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GLOSARIO DE TERMINOS

Acido graso: Molécula organica formada por una cadena hidrocarbonada en cuyo

extremo hay un grupo carboxilo.

Acido graso saturado: Acido graso con su cadena llena de hidrégenos sin ningun

enlace covalente doble en su estructura.

Acido graso monoinsaturado: Acido graso con un enlace covalente doble en su

estructura.

Acido graso poliinaturado: Acido graso con dos o mas enlaces covalentes en su

estructura.

Hembra lactante: hembra madura con edad minima de 5 afos, que bajo

observacion directa en el campo acompafia a una cria.

Lipidos: son los acidos grasos y sus derivados, asi como substancias relacionadas a

estos compuestos de manera biosintética o funcional.

Lipidos de reserva: son aquéllos lipidos que forman la principal reserva energética

de los animales.

Lipidos estructurales: son aquéllos lipidos que forman las bicapas lipidicas de las

membranas celulares.

Metabolismo. Conjunto de reacciones bioquimicas comun en todos los seres vivos,
que ocurren en las células, para la obtencion e intercambio de materia y energia con
el medio ambiente y sintesis de macromoléculas a partir de compuestos sencillos
con el objetivo de mantener los procesos vitales (nutricion, crecimiento, relacion y

reproduccion).

Vi



n-3: también llamados w-3 (omega-3) debido a que presentan un doble enlace en el
tercer carbono contando a partir del extremo metilo. Son los acidos grasos derivados
a partir del acido a-linolénico por medio de elongacion de la cadena o insaturacion e

incluye acidos grasos como el EPA y DHA.

n-6: también llamados w-6 (omega-6) debido a que presentan un doble enlace en el
sexto carbono contando a partir del extremo metilo. Son los acidos grasos derivados
a partir del acido linoléico por medio de elongacion de la cadena o insaturacion e

incluye al acido graso araquidonico.
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RESUMEN

Anualmente, parte de la poblacion de la ballena azul (Balaenoptera musculus) del
Pacifico Noreste migra de las costas de California, donde se alimenta intensamente
de los eufausidos Euphausia pacifica y Thysanoessa spinifera, hacia el Golfo de
California, zona de crianza en la que su alimentacién se basa principalmente en el
eufausido Nyctiphanes simplex. En el presente estudio, se planteo la hipétesis de
que el cambio de presa debe verse reflejado en el contenido de lipidos y en el perfil
de acidos grasos (AG) de la grasa subcutanea de las ballenas azules monitoreadas
en el Golfo de California. De enero a mayo del 2007 se recolectaron un total de 50
biopsias de piel y grasa en la zona suroeste del Golfo de California. En este periodo,
los Lipidos Totales (LT) de las ballenas azules en conjunto mostraron una tendencia
hacia un incremento, aunque no existieron diferencias significativas (p>0.05), las
hembras no mostraron diferencias significativas en los porcentajes de LT, pero los
machos mostraron diferencia significativa entre febrero y marzo (p<0.05). En los
lipidos de reserva las hembras y los machos presentaron un comportamiento similar
a los LT como resultado de que estos lipidos conforman del 10% al 50% de la grasa
subcutanea. Se identificaron y cuantificaron 42 acidos grasos de reserva y se realizd
un analisis de funciones discriminantes (FDC) entre los meses sin distincion entre
grupo (machos, hembras, hembras lactantes y crias). Dicho analisis no mostro
diferencias significativas entre los meses de muestreo (p>0.05), aunque se obtuvo
100% en el porcentaje de clasificacion para las muestras dentro de su mes de
muestro. Para los machos ocho acidos grasos de reserva mostraron un aumento
entre el inicio y el final de la temporada mientras que dos acidos grasos
disminuyeron durante los meses de analisis. En las hembras solo incremento un
acido graso y otro disminuy6. En las hembras lactantes ningun acido graso mostré
incremento o disminucion. Los lipidos estructurales no mostraron diferencia
cuantitativas significativas (p>0.05). Se identificaron y cuantificaron 33 acidos grasos
estructurales. Se realizé un analisis de funciones discriminantes (AFD) considerando
todos los grupos en conjunto, mismo que mostré una diferencia significativa entre
meses de muestreo (p<0.05), formando claramente dos grupos: Febrero-Marzo y
Abril-Mayo. El analisis de varianza defini6 que 6 acidos grasos estructurales que
pueden ser considerados biomarcadores temporales entre los dos grupos. Los
acidos grasos se ven fuertemente influenciados por los requerimientos de cada
categoria y los cambios relacionados con el alimento se pueden observar después
de 3 meses de que el alimento ha sido consumido.

viii



ABSTRACT

Once a year, part of the population of blue whales (Balaenoptera musculus) from the
Northeast Pacific migrates off California, where they feed intensively on the
euphausiids Euphausia pacifica and Thysanoessa spinifera, toward the Gulf of
California, a breeding area where their food is mainly based on the euphausiid
Nyctiphanes simplex. The present study tested the hypothesis that the change of prey
should be reflected in the lipid content and in the fatty acid profile of subcutaneous fat
of examined blue whales in the Gulf of California. From January to May 2007, a total
of 50 biopsies of skin and fat were collected in the southwestern portion of the Gulf of
California. During that period, total lipids (TL) in the whole blue whales sampled
showed an increasing trend without significant differences (p> 0.05), females did not
show significant differences in the TL percentages, but the males showed significant
difference between February and March (p <0.05). Storage lipids in females and
males showed a similar pattern to that of the TL as these lipids comprise from 10% to
50% of subcutaneous fat. A total of 42 storage fatty acids were identified and
quantified and a discriminant function analysis (DFA) during the months was
performed without distinction among groups (males, females, lactating females and
pups). This analysis did not show significant differences among sampling months (p>
0.05), despite the 100% in the classification percentage for samples within months.
For males eight fatty acids increased in storage lipids between the beginning and end
of the season while two fatty acids decreased during the months of analysis. Only one
fatty acid from storage lipids increased in females, and only one decreased. No fatty
acid increased or decreased in storage lipids of lactating females. Structural lipids did
not show significant quantitative differences among sampling months (p> 0.05). A
total of 33 structural fatty acids were identified and quantified. A discriminant function
analysis (DFA) was performed, without distinction among groups. A significant
difference among sampling months (p <0.05) was observed, clearly forming two
groups: February-March and April-May. The analysis of variance determined that 6
structural fatty acids could be considered temporal biomarkers between those two
groups. The fatty acids are strongly influenced by the requirements of each category
and the changes related to the food can be observed 3 months after the food has
been consumed.



1. INTRODUCCION

Los patrones de migracion de la ballena azul (Balaenoptera musculus) del
Océano Pacifico noreste aun no estan bien definidos. Basandose en informacién de
capturas y cruceros realizados fuera de las costas de California y Baja California,
Rice (1974), describié el movimiento de la ballena azul desde el Golfo de Alaska y el
sur de las Islas Aleutianas durante el verano hacia las costas de California en otofio y
Baja California en el invierno. Una década después a partir de los afios 80's la
distribucion de la ballena azul aparentemente se ha modificado, ya que se le
empez6 a observar con frecuencia fuera de California area en la cual durante el
otofio se alimenta intensamente de eufausidos de las especies Euphausia pacifica y

Thysanoessa spinifera (Fiedler et al., 1998).

Sin embargo existen registros de las temporadas de caza donde se observaba
a las ballenas azules alimentandose en diferentes zonas desde Alaska y al sur de
las Isla Aleutianas (Nemoto, 1957), las costas de Baja California (Gendron, 2002)
hasta el Domo de Costa Rica (Reilly y Thayler, 1990). Lo que confirma que al menos,

la poblacion del Pacifico Noreste tiene una amplia zona de alimentacion.

Parte de la poblacién de la ballena azul del Pacifico Nororiental de migra
anualmente al Golfo de California durante invierno y primavera, region que es
considerada como zona de crianza y alimentacién (Gendron, 2002). A partir de la
informacion basada en marcas por satélite (Mate et al., 1999), esta migracién dura
aproximadamente un mes, lapso en el cual los animales tienen un alto consumo de
energia proveniente de la grasa que aparte de cumplir otras funciones importantes

en el organismo es un importante almacén de energia de reserva.

Los habitos alimentarios de la ballena azul en el Golfo de California se han
determinado usando diferentes técnicas: inicialmente, con registros visuales de
ballenas alimentandose en superficie de agregaciones de eufausidos, (Gendron,
1992; 2002). Por medio del analisis del contenido en heces (Del Angel-Rodriguez,

1997; Mejia-Acosta, 2003), se describieron y midieron mandibulas de eufausidos, lo



que les permitid6 confirmar que la ballena azul se alimenta principalmente del
eufausido Nyctiphanes simplex y en menor proporcion de Nematoscelis difficilis

durante su estancia en el Golfo de California.

Adicionalmente, la comparacion entre las sefiales isotopicas de C y N
obtenidas en la piel de tres rorcuales (Gendron et al., 2001) concluyen que el nivel
trofico de la ballena azul es consistente con una alimentacién basada en eufausidos.
Posteriormente se describié la variacion en la sefal isotopica de la piel de ballena
azul demostrando que el cambio en la sefal isotdpica de la piel de ballena azul
proveniente del alimento ingerido en el pasado, fuera de California, al alimento del
Golfo de California registros durante sus movimiento entre estas zonas de
alimentacion (Busquets-Vass et al., 2006). Esto permiti6 determinar el tiempo de
recambio de la piel de esta especie de aproximadamente 3 meses gracias a los

registros isotdpicos durante sus movimientos entre zonas de alimentacion.

Otra técnica aplicada en el estudio, sobre la alimentacion de la ballena azul del
Golfo de California se realizé a partir de los acidos grasos (AG) estructurales y de
reserva contenida en la grasa de biopsias de ballena azul. Se encontraron marcadas
diferencias entre los perfiles de AG de hembras, machos, hembras lactantes y crias
lo cual, sugiere que el metabolismo de los individuos de cada sexo y grupo de
madurez tiene un efecto en la transformacion y utilizacion de los AG (Rueda —Flores
et al., 2007).

La cuantificacién de AG de reserva ha demostrado ser una herramienta util
para indicar aspectos de la composicion de la dieta de mamiferos marinos asi como

marcadores bioldgicos en peces y copépodos (lverson et al., 1997).

Con base al historial de avistamientos de los individuos de ballenas azules
(1993-2007) aunado al amplio muestreo de biopsias de grasa recolectadas durante la
temporada 2007 se plantea determinar el perfil tipico de AG provenientes de
eufausidos del Golfo de California y diferenciarlos de los reportados para las
especies de eufausidos de California. Se espera observar, a lo largo de la

temporada, un cambio en los perfiles de AG, modificacion que permitira determinar el



periodo de recambio en el tejido graso de la ballena azul proveniente de la dieta

ingerida en diferentes zonas de alimentacion.

2. ANTECEDENTES

2.1. Grasa

El material comunmente conocido como grasa esta constituido por lipidos que
sirven como material de reserva de energia y se encuentran en el tejido adiposo, que
es un tejido conjuntivo ubicado bajo la dermis en cantidades variables (Daintith,
2001).

En mamiferos marinos la grasa cumple diferentes funciones como dar forma al
cuerpo, aislante térmico, ayudar en la flotabilidad, proteccion de los 6rganos y la mas
importante que es almacenar energia de reserva (lverson., 2002; Samuel et al.,

2004) la cual es utilizada durante los viajes de migracion.

2.2. Acidos Grasos (AG)

Los acidos grasos son acidos organicos formados por una cadena de atomos
de carbono de una longitud variable que tienen en un extremo un radical carboxilo, lo
que confiere el caracter de acido organico, y son las estructuras basicas de los
lipidos, algunos de los cuales provienen de la dieta y son conocidos como AG

esenciales (Lehninger, 1993)

Los AG tienen tres funciones principales en los organismos: 1) como reserva
energética en depdsitos grasos constituyendo ceras y ftriglicéridos, 2) como
elementos estructurales de las membranas celulares, tilacoidales y membranas sub
celulares, 3) y como precursores de eicosanoides (sustancias parecidas a las
hormonas) que regulan procesos de inflamacion, vasodilatacion y coagulacion.
(Villee, 1977; Lehninger, 1993; Christie, 2003).



