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GLOSARIO  

Analito: componente de interés en una muestra que es separado de la matriz. 

Caracteres sexuales secundarios: cambios anatómicos y fisiológicos que generan 

las características propias que diferencian la anatomía y fisiología de hembras y 

machos. 

Ciclo biológico: oscilación de un parámetro biológico dependiente de un reloj 

endógeno y de sincronizadores ambientales. 

Ciclo reproductivo: reproducción de los organismos regulada por cambios 

endócrinos con diferencias especie específicas. 

Diluciones seriales:  reducción progresiva, paso a paso, de la concentración de una 

sustancia en disolución. 

Dimorfismo sexual: variaciones en la fisiología y anatomía entre machos y hembras 

de una misma especie.  

Ensayo imnunoenzimático: método que permite la cuantificación de un marcador de 

interés en una muestra biológica. Dicho marcador puede ser un anticuerpo, una 

hormona, un péptido o una proteína. 

Hormona: Sustancia química producida por un órgano, o por parte de él, cuya 

función es la de regular la actividad de un tejido determinado. 

Metabolismo: conjunto de los cambios químicos y biológicos que se producen 

continuamente en las células vivas de un organismo 

Pinnípedo: mamíferos marinos del orden Carnívora, con las extremidades en forma 

de aletas, su cuerpo es fusiforme y alargado. 

Poliginia: habito de reproducción en el cual el macho copula con más de una 

hembra. 

Sistema de apareamiento: es la forma en la que un grupo está estructurado con 

relación al comportamiento sexual. 

Validación: conjunto de pruebas para evaluar la aptitud de un método en cuestión.  

https://es.wikipedia.org/wiki/Concentraci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
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RESUMEN  

El lobo marino de California (Zalophus californianus) presenta reproducción anual 

sincronizada con las variaciones en el ambiente para asegurar la supervivencia de 

las crías. A pesar de que el comportamiento durante el ciclo reproductivo ha sido 

ampliamente descrito, la información sobre los parámetros endócrinos de esta 

especie es escasa y se desconoce la variación anual de las hormonas esteroideas 

a lo largo del ciclo reproductivo, las cuales pueden utilizarse como una herramienta 

para el monitoreo de la condición de los animales e identificación del sexo. El 

objetivo de este estudio fue evaluar la dinámica de las hormonas testosterona, 

estradiol, progesterona y cortisol en heces de lobo marino de California en la colonia 

Los Islotes, Bahía de La Paz, Baja California Sur, México, a lo largo de un ciclo 

reproductivo. Se realizaron cuatro muestreos desde julio 2018 hasta abril 2019. Se 

determinó la concentración de cada hormona en las muestras fecales (n=60) por 

medio de ensayos inmunoenzimáticos. Se estandarizó el proceso de extracción de 

hormonas en las heces y se validaron los kits para cada hormona. En los resultados 

se observó una variación anual particular de cada hormona que se ajustó a los 

requerimientos encaminados a la reproducción. Por ejemplo, los niveles de 

testosterona y estradiol presentaron una tendencia similar; sus valores máximos no 

se presentaron en la temporada reproductiva. La concentración de progesterona 

incrementó en octubre y febrero, meses en los que se reporta que la gestación es 

activa. Se observó variabilidad en los niveles de cortisol a lo largo del año con un 

rango de 240.3-9699 pg mL -1 y los valores elevados no estuvieron asociados a un 

evento del ciclo reproductivo en particular. En este estudio se describió la dinámica 

endócrina anual de la colonia Los Islotes y se presentó por vez primera la proporción 

de hormonas esteroideas que puede ser cuantificada en heces de lobo marino de 

California para el monitoreo de animales en vida libre. A pesar de que las heces son 

una matriz adecuada para la cuantificación hormonal en esta especie, se requieren 

otros análisis cuantitativos que permitan evaluar la relación entre la concentración 

de hormonas esteroideas y la identificación del sexo de los individuos.   
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ABSTRACT 

The California sea lion (Zalophus californianus) annual reproductive cycle is 

synchronized with environmental variations in order to maximize offspring survival. 

Information on this species’ endocrinological parameters is scarce. Although ample 

research documents the reproductive cycle of this pinniped species, annual 

variations in sex steroid hormones and their association with reproductive events are 

unknown. These data are essential for monitoring animal condition and for sex 

identification of immature organisms. Thus, the objective of this study was to 

evaluate the dynamics of the sex hormones testosterone, estradiol, progesterone, 

and cortisol as recorded in scat samples collected from California sea lions at the 

Los Islotes colony in Bahía de La Paz, Baja California Sur, Mexico, throughout an 

entire reproductive cycle. A total of four sampling excursions were undertaken from 

July 2018 to April 2019. The concentration of each hormone in the scat samples (n 

= 60) was determined by means of immunoenzymatic assays. The process of 

extracting hormones from the scat samples was standardized and all hormone 

assays were validated. The particular annual variation of each hormone reflects the 

dynamic requirements of the annual reproductive cycle. For example, testosterone 

and estradiol displayed similar trends and their maximum values did not occur during 

the reproductive season. Progesterone concentration increased in October and 

February, by which time delayed implantation has ended and gestation is underway. 

Great variability was observed in cortisol levels throughout the year; however, 

elevated values were not associated with any particular reproductive event. 

Additional quantitative analyses are required in order to provide more detailed 

information on patterns of hormone variation and to corroborate the parameters 

suggested here regarding sex identification based on steroid hormone levels. This 

study describes the annual endocrine dynamics of the Los Islotes California sea lion 

colony and presents for the first time the proportion of steroid hormones that can be 

quantified in California sea lion scat for use in monitoring of wild animals. 
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INTRODUCCIÓN  

Las hormonas son un mecanismo para mantener la homeostasis (Mashburn y 

Atkinson, 2004) y contribuyen a mediar los cambios estacionales en la fisiología de 

los organismos (Rosen y Kumagai, 2008). Su monitoreo brinda información precisa 

sobre eventos como el crecimiento, la reproducción y la salud de los individuos 

(Mashburn y Atkinson, 2004). Las variaciones en los niveles de hormonas 

necesarias para llevar a cabo los eventos reproductivos son específicas para cada 

especie, de manera que pueden ser utilizadas como indicadores de la condición de 

los animales (Mashburn y Atkinson, 2004) pero requieren ser determinadas y 

estudiadas en cada población particular bajo estudio.  

