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RESUMEN

En afios recientes se han establecido algunos valores de referencia para variables
hematoldgicas en los quelonios de vida libre. Debido a que los valores bioquimicos y
hematoldgicos de tortugas marinas ademas de variar segun la genética, madurez, sexo, y
estado migratorio, pueden variar con la localizacion geogréafica, habitat y dieta se
recomienda realizar estudios que lleven a establecer valores basales en cada sitio de
congregacion. Por lo cual obtener valores hematol6gicos basales de las tortugas que llegan
a las costas chilenas permitiria un mayor grado de conocimiento y asertividad en las
decisiones y estrategias de conservacion para la especie. El objetivo de la presente memoria
de titulo fue describir algunos aspectos hematolégicos y bioquimicos sanguineos de la
poblacién natural méas austral conocida de tortuga negra (Chelonia mydas) establecida en
Bahia Salado, Region de Atacama, y asi contribuir al conocimiento del estado sanitario de
los individuos que la conforman. Se analizd extendidos sanguineos en busqueda de
hemoparasitos y se midi6 el hematocrito y 17 variables de bioguimica sanguinea en los 7
individuos de C. mydas capturados. Los individuos muestreados corresponden en su
mayoria a hembras adultas (n=5) y en menor proporcion a juveniles de sexo indeterminado
(n=2). La totalidad de individuos se presentd sano al examen clinico realizado por el
médico veterinario a cargo. Las muestras sanguineas fueron obtenidas desde la vena
yugular externa inmediatamente luego de la captura para reducir el estrés. Las muestras
fueron procesadas y almacenadas en terreno para luego ser transportadas al Laboratorio de
Hematologia y Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile, donde fueron analizadas. Una vez obtenidos los resultados, se
calcul6 la media, desviacién estandar y la mediana y se reportaron los valores minimos y
maximos para cada variable considerando las muestras en su conjunto pero no intervalos de
confianza debido al bajo n. EI volumen globular aglomerado y la proteina plasmatica total
se encontraron dentro de los valores de referencia utilizados para C. mydas en otras partes
del mundo. Los rangos estrechos obtenidos para proteina total, albumina, globulinas,
glucosa, acido Urico, calcio, fosforo y bilirrubina total se podrian deber al nimero bajo de
muestras. La evaluacion de los extendidos sanguineos en busqueda de hemoparéasitos

determind que no existe presencia de estos. EI nUmero de muestras utilizadas en el presente



estudio fue de 7 individuos diferentes, lo cual no permitid realizar comparaciones
estadisticamente significativas. Esto indica que se debe seguir trabajando en el area para asi
incrementar el n y poder obtener rangos de referencia para la colonia que sean
estadisticamente significativos. En conclusion, tomando en cuenta los resultados obtenidos
para las variables de hematologia, bioquimica sanguinea y evaluacion de la presencia de
hemoparésitos, en conjunto con los resultados del examen clinico externo de las tortugas de
Bahia Salado, es posible sugerir que es una colonia sana y que los resultados sanguineos
encontrados en el presente estudio serian propios de esta colonia debido al tipo habitat, a la
alimentacion disponible (tipo y abundancia) y a la estructura sexual y etaria de los

individuos que la conforman.



SUMMARY

In recent years some reference values have been established for hematological variables in
chelonians. The biochemical and hematological values vary according to the genetics,
maturity, sex, and immigration status. Also they may vary with the geographic location,
habitat and diet. Therefore is recommended to carry out studies that establish reference
values in each congregation site. For that reason obtaining biochemical and hematological
reference values of the sea turtles that inhabits the Chilean coasts is important as that would
provide a greater degree of knowledge and assertiveness in the conservation decisions and
strategies for the species. The objective of the present study was to describe some
hematological and biochemical aspects of the most austral known natural stock of black
turtle (Chelonia mydas) established in Bahia Salado, Atacama Region, and thus to
contribute to the knowledge of the health status of the individuals that inhabit the bay.
Blood films were analyzed in search of haemoparasites and hematocrit and 17 variables of
blood biochemistry were measured. The individuals sampled correspond mostly to adult
females (n=5) and juveniles of undetermined gender (n= 2). All of the individuals were
classified as healthy after the clinical examination performed by the veterinarian in charge.
Blood samples were obtained from the external jugular vein immediately after the capture,
reducing stress. Samples were prepared and stored in the field, and transported for analysis
to the Laboratory of Hematology and Clinical Biochemistry at the Faculty of Veterinary
Sciences and Animal Husbandry at the University of Chile. Mean, standard deviation,
medium and minimum and maximum values for each variable were obtained considering
the samples as a whole without considering confidence intervals due to the low n. The
packed cell volume and plasma total protein were found to be within the reference values
used for C. mydas in other parts of the world. The narrow ranges obtained for total protein,
albumin, globulins, glucose, uric acid, calcium, phosphorus and total bilirubin may be due
to the low number of samples. Blood film analysis determined no presence of
hemoparasites. The low number of samples used in the present study did not allow making
statistically significant comparisons so we must continue studying the area in order to
capture more animals that improve the total number to obtain reference ranges for the

colony to be statistically significant. Taking into account all the hematological results,



coupled with the clinical external examination of the turtles of Bahia Salado, it is possible
to suggest that this is a healthy colony. In conclusion, the hematologic and blood
biochemical features found in the present study would be a feature of this colony due to the
habitat, food availability (type and abundance) and to the sex and age structure of the

individuals that conform this colony.



INTRODUCCION

Durante las Gltimas décadas, diversos factores como pesca incidental, fragmentacion de
habitats, caza directa y venta ilegal de carne y huevos han llevado a una disminucion de las
poblaciones de tortugas marinas a nivel mundial. Una de las cinco especies de tortugas
marinas registradas en el Pacifico Sur Oriental y documentadas en nuestro pais corresponde
a Chelonia mydas (C. mydas), catalogada como una especie “en peligro de extincion” por
la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Frazier y Salas,
1982; Donoso y Dutton, 2010). Si bien existen registros de avistamiento, para esta especie,
hasta el extremo sur del pais (Isla Desolacién (53°00°S, 74°10°0), region de Magallanes)
(Frazier y Salas, 1982), los principales sitios de alimentacion se concentran en las regiones
de Arica-Parinacota, Antofagasta y Atacama, identificandose al menos cuatro lugares
donde se congregan individuos juveniles y adultos durante todo el afio (Brito, 2001;
Marambio, 2005; Guerra, 2006; Salinas y Sielfeld, 2007).

Bahia Salado (27°41°S, 71°00°0), ubicada a 80 km al sur de Copiap6 (Region de Atacama)
ha sido descrito como el sitio de alimentacion mas austral del Pacifico Sur Oriental para la
C. mydas, del morfotipo denominado tortuga negra (Brito et al., 2007). Este lugar, ademas
de constituir un sitio de alimentacion y desarrollo de C. mydas, corresponde a una de las
dos localidades donde se encuentra Zostera chilensis (Kuo, 2005; Geosensing, 2009), una
especie de pasto marino endémico de las costas de Chile, el cual ha sido recientemente
catalogado como “en peligro de extincion” por la UICN y con poblaciones decrecientes por

causas desconocidas (Short et al., 2011).

C. mydas, a diferencia del resto de las tortugas marinas, ha sido descrita histéricamente
como una especie herbivora que se alimenta principalmente de algas y pastos marinos en
zonas cercanas a la costa (Amorocho y Reina, 2007; Burkholder et al., 2011). Los pastos
marinos corresponden a un grupo funcional de plantas marinas con flores, arraigadas en las
costas de los océanos del mundo. Constituyen un soporte de las redes alimentarias marinas
y proporcionan un habitat esencial para muchas especies costeras, jugando un rol
fundamental en el equilibrio de los ecosistemas costeros y el desarrollo humano (Short et
al., 2011).



En la actualidad existe evidencia cientifica sobre el rol que C. mydas cumple como
regulador de las comunidades de pastos marinos, a través de un proceso de coevolucion
(Christianen et al., 2012). De este modo, la presencia conjunta de C. mydas y Zostera
chilensis en Bahia Salado, sugiere una estrecha relacion simbidtica, similar a la que existe
entre C. mydas y otras especies de pastos marinos distribuidos en el mundo, como es el
caso de Halophila hawaiiana en Hawaii, Phyllospadix torreyi en México y Thalassia
hemprichii en Australia (Lopez-Mendilaharsu et al., 2003; Sheppard et al., 2008; Short et
al., 2011).

A pesar del estado critico en el que se encuentran estas especies, las condiciones
geogréficas y oceanograficas del lugar han motivado a grandes inversores a querer
establecer el proyecto de termoeléctrica mas grande en Sudamérica, la Termoeléctrica
Castilla (Contraloria General de la Republica de Chile, 2011). Adicionalmente, la falta de
conocimiento de los recursos naturales presentes en Bahia Salado, especialmente en lo que
concierne al ambiente marino, ha llevado a una incerteza en cuanto a qué impacto podria

generar la instauracion de un proyecto de esa magnitud.

En este contexto y dado lo expuesto, es que se hace imperativo obtener informacion sobre
esta congregacion de tortugas y su entorno, siendo la medicion del estado de salud una
parte muy importante. Dentro de este Gltimo ambito es que la medicion de pardmetros
sanguineos constituye un aporte para entender el estado sanitario y también establecer

parametros para futuras investigaciones.

La presente Memoria de Titulo se desarroll6 en el contexto del Proyecto de investigacion
titulado “Conociendo y protegiendo a las tortugas marinas y su habitat en Bahia Salado,
Region de Atacama” ejecutado por la O.N.G. Qarapara Tortugas Marinas Chile, el cual
pretende caracterizar una colonia natural de C. mydas que se alimenta en Bahia Salado.