El analisis de AG es una técnica que se ha utilizado como herramienta para
indicar aspectos de la composicion de la dieta en mamiferos marinos (lverson et al.,
1997). Esto se basa en el principio de que los AG presentes en la presa se reflejaran
casi sin modificaciones en los perfiles del depredador (Budget et al., 2006). Los AG
los podemos encontrar en los organismos como: 1) firma, cuando el perfil completo
de la presa pasa al depredador sin ninguna alteracion, 2) huella, algunos AG de la
presa pasan al depredador con poco cambio, y como 3) biomarcadores, que es un

AG que pasa de la presa al depredador sin cambio alguno.

Esta técnica aplicada en estudios de alimentacién de focidos y otaridos ha
mostrado ser util en la determinacién de la variabilidad espacial y temporal de la dieta
de estos depredadores (lverson et al., 2001). Por ejemplo Iverson et al. (1997)
observaron una alta correlacién en los perfiles de AG de grasa de focas vitulinas y
sus presas en Alaska. A partir de plasma en crias en lobo marino de California
(Zalophus californianus) Cupa-Cedillo (2007) encuentra que se forman tres grupos
distintos de acuerdo al perfil de AG atribuido a distintas dietas de las madres. En
grasa de foca anillada (Phoca hispida) Thiemann et al. (2007) observan un cambio
en los perfiles de los AG dado a las diferentes zonas demograficas de alimentacién

dentro del Artico Canadiense.

En biopsias de grasa de ballena jorobada (Megaptera novaengliae) y ballena
de aleta (Balaenoptera physalus) en el Golfo de San Lorenzo, Borobia et al. (1995)
observan que aunque ambas especies aparentan tener habitos alimenticios
similares, el analisis de is6topos estables de 5'C en grasa revela que la ballena
jorobada se encuentra en un nivel tréfico mayor que la ballena de aleta lo que refleja

una diferencia en la dieta de ambas especies en esta area.

Sin embargo existen estudios que muestran una alta variacion en la
composicion de la grasa, incluso hay autores que afirman que ésta puede ser tan
compleja como la diversidad de presas aunado a los procesos metabdlicos del
depredador (Grahl-Nielsen y Mjaavatten, 1991). En una comparacion de los perfiles
de AG de osos polares (Ursus maritimus) del mar de Barents y sus presas, Grahl-

Nielsen et al. (2003) no encontraron correlacién directa entre los depredadores y sus
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presas. Otro trabajo realizado por Grahl-Nielsen y Mjaavatten (1991) tampoco
encuentra una correlacion entre los perfiles de AG de focas en cautiverio a las que se

les realizé un cambio de dieta.

Por otro lado, se ha mostrado que el analisis de AG puede ser util para
identificar stocks o poblaciones ya que encuentran diferencias entre los perfiles de
AG en ballena minke (Balaenoptera acutorostrata) capturadas en el mar Noruego y
en el mar del Norte, coincidiendo con la diferenciacion de estas poblaciones por la

Comision Ballenera Internacional (Olsen y Grahl- Nielsen., 2003).

Se ha estudiado en detalle la relacién entre los perfiles de AG en grasa de
hembras y crias de belugas (Delphinopterus leucas) en cautiverio por Birkeland et al.,
(2005) los cuales observaron que el perfil de AG de las crias es diferente al de sus
madres a pesar de que su unica fuente de alimento es la leche. Sin embargo
observaron que el cambio en los perfiles de las crias era paulatino y que se asemeja
al de las hembras conforme van creciendo. Lo anterior coincide con lo reportado por
West et al. (1979) que mencionan que algunos de los factores que influyen en la
regulacion de la grasa relacionada al alimento son el sexo, el estado reproductivo y la

edad del individuo.



3. JUSTIFICACION

Considerando que las ballenas azules pueden ser considerada como una especie
biomonitora y que los constantes cambios que surgen en el ecosistema pudieran
tener un efecto sobre los habitos alimentarios y de migracion en las ballena azules,
es importante conocer el tiempo de recambio en el perfil de AG de la ballena azul lo
cual nos permitira disefiar mejores muestreos para inferir cambios en su alimentacion

que puedan estar asociados a cambios en el ecosistema.

4. HIPOTESIS

Existe una variacion en los lipidos estructurales y de reserva asi como en los
perfiles de AG en la grasa subcutanea formada en distintas areas de alimentacion de

la ballena azul.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la variabilidad temporal en el perfii de AG de ballena azul

(Balaenoptera musculus) en el Golfo de California.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

= Comparar los perfiles de AG de ballena azul muestreadas al inicio y final de la
temporada 2007 y por categorias (machos, hembras, hembras lactantes y crias).

= Cuantificar y comparar el porcentaje de lipidos estructurales y de reserva en
grasas de ballena azul por categorias a lo largo de la temporada 2007.

= Correlacionar el perfil de AG de la ballena azul con los de sus presas en dos
zonas de alimentacion: el Golfo de California donde se alimenta de los eufausidos
Nyctiphanes simplex y Nematoscelis difficilis, y de la costa de California donde se

alimenta de los eufausidos Euphausia pacifica y Thysanoessa spinifera.



6. AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California comprende entre los 31°53' -20°27' latitud norte y los
114°54' - 105°38' longitud oeste. Se encuentra en una zona subtropical de alta
productividad primaria propiciada por las caracteristicas hidrograficas de esta region
(Alvarez-Borrego, 1983). Al Oeste esta limitado por la Peninsula de Baja California y

al Este por los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit y Jalisco.

Desde el punto de vista oceanografico el Golfo de California puede dividirse en

cuatro provincias diferentes:

Golfo superior: comprende desde la desembocadura del Rié Colorado hasta la

Isla Tiburdn. En el verano se encuentran altos valores de temperatura y salinidad
debidos al calentamiento solar y a la evaporacion (De la Lanza-Espino 1991).
Durante el invierno prevalecen condiciones inversas presentandose en esta zona las
temperaturas superficiales minimas para el Golfo de California (Soto-Mardones et al.,
1999).

Canal de Ballenas y Fosas Salsipuedes: Situado entre las Islas Angel de la

Guarda, San Lorenzo y la costa de Baja California zona que presenta corrientes de
marea longitudinales, provocando elevadas temperaturas en el fondo, asi como
corrientes que propician fuertes mezclas a lo largo de la columna de agua (De la

Lanza-Espino 1991).

Golfo Inferior: Se localiza entre la Isla Tiburén y una linea imaginaria entre

Mazatlan y Cabo San Lucas. Su temperatura a 100 m de profundidad de 14° C.

Entrada del Golfo: Limita la costa de México entre Mazatlan y Cabo

Corrientes y dos lineas imaginarias desde Cabo San Lucas. Sus temperaturas son

moderadas debido ala entrada de aguas del Pacifico (De la Lanza-Espino 1991).



Durante invierno predominan vientos del sureste, las surgencias son masy
junto con los giros, propician un incremento en la productividad primaria (Santamaria-
Del Angel et al., 1994).
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Figura 1. Area de estudio Golfo de California



7. MATERIALES Y METODOS

Las muestras que se utilizaron fueron tomadas del banco de tejido de ballena

azul del CICIMAR recolectadas durante la temporada de Enero a Mayo de 2007.

7.1. Trabajo de campo

Se realizaron salidas no sistematicas de entre tres y cinco dias a bordo de la
lancha CICIMAR XV de motor diesel de 9 m de eslora en la zona Loreto-La Paz,
realizando un esfuerzo de busqueda para encontrar ballenas azules. Después de
identificar por fotografia al individuo (Sears et al., 1990) se procedié a la toma de la
biopsia de piel y grasa. Las muestras se obtuvieron por medio de una ballesta y una
flecha con punta modificada de acero inoxidable de 7 mm de diametro y 40 mm de
largo (Gendron, 2002). Las muestras se expulsaron de la punta con ayuda de un
palillo esterilizado para colocarse en papel aluminio estéril dentro de un vial
criogénico de 10 mL. Todas las muestras fueron congeladas inmediatamente en
nitrégeno liquido (-196° C) para después ser almacenadas a -70° C hasta su analisis

en el laboratorio.

Durante las salidas se tomaron datos complementarios en las bitacoras de
avistamiento correspondientes considerando la hora, las coordenadas con un GPS,
asociaciones con otros individuos e informacién referente a fotografias, biopsias y

otras muestras (heces, eufausidos, etc.).

7.2. Trabajo de laboratorio

En el laboratorio se realizé un corte longitudinal de la biopsia de ballena azul
con un bisturi estéril, sobre un cubo de hielo cubierto con papel aluminio para evitar
el descongelamiento de la grasa y que esta sufriera algun tipo de oxidacién.

Posteriormente se peso la submuestra de grasa de aproximadamente 50 mg, la



cual se colocé en un vial Ependorff y se almacend en congelacion a -70° C hasta su

procesamiento.

Extraccion de lipidos totales

El primer proceso al que se sometié la submuestra fue a la extraccién de
lipidos totales utilizando la técnica de Folch et al. (1967) la cual fue la mas eficiente
para la extraccién de lipidos de la grasa de ballena azul (Rueda —Flores, 2007). Se
utilizé una solucion de cloroformo: metanol (2:1), dentro de la cual se trituraron 50
mg de submuestra con un bisturi estéril. Se le agregd 3.15 mL de solucién Folch, y
5uL de BHT (Butil hidroxitolueno) para evitar la oxidacion de los lipidos y se dej6

reposar por 24 h.

Pasadas las 24 h se agregd 0.6 mL de agua destilada, esperando a que la
solucion se separara en dos fases, posteriormente se retiro la fase superior con
ayuda de una pipeta Pasteur, para después agregar 1.5 mL de la solucion llamada
fase superior, y hacer 3 lavados retirando la parte superior. Después de realizar los
lavados se agrego 0.65 mL de metanol obteniendo una solucién de una sola fase.
Finalmente esta solucion fue filtrada utilizando pipetas Pasteur rellenas de fibra de
vidrio y se seco con nitrégeno gaseoso para ser resuspendida en 1 mL de

cloroformo.

Cuantificacion de lipidos totales

Para la cuantificacion de lipidos totales se utilizo la metodologia propuesta por
Marsh y Weinstein (1966) tomando una alicuota de 10 pL del extracto resuspendido
en 1 mL de cloroformo. Se secd con nitrégeno gaseoso y se agregaron 2 mL de
acido sulfurico (H,SO4) concentrado, también se prepard una muestra blanco en la
cual solo se agregaron 2mL de acido sulfurico, para después ser introducidas a la
mufla a una temperatura de 200° C por 15 minutos. Una vez fuera de la mufla se
dejaron enfriar a temperatura ambiente (5 minutos) y luego en agua con hielo

(5minutos). Se agregé 3 mL de agua destilada, después se introdujeron en agua con
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hielo hasta la desaparicion de las burbujas formadas por el agua destilada (10
minutos). Finalmente se realizé la lectura de lipidos totales en un espectrofotdmetro
a 375 nm.

Separacion de lipidos de reserva y estructurales

La parte restante del extracto se utilizé para llevar a cabo una separacion entre
lipidos de reserva y estructurales siguiendo la técnica de goteo constante propuesta
por Palacios et al. (2001) y Christie, (2003). Los 990 pL restantes se secaron con
Nitrégeno gaseoso y fueron resuspendidos en 0.5 mL de cloroformo los cuales se
agregaron en una pipeta Pasteur rellena de fibra de vidrio y silica gel que fue unida a
una bureta en la que se agregaron 10mL de cloroformo para obtener los lipidos de
reserva. Después se agregaron 15mL de metanol para obtener los lipidos

estructurales.