Los datos sobre la endocrinología reproductiva del lobo marino de California 

(Zalophus californianus) son limitados, y obtenidos principalmente de animales 

varados y en cautiverio, debido a la dificultad para obtener muestras seriales de los 

individuos en vida libre (Boyd, 1991). Al ser una especie gregaria y con sincronía 

reproductiva (Cassini, 1999; Wartzok, 1991), las variaciones endócrinas de Z. 

californianus a lo largo del ciclo atienden cambios anatómicos y conductuales 

propios de las diferentes fases del ciclo reproductivo (Jiménez et al., 2015; Zubeldia-

Brenner et al., 2016). En el ciclo reproductivo anual del lobo marino de California 

pueden distinguirse los siguientes eventos: conductas de cortejo, apareamiento, 

diapausa embrionaria, implantación del blastocito, desarrollo fetal y parto (Gales et 

al., 1997; Atkinson y Gilmartin, 1992; Larson y Casson, 2007; Atkinson y Robbeck, 

2001).  

El lobo marino de California, presenta un sistema de apareamiento poligínico con 

defensa del territorio tipo lek  (Heath, 1989; Bohórquez-Herrera et al., 2014) y 

dimorfismo sexual (Bartholomew, 1970), característica que se encuentra 

estrechamente asociada con la poliginia. De manera que los machos de gran 

tamaño poseen mayores reservas energéticas y son capaces de permanecer más 

tiempo al cuidado de su territorio y de las hembras que lo habitan (Wartzok, 1991). 

Las hembras y los machos alcanzan la madurez sexual a los cinco años, pero los 
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machos son capaces de defender sus territorios a la edad de 9 años (Bohórquez-

Herrera et al., 2014). 

Las hembras suelen dar a luz a una cría por temporada, son las encargadas del 

cuidado de éstas e intercalan los eventos de amamantamiento con viajes de 

alimentación (García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003b). Los partos se concentran 

en un intervalo corto de tiempo que comprende desde los últimos días de mayo 

hasta mediados de julio; la etapa de amamantamiento generalmente toma 12 meses 

(Hernández-Camacho et al., 2008). Todas las hembras entran en estro 21 días 

después del parto (García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003a); gracias a que la 

receptividad está sincronizada, los machos pueden copular con varias hembras en 

poco tiempo (Wartzok, 1991).  

La mayoría de las cópulas ocurren en agosto y el blastocito se implanta tres meses 

después; en consecuencia, la gestación inicia en octubre. La implantación retardada 

del blastocito se presenta en todos los pinnípedos con una duración variable entre 

especies, de tal manera que las hembras dan a luz en la misma temporada cada 

año (Boyd et al.,1993; Dardente, 2015).  

La estrategia anterior aumenta las probabilidades de que las crías nazcan cuando 

las condiciones de temperatura y disponibilidad de alimento sean adecuadas para 

su supervivencia (Boyd, 1991; Gales et al., 1997; Atkinson y Gilmartin, 1992; Larson 

y Casson, 2007). De esta forma resulta esencial que los animales se anticipen 

fisiológicamente ante las variaciones en las condiciones del medio para coordinar la 

disponibilidad de recursos con eventos fisiológicos como la reproducción (Boyd, 

1991). 

Una señal periódica del medio capaz de sincronizar el ciclo reproductivo en los 

pinnípedos es el fotoperiodo (Temte, 1991), cuya variación a lo largo del año es más 

pronunciada en altas latitudes (Temte, 1985). En lobos marinos en cautiverio entre 

las latitudes 21º N y 43º N, los nacimientos ocurren 0.6 días antes por cada grado 

de desplazamiento hacia el norte y la duración de la temporada de nacimientos es 

mayor en bajas latitudes (Temte y Temte, 1993).  
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Particularmente, en el lobo marino de California se ha comparado el inicio y duración 

de la temporada de nacimientos en dos colonias ubicadas en el golfo de California 

con diferente latitud: Los Cantiles (29º53´N) y Los Islotes (24º 58´N). La temporada 

de nacimientos inicia primero en Los Cantiles, abarca de la segunda semana de 

mayo a la primera de julio; presenta dos picos de nacimientos en la primer (21%) y 

tercer (55%) semana de junio. En Los Islotes esta temporada requiere más tiempo, 

los nacimientos inician la cuarta semana de mayo y terminan la segunda semana 

de julio, con un pico de nacimientos (40%) en la tercer semana de junio (García-

Aguilar y  Aurioles-Gamboa, 2003a). 

Los eventos reproductivos están regulados por los niveles de ciertas hormonas 

(Jiménez et al., 2015; Zubeldia-Brenner et al., 2016), como la testosterona, el 

estradiol y la progesterona (Asdell, 1946; Jiménez et al., 2015). Estas hormonas se 

conocen como hormonas esteroideas debido a que se sintetizan a partir del 

colesterol (Zubeldia-Brenner et al., 2016), con efectos en la anatomía, fisiología y 

comportamiento de los organismos (Meise et al., 2016; Negro et al., 2010; Helm et 

al., 2013; Zubeldia-Brenner et al., 2016) y están presentes en ambos sexos. Las 

variaciones en las concentraciones de las hormonas reproductivas pueden reflejar 

la estacionalidad reproductiva (Burgess et al., 2016). Los niveles y variaciones de 

las hormonas durante el periodo reproductivo son específicas para cada especie 

(Atkinson y Gilmartin, 1992; Larson y Casson, 2007) y están relacionados con los 

desafíos que enfrenta cada sexo, como conseguir pareja y dejar descendencia 

(Jiménez et al., 2015).   

En mamíferos, la testosterona es indispensable para el desarrollo de los caracteres 

sexuales secundarios de los machos  (Asdell, 1946; Goymann y Wingfield, 2014). 