REVISION BIBLIOGRAFICA
I.  Las Tortugas marinas

Taxonomia

Reino: Animalia

Philum: Chordata

Clase: Reptilia

Orden: Testudines

Las tortugas marinas son reptiles del orden Testudines que se clasifican en dos familias
taxondémicas; Chelonidae, que contiene a seis especies (Chelonia mydas, Caretta,
Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii, Eretmochelys imbricata y Natator depressus)
y Dermochelyidae, que comprende como Unica especie a Dermochelys coriacea (Bowen y
Karl, 2007).

Las siete especies de tortugas marinas abarcan una gran diversidad de nichos ecoldgicos,
entre las que encontramos a las oceénicas como lo son la tortuga ladd (Dermochelys
coriacea) y la tortuga cabezona (Caretta caretta); también estan las tortugas de carey
comedoras de esponjas (Eretmochelys imbricata), que ocupan los arrecifes de coral. Por
otra parte, la tortuga olivacea (Lepidochelys olivacea) y la tortuga lora (Lepidochelys
kempii) son carnivoras costeras y la tortuga verde (Chelonia mydas), que es la Unica
herbivora y presenta distribucidn costera. Todas las tortugas marinas tienen una fase juvenil
oceanica, excepto por la tortuga franca oriental (Natator depressus), la cual esta restringida

a Australia, Nueva Guinea y océanos adyacentes (Bowen y Karl, 2007).
Caracteristicas generales

Las tortugas marinas estan entre los reptiles de mayor tamafio y son los Unicos que llevan a
cabo largas migraciones. Gracias a estudios de captura-recaptura y de telemetria, es que se

ha podido determinar que las migraciones estan determinadas por la abundancia de



recursos, generando asi viajes de cientos a miles de kilémetros entre sitios establecidos de
alimentacion y las areas de reproduccién (James et al., 2005; Bowen et al., 2006).

Su morfologia externa se caracteriza en primer lugar por la presencia de escamas (familia
Cheloniidae) o piel gruesa, como es el caso de Dermochelys coriacea. Ademas, difieren
morfolégicamente de otras tortugas (de tierra y agua dulce) en alcanzar un gran tamafio
corporal durante la adultez, por tener sus aletas anteriores hipertrofiadas y aplanadas,
mientras que las aletas posteriores son mas pequefias y con forma de remo. En cuanto al
caparazon, este es aplanado, para asi cumplir una funcion hidrodindmica. Poseen ademas,
glandulas lagrimales modificadas, llamadas glandulas de sal, y pulmones hipertrofiados
para soportar largos periodos de apnea. Todo lo anterior permitié su adaptacion al medio

marino y a las largas migraciones que estos animales realizan (Wykenen, 2001 y 2003).

Con respecto al dimorfismo sexual, éste sélo se evidencia cuando los especimenes llegan a
la adultez y se manifiesta por diferencias en sus colas y posicion de la abertura cloacal. En
el caso de los machos, la cola se extiende mas alla del margen del caparazdn, y la abertura
cloacal se encuentra cercana a la punta de la cola. En el caso de quelonios inmaduros o
hembras, la cola se presenta dentro del margen del caparazén y la apertura cloacal es mas

cercana al plastron (zona ventral del caparazon) (Wykenen, 2001).

Asi como muchos otros animales ectotermos, las tortugas marinas tienen reproduccion
estacional, aungue en algunas poblaciones ocurre a lo largo de todo el afio. La mayoria de
las poblaciones tienen ciclos reproductivos forzados por condiciones medioambientales
préximas, facilitando asi la supervivencia de los padres y de las crias, permitiendo un
maximo esfuerzo reproductivo. Ademas, estas son filopatricas, es decir, tienen una

importante fidelidad al sitio de cortejo y de anidacién (Hamann et al., 2003).
Ciclo de vida

El ciclo de vida de todas las tortugas marinas incluye dos estados de desarrollo entre la
eclosion y la madurez sexual. Estos corresponden al estado juvenil y sub adulto. Las crias
emergen del nido, y se dirigen inmediatamente al agua, donde inician un nado hacia

corrientes de altamar. Aqui pasan a estado juvenil, permaneciendo algunos afios en habitat
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oceanico, alrededor de una década, antes de cambiar al estado sub adulto con alimentacién
del fondo marino. Alcanzan el estado adulto una vez que entran en ciclo reproductivo
(Bowen y Karl, 2007).

Il.  Chelonia mydas

La especie C. mydas, denominada comunmente como “Tortuga Verde o Negra”, es
considerada como una de las tortugas de mayor tamaro, alcanzando entre 135 y 160 Kg en
la adultez y un largo de caparazon que puede llegar a medir un metro (m). La madurez
sexual es alcanzada entre los 20 y 50 afios y entra en época reproductiva cada dos a cuatro
afios. Es la unica especie herbivora que se alimenta principalmente de algas y pastos
marinos, dieta caracteristica de los estados juvenil y adulto. Sin embargo, durante la fase
oceanica presenta una dieta principalmente carnivora. Es considerada como una especie en
peligro de extincién por la UICN (NOAA Fisheries, 2013; The IUCN red list of threatened
species, 2013).

Morfotipo negro

Existe una poblacion de C. mydas restringida al Océano Pacifico sur oriental, denominada
como Tortuga Negra. Se denomina de esta manera debido a que se diferencia
morfolégicamente de las demas poblaciones de C. mydas por su coloracién, ya que posee
piel oscura. Ademas, posee otras caracteristicas morfolégicas que la distinguen de las
demas poblaciones de C. mydas alrededor del mundo, como lo es su caparazon con forma
de corazon, el cual presenta un angostamiento de hacia su cola y son méas robustas aunque
de un menor tamafio que la tortuga verde (Pritchard y Mortimer, 1999). Con respecto a su
distribucidn, anidan en zonas tropicales y subtropicales, estando aisladas reproductivamente
de las otras poblaciones de C. mydas y migran hasta latitudes altas hacia el norte y sur del
Ecuador (Pritchard y Mortimer, 1999). La costa chilena es una importante area de
alimentacion y desarrollo para individuos juveniles de tortuga negra, de un tamafio entre 28
y 79,5 cm de largo curvo de caparazon (LCC). Se las puede encontrar desde el extremo
norte de Chile, con el registro més austral ubicado en la Isla Desolacién. Siendo la zonas de
mayor prevalencia las costas de las regiones de Arica y Parinacota, Antofagasta y Atacama
(Donoso y Dutton 2010; Guzméan y Campodonico, 1973).
11



I11.  Hematologia de las tortugas marinas

Los estudios hematoldgicos en reptiles se remontan hacia a mediados del siglo XX
(Gaumer y Goodnight, 1957; Martin y Bamberger, 1952). Desde ahi, ha habido un aumento
substancial de reportes en la literatura relacionada con la micro y ultraestructura de las
células sanguineas de quelonios (Casal y Oros, 2007; Flint, 2010). Sin embargo, los
estudios en hematopoyesis, caracterizacion de pardmetros hematoldgicos y de bioquimica
sanguinea no han sido suficientes. En Chile existe escasa informacion sobre la hematologia
de estos reptiles locales, utilizandose para la evaluacion de éstos la informacion disponible
de otras regiones geogréaficas del planeta (Aguirre y Balazs, 2000; Bolten y Bjorndal, 1992;
Flint, 2010; Hasbun et al., 1998; Labrada-Matargon, 2010; Lewbart et al., 2014; Montilla et
al., 2008).

Como sucede en otras especies animales, en los quelonios, las diversas enfermedades como
hemoparasitos y enfermedades inflamatorias se asocian con cambios en los parametros
hematoldgicos (Zhang et al., 2011). Por otra parte, la bioquimica sanguinea es otra valiosa
herramienta diagnostica para la evaluacion renal, hepatica y muscular en las tortugas
marinas y pueden estar relacionados, ademas, con su estado fisioldégico y nutricional
(Montilla et al., 2008; Labrada-Martagdn, 2010). El apoyo hematol6gico al diagnéstico de
enfermedades como la fibropapilomatosis, una enfermedad emergente de las tortugas
marinas, es un ejemplo de ello. Los estudios han mostrado una correlacion negativa entre
los valores hematoldgicos y los grados de severidad de la enfermedad, es decir, los
hematocritos mas bajos se observaron en los animales mas afectados (Lara, 2011; Montilla
et al., 2008; Rossi, 2009).

En afios recientes se han establecido algunos valores de referencia para variables
hematoldgicas en los quelonios de vida libre y cautiverio (Aguirre y Balazs, 2000; Bolten y
Bjorndal, 1992; Flint, 2010; Flint et al., 2010; Hasbun et al., 1998; Labrada-Matargon et
al., 2010; Lara, 2011; Lewbart et al., 2014; y Montilla et al., 2008). Sin embargo, los
valores bioquimicos y hematologicos de tortugas marinas ademas de variar segun la
genética, madurez, sexo, y estado migratorio, pueden variar con la localizacién geografica,

tipo de habitat y la dieta, por lo que es recomendable realizar estudios que lleven a
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establecer valores basales en cada sitio de congregacion (Flint, 2010). A lo anterior se suma
que actualmente las costas y océanos estan intervenidos, en gran medida por la actividad
humana y la urbanizacion (pesquerias, muelles, termoeléctricas, etc.), lo que conlleva a un
detrimento del medio ambiente marino en el cual estas especies se desenvuelven (Campbell
et al., 2009).