Derivatizacion de acidos grasos

El siguiente proceso, fue la extraccion de AG a los lipidos de reserva y
estructurales mediante una derivatizacion. Las clases lipidicas se sometieron a una
metanalisis en la cual se les agrega 2.5 mL de solucién de cloroformo: metanol (5:95
v/v) y se colocan 2.5 hr. en bafio Maria a 85°C. De esto se obtienen metil-ésteres los
cuales se extraen con 1.5 mL de hexano procedimiento que se realiza 2 veces. Los
metil-ésteres obtenidos se lavaron adicionando 2 mL de agua destilada en donde se
formaron 2 capas, de las cual se extrajo la capa inferior (formada por agua destilada),
utilizando una pipeta Pasteur burbujeando. El lavado se realizé dos veces para
quitar las impurezas que queden de la derivatizacion. Los metil-ésteres se separaron
del hexano con una pipeta Pasteur pasandolo a otro tubo y se secaron con nitrégeno
gaseoso. Posteriormente fueron resuspendidos en hexano para tomar una alicuota
de 250 uL del extracto y finalmente ser inyectados en un cromatografo de gases-

espectrometro de masas (GC-MS).
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Identificacion y cualificacion de 4cidos gasos

Una vez inyectados los AG se obtuvo un cromatograma con un perfil y un
espectro de masas para cada AG, con los que se realizé la identificacion y

cuantificacion de los AG para las muestras de grasa subcutanea de ballena azul.

La identificacion de cada AG presente en la muestra se llevo acabo
comparando el tiempo de retencion (tiempo que tarda en detectarse el pico del AG
después del ser inyectado), los picos presentes se compararon con un estandar de
36 AG. Para corroborar se realizé una identificacion con el programa Varian y con
los espectros de la biblioteca NIST 2002.

Cuantificacién de los &cidos grasos

La cuantificacion de los AG presentes se llevo acabo utilizando el area bajo la
curva, esta area se relaciona con la concentracion de los 36 estandares de AG.
Finalmente los perfiles obtenidos seran correlacionados con los de sus presas en las

dos zonas de alimentacion el Golfo de California y en California.

Analisis de datos

Los datos de las concentraciones [ug/mL] se transformaron en porcentajes, los
cuales a su vez fueron transformados utilizando la funcién arco seno de su raiz

cuadrada con la finalidad de reducir la heterogeneidad en las varianzas (Zar, 1999).

Se realizaron las pruebas de normalidad y de homocedasticidad cuando los
datos no cumplieron los supuestos para realizar pruebas paramétricas se aplico una

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Los datos estadisticos se llevaron acabo con el programa STATISTICA ver 7.0.
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8. RESULTADOS

8.1. Variacion mensual de lipidos totales

Para el caso de los lipidos totales, las pruebas de normalidad mostraron que los
datos son normales (p> 0.20), sin embargo al realizar la prueba de homocedasticidad
se observé que los datos no cumplen este supuesto (p< 0.05), por lo que se aplico
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (H (4, N= 51)=6.77 p = 0.148) misma
que no provee de evidencia para considerar que el porcentaje de lipidos totales varia
en los cuatro meses de muestreo, al considerar a todas las categorias en conjunto Al
considerar a todas las categorias en conjunto (p> 0.05), no obstante, se observa una
clara tendencia a incrementar el porcentaje de lipidos conforme avanza la
temporada , desde el 20% hasta casi el 50% del peso total de la grasa subcutanea
(Fig.2), lo que sugiere cierto grado de acumulacién de reservas y es consistente con

un area de alimentacion.
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Figura 2. Porcentaje promedio de lipidos totales en grasa subcutdnea de ballenas azules
con respecto a los meses de muestreo en el suroeste del Golfo de California. Lineas

verticales, = intervalos de confianza al 95 %.
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8.2. Variacion mensual de lipidos totales por categorias.

Para eliminar la variacion debida a las diferencias fisiolégicas entre hembras y
machos, se comparo el porcentaje de lipidos totales por sexos. Mientras que no se
encontré diferencia significativa (p>0.05) para las hembras se mantuvieron alrededor
del 20%, para los machos se observa una tendencia significativa de febrero a mayo
de aumentar su porcentaje de lipidos totales entre meses y una diferencia
significativa entre febrero y mayo (Fig. 3), lo que sugiere que las diferencias

fisioldgicas entre sexos pueden enmascarar parte de la variacion temporal.
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Figura 3. Variacion mensual en el porcentaje de lipidos totales en grasa subcutdnea de

hembras y de machos de ballena azul.

8.3. Variacion mensual de los lipidos de reserva

Los resultados muestran que la grasa subcutanea de ballena azul estda compuesta
principalmente por lipidos de reserva (entre el 10 y el 50 % del peso total), mientras
que los lipidos estructurales contribuyen con menos del 2.5 % del peso total. Resulta
l6gico observar que los lipidos de reserva tuvieron un comportamiento semejante al
observado para lipidos totales, ya que para las hembras no se encontraron

diferencias significativas entre meses para los lipidos de reserva, mientras que en los

14



machos la diferencia fue consistente con un incremento de reservas de febrero a

mayo final de la temporada (p=0.01941).
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Figura 4. Porcentaje de lipidos de reserva en grasa subcutanea de hembras y machos de

ballena azul entre meses.

8.4. Acidos grasos de lipidos de reserva

Ademas de las diferencias cuantitativas, las diferencias cualitativas en los lipidos de
reserva pueden ayudar a explicar que compuestos en particular son responsables del
incremento de las reservas de la grasa subcutanea y nos permiten conocer si existen
correlaciones entre los componentes presentes en el depredador y aquellos tipicos
de la presa. Los AG saturados (SFA) y monoinsaturados (MFA) se encontraron en
mayores proporciones que los ramificados y los poliinsaturados en los cuatro meses
analizados. Utilizando los 42 AG de reserva (Ver anexos) detectados se realizé un
analisis de funciones discriminantes (FDC) sin distincion entre grupo (machos,
hembras, hembras lactantes y crias). Dicho anadlisis no mostré6 una diferencia
significativa entre los meses de muestreo (Lambda de Wilk's:0.00146 F (126,15=.98976
p<.54969) (Fig. 5), sin embargo podemos observar una clara tendencia a la
agrupacion de las muestras entre meses de analisis asi como un 100% de confianza

en la matriz de clasificacién (Tabla 2).
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Figura 5. Analisis de funciones discriminantes (FDC) en lipidos de reserva entre meses de

muestreo de ballena azul.

Febrero

Febrero 0.719944  0.574172  0.447556
Marzo 0.719944 0.614176  0.625474

Abril 0.574172 0.614176 0.574628
Mayo 0.447556  0.625474  0.574628

Tabla 1. Distancia entre los grupos con valores de probabilidad

Porcentaje  Febrero Marzo Abril Mayo
Correcto  p=0.22000 p=0.30000 p=0.30000 p=0.18000

Febrero

Marzo
Abril
Mayo

Tabla 2. Porcentaje de clasificacion por meses en lipidos de reserva.
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Se ha demostrado que existen diferencias en el perfil de AG de las
diferentes categorias (Rueda-Flores, 2007), por lo que es probable que las
diferencias entre grupos enmascaren las diferencias temporales. Sin embargo, no es
posible hacer un analisis de funciones discriminantes para cada grupo empleando 42
variables (AG) ya que ello reduce notablemente el niumero de muestras por mes. Por
ello se optd por el andlisis de varianza para comparar la variacion mensual de cada

categoria por separado.

En el caso de las hembras lactantes debido al bajo numero de muestras,
se agruparon los meses de abril y mayo en un solo mes. Para la categoria de las

crias no se realizé el analisis de varianza ya que el numero de muestra fue muy bajo

2).

8.4.1.- Acidos grasos de lipidos de reserva en machos de ballena azul.

Los perfiles de AG de los machos presentaron diferencias temporales
significativas (p<0.05) en 18 AG, de los cuales 8 mostraron un aumento consistente
entre el inicio y el final de la temporada: 24:0, 17:1(n-7), 20:1(n-7), 22:1(n-7), iso-
17:0, 20:3(n-3), 22:4(n-3) 22:5(n-6), asi como el total de los (n-3). Por otra parte, el
16:1(n-7) tipico de diatomeas y el 20:1(n-9) disminuyeron de febrero a mayo (Fig. 7).
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ballena azul.

Acido Graso Febrero Marzo Abril Mayo
14:0 35+ 13| 39+ 14| 47 + 12| 45 + 1.7
15:0 05+ 01, 06+ 02| 05+ 01| 05+ 0.2
16:0 172 + 56| 162 + 54| 180 + 45| 198 £+ 6.6
17:0 1.1+ 04| 08 04| 07+ 03] 06+t 03
18:0 53+ 24| 37+ 21| 37 16| 18 + 1.6
19:0 07 + 04 03+ 02| 04+ 02 16 + 0.7
20:0 04 + 02| 03+ 01| 02+ 01| 01+ 01
23:0 02+ 02| 01+ 01| 03+ 01| 02+ 0.2
24:0 1.7 + 04| 18 + 04| 18 £ 03| 30z 06
S SFA 320 + 88| 280 + 85| 318 + 7.0| 325 + 99
a-iso 14:0 02+ 01 03+ 01| 02+ 01| 02+ 01
iso 15:0 04+ 03/ 01+ 01, 01+ 01| 01 £ 01
iso 16:0 04 + 01| 04+ 01| 03+ 01| 03 + 01
a-iso 16:0 02+ 01 02+ 01| 02+ 01| 02t 01
Fitanico 05+ 02| 03+ 02| 02+ 01| 06 = 03
iso 17:0 03+ 02| 02+ 02 02+ 02| 17 £ 0.6
¥ BFA 21+ 07| 15+ 06| 13 +£+ 05| 31+ 10
14:1(n-5) 06 £+ 03| 07+ 03| 07+ 03] 05+ 03
16:1(n-9) 03+ 01| 04+ 01| 02+ 01| 02 £ 01
16:1(n-7) 159 + 54| 131 + 50| 151 + 42| 44 + 34
16:1(n-5) 02+ 01f 02+ 01| 02+ 01| 02t 01
17:1(n-7) 07 + 02| 10+ 03| 08+ 02| 33+ 0.6
18:1(n-9) 250 + 6.4] 325+ 69| 256 £ 51| 229 + 6.9
18:1(n-7) 48 + 11| 57 + 12| 65+ 10| 50+ 1.3
18:1(n-5) 03+ 01f 03+ 01| 03+ 01| 03 £ 0.2
20:1(n-9) 11+ 04 13+ 04| 12 + 03| 04 £ 03
20:1(n-7) 03+ 02| 03 02( 03+ 02| 13 £ 0.6
22:1(n-9) 053 + 0.27| 0.19 + 0.17| 0.51 + 0.21| 0.04 + 0.09
22:1(n-7) 03+ 04| 02 03| 01+ 02| 21+ 10
> MFA 516 + 8.0| 564 £+ 79| 502 + 63| 427 + 8.8
16:2 (n-4) 04 + 02| 03+ 02| 04+ 01| 04 £ 0.2
18:2(n-6) 1.7 + 03| 18+ 03| 14 t+ 02| 18 £ 03
20:2(n-6) 09+ 07| 11+ 08| 23 09| 27+ 14
22:2(n-6) 07+ 06| 08+ 06| 17+ 07| 20+ 11
¥ PUFA 39+ 14| 41 + 14| 61 = 14 69 + 20
n 5 5 8 4

Tabla 3. Perfil de acidos grasos en lipidos de reserva de grasa subcutanea de machos de
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Tabla 3. Continuacion

1

mes.

? Los promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey

(p< 0.05).