El incremento en su secreción presenta cambios estacionales, asociados con la 

temporada reproductiva, estimula la expresión de conductas agresivas, territoriales 

y de protección del harem (Boyd, 1991). La disminución en la concentración de esta 

hormona se asocia con la interrupción de las conductas de cortejo, cuando no es 

temporada reproductiva (Jiménez et al., 2015). Los niveles de testosterona también 

influyen en cambios morfológicos, como incremento en la masa testicular y en el 
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diámetro de los túbulos seminíferos, previo a y durante la temporada reproductiva 

(Boyd, 1991).  

De manera general, las hembras de mamíferos presentan fluctuaciones hormonales 

en las diferentes etapas del ciclo estral (Asdell, 1946). Por ejemplo, el estro 

postparto se caracteriza por concentraciones elevadas de estradiol (Asdell, 1946; 

Boyd,1991) seguido de la elevación en los niveles de progesterona (Boyd, 1991), la 

cual está involucrada en la implantación del blastocito, la continuación de la 

gestación, y probablemente evita que la hembra se encuentre receptiva (Asdell, 

1946; Das Chagas et al., 2014; Pietraszek y Atkinson, 1994).  

Otra hormona esteroidea asociada con los eventos reproductivos es el cortisol. En 

machos, los niveles de esta hormona decaen cuando la temporada reproductiva 

llega a su fin (Sherie et al., 1992). El cortisol es el principal glucocorticoide liberado 

durante un evento estresante y es concomitante con el incremento en el ritmo 

cardiaco (Romero y Butler, 2007), la agresividad, la propensión a enfermedades y 

la disminución de la tasa de crecimiento corporal, lo cual afecta negativamente la 

supervivencia de los individuos (Karatsoreos et al., 2011; McEwen, 1998). Si bien, 

niveles elevados de glucocorticoides inhiben la reproducción, estas hormonas son 

necesarias para mantener una adecuada función gonadal (Whirledge y Cidlowski, 

2010) e intervienen en la respuesta inmune (Romero et al., 2009).  

En este estudio se describió la dinámica endócrina anual del lobo marino de 

California (Z. californianus) en la colonia reproductiva de Los Islotes, Baja California 

Sur, México, y se presenta por vez primera la proporción y rango de concentración 

de hormonas reproductivas que pueden ser cuantificadas en heces de esta especie 

para el monitoreo de animales en vida libre.  

1. ANTECEDENTES 

La colonia de Los Islotes es la colonia de crianza más sureña dentro de la 

distribución de Zalophus californianus, y la más estudiada en México (Hernández-

Camacho et al., 2008). Ésta se ubica en el complejo insular Espíritu Santo – La 

Partida (CONANP, 2014). Gracias a su proximidad con la ciudad de La Paz, Los 

Islotes es un sitio con atractivo turístico de reconocimiento internacional (Labrada-
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Martagón et al., 2005). A pesar de que la mayoría de las colonias del golfo de 

California presentan tendencia de crecimiento negativa (Szteren et al., 2006), ésta  

colonia ha mostrado incremento constante en su abundancia (Szteren et al., 2006; 

Hernández-Camacho, datos no publicados). Su población actual es de 

aproximadamente 600 individuos (Pelayo González, 2018). 

La población de lobos marinos en Los Islotes exhibe fluctuaciones estacionales en 

el número de individuos y se compone por cuatro categorías de edad: crías, 

subadultos, hembras y machos adultos (Aurioles et al.,1983). Durante el verano, la 

temporada de reproducción, las categorías más abundantes son las hembras 

adultas y las crías. Mientras que, durante el otoño y el invierno el número de machos 

adultos aumento debido a la llegada de machos migrantes del norte del golfo de 

California y de la costa occidental de la península de Baja California (Aurioles et al., 

1983; Aurioles-Gamboa y Zavala-González, 1994; Elorriaga-Verplancken et al., 

2018).  

De tal forma que se presentan dos picos de abundancia en el sitio. Al final de la 

primavera, cuando llegan los machos adultos para reproducirse en el verano 

próximo y en el otoño con la llegada de machos subadultos y adultos del norte del 

gofo de California y la costa del Pacífico (Elorriaga-Verplancken et al., 2018).  

Los únicos estudios sobre la endocrinología del lobo marino de California que se 

han realizado en esta colonia son los de Pedernera-Romano (2010) y  Labrada-

Martagón et al. (2007) quienes cuantificaron los niveles de cortisol en suero y en 

saliva de las crías. En las crías de Los Islotes, se encontró que los valores más altos 

de cortisol en ambas matrices se presentaron en los sujetos que amamantaron con 

menor frecuencia (Labrada-Martagón et al., 2007) y el promedio de cortisol sérico 

en sujetos de diferentes colonias después de la captura fue mayor en hembras que 

en machos. En una segunda muestra, el cortisol presentó elevación, como resultado 

del estrés causado por la captura, manipulación y anestesia (Pedernera-Romano et 

al., 2010). 

La mayor parte de la información sobre ejemplares maduros de lobo marino de 

California proviene de animales varados y en cautiverio. Las hembras presentan los 
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valores más elevados de progesterona en suero entre septiembre y noviembre, sin 

diferencias significativas entre las preñadas y no preñadas (Greig et al., 2007); entre 

febrero y abril las hembras preñadas presentan valores más elevados de esta 

hormona que las no preñadas (Greig et al., 2007). También existe relación entre la 

concentración elevada de estrógenos en suero con los períodos de estro e 

implantación del blastocito (Greig et al., 2007). 

Las hormonas esteroideas también se han cuantificado en grasa subcutánea de 

lobos marinos de California varados, ejemplo de ello es el trabajo de Beaulieu-

McCoy y colaboradores (2017) donde cuantificaron y compararon la concentración 

de cortisol y progesterona en individuos de ambos sexos, encontraron una relación 

directa entre los valores de dichas hormonas en grasa. Argumentan que la 

progesterona es un precursor metabólico del cortisol. También asociaron los niveles 

elevados de progesterona en grasa con la condición de embarazo.  