La determinacion del estado sanitario de quelonios se ha vuelto cada vez mas importante
para su conservacion y manejo. El estado sanitario puede ser utilizado, ademas, como
indicador bioldgico de la salud de los ecosistemas acuaticos locales, debido a la longevidad
de los quelonios y su capacidad de permanecer en un sitio de alimentacion hasta por 30
afios antes de alcanzar su madurez sexual. Es por esto que, la caracterizacion hematoldgica
y bioquimica comparativa entre tortugas marinas clinicamente sanas y enfermas, asi como
la descripcidn de los factores fisioldgicos y medioambientales pueden proveer informacion

importante para su manejo y estrategias de conservacion (Zhang et al., 2011).

El andlisis hematologico también provee informacion para la evaluacion de quelonios
rehabilitados antes de ser liberados hacia la naturaleza (Zhang et al., 2011). Esto es
importante en el escenario actual en Chile, ya que, se han aumentado los esfuerzos para
rehabilitar tortugas varadas. Por lo tanto, contar con valores hematoldgicos basales de las
tortugas que llegan a las costas chilenas permitiria un mayor grado de conocimiento y

asertividad en las decisiones y estrategias de conservacion de la especie.

Por lo tanto, la presente Memoria de Titulo pretende describir algunos aspectos
hematoldgicos y bioguimicos sanguineos de la colonia natural de tortuga negra (C. mydas)
establecida en Bahia Salado, Region de Atacama y contribuir al conocimiento del estado

sanitario de los individuos que la conforman.

13



OBJETIVO GENERAL

Estudiar variables de hematologia y bioquimica sanguinea en una colonia natural de tortuga

negra (Chelonia mydas) localizada en Bahia Salado, Region de Atacama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar cuantitativamente constituyentes hematoldgicos como el volumen globular

aglomerado (VGA\) y proteina plasmatica de la tortuga negra.

2. Evaluar cuantitativamente constituyentes de bioquimica sanguinea como proteina
sérica, albumina, globulinas, glucosa, urea, acido urico, calcio y fosforo de la

tortuga negra.

3. Describir la presencia de hemoparasitos en la sangre de la tortuga negra.

14



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizé en un area de congregacion de tortugas marinas, denominada “Playa
La Hedionda” (27°41°08"'S, 71°00°32°"0), la cual se emplaza en Bahia Salado, ubicada a
80 km al suroeste de Copiapd, en la Region de Atacama. Esta region presenta un clima
desertico con densa nubosidad costera y precipitaciones mayormente de tipo frontal, las

cuales ocurren casi exclusivamente durante el invierno.

Bahia Salado es un sector de aguas poco profundas y playas de fondos duros y arenosos. El
extremo sur de la bahia se encuentra protegida del embate directo de las corrientes, por una
punta rocosa denominada “Punta Cachos”, que tiene una extension de aproximadamente 4
km. Por el norte presenta otra proyeccion rocosa de unos 500 m. La bahia presenta ademas,
una alta abundancia de algas marinas y una variacion anual de la temperatura del agua entre
los 15 y 21 °C, sin embargo, en Playa La Hedionda, la temperatura puede alcanzar los 24°
C en los meses mas célidos. Esta se ubica a 250 m de la proyeccion rocosa del extremo
norte de la bahia (Figura 1), y presenta un fondo rocoso de baja profundidad, variando
entre 1y 2 m., inclusive a mas de 60-80 metros desde la costa (Marambio, 2005).

-72°30 -7200" -7130 -7100 -7030
— - T

27°00 -27°00
[\?2. Caldera -71°02'26" -71°00'14" -70°58'03" -7055'51" -70°53'39"
{ &
A \ omAIA
p— 5 273335 o ) -27°'33'35
24 /
/
| og 00 { -28°00 Sl b L
§ 27'3547" 5 -27'35'47"
9 ?
-28°30" ;? Q‘/IHuas:o -28'30 E
5 /) @ Vallenar >~,
§ e 27°37'59" / -27°37'59"
29700 d‘" (,)’}. -29°00 N‘)
,-ﬁ\ Y et S
129°30" . ! ;( @ Pinta Cachos il
’ > 27°4011" 2 'ﬁlaya La Hedionda -27°40'11°
b) &
. » ; ® o
30700 b -30°00° Isla/Cima cuadrada
,/\';’N 27°42'22" I -27°42'22"
30'30" { -30'30
‘)‘ ) -71°02'26" -71°00'14" -70°58'03" -70°55'51" -70°53'39"

31700 ) 5 f}-31°00

-72°30" -72°00" -71°30" -71°00" -70°30"

Figura 1. Mapa geografico de la Playa La Hedionda, Bahia Salado, Region de Atacama. El

rectangulo, indica el sector de congregacion de Chelonia mydas.
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Individuos muestreados

En este estudio se recolectaron muestras sanguineas de 7 individuos capturados en las
temporadas de primavera verano 2013 y 2014. Estos corresponden en su mayoria a
hembras adultas y en menor proporcion a juveniles de sexo indeterminado. La totalidad de
individuos se presentd sano al examen clinico realizado por el médico veterinario a cargo
(Anexo 1). El largo curvo del caparazén (LCC) se determiné utilizando una cinta métrica
flexible, y largo recto del caparazon (LRC) se midi6 utilizando un pie de metro. El estrato
etario se determind basandose en lo descrito por Zarate et al. (2003), quienes estudiaron la
colonia reproductiva mas cercana a nuestro sitio de estudio para C. Mydas del morfotipo
negro. Este considera como tamafio minimo descrito para las hembras un LCC > 60,7 cm.
Por lo que los individuos menores a esa talla se consideraron como juveniles. Con respecto
a la determinacion del sexo en los animales adultos, se utilizo el largo de la cola como la
variable determinante. Considerandose como hembras a aquellos individuos que la cola no
sobrepas6 el borde caudal del caparazén y como machos a aquellos cuya cola si lo
sobrepaso (Wyneken, 2004). Finalmente para la condicidn corporal se utilizo una escala del
1 al 5, donde 1 corresponde a un individuo en muy mala condicion corporal y 5 a una muy

buena (Anexo 2).
Capturay sujecion

La captura de los individuos se realiz6 mediante el uso de redes de enmalle, el cual
corresponde al método tortugas marinas mas utilizado en zonas de alimentacion, debido a
su eficiencia y seguridad. Su uso se recomienda especialmente en el caso de bahias
protegidas de aguas tranquilas y poco profundas (Eckert et al., 2000), condiciones que se
cumplieron plenamente para este estudio. Quienes realizaron este procedimiento fue
personal con conocimiento y entrenamiento en este tipo de manejo, lo que es importante
para minimizar el estrés en los animales. Para la realizacion de las capturas y toma de
muestras se conto con un permiso de pesca de investigacion otorgado por la Subsecretaria
de Pesca y Acuicultura, Ministerio de Economia, Fomento y Turismo de Chile (Anexo 3y
4).
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Una vez que los animales fueron capturados en la red, se desenredaron y trasladaron
cuidadosamente a un lugar tranquilo en la costa para continuar con los procedimientos en el
orden que se indica: i) obtencion de muestras sangre para hematologia y bioquimica clinica;
ii) fotoidentificacion; iii) obtencion de datos morfomeétricos; iv) colecta de otras muestras
bioldgicas; v) marcaje y; vi) liberacion. El procedimiento fue realizado mediante sujecion
fisica, sin necesidad de administrar anestesia. Los tiempos de manipulacion de los

individuos no superaron los 30 minutos minimizado asi el estrés.
Recoleccion de muestras para hematologia y bioquimica sanguinea

De cada individuo se recolectaron 4 ml de sangre desde la vena yugular externa, ubicada en
la porcion dorsal del cuello (Campbell, 2006). Se utilizaron jeringas de 5 ml con agujas de
21G. La sangre obtenida fue depositada en un tubo de recoleccion con el anticoagulante
heparina de litio (Li) (BD Vacutainer®, NJ USA. 68 USP) y homogenizada durante 30
segundos. Cada tubo fue colocado en una gradilla para tubos dentro de un contenedor
refrigerado (Coleman®) para su posterior transporte al lugar habilitado como laboratorio de

terreno.
Procesamiento de las muestras de sangre en terreno

- Extendidos o frotis de sangre: luego de la recoleccién de la muestra y su homogeneizado
en tubos con heparina de litio, se realizaron tres extendidos de sangre por cada individuo
con la técnica “del porta objeto”. A continuacion, fueron secados al aire, fijados en metanol
por cinco minutos y luego almacenados en una caja para porta objetos para ser analizados
en el Laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Por otra parte, se llenaron con sangre dos capilares sin anticoagulante para
microhematocrito hasta un nivel % y fueron centrifugados por cinco minutos a 12.000 rpm
en una microcentrifuga Hawksley® (Hawksley y Sons Ltd, England). Los capilares fueron

utilizados para realizar las siguientes mediciones:
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e Volumen Globular Aglomerado (VGA): en uno de los capilares se determind,
mediante una escala, el valor del VGA expresado en porcentaje, correspondiente al
total de células eritrocitarias en sangre.

o Proteinas Plasmaticas Totales (PPT): el mismo capilar utilizado para leer el VGA
fue cortado y se le extrajo el plasma heparinizado que fue depositado en un
refractometro manual compensado para proteinas (modelo SPR-N ATAGO®,

Japan) donde se procedio a la lectura de la PPT.