Acido Graso Febrero Marzo Abril Mayo
16:3(n-4) 02+ 01| 01 £ 01 01 £+ 0.1 0.1 + 0.1
18:3(n-4) 03+ 03| 03+ 03 03 £ 0.2 1.0 £+ 0.5
18:3(n-3) 07+ 03| 10+ 04 09 £+ 03 04 + 03
20:3(n-6) 03+ 02| 02+ 01 03 £ 0.2 02 = 0.2
20:4(n-6) 10 £+ 05| 11 £ 0.6 09 £+ 04 0.8 + 0.5
20:3(n-3) 03+ 02| 02+ 0.2 04 £ 0.2 1.2 + 0.5
20:5(n-3) 10+ 06| 08 £ 05 16 =+ 0.6 1.8 + 0.9
21:5(n-3) 03+ 02 01+ 01 0.1 £+ 0.1 01+ 0.1
22:5(n-6) 02 £+ 02 01 £ 0.2 0.1 £ 0.2 1.7 £+ 0.8
22:4(n-3) 03+ 03| 02+ 03 05 £ 03 14 + 0.7
22:6(n-3) 42 + 19| 52 t 22 42 £+ 15 43 + 2.2
T HUFA 91 + 34| 95+ 35| 101 + 28| 139 = 46
Z (n-3) 70 £+ 28| 76 £ 29 81 + 24 95 = 3.6
% (n-6) 50 + 17| 52 + 1.7 72 £ 16 9.6 + 2.6
(n-3)/Z(n-

6) 15+ 06| 15+ 0.6 12 + 04 1.0 £ 0.5
EPA/DHA 02 £+ 02 02t 01 04 £ 0.2 05 + 0.3
n 5 5 8 4

La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

19



5 17:1 (n-7) 5 iso17:0

4 i
2] e
2 2
1 1
1] T ¥ 1 1] ¥ T
& - -
20:1{n-7) 20-3({n-3)
4 44
R’ ®
Ei FE
e M 11 (3] ’4
o by x ;' - - . (] = . .
LR % 5
22:11(n-7) 22:5 {n-6)

4 4 41

aE 39 EQ 34
E 24
14 14

)

[} x 1 - . " D
* 224 (n-3) 1 24:0
4 o 4 4

Febreno Marzo Al Mavo Fabrero Marzo Abril Hayo

Figura 6. Acidos grasos de lipidos de reserva que mostraron un claro incremento entre el

inicio y el final de la temporada en machos de ballena azul.
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Figura 7. Acidos grasos de lipidos de reserva que mostraron un claro decremento entre el

inicio y el final de la temporada en machos de ballena azul.

8.4.2. Acidos grasos de lipidos de reserva en hembras de ballena azul

En las hembras el perfil de AG presento diferencias temporales significativas
(p<0.05) en 15 AG y en la sumatoria de los ramificados (X BFA), sin embargo solo el
20:5 (n-3) (Fig. 8) se incrementd de febrero a mayo. Dicho acido graso es esencial,
caracteristico de diatomeas y abundante en N. simplex durante el mes de mayo (Del
Angel et al., 2008), al igual que en E. pacifica y T. spinifera (Ju, et al., 2009). El AG

18:3 (n-3) mostré una clara reduccion.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos en lipidos de reserva de grasa subcutanea de hembras de

ballena azul.

Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo
14:0 37 £+ 27 21 + 13 42 + 2.0 44 + 25
15:0 08 £+ 03 02 £+ 0.1 06 + 0.2 05 + 0.2
16:0 248 + 115| 141 + 61| 185 = 74| 121 + 7.6
17:0 1.0 £+ 05 04 £ 0.2 06 £+ 0.3 05 £ 03
18:0 26 £+ 20 22 + 1.2 27 £ 15 29 £+ 19
19:0 03 £+ 04 22 + 0.8 04 £+ 04 02 £+ 03
20:0 03 £+ 0.2 0.2 £+ 0.1 02 =+ 0.1 03 = 0.2
23:0 08 £+ 0.6 0.1 £+ 0.1 05 + 03 0.1 £ 0.2
24:0 10 + 24 49 + 34 28 + 238 19 £+ 29
T SFA 370 + 11.8| 283 + 7.2| 314 + 80| 258 + 9.3
n 3 7 6 4
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Tabla 4. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo
a-iso 14:0 09 £+ 0.7 02+ 02| 04+ 04| 02+ 03
iso 15:0 02 + 0.2 02 £+ 02| 07 + 04| 01 = 0.2
iso 16:0 05 £ 0.2 02+ 01| 04+ 02| 03 + 01
a-iso 16:0 02 + 0.1 02+ 01| 02+ 01| 02+ 01
Fitanico 05 + 04 02 + 02| 03+ 02| 08+ 04
iso 17:0 04 £ 15 90 £+ 43| 05+ 12| 02 + 1.0
Y BFA 28 + 37| 104 £+ 45| 27 £+ 26| 19 + 26
14:1(n-5) 05+ 03 02+ 01f 02+ 01f 05+ 03
16:1(n-9) 04 + 1.4 02+ 07| 03+ 08| 23 + 238
16:1(n-7) 100 =+ 74 68 + 41| 108 £+ 55| 66 £ 53
16:1(n-5) 05+ 15 02+ 07| 07+ 14| 24 + 3.0
17:1(n-7) 1.5 + 09 05+ 03] 06 04 04+ 04
18:1(n-9) 226 + 104| 311 + 76| 220 £+ 74| 275 + 97
18:1(n-7) 37 + 31 47 + 23| 49 + 25| 54+ 32
18:1(n-5) 02 + 0.1 02+ 01| 02+ 01| 03+ 01
20:1(n-9) 07 + 0.8 21+ 09, 08+ 06| 07 £ 0.7
20:1(n-7) 07 £+ 1.4 22 + 17| 3.7+ 23| 05+ 11
22:1(n-9) 03 + 04 07 £+ 04 05+ 04| 01 = 0.2
22:1(n-7) 04 + 04 01+ 01| 07 + 04| 00 = 01
¥ MFA 439 + 149| 510 £+ 99| 476 + 10.7| 545 = 13.0
16:2(n-4) 06 + 0.3 02+ 01| 04+ 02| 04 0.2
18:2(n-6) 30+ 14 06 £+ 04| 06 + 04| 20+ 1.0
20:2(n-6) 05+ 1.0 13 £+ 10| 32+ 17| 11 + 1.2
22:2(n-6) 11+ 10 02+ 03] 05+ 05| 08+ 038
Y PUFA 54 + 3.2 23 + 14| 50+ 22| 45+ 26
n 3 7 6 4
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Tabla 4. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo
16:3 (n-4) 02+ 02| 01+ 01 02 £+ 0.1 02 + 0.1
18:3(n-4) 04 £ 05 1.2 £+ 05 03 £+ 0.3 0.2 £+ 03
18:3(n-3) 14 + 07| 04 £ 0.2 08 £+ 04 03 + 03
20:3(n-6) 02+ 01| 01 £ 0.0 0.1 £+ 0.1 0.1 + 0.1
20:4(n-6) 13 + 08| 03 £+ 0.2 06 £+ 04 06 + 0.5
20:3(n-3) 10+ 07| 02+ 0.2 03 £ 03 0.1 + 0.2
20:5(n-3) 03+ 03| 03+ 02 0.7 £+ 04 1.6 + 0.7
21:5(n-3) 02+ 05| 01+ 0.2 0.1 £+ 0.2 1.0 £+ 0.9
22:5(n-6) 00+ 00| 01+ 0.0 0.1 £+ 0.0 0.1 £+ 0.0
22:4(n-3) 02+ 02 04 £ 0.2 03 £ 0.2 07 £+ 04
22:6(n-3) 24 + 37| 31+ 27 73 £ 45 6.0 £ 5.0
T HUFA 85+ 56| 65+ 32| 114 + 45| 124 + 5.7
% (n-3) 6.1 + 48| 46 + 28 99 + 43| 11.1 + 55
¥ (n-6) 68 + 33| 26 + 14 54 + 21 49 + 25
(n-3)/(n-6) 10+ 08| 19 + 0.7 1.8 + 0.7 22 + 10
EPA/DHA 01+ 02| 01+ 01 0.1 £+ 0.2 03 =+ 0.3
n 3 7 6 4

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes.

2 Los promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<
0.05).
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Bm 065 muestras tomadas en Febrero y Marzo del 2007.

Figura 8. Acido graso 20:5 (n-3) de lipidos de reserva que mostré un claro incremento entre

el inicio y el final de la temporada en hembras de ballena azul.
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Figura 9. Acido graso 18:3 (n-3) de lipidos de reserva que mostré un claro decremento entre

el inicio y el final de la temporada en hembras de ballena azul.

8.4.3. Acidos grasos de reserva en hembras lactantes de ballena azul.

En las hembras lactantes solo tres acidos grasos el 23:0,20:4 (n-6), 22:1

(n-7) mostraron diferencia significativa (p<0.05), sin embargo ninguno parece ser

buen indicador del alimento.

Tabla 5. Perfil de acidos grasos en lipidos de reserva de grasa subcutanea de hembras

lactantes de ballena azul.

Acido graso Febrero Marzo Abril y Mayo
14:0 1.8 + 3.2 18 £ 3.2 18 ¢ 3.2
15:0 0.2 + 0.4 04 % 0.6 05 ¢+ 0.7
16:0 13.6 + 7.5 13.8 ¢ 7.6 18.8 + 8.6
17:0 1.8 + 2.6 04 % 1.3 09 ¢ 1.8
18:0 74 £ 10.2 49 ¢ 8.4 37 + 7.3
19:0 04 t 0.7 0.7 £ 1.0 0.2 t 0.5
20:0 05 £ 0.6 0.7 ¢ 0.7 0.1 £ 0.3
23:0 11 + 0.9 29 + 1.4 0.1 £ 0.3
24:0 1.8 + 2.7 05 ¢ 1.5 22 + 2.9
¥ SFA 303 8.0 26.7 + 7.7 283 7.9
n 2 2 2
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Tabla 5. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril y Mayo
a-iso 14:0 0.5 % 0.8 0.2 % 0.5 0.2 0.5
iso 15:0 03 = 0.4 0.1 + 0.2 0.1 + 0.2
iso 16:0 1.0 £ 1.8 0.5 % 1.3 0.2 % 0.8
a-iso 16:0 04 = 0.6 03 + 0.5 0.2 + 0.4
Fitanico 13 ¢ 2.7 1.8 + 3.1 04 % 1.5
iso 17:0 03 = 0.6 0.2 + 0.5 03 + 0.6
2 BFA 3.8 ¢t 6.0 33 + 5.6 13 + 3.6
14:1(n-5) 17 + 26| 05+ 14| 06t 16
16:1(n-9) 11 + 1.8 03 + 1.0 03 + 1.0
16:1(n-7) 90 + 69| 122 + 79| 106 + 7.4
16:1(n-5) 0.5 = 0.7 0.2 + 0.5 0.2 + 0.4
17:1(n-7) 20+ 27| 07t 16| 1.0+ 19
18:1(n-9) 260 £+ 21.0| 335 £+ 226| 400 + 234
18:1(n-7) 58 + 17| 55+ 17| 60+ 18
18:1(n-5) 0.5 = 0.6 03 + 0.4 0.2 + 0.4
20:1(n-9) 16 + 08| 12+ 07| 1.8+ 08
20:1(n-7) 0.7 15 0.7 + 15 0.2 + 0.9
22:1(n-9) 04 + 10| 06 + 13| 01+ 05
22:1(n-7) 005 + 00| 013 £ 0.05| 0.07 + 0.04
>~ MFA 515 + 189| 56.2 + 18.8| 61.1 + 18.5
16:2 (n-4) 02 + 07| 1.0+ 14| 02+ 07
18:2(n-6) 33 3.9 1.3 + 2.4 14 + 2.6
20:2(n-6) 07 + 10| 06 + 09| 04 £ 07
22:2(n-6) 0.6 + 1.0 03 + 0.8 03 + 0.7
> PUFA 50 £ 3.9 34 3.2 24 2.7
n 2 2 2
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Tabla 5. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril y Mayo
16:3 (n-4) 0.2 £ 1.0 09 £+ 20| 01 £ 0.8
18:3(n-4) 0.7 £ 1.0 06 £+ 09| 03 ¢ 0.7
18:3(n-3) 16 + 2.5 05 + 14| 05 = 1.5
20:3(n-6) 13 t 3.0 03 + 14| 01 # 0.9
20:4(n-6) 05 £ 0.2 15 + 03| 0.7 £+ 0.2
20:3(n-3) 0.1 + 0.3 03 + 03| 01 ¢ 0.2
20:5(n-3) 05 + 0.8 14 + 15| 0.7 + 1.0
21:5(n-3) 0.1 + 0.3 0.8 + 10| 0.1 # 0.3
22:5(n-6) 00 £+ 0.1 02 + 03| 01+ 0.2
22:4(n-3) 0.1 + 0.2 0.2 £+ 03| 03 ¢ 0.4
22:6(n-3) 25 + 31 29 + 33| 3.7 £+ 3.7
X HUFA 84 47| 101 + 51| 6.8 + 4.2
2 (n-3) 52 1.8 64 + 19| 54 = 1.8
X (n-6) 68 £+ 7.0 42 + 56| 3.1 + 49
(n-3)/(n-6) 09 + 08| 15+ 11| 17 + 12
EPA/DHA 02 £+ 0.5 06 £+ 10| 02 =+ 05
n 2 2 2

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes.