Para especies, como el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus), los niveles de 

progesterona en suero incrementan entre los tres y cinco meses de gestación y son 

una herramienta para identificar hembras preñadas (Sattler y Polasek, 2017). En la 

foca gris (Halichoerus grypus) y la foca de puerto (Phoca vitulina), los niveles de 

esta hormona en plasma se reducen después de haber dado a luz (Boyd, 1991).  

En madres y crías de lobo marino Antártico (Arctocephalus gazella), se encontró 

que los niveles de testosterona y cortisol obtenidos en muestras de pelo aumentan 

cuando se encuentran en un área delimitada con más individuos (Meise et al., 2016). 

Estas hormonas están asociadas con el comportamiento agresivo y resistencia a 

enfermedades, por lo tanto, también con el éxito reproductivo de los organismos 

(Boyd, 1991; McEwen, 1998). Se desconoce si esto ocurre en los individuos de lobo 

marino de California en Los Islotes, donde se sabe que el número de nacimientos 

cada temporada se ha mantenido estable en los últimos cinco años y la densidad 

de animales ha incrementado (Hernández-Camacho, datos no publicados).  

El cortisol ha sido cuantificado en el plasma de hembras de focas de puerto (Phoca 

vitulina) en vida libre y presenta variaciones estacionales. Los mayores valores se 

presentaron en la fase de implantación retardada y durante el último trimestre de 
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gestación. Mientras que los más bajos se observaron durante la temporada 

reproductiva (Gardiner y Hall, 1997). Por lo tanto, los patrones anuales de las 

concentraciones plasmáticas de cortisol pueden relacionarse con fases fisiológicas 

y conductuales en el ciclo anual de este pinnípedo (Gardiner y Hall, 1997).  

La cuantificación de hormonas se ha realizado también a partir de muestras fecales, 

pues de esta manera es factible la obtención longitudinal de datos y se evita el estrés 

resultante de la manipulación de los individuos (Mashburn y Atkinson, 2004). 

Ejemplo de ello es la descripción de la respuesta adrenal del lobo marino de Steller 

(Eumetopias jubatus) asociada a la inyección de hormona adrenocorticotrópica 

(ACTH) que promueve la liberación de glucocorticoides al torrente sanguíneo, como 

ocurre en una situación estresante (Mashburn y Atkinson, 2004). Se cuantificó la 

concentración de corticosterona en excretas de dos hembras y un macho en edad 

reproductiva en cautiverio obtenidas cada cuatro horas después de la inyección de 

ACTH en dosis de 2 IU/kg, I.M. Se observó un pico en la concentración de 

corticosterona 32 horas después de la inyección de ACTH.  No se presentaron 

diferencias entre las dos hembras y el macho (Mashburn y Atakinson, 2004). En 

contraste, Hunt et al. (2004), al cuantificar la concentración de corticosteroides en 

heces después de la inyección de ACTH en dosis de 2 IU/kg en dos hembras y dos 

machos de la misma especie en cautiverio, encontraron diferencias entre sexos. Los 

machos presentaron líneas basales más altas, y picos aún más elevados y 

retardados que las hembras. 

La testosterona es otra hormona que ha sido cuantificada en excretas. En el lobo 

marino de Nueva Zelanda (Arctocephalus forsteri), la concentración de esta 

hormona en heces es mayor en los machos territoriales comparados con los machos 

no territoriales (Negro et al., 2010), quienes exhiben conductas dominantes, 

mientras que los no territoriales exhiben conductas subordinadas hacia los machos 

territoriales (Negro et al., 2010). 

2. JUSTIFICACIÓN 

Los Islotes, en Baja California Sur, es la colonia de crianza más sureña en la 

distribución de Zalophus californianus (Hernández-Camacho et al. 2008). Ha sido 
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monitoreada por el laboratorio de Ecología de Pinnípedos “Burney J. Le Boeuf” 

desde la década de los ochentas y desde hace cinco años como parte del programa 

de Monitoreo Biológico y Programa de Manejo de Áreas Naturales Protegidas de la 

Comisión Nacional de Áreas Naturales Protegidas (CONANP). Es la colonia más 

estudiada en México. Por ello, se cuenta con información detallada sobre 

demografía, hábitos alimenticios y comportamiento. Además, el sitio es un atractivo 

turístico a nivel internacional (Labrada-Martagón et al., 2005). Sin embargo, no 

existen valores endócrinos de referencia para el monitoreo del estado endócrino de 

los individuos en esta colonia. La información disponible para animales en vida libre 

sugiere que existen diferencias en la excreción de metabolitos esteroideos 

específicas para cada especie. De manera que es necesario caracterizar el perfil de 

hormonas esteroideas en Zalophus californianus para sentar las bases del 

monitoreo de esta especie. 

4. OBJETIVOS 

4. 1. Objetivo general 

Determinar las variaciones en la concentración de testosterona, estradiol, 

progesterona y cortisol, durante un ciclo reproductivo, en heces de lobo marino de 

California que habita en la colonia Los Islotes, Baja California Sur, México. 

4. 2.   Objetivos específicos  

Evaluar la utilidad de las heces de lobo marino de California para la cuantificación 

de la concentración de las hormonas testosterona, estradiol, progesterona y cortisol.  

Identificar patrones en las concentraciones de testosterona, estradiol y 

progesterona cuantificadas en heces de lobo marino de California para la 

determinación del sexo de los individuos. 

Determinar la variación en la concentración de testosterona, estradiol, progesterona 

y cortisol a lo largo del ciclo reproductivo anual del lobo marino de California en Los 

Islotes.  
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5. HIPÓTESIS 

Las heces constituirán una muestra biológica no invasiva útil para la determinación 

y cuantificación de hormonas esteroideas en lobo marino de California. Estas 

hormonas serán extraídas de la fase sólida con el protocolo que ha sido reportado 

con éxito para otras especies de mamíferos marinos. 

La relación de concentración de estradiol y testosterona exhibirá diferencias que 

permitan discriminar el sexo del animal al que pertenece la muestra, donde la 

relación elevada de estradiol respecto a testosterona se presentará en las hembras, 

contrario a lo que ocurrirá con los machos.  