- Extraccion de plasma para bioguimica sanguinea: el resto de la sangre heparinizada fue
procesada para obtener plasma en un periodo maximo de una hora luego de la toma de
muestra. La muestra fue centrifugada a 3.500 rpm por 15 minutos en una microcentrifuga
personal (EDVOTEK®, Taiwan). El plasma heparinizado resultante fue traspasado con
pipeta Pasteur estéril a criotubos, los cuales fueron mantenidos en nitrogeno liquido (-196
°C) hasta ser procesados en el Laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Tincion de los extendidos de sangre

Cada extendido de sangre fue tefiido con una tincion Romanowsky, en este caso May-
Grinwald-Giemsa, de acuerdo al protocolo descrito en Schalm’s Veterinary Hematology
(Jain, 1986). Estos extendidos fueron analizados para observar la presencia de

hemoparasitos en la sangre de esta colonia de tortuga negra.

Los frotis previamente fijados con metanol en terreno fueron nuevamente fijados en el
laboratorio con metanol técnico durante cinco minutos a temperatura ambiente, esto con el
fin de obtener el mejor resultado al momento de la tincién ya que al estar los frotis secos
por muchos dias no se obtiene el resultado esperado. A continuacion, se procedio a
desechar el sobrenadante del fijador y se coloc6 en cada frotis la solucién de tincion May-
Grunwald (Merck®, Germany) elaborada en proporcion 1:1 con la tincion stock y el buffer
fosfato (PBS, pH 7). Se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
desechd el sobrenadante de esta tinciéon y se coloco en cada frotis la solucion de tincion
Giemsa elaborada con 2 ml de PBS y cuatro gotas de tincion Giemsa (Merck®, Germany).

Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se deseché el
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sobrenadante de la tincidn, se lavo con agua corriente y luego se dejé secar a temperatura
ambiente. Para su analisis se observo el frotis para cada individuo, en cada frotis se
examino un total 20 campos en microscopio optico (Carl Zeiss®, modelo Standard 20) en

objetivo de inmersion (100x).

Este procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Analisis de la bioquimica sanguinea

Para el perfil bioquimico se obtuvo proteina total (PT), albimina (Alb), glucosa (Glu), urea
(U), &cido arico (AcU), calcio (Ca), fosforo (P), bilirrubina total (BT), creatinina (Crea),
aspartato amino transferasa (AST), deshidrogenasa lactica (LDH), creatinina quinasa total
(CK) vy triglicéridos (TG) mediante la utilizacion del equipo Microlab 100 de MERK® de
acuerdo a las siguientes metodologias:
- Proteina total: Método Colorimétrico Biuret Punto Final. (Total Protein, BioMed
Egy Chem®, Egypt).
- Albimina (Alb): Método Colorimétrico Punto Final. (Albumin, BioMed, Egy
Chem®, Egypt).
- Glucosa: Método GOD-Trinder (Glucosa Liquiform, Labtest Diagnostica S.A.®,
Brasil).
- Urea (U): Método Cinético (Urea Cinética K056 Liquido Estable, Bioclin®,
Quibasa Quimica Bésica Ltda, Brasil).
- Acido Urico (AcU): Método Cinética Enzimatica (Uricostat AA, Wiener® Lab.,
Argentina)
- Calcio (Ca): Método Colorimétrico Arsenazo Ill. (Calcium-Arsenazo 11, BioMed,
Egy Chem®, Egypt).
- Fosforo (P): Método Colorimétrico UV Punto Final (Fosforo UV K068, Bioclin®,
Quibasa Quimica Basica Ltda, Brasil).
- Bilirrubina total (BT): Método Colorimétrico Punto Final (Bilirrubina, Labtest
Diagnostica S.A.®, Brasil).
- Creatinina (Crea): Metodo Tasa Fija (Creatinina, BioMed, Egy Chem®, Egypt).
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- Aspartato Amino Transferasa (AST/GOT) EC 2.6.1.1.: Método Cinético (GOT,
BioMed, Egy Chem®, Egypt).

- Deshidrogenasa Léctica (LDH) EC 1.1.1.27.: Método Cinético (LDH Liquiform,
Labtest Diagnostica S.A.®, Brasil).

- Creatinina quinasa total (CK) EC 2.7.3.2.: Método Cinético (CK-NAC Liquiform,
Labtest Diagndstica S.A.®, Brasil).

- Triglicéridos (TG): Método Colorimétrico GPO-PAP (Triglicéridos L.S, BioMed,
Egy Chem®, Egypt).

Las globulinas (Glo) fueron determinadas por la diferencia entre la Proteina Total (PT) y
las albuminas (Alb). Una vez obtenido el valor para las globulinas fue posible obtener la
relacién Alb/Glo.

Determinacién de Valores Promedio o intervalos de referencia

Para determinar los Valores Promedio se utiliz estadistica descriptiva como sugiere la
American Society of Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) (Friedrichs et al., 2012). En
este contexto, debido a que el nimero de muestras obtenidas fue de 7 individuos diferentes
no fue posible obtener el intervalo de referencia por la baja certeza de los limites basado en
la baja cantidad de muestras, por lo tanto, se calculé la media, desviacion estandar y la
mediana y se reportaron los valores minimos y maximos para cada variable considerando
las muestras en su conjunto y sin considerar intervalos de confianza debido al bajo n. El

programa estadistico utilizado fue Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation®, USA).
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RESULTADOS

Se capturaron 7 individuos clinicamente sanos de C. mydas, segun los pardmetros
establecidos en la Ficha Clinica utilizada (Anexo 1). La mayoria de los especimenes
evaluados correspondieron a hembras adultas (n=5), y el resto de los individuos se
catalogaron como juveniles de sexo indeterminado (n=2). Entre los parametros
morfométricos obtenidos destacamos el Largo Curvo del Caparazon (LCC) con valores
entre 51,5 a 81,8 cm (media = 65,5 cm) y el peso 29 a 78 Kg (media = 41 Kg),

Tabla 1. Caracterizacién de tortugas negras (C. mydas) muestreadas en Bahia Salado, Region
de Atacama. Se determinaron los pardmetros de Largo Curvo del Caparazon (LCC), Largo Recto

del Caparazon (LRC), Peso, Estrato Etario, Sexo y Condicion Corporal de los 7 individuos

muestreados.
Marca N° LCC (cm) LRC (cm) Peso (Kg) Estrato Sexo Condicion
Etario Corporal
801/802 63 56,6 29 Adulto Hembra 3
803/804 81,8 72,6 72 Adulto Hembra 5
805/806 58,8 54,7 24 Juvenil Indeterminado 3
807/808 51,5 41,7 17 Juvenil Indeterminado 4
809/810 65,6 58,8 30 Adulto Hembra 5
811/812 75,5 67,6 57 Adulto Hembra 5
813/814 62,3 57,3 38 Adulto Hembra 4

Para la determinacién de pardmetros hematologicos basales se tomaron muestras
sanguineas y analizaron en terreno, obteniéndose los valores del Volumen Globular
Aglomerado (VGA) y las Proteinas Plasmaticas Totales (PPT), los que se detallan en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Parametros hematolégicos basales de tortugas negras (C. mydas) muestreadas en
Bahia Salado, Region de Atacama. Mediante la obtencion de sangre desde la vena yugular externa
en capilares para microhematocrito, se determind de los 7 individuos muestreados: el Volumen
Globular Aglomerado (VGA) medidos en una escala las Proteinas Plasmaticas Totales (PPT)

medidas en un refractometro manual (n=7)

Marca N° VGA % PPT g/dL
801/802 37 6
803/804 24 5,4
805/806 32 6
807/808 43 6,5
809/810 38 6,2
811/812 36 5,0
813/814 29 5,0

Con los datos mostrados en la tabla anterior se obtuvieron los Limites Inferior, Superior y
algunas mediciones estadisticas como la Media, Mediana y Desviacién Estandar para el
VGA y las PTT para los individuos evaluados de la colonia de tortuga negra establecida en
Bahia Salado (Tabla 3). En el caso del VGA se obtuvo una media de 34% mientras que la
mediana obtuvo un valor de 36%. En el caso de la PPT, expresada en g/dL, la media
obtuvo, al igual que la mediana, un valor de 6 g/dL. Con respecto a los rangos para el VGA

y PPT fueron de 24 a 43% y de 5,0 a 6,5 g/dL, respectivamente.
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Tabla 3. Andlisis estadistico de los valores individuales de VGA y PPT de las tortugas negras
(C. mydas) muestreadas en Bahia Salado, Region de Atacama. Se establecieron la Media,
Desviacién Estandar, Mediana, y los valores Minimo y Maximo de las variables de VGA y PPT
(n=7).

Variable Media Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo
VGA (%) 34 6,31 36 24,0 43,0
PPT (g/dl) 6 0,67 6 5,0 6,5

Finalmente, los plasmas de las muestras sanguineas obtenidas, fueron analizados en el
Laboratorio de Hematologia y Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. Se evaluaron distintos parametros bioquimicos
utilizados rutinariamente en la clinica veterinaria y que permiten establecer la condicion de
salud del animal. La Tabla 4 muestra los resultados de proteina total, albumina, globulinas,
relacion A/G, glucosa, urea, acido Urico, colesterol, calcio, fosforo, bilirrubina total,
creatinina, triglicéridos y las enzimas AST, LDH, CK obtenidos para cada individuo
mediante la utilizacién del equipo Microlab 100 de MERK® de acuerdo a las metodologias

descritas anteriormente en materiales y métodos.

Al igual que para el VGA y PTT, los valores de los parametros bioquimicos se
establecieron sus Limites Minimo y Maximo y fueron analizados estadisticamente

determindndose su Media, Mediana y Desviacion Estandar, detallados en la Tabla 5.
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Tabla 4. Andlisis de Bioquimica Sanguinea en de las tortugas negras (C. mydas) muestreadas
en Bahia Salado, Region de Atacama. Mediante andlisis automatizado se determinaron los
parametros bioquimicos sanguineos para los 7 individuo muestreados: Proteina Total (g/dL),
Albimina (g/dL), Globulinas (g/dL), Relacion A/G, Glucosa (mmol/L), Urea (mmol/L), Acido
arico (g/dL) 'y Triglicéridos (mmol/L), Calcio (mmol/L), Fésforo (mmol/L), Bilirrubina total
(umol/L), Creatinina (umol/L), CK (U/L), AST (U/L) y LDH (U/L) (n=7).