ZLos promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).
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8.5. Lipidos estructurales

Los lipidos estructurales no mostraron diferencia cuantitativas significativas
(p<0.05). Dado que los lipidos estructurales contribuyen con menos del 2.5 % del
peso total, resulta l6gico observar que tampoco existen diferencias notables entre
sexos, aunque la dispersion de los datos fue notablemente mayor en las hembras
que en los machos, lo que sugiere que las diferencias fisiolégicas entre las hembras

son mas fuertes que en los machos (Figura 9).
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Figura 10. Porcentaje de lipidos estructurales para hembras y machos de ballena azul entre

meses.

8.5.1. Variacion mensual de acidos grasos de lipidos estructurales

A pesar de que no se observaron diferencias cuantitativas, es posible que
existan diferencias cualitativas en el perfil de los AG que constituyen las membranas
celulares de los adipositos (células propias del tejido adiposo). Si las reservas totales
de energia aumentan, los adipositos deben crecer y la membrana de estos debe
aumentar de tamafo, por lo que requiere de AG que puedan contribuir a su
formacion. En ese sentido se observé que al igual que en las grasas de reserva, los
AG de la grasa estructural estuvieron dominados por AG saturados (SFA) vy

monoinsaturados (MFA) en las cuatro categorias (machos, hembras, hembras
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lactantes y crias) en los meses de muestreo, pero a diferencia de los AG de reserva,

solo se detectaron 33 AG en la grasa estructural.

De estos, los AG 21:0, 22:0, 15:1 (n-5), 16:1 (n-11), 18:1 (n-11), 20:1 (n-11) y
22:1 (n-11) solo estan presentes en la fraccion estructural. Utilizando los 33 AG
detectados se realiz6 un andlisis de funciones discriminantes (AFD) de lipidos
estructurales considerando todos los grupos en conjunto, mismo que mostré una
diferencia significativa entre meses de muestreo (Lambda de Wilk’s : 0.00100 F
(105,36)= 3.1701 p<.0.0001 ), formando claramente dos grupos Febrero-Marzo y Abril-
Mayo (Tabla 5) con una distancia de Mahalanobis de 142.56 entre grupos (Fig.10) el

porcentaje de clasificacion fue del 100% para todos los meses (Tabla 6).

E:& 0 O Felero
0 O Marzo
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-0 £ i g 10
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Figura 11. Analisis funciones discriminantes en lipidos estructurales entre meses de

muestreo de ballena azul.
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Tabla 6. Distancia entre los grupos con valores de probabilidad.

Febrero Marzo

Febrero 0.138876  0.000175  0.002752
Marzo 0.138876 0.000237  0.012030

Abril 0.000175  0.000237 0.116969
Mayo 0.002752 0.012030  0.116969

Tabla 7. Porcentaje de clasificacion por meses en lipidos estructurales.

Porcentaje  Febrero Marzo Abril Mayo
Correcto  p=0.22000 p=0.30000 p=0.30000 p=0.18000

Febrero

Marzo
Abril
Mayo

Tomando en cuenta que el AFD separa claramente en 2 grupos bien definidos
(Febrero-Marzo y Abril-Mayo) se opto por un analisis de varianza entre las muestras
del inicio (Febrero y Marzo) y el final (Abril y Mayo) de la temporada, para definir que

AG contribuyen a la diferencia entre ambos grupos (Tabla 7)
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Tabla 8. Perfil de acidos grasos en lipidos estructurales entre meses de grasa subcutanea.

Acido graso | Febrero-Marzo | Abril-Mayo
14:0 154 + 26(21.3 + 3.1
15:0 13 + 03| 1.3 + 0.3
16:0 24.9 + 1.8(21.0 + 17
17:0 15 + 05| 1.7 + 06
18:0 3.7 t 10| 34 £ 1.0
19:0 0.9 = 02| 08 + 0.2
20:0 06 + 02| 04 + 0.1
21:0 0.7 = 02| 08 + 0.3
22:0 07 + 02| 05 + 02
23:0 0.5 = 01| 05 + 0.1
24:0 24 + 08| 21 + 08
a-iso 14:0 0.7 * 02| 1.0 + 0.3
iso 16:0 11 + 03| 09 + 03
16:0 T™M 0.7 = 03| 07 + 0.3
iso 17:0 0.7 * 02| 15 + 04
14:1(n-5) 0.8 + 02| 06 + 0.2
15:1(n-5) 0.8 + 02| 08 + 0.2
16:1(n-11) 0.7 + 03| 1.0 + 04
16:1(n-9) 2.3 # 04| 1.8 + 04
16:1(n-7) 21 + 06| 15 + 05
16:1(n-5) 13 + 04| 14 + 04
17:1(n-7) 15 + 04| 09 =+ 0.3
18:1(n-11) 10.7 + 41112 + 43
18:1(n-9) 16 % 05| 19 + 06
18:1(n-7) 06 # 01| 0.7 + 0.1
20:1(n-11) 11 % 04| 10 + 04
20:1(n-9) 14 + 06| 07 + 05
22:1(n-11) 05 # 02| 07 + 0.2
22:1(n-3) 05 + 01| 06 + 0.1
18:4(n-3) 1.0 % 03| 12 + 04
20:5(n-3) 09 * 03| 08 + 0.3
22:5(n-3) 2.8 + 10| 21 + 09
22:6(n-3) 32 + 09| 47 + 11
n 26 24

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes.

2 Los promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).
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El andlisis de varianza mostrd diferencia significativa (p<0.05) en 6 AG
estructurales que pueden ser considerados biomarcadores entre los dos grupos
como el 14:0, abundante en diatomeas, 16:0, 16:1 (n-9), 17:1 (n-7), iso 17:0, tipico de
degradacion bacteriana, y el 22:6(n-3) tipico de dinoflagelados (Fig. 11). Lo anterior
sugiere que, contrariamente a lo esperado, los lipidos estructurales también pueden

verse modificados en cierta medida por el alimento.
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Figura 12. Acidos grasos de lipidos estructurales que mostraron diferencia entre grupos.
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9. DISCUSION

9.1. Movimiento de ballena azul y monitoreo de grasa

El estudio de los patrones migratorios de varias especies (Best et al., 1993;
Arizaga y Alonso, 2005; Acevedo et al., 2006), incluida la ballena azul, han permitido
establecer un vinculo geogréafico entre areas de crianza y alimentacion (Gallardo-
Unzueta, 2004; Aguayo-Lobo et al., 2008), mediante el uso de el uso de técnicas
como el seguimiento mediante transmisores via satélite (Mate et al.,1999) imagenes
de satélite (Garcia-Morales, 2008), o mediante técnicas moleculares y analisis
bioquimicos (Duarte-Duarte, 1998; Gendron et al., 2001; Enriquez-Paredes 2005;
Flores-Lozano, 2006 Rueda-Flores, 2007; Busquets-Vass, 2008).

Lo anterior ha permitido tener una imagen mas clara del proceso anual de
migracion de las ballenas azules en las aguas del Pacifico Nororiental,
particularmente entre las aguas de California y el Golfo de California (Calambokidis
et al., 1990). En verano dicho stock se alimenta de los eufausidos Thysanoessa
spinifera y Euphausia pacifica, en la costa de California (Fiedler et al., 1998),
mientras que en invierno estas ballenas migran hacia el Golfo de California para
criarse y alimentarse del eufausido Nyctiphanes simplex (Gendron, 2002), por lo que
entre los meses de febrero a mayo es posible observar machos, hembras, hembras
lactantes y crias de ballena azul en el Golfo de California. En esta temporada
también ocurre la mayor biomasa del eufausido Nyctiphanes simplex en el Golfo de
California (Brinton y Townsend, 1980; Gendron, 1992), especie que es considerada
como la principal fuente de alimento de las ballenas azules en el Golfo de California
(Del Angel-Rodriguez, 1997; Gendron, 2002; Mejia-Acosta, 2003).

Es precisamente el conocimiento de este movimiento migratorio, aunado al
conocimiento de las distintas fuentes de alimento en ambas regiones y a que la
composicién bioquimica de las tres especies presa ha sido estudiada a detalle, lo

que ofrecié una oportunidad unica de monitorear los cambios temporales en los
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habitos alimentarios de la ballena azul, a través de la grasa subcutanea obtenida de

biopsias tomadas en diferentes meses

9.2. Grasa

En los mamiferos, la grasa junto con los adipocitos (células que contienen una
vacuola lipidica), forman el elemento constitutivo del tejido graso (Randall et al.,
2002). Este tejido se encarga de almacenar el alimento consumido en forma de
energia, el cual posteriormente es utilizado en diferentes funciones metabdlicas del
individuos (Costa et al., 2002). En los mamiferos marinos, la grasa, también sirve
como un almacén de energia y aislante térmico contribuye a la flotabilidad y a la

forma hidrodinamica del cuerpo (lverson., 2002).

El analisis de los perfiles de AG en mamiferos marinos permite conocer su
condicion corporal (Krahn et al., 2004), estado nutricional, etapas de su historia de
vida (lverson, 2002; Kranhn et al., 2004) y habitos alimenticos (lverson, 2002). En el
presente estudio, el analisis de la grasa subcutanea de ballenas azules biopsiadas
en el Golfo de California durante los meses de enero a mayo del 2007, permitid
observar la variacion temporal tanto en el contenido de lipidos como en el perfil de
los AG, lo que indica un cambio en la alimentacion durante el tiempo de muestreo. Es
discutible si existe una nula o minima alteracion de los AG de la presa al depredador,
ya que algunos AG presentes en la grasa subcutanea no fueron reportados para
ninguna de las tres probables presas. Asimismo, la dieta de la presa puede tener un
efecto en las reservas del depredador. A pesar de ello fue posible identificar algunos
AG que cabrian en la categoria de biomarcadores tal como son definidos por lverson
et al. (1997) y Budge et al. (2006).

Tanto Hooker et al. (2001) como Olsen y Grahl-Nielsen (2003) mencionan que
para determinar la influencia de los AG de la dieta en el depredador se debe usar la
capa interna de la grasa, ya que al ser mas activa metabdlicamente que la capa
externa, esta podria reflejar los perfiles de AG de la presa de una manera mas

certera. Nuestros resultados, sin embargo, confirman que a pesar de que se
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considera un tejido poco modificable, la grasa subcutanea es un buen material de
muestreo para evidenciar cambios en la alimentacion, asi como diferencias

fisiolégicas (Rueda-Flores, 2007).

La mayor parte de los analisis de AG se han realizado empleando los perfiles
de AG totales (Olsen y Grahl-Nielsen, 2003; Krahn et al., 2004; Samuel et al., 2004),
sin embargo, la separacion de los lipidos estructurales y de reserva en grasa de
ballena azul permitié eliminar la variacion causada por diferencias fisioldgicas entre
grupos Yy, precisar, en cierto modo las diferencias atribuidas a la variacion en el
alimento (Rueda-Flores, 2007).

En este sentido, las diferencias estadisticas no significativas encontradas
durante los meses de muestreo en la concentracion de lipidos totales y de los AG de
reserva, seguramente se deben a que la variaciéon temporal se ve enmascarada por
la amplia variacion fisioldgica que presentan las categorias muestreadas. Sin
embargo, la tendencia a incrementar la concentracion de lipidos totales desde el
inicio hasta el final de la temporada, la variacion temporal en los AG de reserva de
los machos y las diferencias estadisticas significativas encontradas entre meses para
los AG estructurales, muestran que la grasa subcutanea de las ballenas azules
puede ser empleada para monitorear cambios temporales congruentes con su ruta
migratoria. Ademas, demuestra que el uso de esta técnica para monitorear cambios
en el alimento brinda resultados equiparables a los encontrados por Busquets-Vass

(2008) analizando piel mediante isotopos estables.