Se presentará un incremento en la concentración de testosterona, estradiol y cortisol 

durante la temporada reproductiva, y de progesterona durante la fase de gestación 

de acuerdo con lo reportado en suero para otras especies de pinnípedos y en el 

lobo marino de California.  

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6. 1. Área de estudio 

La colonia de Los Islotes se ubica en el complejo insular Espíritu Santo-La Partida 

(24°35´N, 110°23´W) en el margen suroccidental del golfo de California, 50 km al 

norte de la ciudad de La Paz, Baja California Sur (Fig. 1). La isla forma parte del 

Área de Protección de Flora y Fauna Islas Golfo de California y Parque Nacional 

Zona Marina del Archipiélago de Espíritu Santo.  

Los Islotes son dos elevaciones de origen volcánico producidas por un fallamiento, 

cuya superficie es de 0.046 km2 y su altura máxima es 60 msnm. En la periferia de 

este sitio la profundidad es menor de 6 m. El área presenta clima seco árido y 

desértico, con invierno fresco, la temporada cálida comprende de julio a octubre, en 

estos meses también se presentan lluvias. La temperatura media anual es de 

23.6°C, y el rango es de 11 a 44°C (SEMARNAT, 2000). 

Los lobos marinos se distribuyen en todo el perímetro de Los Islotes, principalmente 

en las zonas denominadas A, B y C (Fig. 2). Las tres zonas son áreas de 

reproducción y están ocupadas principalmente por machos territoriales, hembras y 
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crías. Las zonas A y B se encuentran dentro del área de uso público, donde las 

embarcaciones pueden permanecer sujetadas a las boyas hasta por una hora y 

media mientras las personas nadan o practican buceo autónomo (CONANP, 2014). 

Estas actividades se pueden realizar todo el año excepto del 1 de junio al 31 de 

agosto, de acuerdo con la restricción impuesta por CONANP en 2017. En la zona C 

únicamente se permite el tránsito lento de las embarcaciones durante todo el año 

(CONANP, 2014).  

 

 

 

 

 

Figura 1. Localización de Los Islotes, en el complejo Insular Espíritu Santo - La 
Partida, a 50km de la Ciudad de La Paz 
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Figura 2. Zonificación de Los Islotes de acuerdo con el plan de manejo del Parque Nacional Zona 
Marina del Archipiélago de Espíritu Santo. APFF Islas del Golfo de California, B.C.S. (CONANP, 
2014) 

6. 2. Colecta de muestras  

Se realizaron cuatro salidas de campo a Los Islotes a lo largo de un ciclo 

reproductivo entre julio de 2018 y abril de 2019 (Fig. 3). Los meses de muestreo se 

seleccionaron de tal manera que coincidieran con los eventos del ciclo reproductivo 

esta especie, es decir, después de que ocurrieron los partos de la temporada, al 

final de la implantación retardada, en el inicio del segundo trimestre de gestación, y 

cuando llegan machos territoriales a la colonia y la gestación es avanzada (Tabla 

1). En cada salida de campo se colectaron heces recién depositadas de lobos 

marinos, de acuerdo con la metodología descrita abajo. Para definir la fecha exacta 

de colecta, además de considerar los eventos del ciclo reproductivo antes 

mencionados, se consultó el calendario de mareas de CICESE, 

(http://predmar.cicese.mx/calendarios/) el cual indica en qué momento del mes se 

presenta la marea baja. Con ello se tuvo oportunidad de recorrer el área de estudio 

y tomar las muestras.  

Los viajes de campo a la colonia se realizaron, en 2018, los días 14 de julio y 14 de 

octubre; los muestreos de 2019 se llevaron a cabo el 1 de febrero y el 14 de abril 

cerca de medio día. Se colectó la parte interior de 15 heces recién depositadas en 

cada viaje de campo, en el área que comprende la zona “A” por ser de fácil acceso 

http://predmar.cicese.mx/calendarios/
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y la más expuesta a la interacción con turistas (Anexo I, Fig. 17). Cada muestra fue 

guardada en bolsas de plástico, con el fin de permanecer el menor tiempo posible 

cerca de los animales y evitar perturbarlos. Posteriormente, cada muestra fue 

transferida a un tubo criovial de 4 mL para ser almacenada en un tanque con 

nitrógeno líquido hasta llegar al laboratorio. El protocolo completo para la colecta de 

muestras puede consultarse en el Anexo I.  
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Tabla 1. Acontecimientos relevantes en el ciclo reproductivo de la especie Zalophus Californianus 

Mes Acontecimiento Fuente Fecha de 
colecta 

Julio Temporada reproductiva: Todos los partos han ocurrido, las 
cópulas están en proceso. 

 

García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003a 14 julio 2018 

Octubre Termina implantación retardada e inicia gestación. 

Machos migran hacia otras colonias. 

 

 

Boyd, 1991 

 

14 octubre 
2018  

Febrero La gestación lleva tres meses, la lactancia inició. 

Incremento de machos adultos y subadultos en Los Islotes 

 

Aurioles et al., 1983 

1 febrero 
2019 

Abril Menor interacción madre-cría, las crías son más 
independientes y el embarazo es avanzado.   

Melin et al., 2000 

 

14 abril 2019  

Ilustración 3. Representación del ciclo reproductivo anual del lobo marino de California en Los Islotes, bahía de La Paz, B. C. S., México. 
En cada recuadro se señala el tiempo que toma cada evento y el mes en el que inicia. 
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6. 3.  Ensayos inmunoenzimáticos para la cuantificación hormonal 

Los inmunoensayos son métodos bioanalíticos en los que una reacción antígeno-

anticuerpo permite la cuantificación de un analito, el cual actúa como antígeno y se 

une al anticuerpo, cuando estos reactivos se mezclan e incuban se forma un 

complejo inmune. En el análisis se mide la actividad del marcador, que en el caso 

de los ensayos inmunoenzimáticos es una enzima. Se construye una curva estándar 

de calibración al correr el ensayo con diluciones seriales de la hormona o analito de 

interés en una concentración conocida. La señal es medida por medio de un cambio 

en la coloración en función de la concentración del analito no marcado en la 

muestra. La concentración de analito desconocida se determina a partir de la curva 

estándar de calibración (Darwish, 2006). 