Marca N° 801/802 803/804 805/806 807/808 809/810 811/812 813/814

Proteina 6,10 5,50 6,70 6,51 6,33 5,01 5,16
Total g/dL

Albumina 2,29 2,47 2,45 2,91 2,81 2,11 2,13
g/dL

Globulinas 3,8 3,03 4,25 3,6 3,562 2.9 3,03
g/dL

AIG 0,6 0,82 0,58 0,81 0,8 0,73 0,7
Glucosa 118,9 104,5 102,7 136,9 1315 106,3 126,1
mg/dL

Urea 0,8 1,8 2,8 0,8 1,0 11 0,5
mmol/L

Acido drico 1,0 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0 2,0
g/dL

Triglicéridos 398 300 610 849 831 451 566
mg/dL

Calcio 9,6 8,8 12 10,4 10 12 9,2
mg/dL

Fosforo 14,5 14,8 11,7 12,6 11,7 11,1 9,9
mg/dL

Bilirrubina 1,1 1,2 0,6 1,1 0,65 0,93 1,02
total pmol/L

Creatinina 27,6 28,5 32 32,1 51,2 28,2 28,4
pmol/L

CK U/L 2.651 1.641 1.982 2.779 2.387 3.110 2.805
AST U/L 283 243 254 233 231 265 580
LDH U/L 1.127 329 408 516 364 431 1.067
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Tabla 5. Analisis estadistico de los valores individuales de bioquimica sanguinea de las
tortugas negras (C. mydas) muestreadas en Bahia Salado, Region de Atacama. Se establecieron
la Media, Desviacion Estandar, Mediana, Minimo y Mé&ximo de las variables de bioguimica
sanguinea Proteina Total, Albdmina, Globulinas, Relacion A/G, Glucosa, Urea, Acido Urico,
triglicéridos, Calcio, Fésforo, Bilirrubina total, Creatinina, CK, AST y LDH (n=7).

Variable Media Desviacion Estandar Mediana Minimo Méximo
Proteina  total 5,90 6,73 6,10 5,01 6,7
g/dL
Albdmina g/dL 2,45 3,15 2,45 2,11 2,91
Globulinas g/dL 3,45 4,89 3,52 3,03 4,25
AIG 0,7 01 0,7 0,6 0,8
Glucosa mg/dL 118,1 13,9 118,9 102,7 136,9
Urea mmol/L 1,3 0,80 1,0 0,5 2,8
Acido arico 1,3 1,29 1,0 1,0 2,0
mg/dL
TG mg/dL 572 210 566 300 849
Calcio mg/dL 10,3 1,3 10 8,8 12
Fo6sforo mg/dL 12,3 1,8 11,7 9,9 14,8
Bilirrubina total 0,94 0,25 1,02 0,55 1,21
pmol/L
Creatinina 32,6 8,41 28,5 27,6 51,2
pmol/L
CK U/L 2479 513 2651 1641 3110
AST U/L 298 125 254 231 580
LDH U/L 606 341 431 329 1127
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Figura 2. Morfologia normal y ausencia de hemoparasitos en los extendido sanguineo de las tortugas
negras (C. mydas) muestreadas en Bahia Salado, Region de Atacama. Se realizaron frotis con sangre
heparinizada y tinciébn Romanowsky May-Grunwald-Giemsa. Se analizaron en cada frotis un total de 20
campos bajo un microscopio éptico en objetivo de inmersion (100x). a: trombocito, b: monaocito, flecha
negra: inclusién intraeritrocitaria. c: linfocito, d: eritrocito maduro, e: eritrocitos inmaduros. f:

heterdfilo, flecha: granulos intraeritrocitarios. g: eosinofilo, h: tromboaocito, i: heterofilo.
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Como se describid en materiales y métodos, al realizar la toma de muestras se prepararon
frotis sanguineos que nos permitieran estudiar la morfologia celular sanguinea y evaluar la
presencia de hemoparasitos, y con esto, corroborar el estado sanitario observado en el
examen clinico de los animales. Con éste objetivo, se analiz6 un frotis por cada individuo
capturado, donde se pudo determinar la normalidad morfoldgica de las células sanguineas
(Figura 2) consistentes con aquellos descritos en la literatura (Campbell, 2012), y no se

encontraron hemoparasitos.
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DISCUSION

Chile es un pais de una amplia costa lo que le permite contar con una gran diversidad de
especies marinas. Estos animales pueden estar dispersos a lo largo de todo el territorio o
establecidos en colonias. Este ultimo es el caso de las Chelonia mydas o tortugas negras
que han encontrado una zona propicia para su alimentacion en Bahia Salado, region de
Atacama. Actualmente Chile no cuenta con informacién que permita la proteccion del

habitat y los animales que conforman esta colonia.

Recientemente la comunidad cientifica ha visto la necesidad de generar estrategias de
proteccion para la colonia de tortugas negras de Bahia Salado, frente a la posibilidad de que
se establezca en la zona una planta termoeléctrica. Por esta razon el presente trabajo plante
la necesidad de conocer algunos parametros clinicos que nos permitan evaluar el estado
sanitario de los especimenes que habitan la bahia. Es asi como nuestra propuesta fue
establecer valores de hematologia y bioquimica sanguinea para C. mydas, el cual seria el
primer estudio de este tipo en nuestro pais.

Actualmente, la evaluacion del estado sanitario de las C. mydas varadas y en rehabilitacion
a lo largo de Chile se basan en registros obtenidos en otras latitudes y océanos, como
Australia, Ecuador, Venezuela, Estados Unidos, México y los Emiratos Arabes (Aguirre y
Balazs, 2000; Bolten y Bjorndal, 1992; Flint et al., 2010; Hasbun et al., 1998; Labrada-
Matargdn et al., 2010; Lewbart et al., 2014; y Montilla et al., 2008). Sin embargo, los
valores bioguimicos y hematoldgicos de tortugas marinas, asi como de otros reptiles
pueden variar segin la genética, madurez, sexo, y estado migratorio, asi como por la
localizacion geogréfica, tipo de hébitat y la dieta, por lo que es recomendable realizar
estudios que lleven a establecer valores basales en cada sitio de congregacion (Anderson et
al., 2011; Barboza et al., 2010; de Pedro et al., 2005; Deem et al., 2009; Dessauer y Nevo,
1969; Dutton y Taylor, 2003; Casal et al., 2009; Flint et al., 2010). Dentro de los
principales analitos de importancia diagndstica en reptiles se incluye la PT, Glu, AcU,
AST, Cay P (Campbell, 2014).

Al observar la colonia y monitorear la frecuencia de respiraciones de los individuos,

pudimos determinar un area especifica donde las tortugas pasan gran parte del dia, la que
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coincide con la presencia de bosques de ulva y pasto marino, asi como el sitio que alcanza
las mayores temperaturas de la bahia, todos factores importantes para establecer una
colonia de alimentacion. Esta informacién nos permitié delimitar el sitio para el
posicionamiento de las redes de captura y el muestreo de los animales. Pese a esto durante
las temporadas de primavera-verano 2013-2014 solo logramos capturar 7 individuos,
namero insuficiente para obtener valores de referencia, por lo que no fue posible realizar
comparaciones con validacion estadistica. Sin embargo, a partir de estos datos, se iniciara

un registro permanente que sera actualizado durante las temporadas futuras.

El grupo de individuos muestreados esta conformado principalmente por hembras adultas y
juveniles de C. mydas del morfotipo negro con largos curvos del caparazon (LCC) de 51,5
a 81,8 cm (Tabla 1). La importancia de conocer las medidas morfométricas de los
individuos estudiados, como el LCC y recto del caparazén (LRC), es que existen estudios
que demuestran correlaciones entre la talla y las variables de hematologia y bioquimica

sanguinea que seran revisadas mas adelante en el presente trabajo.

Bahia Salado, al ser el sitio de alimentacion mas austral para el morfotipo negro (Brito et
al., 2007), presenta particularidades en sus variables ambientales, que podrian determinar o
influir en las diferencias reportadas de hematocrito y bioquimica sanguinea obtenidas en
este estudio, como son la temperatura del agua, disponibilidad y tipo de alimento, entre
otros (Aguirre y Balazs, 2000; Bolten y Bjorndal, 1992; Moon et al., 1999; Stacy et al.,
2015). Por ejemplo, se han registrado correlaciones entre la temperatura a la que esta
expuesto el animal y sus variables de hematologia y bioquimica sanguinea. En un estudio
realizado por Osborne et al. (2010) encontraron una correlacion positiva entre la
temperatura del agua y las concentraciones de PT en C. caretta. Esto podria ser importante
teniendo en cuenta que las temperaturas del agua registradas en Bahia Salado flucttan en la
estacion mas calida entre 16,4 y 19,1 °C, y en la mas fria entre 13,2 y 14,3 °C, por lo que

para este estudio se obtuvieron muestras solo en la época calida.