Por otra parte, la variacién temporal de los lipidos totales en machos, asi como
en su perfil de AG, evidencian las diferencias en los requerimientos nutricionales y
energéticos entre grupos, ya que el ciclo reproductivo en las hembras conlleva un
mayor uso de energia, que implicaria movilizar los lipidos del alimento no solo hacia
su propio tejido graso, sino también hacia la progenie, o hacia la leche (Ackman et
al., 1975b, Aguilar y Borrell, 1990; Costa, 1999; Iverson, 2002). Esto explica la

dificultad de observar los cambios temporales en esta categoria. Por otro lado, se ha
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observado que el contenido lipidico en los machos de ballena de aleta no varia con el
estado de madurez, sino que forman grupos homogéneos sin importar su estado de
madurez (Aguilar y Borrell 1990). Nuestros resultados sugieren que los machos de
ballena azul tampoco son afectados por la madurez, ya que la dispersién de los
datos fue menor para cada mes y permiti6 observar tendencias temporales mas

claras.

9.3. Acidos Grasos de lipidos de Reserva

Tal como encontr6 Rueda Flores (2007), las diferencias entre categorias de
ballena azul fueron marcadas, y es probable que las diferencias que pudieran ocurrir
entre los meses se vea afectadas por la categoria. Nuestros resultados muestran
que efectivamente, algunos AG que se modifican en los machos, no se modifican en

las hembras.

En las hembras sélo encontramos que el acido graso esencial 20:5 (n-3)
aumentd de febrero a mayo. Este acido graso se incrementa en el eufausido
Nyctiphanes simplex durante el mes de mayo (Del Angel et. al., 2008). Aunque las
especies de eufausidos de California E. pacifica y T. spinifera también presentan el
acido graso 20:5 (n-3) (Ju et al., 2009) su aumento durante los meses de muestreo
en el Golfo de California nos lleva a pensar que este acido graso puede ser utilizado
por las hembras para fines reproductivos durante la migracion y que al llegar al Golfo
de California, conforme se alimentan, las concentraciones bajas son revertidas y
comienzan a incrementar. En ballenas de aleta este se ha reportado que éste acido
graso se incrementa tanto en ballenas del Mediterraneo (Ruchonnet et al. 2006)
como en las del Atlantico Norte (Ackman et al. 1966). Yunoki et al. (2008), y en
ballenas minke de la Antartida las proporciones de los AG HUFA (20:5, 22:5 y 22:6)
fueron mayores en los lipidos de la piel, lo que sugiere que es un acido graso que se

moviliza facilmente hacia la porcion mas externa de la grasa.
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En los machos, diez AG de reserva mostraron variaciones claras entre el inicio
y el final de la temporada. Fueron ocho AG los que se incrementaron, de los cuales
el 24:0 no se encuentra reportado para los eufausidos de California (Ju et al., 2009)
mientras que en Nyctiphanes simplex esta presente durante febrero y mayo con
concentraciones aprox. del 0.3% (Del Angel et al., 2008). El iso 17:0, también esta
presente en Nyctiphanes simplex, y al ser un acido graso ramificado se considera de
origen microbiano (Stevens et al., 2004). La suma de este acido graso junto con los
demas AG ramificados es mas abundante en Nyctiphanes simplex que en las
especies de eufausidos de California, lo que confirma que tiene habitos omnivoro-
detritivoros (Del Angel et al., 2008). Por lo anterior, en el caso de los machos de
ballena azul estos dos AG pueden ser considerados claramente como buenos

biomarcadores del alimento consumido.

A pesar de esto, el incremento de otros AG no es facilmente explicable. Por
ejemplo, el 20:1 (n-7), 22:4 (n-3) y el 22:5 (n-6) no se encuentran en Nyctiphanes
simplex pero si estan presentes en T. spinifera y E. pacifica. Ju et al (2009)
mencionan que de acuerdo con los perfiles de AG, T. spinifera y E. pacifica son
eufausidos que tiene una dieta muy similar entre si, por lo que es probable que los
tres AG mencionados provengan de estos eufausidos o bien, que el aumento de ellos
en los machos biopsiados en el Golfo de California sea ocasionado por los

requerimientos fisiologicos de ésta categoria.

Por otro lado, algunos otros AG como el 17:1 (n-7), el 22:1 (n-7) y el 20:3 (n-3)
no parecen provenir de alguna de las fuentes de alimento de las ballenas azules, ya
que no fueron reportados en ninguno de los estudios de las presas. Una posibilidad
es que los dos primeros sean elaborados por las mismas ballenas sufriendo alguna
elongacion (para el 22:1 (n-7)) u oxidacion (para el 17:1 (n-7)) de precursores como
el 20:1 (n-7), o bien, para el caso del el 20:3(n-3), de la hidratacion y oxidacién de
otros precursores como el22:4 (n-3). Christie (1989) menciona que los AG tienen una
conexion entre si ya que unos son precursores de otros, lo cual podria explicar la

presencia de algunos de estos AG.
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Para el caso del 20:1 (n-7) y 20:1 (n-9), existe una clara posibilidad de que el
primero provenga del segundo, ya que sus comportamientos son opuestos.
Ruchonnet et al., (2006) durante su estudio con ballenas de aleta del Mediterraneo
observan que estas ballenas presentan menores proporciones de los AG 20:1 a
diferencia de las ballenas provenientes del Atlantico Norte donde se alimentan del
eufausido M. norvegica, un eufausido carnivoro que se alimenta de copépodos, lo
cual explica que tenga mayores proporciones del 20:1. Los autores sugieren que las
ballenas del Atlantico presentaron valores ligeramente superiores en la capa externa
como resultado de la alimentacién durante el otofio y el invierno anterior. De manera
que aunque el 20:1 (n-7) no se haya reportado en N. simplex, es posible que haya
sido incorporado a la ballena azul por esta especie, ya que se sabe que al ser
omnivoro, los copépodos pueden ser parte de su dieta, mientras que las especies de
California, tienden mas a ser herbivoras. Aparentemente, dichos AG pudieran ser
requeridos o asimilados en las mismas proporciones por ambas especies de

misticetos aunque no se alimenten de lo mismo.

9.4. Acidos grasos de lipidos Estructurales.

Los resultados del analisis de FDC de los acidos graso estructurales en este
estudio mostraron una clara separacion de los meses, formando dos grupos bien
definidos Febrero-Marzo y Abril-Mayo, lo que indica que para la grasa subcutanea de
las ballenas azules se requieren al menos tres meses para mostrar cambios
relacionados con el alimento. Seis AG mostraron diferencia significativa entre los dos
grupos y aunque en general no se sabe mucho sobre la procedencia de alguno
acidos como el 17:1 (n-7), y otros AG como el 16:0 estan presentes en casi todos los
organismos, estudios de las microalgas en la Bahia de la Paz, muestran que el 14:0
y el 16:1 (n-9) son abundantes en las diatomeas de la regién (Del Angel, et al., 2008).
Asimismo sabemos que el iso-17:0 es considerado como un acido graso proveniente
de bacterias (Stevens et al., 2004) y abundante en N. simplex junto con los otros

acidos graso ramificados.
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El acido graso 22:6(n-3) es un acido graso esencial que en ambientes marinos
se considera tipico de dinoflagelados (Stevens, et al., 2004) y en N. simplex ha sido
reportado como abundante durante febrero(Del Angel et al., 2008), este acido graso
también esta presente en E .pacifica durante los meses de junio-agosto y en T.
spinifera en agosto (Ju et al.,, 2009), aunque en mucho menor proporcién que en

Nyctiphanes simplex.

Este acido graso incrementa entre los meses de muestreo (Febrero-Marzo y
Abril-Mayo) y con los bajos porcentajes que presentan de este acido graso las presas
reportadas para ballena azul en California (Fiedler et al., 1998), podemos proponerio
como un buen biomarcador estacional entre los meses o temporadas observadas en

el analisis de FDC.

Dentro de los lipidos estructurales en hembras solo hubo incremento en el
18:1(n-11) mientras que el acido graso esencial 18:4(n-3) caracteristico de los
dinoflagelados mostré decremento (Tabla 7). Dado que las hembras tienen
requerimientos fisiolégicos diferentes, la disminucion en este acido graso pudiera
deberse a que esta siendo metabolizado y utilizado de forma diferencial en el ciclo
reproductivo de las hembras, al tiempo que esta siendo consumido en el Golfo de

California (por ejemplo, hacia la movilizacion a la leche).

Los machos mostraron un incremento en el porcentaje de lipidos estructurales
asi como en cinco AG que pueden ser considerados biomarcadores del alimento,
entre los cuales observamos el 14:0 y el 16:1 (n-7) que son caracteristicos de
diatomeas y aumentan en N. simplex de febrero a (Del Angel et al.2008). Se sabe
que al sufrir una elongacion el 16:1 (n-7) produce el acido graso 18:1(n-7) el cual
incrementa en machos, al igual que el 18:4 (n-3) y 22:6 (n-3), caracteristico de

dinoflagelados, y las sumatorias de los HUFA, de los (n-3), y la razén (n-3)/(n-6).

Como se observa la separacion entre clases lipidicas fue de suma importancia
ya que nos permitié observar claramente los cambios que ocurren tanto en los lipidos
de reserva como en los estructurales entre meses. De esta forma se pudo notar que

tanto los lipidos de reserva, como los lipidos estructurales se ven influenciados por el
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alimento consumido, aunque los lipidos de reserva pueden ser metabolizados en
forma particular dependiendo del estado fisioldgico de los individuos. En cambio
para los lipidos estructurales, la fisiologia de cada categoria analizada no parece
influir fuertemente en la estructura de las membranas de los adipocitos que

conforman.

Para finalizar recodaremos que en el caso de los mamiferos marinos, aun no
existe consenso respecto a si los AG de una presa se reflejan fielmente en el
depredador. Algunos autores como Ackman y Eaton (1966) y Iverson et al., (1997)
sugieren la asimilaciéon y acumulacion directa de los AG de la dieta en la grasa de los
misticetos, mientras que autores como Olsen y Grahl-Nielsen (2003) han encontrado
que existen diferencias entre los AG de la dieta y la composicion de la grasa del
depredador, por lo que sugieren que existen importantes cambios en los perfiles de
los AG durante la asimilacion. Nuestros resultados muestran que en la grasa
subcutanea de ballenas azules es posible observar reflejados algunos AG
biomarcadores del alimento, mientras que otros AG parecen ser producidos
directamente o modificados por la ballena. Asimismo, dependiendo del tipo de grasa
que se analice, los cambios en la alimentacion pueden mostrar diferencias en el perfil

de AG de las ballenas azules en un tiempo aproximado de 3 a 4 meses.
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10. CONCLUSIONES

e EI aumento en el porcentaje de lipidos totales confirma la importancia del
Golfo de California como zona de alimentacion.
e La grasa subcutanea es un buen material de muestreo para evidenciar

cambios en la alimentacion de la ballena azul.

e Fue posible identificar algunos AG que pueden ser considerados como

biomarcadores en grasa de ballena azul.

e Los acidos grasos se ven fuertemente influenciados por los requerimientos
fisiologicos de las diferentes categorias de ballena azul (machos, hembras,

hembras lactantes y crias).

e La tendencia observada de un incremento en la concentracion de lipidos
totales de inicio a fin de temporada, la variacion temporal en los acidos grasos
de reserva de los machos sugiere que las ballenas azules pueden ser
biomonitores, debido a que sus tejidos registran cambios temporales

consistentes con su ruta migratoria.

e Los cambios relacionados con el alimento se pueden observar, en los perfiles
de acidos grasos en grasa de ballena azul, después de 3 meses de que el

alimento ha sido consumido.
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11. RECOMENDACIONES

Es importante para futuros estudios poder contar con las presas potenciales del
depredador para observar con mayor claridad si el alimento se refleja en el

depredador y el grado de semejanza de los perfiles de depredador y presa.

