

Gordillo

Analito IR CLOL IR BLA (2022) Garcia (2022) Labrada
IR CLOL IR BLA Martagon (2011)
N=15TM N=10TM N=3TM N=3TM N=20TM
AST(U/L) 1.47—7.28 167.72—214 2.14-5.2 10.88—108.46  -1.54—29.26
K (U/L 3.73—6.1 1;1)2'2?38_ 407.57—541.77 3&57';3?11 NA
Prot (g/L) 2.55—4.17 39.2—51.9 61.35—67.25  57.22—85.92 42.3—68.3
Alb (g/L) 0.61—6.72 16.33-25.66 21.1—22.44 15.8—22.26 8.7—15.3
Glo (g/L) 129.22—359.43 20.3-28.8 38.91—46.15  40.97—64.09 33.6—53
A/G (g/L) 66.32—92.34 0.63-1.1 0.46—0.58 0.33—0.41 -0.16—0.96
Col (mmol/L)  340.46—608.86 3.7-6-5 4.33—5.51 1.92—5.78 3.2—56
Ac. drico (molf) 454916842 0.07-1.5 76.23—137.69 lgéﬁs_ -32.7—274.2
Bilirrubina (mol/L)  19.24—58.09 3.51-6.2 2.61—4.37 3.02—6.32 NA
BUN (mol/L) 216131'3): 0-17.6 NA NA NA
Glu (mmol/L) 58.39—70.20 2.31-5.2 2.93—5.83 2.16—3 5.11—7.55
Ca (mmol/L) 20.43—23.09 1.16-2.1 1.9—2.2 1.4—2.36 1.76—2.68
P (mmol/L) 35.29—49.77 1.79-3.8 2.56—3 2.71—4.53 2.33—6.29
K (mmol/L) 0.39—0.63 4.2-5.1 5.14—7 5.18—8.68 3.73—6.99
1.73—5.24 148.46-154.6 147.75—148.91 136.82— 148.61—171.39
Na (mmol/L) 149.84
ol (mmol/L) 8.90—21.76 106.12-118.5 114.82—125.84 111;26_ NA
COz (mmol/L)  109.31—131.34 23.26-39.0 12.12—18.54 12—14 NA
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Tabla 10 Estadisticas basicas de parametros de biometria hematica en C. mydas entre sitios (CLOL y BLA)

Parametro cot BLA
N=15TM N=10TM
Media * desv. Std. Min.—Max. Medisa z desv. Min.—Max.
td.
Eri. (cels/ul) 4.98+2.75 1.6x10°—8x10° 2.27+0.70 12—-34
Hematocrito (%) 0.39+0.049 0.30—0.48 0.31+0.03 0.25—0.36
Leu. (cels/ul) 7.56+5.21 1.8x10* —19.2x10* 7.16 £3.64 1.8 —12.5
Eos. (%) 0.18x10%+0.21 0—0.7 x10* 0.26%0.23 0-0.6
Het. (%) 3.07+1.66 0.8 x10*—5.9 x10* 3.5+1.66 1.4—-5.8
Bas. (%) 0.06+0.117 0—0.4 x10* 0.03+0.10 0—0.3
Lin. (%) 3.95+3.96 0.60 x10*—14 x10* 2.5+1.80 0.1—5.8
Mon. (%) 0.30x10%+0.40 0—1.0x10* 0.22+£0.31 0—1

Tabla 11 Estadisticas basicas de las medidas morfométricas de C. mydas entre sitios

Medidas morfométricas

Sitio de estudio

CLoL

Media £ desv. Std.

Largo Curvo del Caparazén (LCC)

Ancho Curvo del Caparazén ACC)

Largo de Plastron (LP)

Largo Total de Cola (LTC)

Peso

59.15—13.23
57.65—10.73

48.57—8.75

10.98—3.93
0.61

Min. —Max.

27—83.50
37—78

30.5—65.50

6—23
0.002

Media  desv.

Std.
73.77—6.83

70.41—7.46

56.42—5.20

14.40—1.94
2.758

BLA

Min. —Max.
64—87
62—88.50
49—66

11—17.40
1.212x107*
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Medidas morfométricas Sitio de estudio

CLOL vs BLA (Adulto) CLOL vs BLA (juvenil)
FB1o Error FB1o Error
Largo Curvo del Caparazon (LCC) 0.429 0.001 1.23 0.001
Ancho Curvo del Caparazén ACC) 0.456 0.001 2.025 0.002
Largo de Plastron (LP) 0.476 0.001 1.134 0.033
Largo Total de Cola (LTC) 0.415 9.665x10~* 1.53 0.001

Peso 0.61 0.002 2.758 1.212x107*

Tabla 13 Resultados de correlaciones de Pearson por analito de la bioquimica sanguinea de C.mydas entre las dos

técnicas de HC y RS en ambos sitios de estudio

Coeficiente de Correlacion de Pearson (r)

Sitio RS HC
Analito r P Analito r p
CLOL Glo 0.51 0.047 Alb 0.44 0.095
A/G 0.57 0.025 Ac. Urico -0.45 0.088
Ac. Urico -0.47 0.076 Glu -0.24 0.070
Bilirrubina 0.51 0.052 CO2 0.55 0.033
Cl -0.49

BLA Ac. Urico 0.66 0.052 P -0.62 0.073
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Anexo G

Tabla 14 Resultados de correlaciones de Pearson por parametro de biometria hematica de C.mydas entre las dos
técnicas de HC y RS en ambos sitios de estudio

Coeficiente de correlacion de Pearson (r)

Técnica RS Técnica HC
Sitio Parametro r p Parametro r P
CLOL Eritrocitos 0.51 0.007 Eritrocitos -0.48 0.068
Eosindfilo 0.511 0.051
Monocitos 0.46 0.081
44 T
r=0.44694 9A
LI p=0.095
40 | J=Juvenilll
A= Adulto D 12J 14A

Alb (g/L)

22
20 18J
* 16J
18 -
16 : : : : :
5 10 15 20 25 30 35 40
CLOL HC -puPs

Figura 10 Correlacidn de Pearson entre el parametro albumina (Alb) con cantidades de pPs en C. mydas del sitio de
estudio en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) como individuos Adultos
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Anexos H

35

r=0.55207

p=0.033 28
30 | J=Juvenil @

A= Adulto @

CO, (mmoliL)

5 154
*
0 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40
CLOL HC - pPs

Figura 11 Correlacién de Pearson entre parametro COz con cantidades de uPs en C. mydas del sitio de estudio en el
Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) como individuos Adultos

6 T
=-0.4553
p=0.088
5 | J=Juvenill 1%‘J
A= Adulto [@
4t
18J
*

Ac. urico (pmoliL)

-1

5 10 15 20 25 30 35 40
CLOL HC-uPs

Figura 12 Correlacién de Pearson entre el parametro Ac. Urico con cantidades de puPs en C. mydas del sitio de estudio
en el Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos
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Figura 13 Correlacion de Pearson entre parametro fosforo (P) con cantidades de puPs en C. mydas del sitio de estudio
en Bahia de los angeles (BLA). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos
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Figura 14 Correlacion de Pearson del parametro eosinéfilos con cantidades de uPs en C. mydas del sitio de estudio
en Complejo Lagunar Ojo de Liebre (CLOL). (J) Individuos juveniles, y (A) individuos Adultos