Con respecto a las variaciones relacionadas con la dieta, Anderson et al. (2011),
estudiaron los efectos de la variacién en la alimentacion en los perfiles bioquimicos de

Chelonia mydas y Lepidochelys kempii, reportando incrementos significativos
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postprandiales en los niveles de PT, Alb y AST para la tortuga verde, demostrando que
esta conducta puede incidir en los valores que adoptan algunas variables hematoldgicas y
bioquimicas en sangre. Ademas, se ha visto que variables como la Glu, TG y P se
relacionan con el estatus nutricional y la dieta de tortugas marinas (Anderson et al., 2015;
Tavares-Dias, 2009; Whiting et al., 2007). En el caso de Bahia Salado aun no se conoce
completamente la dieta que posee la colonia establecida, pero los resultados obtenidos en el
presente estudio indican que al menos dos de estos indicadores (Glu y P) se encontrarian
dentro de lo observado en lugares de alimentacion en otras areas geograficas (Aguirre y
Balazs, 2000; Campbell, 2014; Zhang et al., 2011). Adicionalmente, la evaluacion de la
condicion corporal (CC) registrada en los individuos de la colonia nos hace suponer que
independiente de la composicion final de la dieta de las tortugas de Bahia Salado, éstas se

encontrarian en un adecuado estado nutricional (Tabla 1).

Otras variables de bioguimica sanguinea estudiadas fueron PT, Alb y Glo. Algunas causas
de hiperproteinemia incluyen la deshidratacion o hiperglobulinemia asociada a una
enfermedad inflamatoria cronica (Campbell, 2014; Stacy et al., 2015; Zhang et al., 2011).
Ademas, en reptiles hembra se ha demostrado aumentos marcados de PPT en etapa de
vitelogenesis (Hamann et al., 2003; Kuchling, 1999). Por el contrario, entre las causas méas
comunes de hipoproteinemia se encuentran la desnutricion crénica, el sindrome de mala
absorcion, parasitismo, perdida severa de sangre, hepatopatias cronicas y enfermedad renal
(Campbell, 2014; Stacy et al., 2015; Zhang et al., 2011). Los valores obtenidos para PT,
Alb y Glo (Tabla 4 y 5) en el presente estudio fueron similares a los reportados por Flint et
al. (2010), Montilla et al. (2008) y Aguirre y Balazs (2000). Sin embargo, se encuentran en
el nivel superior normal del rango. En este estudio se obtuvo una media de 5,9 g/dL para la
PT con un minimo de 5,01 y un maximo de 6,7 g/dL, mientras que en Venezuela se
encontraron valores que van desde los 3,16 a los 6,0 g/dL (Montilla et al., 2008) y en las
islas de Hawaii se reportaron valores que van desde los 2,9 a los 6,7 g/dL (Aguirre y
Balazs, 2000). Los valores reportados para la Alb en el presente estudio (2,45-2,91 g/dL)
son superiores a los reportados por Aguirre y Balazs (2000) (0,6-2,2 g/dL), Montilla et al.
(2008) (1,11-2,02 g/dL) y Labrada-Matargén et al. (2010) (0,79-2,00 g/dL). En el caso de

las G (3,03-4,25 g/dL), se encontraron dentro de los rangos reportados por los estudios de
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otros autores, como Flint et al. (2010) que reportaron un rango de referencia de 1,54 a 4,66
g/dL, o Bolten y Bjorndal (1992) reportaron un rango de 1,9 a 5,2 g/dL. La funcién
eritrocitaria es el transporte de oxigeno desde los pulmones hacia los distintos tejidos del
cuerpo y el transporte de carbono desde el cuerpo hacia los pulmones. Un VGA o
hematocrito bajo indica anemia o hemodilucion, por ejemplo, por contaminaciéon de la
muestra con hemolinfa. Por el contrario, un VGA alto podria indicar hemoconcentracion
por deshidratacion o policitemia. La anemia es uno de los hallazgos mas comunes en
tortugas marinas con enfermedades crénicas, traumas y desnutricion (Campbell, 2014;
Zhang et al., 2011; Stacy et al., 2015). En el analisis del hematocrito (Tabla 2 y 3) se
obtuvieron valores que se ajustan dentro de los rangos establecidos por Flint et al. (2010)
(13,4-53,2%) y Bolten y Bjorndal (1992) (26,4-42%), cercano a los limites superiores. Si
tomamos en consideracion los valores obtenidos para el VGA, PT, Alb y Glo de los
animales muestreados, los cuales se encuentran cercanos a los limites superiores respecto a
lo reportado en estudios consultados, podriamos afirmar que se encuentran en una
condicion de hemoconcentracion o deshidratacion (Tabla 2, 3, 4 y 5). Sin embargo, las
diferencias observadas en estos analitos, también se pueden deber a ciertas particularidades
como la estructura etaria y sexual de la colonia en conjunto con las particularidades del
ecosistema (baja temperatura del agua y alimentacion disponible entre otros) en que se
desenvuelven estos animales. Si esto es cierto, estos serian los valores normales para
individuos en etapa de maduracion sexual y para hembras adultas en el periodo no
reproductivo en Bahia Salado, lo cual se podria determinar incrementando el nimero de
individuos muestreados para asi lograr un n representativo que nos permita determinar
rangos referenciales para esta colonia. Por otra parte, es probable que el aumento de las PT
y Alb observada en nuestro muestreo, se deba a la alimentacion con Zostera chilensis
(pasto marino endémico de Chile), como se observo en el estudio realizado por Whiting et
al. (2007), donde se compar6 una poblacion de tortuga verde con una dieta preferente de
pasto y la otra de algas, se encontrd que los individuos adultos con dieta preferente de
pastos marino presentaban valores significativamente superiores de PT y Alb, dado
posiblemente por el mayor valor proteico que presentarian los pastos en comparacion con

las algas.
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En el caso de la Glu el rango obtenido en este estudio (102,7-136,9 mg/dL) (Tabla 4 y 5)
fue similar a los obtenidos por Aguirre y Balazs (2000) (86-133mg/dL), Flint et al. (2010)
(66,6-178,3 mg/dL) y Montilla et al. (2008) (71-183 mg/dL). Pese a lo que se pudiera
pensar, la Glu no es un indicador especifico de la funcion pancreatica ni del padecimiento
de la diabetes mellitus, aunque se han reportado casos de ésta en algunos quelonios en
donde se registran incrementos marcados de Glu en sangre (Frye, 1999; Stahl, 2003).
También se describe hiperglicemia en la insuficiencia renal, lipidosis hepatica y anorexia
prolongada (Martinez-Silvestre et al., 2013). La hipoglicemia en reptiles se puede producir
por la privacién de alimento, la malnutricion, las hepatopatias graves, las septicemias y las
endocrinopatias (Campbell, 2014; Zhang et al., 2011).

De igual manera la urea (0,5-2,8 mmol/L) y el &cido drico (1,0-2,0 mg/dL) (Tabla 4 y 5) se
encontraron dentro de los rangos reportados por otros estudios. Estos analitos son
indicadores del catabolismo proteico y permiten evaluar la funcion renal (Holz y Raidal,
2006; Selleri y Hernandez-Divers, 2006). Los productos nitrogenados de desecho
excretados por los reptiles incluyen cantidades variables de AcU, U y amoniaco,
dependiendo del entorno natural del animal. Su determinacién se ve afectada en una
muestra lipémica (incremento del valor) o hemodilucion con linfa (disminucion del valor).
Los reptiles carnivoros tienen mayor concentracion de AcU sanguineo que los reptiles
herbivoros y muestran una hiperuricemia postprandial (Campbell, 2014; Martinez-Silvestre
et al., 2013). En base a estos analitos se ha reportado en otros sitios de alimentacién de la
tortuga negra, que su dieta no es estrictamente herbivora. Es el caso de la publicacion de
Amorocho y Reina (2007) en la que establecieron que la dieta de C. mydas, en un sitio de
alimentacion de la costa pacifica colombiana, se compone en mayor proporcion de materia
animal. En virtud de lo anterior y dados los niveles de U detectados en este estudio, parece
bastante probable postular que la dieta de las tortugas negras de Bahia Salado no
presentaria altos niveles proteicos, siendo mas bien herbivora, debido a la semejanza con
los valores mencionados por Montilla et al.. (2008) para individuos adultos del morfotipo
verde, los cuales son estrictamente herbivoros. Sin embargo en comparacién con otras
poblaciones herbivoras presentaria adecuados niveles proteicos, lo cual estaria

fundamentado en la presencia de Z. chilensis en la dieta de esta colonia. Lo anterior pone de
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manifiesto la necesidad de determinar el tipo de alimentacion que consumen los individuos
C. mydas y los componentes dietarios disponibles en Bahia Salado, para lo cual se deben
efectuar estudios mas acabados de la dieta. La brumacion en reptiles y anfibios, es un
suceso en el cual también se observan incrementos de U y AcU. En animales sanos, los
niveles son mas elevados en el periodo post- brumacion y disminuirdn posteriormente,
siendo maés bajos en verano, debido al incremento del catabolismo proteico durante la época
de brumacion. En situaciones de disponibilidad hidrica restringida, se ha observado un
incremento en los niveles de estos parametros. En consecuencia, la deshidratacion es un
factor predisponente de la hiperuricemia (Campbell, 2014; Holz y Raidal, 2006; Selleri y
Hernandez-Divers, 2006; Martinez-Silvestre et al., 2013). Al estudiar los valores de VGA,
PT y Alb de esta colonia se postulé que se podrian deber a una deshidratacion leve lo cual
no se relacionaba con los resultados obtenidos para la urea, la cual se encuentra dentro de
los rangos normales reportados en otros estudios. Es por esto que podriamos inferir que los
valores obtenidos en este estudio, tomando en cuenta similitudes y discrepancias,
corresponderian a los valores normales para la colonia que habita Bahia Salado,

descartando la posibilidad de deshidratacion.