Clasificar las muestras ha analizar por categorias ya que como observamos los
lipidos estructurales y de reserva pueden verse afectados por la edad y sexo de los

individuos.

Es deseable realizar un analisis con muestras de grasa tomadas en las diferentes
areas de alimentacion de la ballena azul y poder determinar como es el perfil de la

especie en esas zonas y poder compararlo con las del Golfo de California.

Se recomienda que estudios posteriores incluyan no solo la grasa, sino también otros
tejidos como la piel e inclusive las heces a fin de tener una mejor imagen del
proceso de asimilacién de los acidos grasos en ballenas azules.
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13. ANEXOS

Anexo 1.Perfil de acidos grasos en lipidos estructurales de grasa subcutanea
de machos de ballena azul.

Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo

14:0 226 + 2.8 225 £+ 2.8 300 £ 25 28.2 + 34
15:0 16 £+ 0.2 21 £+ 03 20 £+ 0.2 20 £+ 03
16:0 280 + 25 234 + 2.3 188 + 1.7 20.1 + 25
17:0 0.8 + 0.7 52 + 138 23 + 0.9 11 £+ 09
18:0 6.6 £ 1.0 44 + 0.8 47 + 0.6 47 + 0.9
19:0 0.6 £+ 0.2 0.8 + 0.2 05 + 0.2 04 £ 0.2
20:0 0.7 + 0.2 0.2 + 0.1 05 + 0.1 04 + 0.1
21:0 05 + 03 04 £+ 03 05 + 03 04 £ 03
22:0 0.7 + 0.2 04 + 01 05 + 01 05 + 0.2
23.0 0.6 £+ 03 09 + 04 0.7 £+ 03 0.6 £+ 03
24:0 3.7 + 14 45 + 15 36 £+ 1.1 30 + 14
¥ SFA 669 + 20| 649 £+ 21| 647 £ 16| 625 = 24
a-iso 14:0 1.3 £+ 0.2 16 £+ 0.2 14 £+ 0.1 21 £+ 0.2
iso 16:0 0.7 £+ 04 0.7 £+ 04 05 + 03 1.0 £+ 0.6
Fitanico 03 + 01 05 + 0.2 03 + 01 03 + 0.1
iso 17:0 1.0 + 0.7 04 £+ 04 26 + 0.8 14 + 0.9
Z BFA 36 + 09 33 + 09 49 + 0.8 49 + 1.2
14:1(n-5) 0.8 £+ 0.3 15 + 04 09 + 0.2 0.6 £+ 0.2
15:1(n-5) 0.6 £+ 03 05 + 03 0.6 £+ 0.2 1.2 + 0.5
16:1(n-11) 0.7 + 0.2 03 + 0.2 04 + 01 0.7 £+ 0.2
16:1(n-9) 23 + 04 24 + 04 20 + 03 24 + 0.5
16:1(n-7) 24 = 04 24 + 0.5 22 = 0.3 19 + 04
16:1(n-5) 27 + 14| 17 + 11| 17 + 09| 17 + 13
17:1(n-7) 0.8 £+ 0.5 34 £+ 1.1 05 + 03 1.1 + 0.7
18:1(n-11) 33+ 08| 45+ 09| 33+ 06/ 41t 09
18:1(n-9) 27 + 1.2 09 + 0.7 34 £+ 1.1 1.0 + 0.8
18:1(n-7) 04 £ 0.2 05 =+ 0.2 0.7 £+ 0.2 10 + 0.3
20:1(n-11) 1.7 + 0.3 23 £+ 0.3 20 £+ 0.2 20 £+ 03
20:1(n-9) 04 £+ 0.2 0.7 £+ 03 05 + 0.2 0.6 £+ 03
22:1(n-11) 0.8 + 0.3 05 + 0.2 0.7 + 0.2 0.8 =+ 0.3
22:1(n-3) 0.7 £+ 03 0.8 £+ 0.3 0.7 £+ 0.2 0.8 £+ 0.3
z MFA 212 + 21 229 + 2.2 198 £+ 1.6 207 + 2.3

n 5 5 8 4
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Anexo 1.

Continuacion

Acido graso | Febrero Marzo Abril Mayo

18:2(n-6) 07 + 04| 07 + 04| 09+ 03| 03t 03
22:2(n-6) 06 + 02| 05+ 02 04 £ 01 0.6 £+ 0.2
T PUFA 14 £ 0.5 1.2 + 04 14 £+ 04 1.0 £+ 04
18:4(n-3) 03+ 02| 04+ 03| 08+ 03| 14+ 05
20:5(n-3) 05+ 04| 04 + 04| 04+ 03| 11+ 08
22:5(n-3) 14 + 04| 08 + 03| 06+ 02| 05+ 03
22:6(n-3) 45 + 11| 59+ 13| 70 + 1.1 73 £ 16
2 HUFA 68 + 13| 76 + 14| 89 + 12| 108 + 1.8
2 (n-3) 75+ 13| 84 + 14| 96 + 12| 11.7 + 1.8
T (n-6) 14 + 05| 12 + 04| 14 + 04| 10+ 04
(n-3)(n-6) |56 + 19| 71+ 21| 69 + 16| 125 + 3.0
EPA/DHA 01+ 01 01+ 01| 01 £ 01 02 £+ 0.1

n 5 5 8 4

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes

?Los promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).
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Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo
14:0 106 + 26| 106 + 1.7| 159 + 2.2 113 £+ 24
15:0 1.1 £ 0.7 1.1 £+ 04 09 + 04 1.0 £ 05
16:0 260 £+ 6.0 269 £+ 40| 202 + 39| 26.7 £+ 5.2
17:0 16 £+ 0.7 13 £+ 04 19 £+ 05 1.1 £ 05
18:0 33 + 20 1.5 + 0.9 18 + 1.1 15 + 1.2
19:0 1.7 £ 05 15 £+ 03 15+ 04 09 + 04
20:0 0.7 = 0.7 05 + 04 05 =+ 04 0.4 £ 0.5
21:0 1.0 £+ 0.7 16 £+ 05 1.4 £ 0.6 1.2 £+ 0.6
22:0 1.1 £+ 0.6 1.2 + 04 0.4 = 0.2 1.2 + 05
23.0 03 =+ 03 04 = 0.2 03 = 0.2 04 £+ 03
24:0 1.2 + 0.8 16 + 0.6 1.6 + 0.7 1.1 + 0.7
T SFA 50.1 + 51| 487 + 33| 472 + 36| 476 £t 44
a-iso 14:0 0.7 £+ 0.5 04 = 0.2 05 + 03 04 =+ 03
iso 16:0 1.1 + 0.7 16 + 05 1.6 + 0.6 1.1 + 0.6
16:0 T™M 1.4 £ 0.7 16 £+ 05 1.2 £+ 05 09 =+ 0.5
iso 17:0 1.0 £+ 05 1.0 + 0.3 14 + 04 09 =+ 04
T BFA 43 + 2.0 47 + 14 47 + 1.5 33 £+ 15
14:1(n-5) 1.0 + 05 03 = 0.2 04 = 0.2 0.7 £+ 04
15:1(n-5) 1.2 + 05 1.0 + 0.3 09 =+ 03 10 + 04
16:1(n-11) 1.7 £+ 05 15 £+ 03 27 £+ 0.5 1.3 £+ 04
16:1(n-9) 20 £+ 10 1.8 + 0.6 1.3 + 0.6 1.3 + 0.7
16:1(n-7) 15+ 08| 15+ 05| 16+ 06| 09 t 05
16:1(n-5) 14 + 0.7 1.5 + 05 1.6 + 05 1.0 £+ 05
17:1(n-7) 16 £+ 0.8 1.3 £+ 05 1.4 £+ 05 1.4 £+ 0.7
18:1(n-11) 142 + 47| 182 + 34| 180 +* 3.7| 243 + 5.0
18:1(n-9) 1.3 £+ 0.8 15 £+ 0.6 1.5 £+ 0.6 1.2 £+ 0.7
18:1(n-7) 09 =+ 04 0.8 £+ 0.3 05 =+ 0.2 0.4 £+ 0.3
20:1(n-11) 0.8 £+ 05 03 = 0.2 03 = 0.2 04 =+ 03
20:1(n-9) 1.6 £+ 0.6 15 + 04 10 + 04 1.2 + 05
22:1(n-11) 02 £+ 0.2 02 + 0.1 0.7 £+ 0.3 0.2 + 0.2
22:1(n-3) 0.5 + 03 03 + 0.1 05 =+ 0.2 05 =+ 0.2
T MFA 309 + 36| 321 + 24| 332 + 26| 368 =+ 3.2
18:2(n-6) 16 + 07| 16+ 05| 16 % 05| 14 + 06
22:2(n-6) 0.2 + 0.1 03 + 0.1 0.2 + 0.1 0.1 £+ 0.1
T PUFA 1.8 £+ 0.8 20 £ 05 19 £+ 05 16 £ 0.6
n 3 7 6 4

Anexo 2. Perfil de acidos grasos en lipidos estructurales de grasa subcutanea
de hembras de ballena azul.
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Anexo 2. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril Mayo
18:4(n-3) 23+ 07| 23+ 04| 24+ 05| 11+ 04
20:5(n-3) 21 + 09 21 £+ 0.6 15 + 05 1.2 + 0.6
22:5(n-3) 55 + 19| 53+ 12| 50+ 13| 45+ 15
22:6(n-3) 26 + 14 28 £+ 0.9 35 + 1.1 3.0 £+ 13
2 HUFA 12.7 £ 39| 125 + 26| 125 = 2.8 99 + 3.0
X (n-3) 13.2 + 40| 129 + 26| 131 + 28| 104 = 3.1
X (n-6) 1.8 + 0.8 20 £ 0.5 19 + 05 16 + 0.6
(n-3)(n-6) | 7.6 + 46| 67 + 29| 80 + 34| 66+ 38
EPA/DHA 1.0 £+ 0.5 0.8 + 0.3 05 £+ 0.2 0.4 £+ 0.3
n 3 7 6 4

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes.

21 os promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).
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Acido graso Febrero Marzo Abril-Mayo
14:0 146 + 9.1 14.7 = 9.1 1511 + 9.4
15:0 0.5 £ 0.9 0.2 £ 0.5 04 = 0.9
16:0 246 + 179 215 =+ 16.1| 236 + 174
17:0 0.7 £ 1.4 0.2 £ 0.7 11 1.8
18:0 7.2 5.4 6.6 * 5.1 6.7 * 5.1
19:0 0.6 0.7 0.6 £ 0.7 05 £ 0.6
20:0 04 * 0.5 04 = 0.6 03 + 0.5
21:0 03 £ 0.3 0.2 £ 0.2 04 = 0.4
22:0 03 = 0.4 03 = 0.5 0.2 0.4
23:0 03 £ 0.5 0.2 £ 0.4 03 0.4
240 03 = 0.4 04 = 0.5 03 + 0.4
Y SFA 499 + 31.7| 455 £ 294 490 + 31.2
a-iso 14:0 0.2 0.3 0.1 £ 0.2 0.6 + 0.7
iso 16:0 0.5 = 0.4 04 = 0.4 03 + 0.3
16:0 T™M 03 £ 1.5 03 1.2 20 £ 4.0
iso 17:0 0.5 = 0.6 05 = 0.7 03 + 0.5
Y BFA 15 ¢ 2.7 1.2 2.3 34 £ 4.5
14:1(n-5) 05+ 12| 03+ 09 05+ 13
15:1(n-5) 0.6 * 0.9 09 = 1.2 0.1 + 0.4
16:1(n-11) | 02 + 05| 00+ 03| 02+ 05
16:1(n-9) 1.8 + 1.2 1.7 + 1.2 19 + 1.3
16:1(n-7) 07+ 07| 05+ 06/ 01+ 02
16:1(n-5) 0.5 = 0.9 0.2 0.6 0.7 1.2
17:1(n-7) 08+t 08 06+ 06| 04t 05
18:1(n-11) 289 + 194| 323 +* 21.3| 32.2 =+ 213
18:1(n-9) 41+ 62| 26+ 46| 18+ 37
18:1(n-7) 04 * 0.8 03 = 0.7 1.0 + 1.4
20:1(n-11) | 07 + 12| 04 + 09| 06 + 11
20:1(n-9) 03+ 02/ 04+ 02/ 05¢% 03
22:1(n-11) | 12 + 25| 26+ 40| 15+ 28
22:1(n-3) 0.6 * 0.6 05 = 0.6 03 + 0.4
> MFA 417 + 31.4| 437 £+ 325| 421 + 31.6
n 2 2 2