6. 4. Extracción de esteroides de la fase sólida  

Previo a la cuantificación de las hormonas en heces por medio de ensayos 

inmunoenzimáticos (EIA), es necesario extraer los esteroides de la fase sólida. Este 

procedimiento se llevó a cabo en el Laboratorio de Química Marina de CICIMAR, 

IPN. Las muestras fueron procesadas de acuerdo con el protocolo de extracción de 

esteroides en sólidos del proveedor de los kits para ensayos inmunoenzimáticos, 

Arbor Assays® (Michigan, EE. UU) para la posterior cuantificación hormonal. 

Brevemente, las muestras fueron liofilizadas y pulverizadas, se resuspendieron 0.2 

g de cada una en 2 mL de etanol al 90%, y fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 

15 min. El sobrenadante se evaporó con nitrógeno gaseoso y el precipitado se 

resuspendió en una solución amortiguadora proporcionada en el kit para continuar 

con la cuantificación. Para mayores detalles, ver la traducción del protocolo de 

extracción de esteroides de fase sólida en el Anexo II.  

6. 5. Validación de los ensayos inmunoenzimáticos para las hormonas 

esteroideas 

Debido a que es la primera vez que se cuantifican las hormonas testosterona, 

estradiol, progesterona y cortisol en heces de lobo marino de California por medio 

de ensayos inmunoenzimáticos, fue necesario hacer las pruebas de validación para 

cada hormona. La validación se compone de dos pruebas, el paralelismo y la 

precisión (Sattler y Polasek, 2017). Estas pruebas permiten conocer si la 
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sensibilidad del ensayo hace posible la cuantificación precisa de la concentración 

hormonal en una matriz de interés (Burgess et al., 2016). La sensibilidad se define 

como la menor cantidad de analito que puede ser detectado en el ensayo (López-

Cobá y Montes-Pérez, 2016); está determinada por la afinidad de unión del 

anticuerpo con el antígeno (analito de interés; Arkin et al., 2012)  y por la 

especificiad, la cual es la capacidad de los reactivos del ensayo para distinguir el 

analito de interés (Tu y Bennett, 2017). 

La prueba de paralelismo muestra si la unión del anticuerpo en la mezcla de los 

extractos de esteroides de las muestras de estudio y la curva estándar de la 

hormona de interés son lo suficientemente similares para permitir la determinación 

del analito en las muestras diluidas. Las diluciones de la mezcla de extractos 

esteroides de las muestras también fueron útiles para identificar el factor de dilución 

requerido para la cuantificación hormonal en las muestras (Tu y Bennett, 2017). 

Mientras que la prueba de precisión permitió conocer qué cantidad del analito de 

interés se une al anticuerpo al comparar la concentración observada de la hormona 

de interés y la concentración esperada a partir de los diferentes puntos de la curva 

estándar  (Chen et al., 2017). 

6. 5.  1. Prueba de paralelismo  

Se elaboró una prueba de paralelismo por cada hormona evaluada. Para ello, se 

prepararon la curva estándar de calibración (CE) y la mezcla de extractos (ME). La 

CE se conforma de diluciones seriales del estándar de la hormona de concentración 

conocida contenido en el kit para cada hormona. La ME se elaboró a partir de la 

mezcla de 25 µL de los extractos de las muestras de tres salidas de campo (n = 45) 

que, posteriormente, se diluyó de manera serial 1:2 V:V hasta alcanzar la dilución 

1:16. Así, la concentración en cada dilución equivale a la mitad de la dilución que le 

antecede (Fig. 4). Las diluciones seriales de la ME y de la CE se elaboraron con 

solución amortiguadora de trabajo contenida también en cada kit para los ensayos 

inmunoenzimáticos. 

Una vez obtenidas las diluciones seriales requeridas para la ME y la CE de cada 

hormona, se corrió el respectivo ensayo de acuerdo con las instrucciones del 
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proveedor. Las diluciones de la ME y la CE de la hormona se corrieron por duplicado 

en la placa, se añadieron los reactivos necesarios para generar el conjugado con la 

hormona de interés y generar una reacción colorimétrica que depende de la 

concentración del analito a cuantificar. Las densidades ópticas de cada pozo fueron 

leídas para obtener las absorbancias para cada dilución de la CE y la ME.  

Para conocer el paralelismo, se graficaron de las absorbancias obtenidas en el eje 

de las ordenadas, con el logaritmo de las concentraciones conocidas de la CE en el 

eje de las abscisas (Chen et al., 2017). Posteriormente, se generaron los 

respectivos modelos de regresión lineal de las diluciones de la ME y la CE. 

Finalmente, se compararon las pendientes de la ME y la CE por medio de una 

ANCOVA. Se asume paralelismo cuando no existen diferencias significativas entre 

las pendientes (Chen et al., 2017).  

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación de las diluciones seriales aplicadas en la mezcla de extractos (ME) 

6. 5.  2.  Prueba de precisión 

Para evaluar la precisión de cada ensayo se generaron modelos de regresión lineal 

en los que se relacionó la concentración esperada de acuerdo con las diluciones del 

estándar de la hormona de interés para formar la CE y la concentración observada 

resultante de incorporar 25 µL de la ME sin diluir a 25 µL de cada estándar de 

hormona de concentración conocida que conforma la CE. Se eliminaron del análisis 

los puntos identificados como puntos palanca (bad leverage points), es decir, 

aquellos que modifican la tendencia del grupo de datos, para obtener un mejor 

ajuste del modelo. Se consideraron como valores aceptables de precisión una 

r2>0.90 y pendiente con un rango de 0.7 a 1.3 (Hunt et al., 2017). 
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6. 5.  3. Factor de dilución de las muestras para la cuantificación hormonal 

Cuando se cuantifican las hormonas esteroideas por primera vez en determinada 

matriz, como en este caso las heces de Z. californianus, se desconoce si la 

concentración hormonal en las muestras es superior a la que se puede cuantificar 

en el ensayo. Por esta razón, se llevaron a cabo diluciones seriales de la ME y se 

identificó si las muestras podían ser diluidas para que su concentración estuviera 

dentro del rango que abarca la CE (Andreasson et al., 2015). Se comparó la 

concentración de cada punto de la CE con la concentración de las diluciones 

seriales de la ME para cada hormona. Se determinó como el factor de dilución para 

la cuantificación hormonal, aquella dilución cuya concentración coincidiera con la 

concentración de los puntos estándar 3 o 4 de la CE de la hormona de interés, la 

cual se compone de cinco puntos en el caso del estradiol, y de siete para la 

testosterona, progesterona y cortisol.  