Con respecto a los valores obtenidos para los TG (Tabla 4 y 5), estos fueron bastante altos,
reportandose en un rango de 300-849 mg/dL en comparacién con Aguirre y Balazs (2000)
y Labrada-Matargon et al. (2010), cuyos estudios presentan rangos de 28-331 mg/dL, 36-
484 mg/dl, respectivamente, y que son los que presentan los valores para TG mas altos de
los revisados en el presente trabajo. Existen evidencias de que se produce un aumento de
los TG, junto a mayores niveles de las proteinas, en la sangre de las hembras que llevan a
cabo la vitelogénesis por el aumento de los estrogenos en hembras que inician su ciclo
reproductivo, en comparacion con lo que ocurre en hembras reproductivamente inactivas
(Deem et al., 2009). Ademas, se ha reportado que este aumento de los TG comenzaria en
los sitios de alimentacion, previo a la migracion hacia los sitios de anidacion, por lo que es
plausible que las hembras adultas de Bahia Salado se encuentren en esta etapa si tomamos
en consideracion su talla (LCC), sus altas reservas grasas evidentes al examen clinico
externo (Tabla 1) y que se encontrarian en el periodo entre anidaciones (Hamann et al.,
2003; Kuchling, 1999).
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Dentro de los minerales evaluados en la bioquimica sanguinea (Tabla 4 y 5) esta el Ca
plasmaético, el cual en reptiles permite evaluar funcién reproductiva, funcién paratiroidea y
enfermedad Osea. La hipercalcemia es indicativa de la produccion de huevos en hembras,
exceso de niveles de vitamina D3 o Ca en dieta, entre otras (Campbell, 2014; Fryer, 1991;
Hamann et al., 2003; Kuchling, 1999; Mader, 2006). La hipocalcemia ocurre con
deficiencias de Ca y vitamina D3 en dieta, exceso de P en dieta, alcalosis e
hipoalbuminemia, entre otros (Campbell, 2014; Fryer, 1991; Mader, 2006). Los niveles de
Ca (8,8-12 mg/dL) en la presente investigacion se muestran dentro de los rangos
establecidos por Labrada-Martagon et al. (2010) (4-12,45 mg/dL) para individuos de talla
similar. Lo mismo ocurre para el fésforo en el cual se obtuvo un rango de 9,9-14,8 mg/dL
para este estudio y un rango de 0,64-19,55 mg/dL fue reportado por Labrada-Martagon et
al. (2010). La medicion del fosforo es util para evaluar dieta, enfermedad renal, y ciclo
reproductivo en hembras, aumentando los niveles de P en este ultimo caso (Campbell,
2014; Hamann et al., 2003; Kuchling, 1999). La hiperfosfatemia, ademas, es indicativa de
excesos de P dietario, hipervitaminosis de vitamina D3, enfermedad renal o trauma severo.
Por el contrario, se produce hipofosfatemia en desnutricion o dietas bajas en P (Campbell,
2014; Martinez-Silvestre et al., 2013).

Los niveles de bilirrubina total (0,55-1,21 umol/L) reportados en este estudio (Tabla 4 y 5),
son similares a los reportados por Flint et al. (2010), aunque la amplitud del rango es menor
y los valores se concentran hacia el limite inferior reportado por el mismo autor (0,5-3,3
pmol/L). En el caso de los valores obtenidos para la creatinina (Tabla 4 y 5), se muestran
muy similares al compararlos con el estudio mencionado anteriormente, reportandose
rangos de 27,6-51,2 umol/L para el presente estudio y 24,7-47,6 umol/L para Flint et al.
(2010). La BT y Crea son parametros muy poco utilizados por su bajo valor diagnéstico en
tortugas marinas ya que se encuentran en bajas concentraciones periféricas y presentan baja
variabilidad (Campbell, 2014; Gelli et al., 2004).

Al analizar los datos obtenidos para parametros enzimaticos encontramos el caso de la CK,

la cual es escasamente reportada en la mayoria de los estudios que determinan valores de

bioquimica sanguinea, a excepcién del trabajo realizado por Hasbun et al. (1998) donde se

presentan valores dependiendo de la talla y sexo del animal. Sin embargo, la CK es
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considerada como una variable de utilidad clinica para evaluar dafio muscular en casos de
tortugas varadas, con traumas, con dafio iatrogénico en la sujecion o inyeccion
intramuscular, entre otras (Stacy y Boylan, 2015). Es asi como, Hasbun et al. (1998)
reportaron para las hembras adultas, de LCC superiores a 89 cm, un rango para CK U/L de
122-3075 UL, lo que concuerda con los valores determinados en el presente estudio (1641-
3110 U/L) (Tabla 4y 5).

Si analizamos la enzima LDH, su aumento en reptiles puede estar asociado a dafio hepatico,
musculo esquelético o cardiaco. En tortugas marinas ademas, se han reportado valores
basales superiores en tortugas adultas comparado con los niveles encontrados en individuos
juveniles (Casal et al., 2009; Campbell, 2014; Friye, 1991). Para la LDH, nuestro muestreo
entregd un rango entre 329-1127 U/L (Tabla 4 y 5), valores similares a los reportados por
Aguirre y Balazs (2000) en Kaneohe Bay (Hawai) (55-1286 U/L). Sin embargo, los
valores reportados en la literatura muestran una alta variabilidad, ya que por ejemplo ese
mismo estudio report6 en Kiholo y Kona (Hawai) valores entre 67-769 U/L, Bolten y
Bjorndal (1992) en el Sur de las Bahamas reportaron un rango entre 48-342 U/L, y Flint et
al.. (2010) en Australia obtuvieron 74-477 U/L para LDH.

A diferencia de la enzima anterior, la actividad plasméatica de AST no es considerada
organo especifica debido a que su actividad enziméatica puede ser encontrada en muchos
tejidos. Es asi como aumentos significativos de AST junto a LDH son indicativos de
enfermedad hepatica, mientras que aumentos de ésta junto a aumentos de CK son
indicativos de dafio muscular. El rango obtenido para AST en el presente estudio fue de
231-580 U/L (Tabla 5), similar a lo reportado por Aguirre y Balazs (2000) y Labrada-
Martagdn et al.. (2010) con rangos de 47-491 U/L y 36-484 U/L, respectivamente. Distinto
fue lo encontrado por Flint et al. (2010), que report6 rangos de referencia para AST en C.
mydas de 74-244 U/L. Sin embargo, solo el individuo n° 813/814 del presente estudio
(AST=580 U/L) supero los valores reportados en otros estudios. Lo anterior se puede deber
a un error pre analitico debido una hemolisis leve, no detectada a simple vista, ya que se
describe que la AST aumenta su actividad frente a hemdlisis. También es posible que se
deba a una miositis en etapa inicial debido a la sensibilidad de las enzimas registradas con
aumentos no significativos que es lo que ocurre con la AST. Esto es concordante con lo
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reportado para otros estudios para LDH y CK, las cuales también fueron las mas altas
reportadas para el conjunto de muestras en el presente estudio (Koseoglu et al., 2011; Lippi
et al., 2006).

En el presente trabajo no se realizaron recuentos celulares ni estudios diferenciales, por lo
que no es posible indicar la distribucién de los diferentes grupos celulares en sangre de C.
mydas de la colonia de Bahia Salado. Sin embargo, si es posible indicar que todos los
grupos celulares descritos en la Figura 2, presentan morfologia celular sanguinea

concordante con lo sefialado en la literatura (Work et al., 1998; Campbell, 2012).

Dentro de los eritrocitos observados, destacan la presencia principalmente de células
maduras con presencia de inclusiones intracitoplasmaticas de forma circular y ovalada
(Figura 2). Estas inclusiones citoplasmaticas no solo han sido descritas en C. mydas, sino
también en otras tortugas acuaticas de vida libre (Zang et al., 2011; Basile et al., 2011). Su
origen podria ser una inestabilidad de la hemoglobina que origina estas estructuras
semejantes a cuerpos de Heinz de los eritrocitos mamiferos, o bien, organelos en proceso de
degeneracion, propio de la maduracion eritrocitaria de estos reptiles. A nuestro parecer, la
segunda opcion es la mas plausible dado que la presencia de cuerpos de Heinz implicaria
un proceso oxidativo de la hemoglobina, lo que podria derivar en anemia por la
destruccion de eritrocitos en el sistema reticuloendotelial y la consecuente aparicion de
signos como decaimiento e ictericia. Dado que los individuos muestreados no presentaron
ninguno de los signos recién mencionados, consideramos que esta no seria la causa de la

aparicion de estos corpusculos intracitoplasmaticos.

Finalmente, y respecto a los hemoparasitos, se considera que su hallazgo en reptiles es una
situacion comdn, pero incidental. Sin embargo, algunos tienen el potencial de causar
enfermedad, como anemias hemoliticas (Campbell, 2012). Los principales hemoparasitos
descritos en tortugas marinas de vida libre corresponden a los géneros Hemogregarina y
Plasmodium (Frye, 1991). De acuerdo a lo observado en el presente estudio, no se
evidencio la presencia de alguno de los géneros de hemoparasitos mencionados (Figura 2).
Una posible causa de la ausencia de hemoparasitos en la colonia de Bahia Salado, podria

ser que estas tortugas no se encuentran expuestas a insectos chupadores de sangre, como
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sanguijuelas, mosquitos, acaros o garrapatas que son los principales transmisores de estos
parésitos a reptiles acuéticos, formando parte de su ciclo biologico (Telford, 1984). Por otro
lado, es posible que aun estando expuestos a alguno de estos invertebrados, la carga
parasitaria no sea suficiente para detectarlos en sangre. Ambas opciones deberan ser
evaluadas en estudios posteriores que aborden mas profundamente las caracteristicas

hematologicas y citoldgicas de los individuos que componen esta colonia.
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CONCLUSION

Las muestras utilizadas en el presente estudio provinieron de solo 7 individuos, lo cual no
permitio realizar comparaciones con mérito estadistico. Lo cual revela la necesidad de
seguir trabajando en el area para asi incrementar el tamafio de la muestra (n) y poder

obtener rangos de referencia para la colonia que sean estadisticamente significativos.