Anexo 3. Perfil de acidos grasos en lipidos estructurales de grasa subcutanea
de hembras lactantes de ballena azul.
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Anexo 3. Continuacion

Acido graso Febrero Marzo Abril-Mayo

18:2(n-6) |06 + 15| 06 + 14|04 + 1.2
22:2(n-6) 0.2 t 02| 03 + 03] 03+ 0.3
Z PUFA 0.8 * 1.5 09 ¢ 15| 0.6 £ 1.3
18:4(n-3) 09 ¢ 1.6 1.0 £ 1.7 0.3 ¢ 0.9
20:5(n-3) 03 t 02| 03 + 02|02 ¢ 0.2
22:5(n-3) 3.8 ¢ 7.2 6.5 + 10.1| 3.2 £ 6.5
22:6(n-3) 0.7 £ 06| 09 + 07| 07 ¢ 0.6
Z HUFA 58 8.0 87 + 10.6| 4.6 = 7.0
X (n-3) 6.4 * 8.5 92 + 11.0| 50 = 7.3
Z (n-6) 0.8 * 15| 09 + 15| 06 % 1.3
(n-3)(n-6) |84 + 133| 11.8 + 165| 7.7 + 126
EPA/DHA 04 t 03| 03+ 03] 03¢ 0.3
n 2 2 2

! La tabla muestra los promedios con su respectivo intervalo de confianza al 95% para cada acido graso en cada

mes

2 Los promedios marcados en negritas son significativamente mayores de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).
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Anexo 4. Porcentaje de lipidos en Euphausia pacifica.

Fatty acids Tanuary February  April Tune August
Larvae  Adults Adults Adulis Larvae Joveniles  Adults Larvae Tuveniles  Adults
=11 (m*=2) (w*=1) =1 imn=121) m=3) m=T in=11) =15 m=17)

(&) Euphausia pacifica
n-Saturates

14:0 23 6405 27 LoiDoy 270200 33403y 29(L0y 21007 20006y 26007
16:0 219 204031 202 25009 240030 23246) 23833 2560200 1T9AT 227029
18:0 1.7 L7414 Laoly 40013 22006 L9(04) 28(L9) 2308 LTi04
Others® 0.2 0300 ol 0200 01D aldy o 02002 10 00Oy 02402)
Monounsaturates

lé:la? 33 149(0.2) 43 2105 43000y 47014 35021 AD(1.2) 43028 4lil4
lé:las 0.4 04i0.0p 03 0308 0201 0301  03(01) 0200 0200y 02400
18:1as 7.7 1020y 7.2 03 7802 100014 T1E(LY) T4il3) 9227 w4i(l:
18:1a? 53 65009 64 G605 60009 6508 6909 &9 (0.6) 64024y 75007
201 o Lo 02000y 035 08001 0707 0703  06(02) 03(0.1) 080T 0.5(02)
20: LT 0.2 010y 02 0200 020000 0200y 0100y G200) 02000y 02000)
221wl 1.5 0800 o7 L4002 01002 02403 01l Tr 02003 0L
22 lof 0.4 0300 02 02000 0102 0202y 00l Tr 02004y 0.1002)
Others® 0.3 0300 ol 0300 030000 0400y 0300 04002) 03002 03000)
Palyunsaturates

16: 204 0.4 2709 13 0600y 1207 Lo Ty 0604 L3003 Loy 09003
L4l 0.2 01i0m 09 0801 0404 035035 02002 06(05) 0806y 04002)
18: 20065 24 460097 30 2303 L6ilZy 28(L7y  AL(Ll) L6(03) Loos 1905
184 29 27{05) 27 2500, 6004y 20011 14(LS) 08 (04) LMy L6(0&)
20 40b 1.4 L0213 L4022 08005 L3035 L7(05) L303) LLio4y  L60%
20:400% 0.3 0100 03 040000 02003) 0403 030 03(02) 03002 05001)
20 5% 19.5 lilEy 258 [ES(L6) 23010300 213460 182400 0343 216097 4445
22403 1.0 0402 10 070N 02002 0504 0402 0102) 0202 0400%
2250 0.4 05001 02 0300 01y 02y 0504 0100 000y 03003
22 20.0 63203 153 0001 1L&T72) 139 B3)  158(58) &4(32)  1L0OG53) 138043
Others® 04 0702y 05 0600y 080T 0704 0502 L1i02) 0905 07(02)
Branched 4.2 T4il4 33 A0 29908 3210 46(L5) M0(08) JEOE A&06)

and odd chain
Total 46.3 1256035 37 SL6(0T) 5540340 4681273 30978 434(137) 399(16T) 434i6l1)
concentration

(mg g~ dry mass)
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Anexo 5. Porcentaje de lipidos en Thysanoessa spinifera.

Fatty acids April June August
Adults Larvae Juverniles Adults Larvae Juveniles Adults
n=2% in=1) n=% m=75 n=2 R=1i =9

(B Thysanoessa spinifera

R-Saturates

14:0 LA{0.3 3.4 4.2 (04) 43007 4002.6) 4.6(0.5) 25009
L6l 245008 308 TR 20.8(5D0 2TEGD 33E(5m 260044
L&D 2200% 24 23(08) 25i(0.5) 240000 27005 21007
Others 0.1 0.0y 0.4 0.1 00y 0.1 0.0 0.200.2) 0.1 0.y 0.100.2)
Monounsaturates
LT 2702 44 TLilay Tlil4) 4500.2) 602 43015
L6l o 02000 0l 0.1 (0.0 0.2(0.1) 0200103 030 0.2 (0.0
L8] ol 104113 [N) 1007100 10.7¢1.5 116 (3.9 L38(1T 12.201.6)
L& LT 600 5.3 6.3 010 6.7 (0.9 ATl 6.6i1.5) 6.2 (1.0
20| el 0400.0) 07 0.5(0.2) 0.800.7) 0.7 i0.5) nEil.l L3059
20: T 0.200.0) Tr 0.3 (000 0.400.1) 02000 NNy 0.200.1)
2lwll 0602 04 0.2 (0.2) 07014 0.100.2) 0.1i0.2) 01001
22wl 0300.1) 0.5 0.2 (0.2) 0.200.3) 0.200.3) 0.1 0.y 0.20.2)
Others" 030010 1.1 04 (0.1 0.7 (0.5 0.3 000 04000 0.6(0.2)
Polyunsaturates
L6 2o Loy 1.1 1.5 (0.6 L6(0.3 0.8 0.4 LTl L35
Lol 0.6(04) 0.2 1.3 00.9) L6(0.9 0.6 (0.6 LZil.5 05005
| 8: 2ot 0.900.0) 1.5 L0 06 0403 L4101} LOi0.9 L.5i0.5)
| 84w 09703 0l 14001} L3(0.3 L3030 001 0705
204 1.2{04) 09 0.7 (0.3) 0.700.3%) 0.9 00.3) 0.6(0.4) L.5(04)
2043 0300 0.z 0.2 (0.2) 0.200.0) TN 0.30.4) 0.410.2)
20 53 T2 19.4 20801 20L3m 20.3(10.8) 14.8(1.7) 2L
224wl 0.8(0.1) 0.4 0.3 (0.2) 0.200.2) 04001y 0.2{0.3) 0.5 (0.6)
225y 0.200.1) 1.1 0.1 00y 0.1 0.0 0.1 0 0.1 0.y 0.3(0.5)
2 2ihid 14.7(34) 10.9 T461) 32028 124 (14 6.2 (810 12,8 (6.3)
Others* 0.6 (0.0 1.4 1104 1103 L3 (08) L4il.% 09708
Branched 2102 41 2.5 10.8) L9(0.7) 2200.9) 26014 2304
and odd chain
Total concentration 664 (18.7) 119.2 977266 125.7 (56.0) [19.2 (92.3) 133 (14.8) 489 (2010

img g~" dry mass)



Anexo 6. Porcentaje de lipidos en Nyctiphanes simplex.

Juvenil Hembras Hembras Machos Machos
indiferenciado juveniles gastadas juveniles adultos
12:0 0668 =+ 108 | 065 =+ 073|035 + 060|049 =+ 105)0.34 = 024
13:0 045 + 030 ( 042 =+ 017040 £+ 012|043 % 027009 £ 007
14:0 394 = 263 | 478 =+ 230|432 =+ 200|392 * 116407 £ 153
aiso14:0 | 0,38 =+ 080 ) 0,29 =+ 026|034 + 026|023 + 014 (030 = Q.14
15:0 1.3 = 092 144 £ 155|114 + 065|087 + 055|092 = 020
iso15:0 | 062 =+ 061 | 052 =+ 030|045 + 032|035 + 026|045 = 024
16:0 3242 * 1434|3022 = 6234|2771 £ 2377|2647 = 7.51|26.81 = 294
16:1n-9 1.83 =+ 332 | 345 £ 826|184 + 370|124 + 133|153 = 1.0
16:1n-7 1.50 = 145 225 £ 159 252 + 1458|289 + 235|224 = 065
16:in-5 | 036 =+ 045 | 027 =+ 027 0.26 + D24| 0.27 + 023|019 = 015
iso16:0 | 043 + 031 | 034 =+ 027030 + 014|036 + 025|030 £ 002
16:2n-4 | 1.81 =+ 803 | 075 =+ 095|087 =+ 417 231 % 7235|056 = 045
16:0tMe | 0.26 + 028 | 040 =+ 044|030 + D23| 038 + 033|034 = 018
17:0 1.25 = 075 | 148 £ 032|144 + D18 1.07 * 035)1.07 = 0.1
16:3n-3 | 050 = OF4 | 054 £ 129027 £ 031|034 £ 051|020 = 0417
iso17:0 | 069 =z OF2| 054 = 027|047 = 023|044 £ 022] 060 = 024
18:0 1574 = 1541|1162 £ 317|891 + 737|857 + 573|9.69 = 594
16:in9 | 549 £ T893 | 598 =+ 307|742 £ 400|640 x 387|587 = 177
18:1n-7 1.44 + 105 | 1.72 £+ 081|220 + 052|213 + 077|194 = 062
18:2n-6 | 246 =+ S00 | 191 = 118 245 = 224|187 + 114|190 = 040
19:0 040 + 060 | 035 £+ 025|035 +£ 035|032 +£ 0230|031 = 036
18:3n-3 147 = 114 | 1.22 = 087|154 + 035|142 + 0.71]|1.60 = 065
18:4n-3 1.25 = 231 | 097 = 1531|092 £ 133|109 £ 054 )1.02 = 0577
20:0 .05 = 211 061 = 032|062 £ 125|059 = 070|046 = 026
20:1n-9 | 054 =+ 038 | 056 =+ 047|059 + 027|083 + 033|073 = 032
20An-7 | 052 = 085 034 =+ 0230( 030 x 030|033 % 0653|030 = 015
20:2n6 | 048 = 177 | 035 = 029034 =+ 025|031 £ 0153) 037 = 020
20:3n6 | 041 = 0533 | 029 =+ D21( 022 + 016|026 + 024|049 = 017
21:0 030 = 048 | 028 =+ 023|046 = 014|049 = 029013 = 0.0O7
20:4n-6 1.67 = 125 219 £+ 162|264 + 144|268 + 12326 = 114
20:5n-3 | 73T 0z B05 | 947 £ TAS(M41.06 £ 5590|1371 £ 6521195 £ 236
22:0 065 = 078|061 £ 0531|036 £ 016|040 £ 0.37)0.49 = 034
24:0 056 =+ 058 063 =+ 057|038 + 042|028 + 021 0.37 = 023
22:6n-3 10,37 = 1102|1346 =+ 835[17.79% *+ 704 [17.59 + 7116|2016 £ 745
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