6. 6. Cuantificación hormonal 

La cuantificación hormonal se realizó a partir de los extractos obtenidos de las 

muestras fecales en el Laboratorio de Estrés Oxidativo del Centro de 

Investigaciones Biológicas del Noreste, S. C. Se determinó la concentración de 

testosterona, estradiol, progesterona y cortisol, por medio de un ensayo 

inmunoenzimático (EIA). Se utilizaron kits comerciales de la marca Arbor Assays® 

(Michigan, EE. UU.), con los números de catálogo: K030-H1, K025-H1, K032-H1, 

K003-H1W. Estos kits han sido validados para la cuantificación hormonal en 

diferentes matrices y especies como: grasa subcutánea de lobo marino de California 

(Beaulieu-Mccoy et al., 2017); vapor de respiración de cetáceos (Burgess et al., 

2016); grasa subcutánea (Champagne et al., 2016), suero y heces de delfines nariz 

de botella (Tursiops truncatus; Champagne et al., 2018) y en barbas de ballena 

boreal (Balaena mysticetus; Hunt et al., 2014). 

Antes de iniciar el ensayo para la cuantificación, las muestras fueron diluidas según 

con el factor de dilución elegido para cada hormona. Los ensayos se realizaron de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante y cada muestra fue corrida por 

duplicado. Las absorbancias se obtuvieron por medio de un lector de microplacas 

Multiskan™ de la marca Thermo Scientific™ y el cálculo de la concentración se 
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obtuvo por medio del ajuste de los valores de absorbancia de los puntos de la curva 

estándar de concentración conocida a la curva logística de cuatro parámetros para 

formar la curva de calibración, con el software libre del fabricante disponible en la 

página: https://www.myassays.com/home.aspx  

6. 7. Análisis estadísticos 

Para identificar si los valores de concentración de las muestras para cada hormona 

se ajustaron a una distribución normal, se realizó la prueba Kolmogorov-Sminorv 

con ajuste de Lilliefors. En esta prueba la hipótesis nula es que los datos provienen 

de una población con distribución normal. Si el nivel de significancia es menor que 

0.05, la distribución no es normal; si es mayor que 0.05 la distribución es normal 

(Romero-Saldaña, 2016).  

Con la finalidad de evaluar la variación en la concentración hormonal a lo largo del 

año, se compararon los promedios de concentración de cada hormona entre los 

meses de muestreo con la prueba Kruskal Wallis. Se utilizó la prueba de 

comparaciones múltiples de Dunn con nivel de significancia de 0.05 para determinar 

las diferencias significativas entre meses, debido a que se presentaron grupos con 

diferente número de observaciones (Zar, 2010). En estas pruebas no se 

consideraron los datos atípicos extremos, definidos como, aquellos que resultaron 

mayores al tercer cuartil más tres veces el rango intercuartil del conjunto de los 

valores de las concentraciones de cada hormona (Amón-Uribe y Jiménez-Ramírez, 

2009).  

Los valores de concentración fueron transformados a porcentajes en cada muestra 

para eliminar la variabilidad interindividual en la concentración de todas las 

hormonas, y poder distinguir un patrón entre los niveles de cada una en las 

muestras. Se consideró como 100% la suma de la concentración de las cuatro 

hormonas y se despejó la contribución de cada una, de manera que resultara 

posible distinguir tendencias en la secreción hormonal de acuerdo con la temporada 

del ciclo reproductivo. Todas las muestras fueron transformadas, pues a pesar de 

que algunos valores resultaran ser datos atípicos, representan los requerimientos 

fisiológicos específicos del animal al que pertenecen.  

https://www.myassays.com/home.aspx
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6. 8. Identificación del sexo  

La testosterona y el estradiol son hormonas asociadas con los caracteres sexuales 

secundarios de machos y hembras, respectivamente (Goymann y Wingfield, 2014); 

la progesterona incrementa durante el embarazo. Mientras que el cortisol está 

involucrado en la respuesta inmune, metabolismo de lípidos (Peck et al., 2016) y 

forma parte de la respuesta al estrés (Beaulieu-Mccoy et al., 2017), se desconoce 

la tendencia que puede tener esta hormona en cada sexo. Es por ello que, para 

conocer el sexo y la condición de los individuos, se analizaron los datos en los que 

únicamente se consideraron las concentraciones de testosterona, estradiol y 

progesterona en cada muestra. 

Para lo anterior, se transformaron los valores de concentración de las hormonas a 

porcentajes en cada muestra, se asignó como 100% a la suma de la concentración 

de las tres hormonas para identificar patrones en el requerimiento hormonal en cada 

muestreo y eliminar la variabilidad interindividual.  