El volumen globular aglomerado y la proteina plasmatica total se encontraron dentro de los

valores de referencia utilizados para Chelonia mydas en otras partes del mundo.

Los rangos estrechos obtenidos para proteina total, aloimina, globulinas, glucosa, acido

urico, calcio, fosforo y bilirrubina total se podrian deber al nimero bajo de muestras.

Los altos valores reportados para los triglicéridos, en conjunto con las caracteristicas de
edad, sexo y deposito de reservas grasas observadas en la muestra de la colonia presente en
Bahia Salado, sugieren que las hembras adultas podrian haber estado llevando a cabo la

vitelogénesis al momento del estudio.

La evaluacion de extendidos sanguineos en busqueda de hemoparasitos determiné que no

existe presencia de estos en la colonia de Chelonia mydas presente en Bahia Salado.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para las variables de hematologia, bioquimica
sanguinea y evaluacién de la presencia de hemoparéasitos, en conjunto con los resultados
del examen clinico externo de las tortugas de la colonia de Bahia Salado, es posible sugerir

que ésta es una colonia sana.

En conclusién, las caracteristicas hematoldgicas y bioguimicas sanguineas encontradas en
el presente estudio serian propias de esta colonia debido al tipo de hébitat, a la alimentacién
disponible (tipo y abundancia) y a la estructura sexual y etaria de los individuos que

conforman la colonia.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha clinica utilizada para realizar el examen clinico externo a los
individuos capturados.

MN® de Registro:
Persona a Cargo: yudante
Facha: I | Hora: | T agua: Ejemplar N*: Paso (kg):
Latitud: Especia: Forma de captura: SeND
cm Lo [ o o Red Rodeo  Manual | Hembra | Macho | indeterminado
Longitud: OO0 O Od I
Fortoidentificacicn marque heridas, anormalidades y su localizacidn
N-O-. [T a2 nll
J - Epibionte =0
f \ Epibionte vivo = x
Herida= []
Fronital
Ccm
Largo Curéa Caparazon minimao [Locmin) ancho de la cabeza [acE)
Largo Curws Caparazon n-5 (LoCn-5) Largo total de la cola (LC)
Ancho Curso Caparazon |[ACC) Largo post-cloacal
Largo recto del caparazon (LRC) Larga del Plastron |LF)
ancho Recto del Caparazon [ACT) ancho del Plastran [aF)
Largo de la cabeza [LCE)
Grupoe etario: Jureenil Adulto

Condicion de la tortuga : Prasencia Epiblontes: | Marcaje (marcar con x): Mumero de Marca(s):
Sana Herida Enferma Muerta | Si Mo Si_ MNo__ Dver:
| | | I | Tpodemarea____ |

Tipo________ Obs: -
Obsarvaciones Clinicas: Recaptura: Mo___ Si___
condicion corporal (1a5) N* demarcas: Dre Izq.
Estade hidratacicn
Estado de flotacion En caso de recaptura —¥ Cambic en la condicion corporal
Carga ectoparasitos ] Mo
Prasencia de fibropapiloma
signos de interaccion con artes de pesca Weterinario a @rgo
Obsarvaciones:
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Anexo 2. Escala de condicion corporal utilizada por el Georgia Sea Turtle Center
(GSTC) que consiste en un sistema de puntuacién del 1-5. (Norton y Wyneken, 2015)

Puntaje Categoria Caracteristicas de la categoria

1 Emaciada Ojos hundidos, perdida de la musculatura de cuello y
hombros, perdida de la grasa inguinal y visualizacion
prominente de los huesos del craneo y plastron.

2 Delgada Ojos levemente hundidos, visualizacion de la musculatura
de cuello y hombros por pérdida de la capa grasa y
visualizacion moderada de los huesos del plastron.

3 Normal Ojos normales, plastron plano y sin visualizacion de
estructuras dseas evidentes y zona de cuello con
visualizacion grasa y muscular normal.

4 Robusta Ojos normales, plastron plano, cuello y zona inguinal con
visualizacion de depdsitos grasos.

5 Obesa Ojos normales, plastron con protrusion hacia el exterior,
cuello y zona inguinal con visualizacion de depdsitos
grasos evidentes.
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Anexo 3: Resolucion exenta N° 917 que otorga el permiso de pesca de investigacion publicado
en el diario oficial el 23 de mayo de 2013 y con duracién hasta el 23 de junio del 2014.

> -<
AGTORIZA A ROCIO ALVAREZ VARAS
PARA REAEIZAR PESCA DE INVESTIGACION QUE INDICA

10 "Caracterizacion de la
poblacion natural de tortuga negra (Chelonia mydas) y su habitat, en Bahia Salado, Region de

Atacama”

PABLOGALILEA CARRIES T
? -

AT o Past=

Anexo 4: Extracto del diario oficial Nom. 40.898.- Afilo CXXXVII - N° 815.596 (M.R.)

Santiago, Jueves 3 de Julio de 2014. Extension de la Resolucion exenta N° 917 en 6 meses y 2
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semanas.

DARIO OFICIAL DE LA REPUBLICA DE CHILE

N® 40.E98

Jueves 3 de Julio de 2014

Cuerpa 11-3

Acropuerto Arturo Merino Benitez, comuna de Pudahuel, Region Metropolitana.
Su Objeto cs: Promover la racionalizacion, desarrollo y proteccion de la actividad
comim de sus socios. El Directorio de la asociacion quedd constituido por: Presidente:
Hector Eduardo Reyes Ibacache; Vicepresidente: Julio Enrique Barrios Escobar;
Seerctario: Rodolfo Valentin Concha Chavez; Tesorero: Luis Humberto Reyes
Ibacache. Asistieron a la constitucion de la asociacion un total de 229 personas. Quedo
inscrita en el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, bajo el ndmero 4.436.

SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA
{Extractos)

Por resolucion exenta N°1.346, de 15 de mayo de 2014, de esta
Subsccretaria, modificase la resolucion exenta N° 917 de 2013, que autorizo
a ROCID ALVAREZ VARAS, para efectuar una pesca de investigacion de
conformidad con el proyecto “Caracterizacion de la poblacién natural de tortuga
negra (Chelonia mydas) v su habitat, en Bahia Salado, Region de Atacama®,
en los signientes sentidos:

A)  Reemplazase en el inciso primero del numeral 3.-, la expresion “13 meses”,
por la frase “19 meses v 2 semanas™.

B) Heemplizase en el inciso segundo del numeral 3 .-, el guarismo “4™ por la cifra
“H™

C) Reemplazase ¢l inciso primero del numeral 4, por el gue se indica a continuacion:
“4 - En cumplimicnto del objetivo de la presenic pesca de mvestigacidn, el
peticionario podra realizar la retencion temporal y muestreo de un maximo
de 90 cjemplares de Tortuga negra { Chelonia mydas), a razén de un maximo
de 15 individuos por campafia de muestreo.”.

El texto integro de la presente resolucion se publicara en el sitio de dominio
electrinico de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura.

Valparaiso, 15 de mayo de 2014.- Radl Sanico Galdames, Subsecretanio de
Pesca v Acuicultura.
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la normativa vigente y en la forma indicada en el Informe Técnico y resolucion
extractada.

Valparaiso, 27 de mayo de 2014.- Rail Sinico Galdames, Subsecretario de
Pesca y Acuicultura.

Por resolucion exenta N 1.531, de 6 de junio de 2014, de esta Subsecretaria,
autorizase a POCH AMBIENTAL S A, para efectuar una pesca de investigacion
de conformidad con el proyecto “Linea base marina de recursos bentdnicos, en el
sector de descarga de Emisarios Submarinos de las Pisciculturas de Recirculacion
Chayahué, bahia de Pargua, comuna de Calbuco, X Region™

Se efectuara la pesca de mvestigacion por el término de 24 meses contados a
partir de la fecha de publicacion de la presente resolucion en la pagina web de la
Subsccretaria, en el sector de Chayahué, comuna de Calbuco, X Region, donde podra
muestrear el recurso enzo rojo, en la forma sefialada en la resolucion extractada.

El texto integro de la presente resolucion se publicara en el sitio de dominio
electronico de la Subsecretaria de Pesca v Acuicultura.

‘Valparaiso, 6 de junio de 2014.- Paolo Trejo Carmona, Subsceretario de Pesca
v Acuicultura (S).

Por resolucion exenta N® 1,663, de 26 de junio de 2014, de esta Subsecretaria,
madificase la resolucién exenta N® 31, de 2014, en el sentido de sefialar que la
distnibucion de la fraccion artesanal de la pesqueria artesanal de Merluza comin,
correspondiente al Arca Norte 2 dela VI Region, sometida al Régimen Artesanal de
Extraccion por organizaciones de pescadores artesanales, periodo enero-diciembre
de 2014, cxpresada en toncladas, en lo relativo a la cuota residual, se efectuara de
la siguiente manera:

"RAEVINote2 Cunta (ton) Cuota (ton)
Exiera- Juini by Juilio-Diclembre
o001

Bolstn o cunta residual l 32,004 |

Asimismo, modificase la resolucion exenta N® 726, de 2014, en cl sentido