Adicionalmente, con los valores de concentración hormonal de cada muestra sin 

transformar, se llevó a cabo un análisis estadístico exploratorio multivariado no-

paramétrico por medio del análisis de componentes principales (ACP), se 

consideraron los valores de las cargas o factor loadings, es decir, el peso de cada 

variable en el componente con la finalidad de distinguir qué hormona ejerce más 

influencia en cada muestra. Además, se aplicó un análisis de agrupamientos o 

cluster en el que se consideraron las concentraciones de las cuatro hormonas en 

cada muestra, para distinguir las muestras que más se separan entre sí y 

relacionarlas al sexo, como a la condición de las hembras. Para ello, se utilizó el 

método de vínculo de Ward con la medida de disimilitud de Bray-Curtis. Para los 

cálculos de ambos análisis se utilizó el paquete Vegan (Oksanen et al., 2014) de la 

plataforma R (R Development Core Team, 2015).  En el análisis de agrupamientos 

se identificó el número de grupos óptimos para interpretarlos con base en los 

descriptores utilizados y el contexto del problema analizado. Con el fin de incorporar 

objetividad a las posibles agrupaciones, se implementaron 24 índices por medio de 

la aplicación del paquete Nbclust (Charrad et al., 2014) del programa R (R 

Development Core Team, 2015).  
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También se sumó la concentración de las tres hormonas en todas las muestras y 

se agruparon por mes, para comparar si la secreción de todas incrementa en la 

temporada reproductiva como se ha indicado para el lobo de iberia (Canis lupus 

signatus; Barja et al., 2008). También se obtuvo la relación testosterona:estradiol 

(T:E) a partir de la división de la concentración de las parejas de hormonas para 

evidenciar la magnitud con la que varía la concentración de una hormona con 

respecto a la otra y posteriormente, encontrar un patrón que permitiera discriminar 

muestras de hembras y machos (Lanyon et al., 2005).  

6. 9. Análisis de cosinor 

Para describir la oscilación anual que puede presentar cada hormona en esta 

colonia, se realizó un análisis de cosinor. Este análisis, utiliza el método de mínimos 

cuadrados para establecer la representación de la oscilación en la curva coseno 

que mejor se ajusta a los datos en un período determinado. El análisis asume que 

el proceso de estudio es un ciclo determinístico sinusoidal cuyos parámetros son: 

periodo, tiempo que toma un ciclo, acrofase, momento en que ocurre el valor 

máximo en el ciclo y amplitud, la medida del alcance del cambio predecible dentro 

de un ciclo (equivale a la mitad de la altura que separa un valor máximo del mínimo 

a lo largo del ciclo; Lentz, 1990). Para que se considere que existe oscilación la 

amplitud debe ser diferente de cero (Cornelissen, 2014).  

El análisis se realizó en la plataforma R (R Development Core Team, 2015). Se 

consideró que el valor de un ciclo es 12, pues el ciclo reproductivo se completa en 

doce meses y cada mes de muestreo representa un punto temporal dentro del ciclo. 

Con este análisis se puede predecir el mes en el que se espera la mayor 

concentración para cada hormona a partir de la acrofase en el ciclo, la amplitud 

presenta relación directa con el ajuste del modelo, el ajuste perfecto tiene valor 1 y 

no se incluyeron los datos atípicos del total de muestras por hormona. 

Para identificar un relación entre el fotoperiodo y el ciclo reproductivo similar a la ya 

descrita por (Temte y Temte, 1993) en lobo marino de California a partir de la 

concentración de hormonas esteroideas en heces, donde la implantación retardada 

se asocia con el decremento del fotoperiodo y el incremento en los niveles de 
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progesterona (Temte y Temte, 1993). Se compararon los resultados de las 

acrofases predichas con el análisis de cosinor y el fotoperiodo a lo largo del año en 

la región de La Paz, B.C.S. Los datos de salida y puesta del sol para obtener la 

duración del día se obtuvieron de la página  

https://salidaypuestadelsol.com/mexico/la_paz_14438.html.  

7. RESULTADOS 

Se realizaron cuatro salidas de campo a la lobera, en cada una se recolectaron 15 

heces recién depositadas de lobo marino para un total de 60 muestras del estudio. 

Los viajes de campo a la colonia para la colecta de muestras se realizaron en 2018, 

los días 14 de julio y 14 de octubre; en 2019 se llevaron a cabo el 1 de febrero y el 

14 de abril cerca de medio día.  

7. 1. Validación del inmunoensayo para cuantificación de hormonas 

esteroideas en heces de lobo marino de California 

Se validaron los ensayos inmunoenzimáticos para proceder con la cuantificación 

de las hormonas testosterona, estradiol, progesterona y cortisol por medio de las 

pruebas de paralelismo y precisión.  

7. 1.   1. Prueba de paralelismo 

Los resultados de las pruebas de paralelismo entre la ME y la CE para cada 

hormona evaluada se presentan en la figura 5. La comparación estadística de las 

pendientes de los modelos para ME y CE por medio de un ANCOVA generó las 

siguientes probabilidades para cada hormona: testosterona p = 0.202, estradiol p = 

0.185, progesterona p = 0.0001 y cortisol p = 0.006 (Tabla 2). Por lo que la 

testosterona y el estradiol si presentaron paralelismo. En el caso de la progesterona, 

el modelo lineal de la ME mostró pendiente poco evidente -0.02 y la pendiente para 

CE fue -0.35, esto puede deberse a que el ensayo es sensible a otros 

progestágenos además de la progesterona. Finalmente, las pendientes que 

corresponden al cortisol interceptaron en los puntos de menor concentración y las 

pendientes fueron -0.6 y -0.3 para la ME y CE, respectivamente. 

https://salidaypuestadelsol.com/mexico/la_paz_14438.html
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Tabla 2. Comparación de las pendientes de los modelos lineales para la ME y la Ce. 

Hormona Pendiente ME Pendiente CE ANCOVA p = 

Testosterona -0.49 -0.59 0.202 

Estradiol -0.15 -0.20 0.185 

Progesterona -0.02 -0.35 0.0001 

Cortisol -0.64 -0.36 0.006 

 

7. 1.   2. Prueba de precisión 

Los resultados de la prueba de precisión para cada hormona analizada se presentan 

en la figura 6. La afinidad del anticuerpo por el analito de interés es perceptible, 

pues la concentración del analito incrementó conforme aumentó la concentración 

del estándar añadido para todas las hormonas, excepto para progesterona ya que, 

su coeficiente de determinación fue menor de 0.9. 

La testosterona y el estradiol mostraron resultados aceptables para ambas pruebas 

de validación, el cortisol presentó exactitud aceptable y la progesterona no cumplió 

las características para aprobar la validación. Sin embargo, debido a que la señal 

de absorbancia de la ME para todas las hormonas mostró incremento al ser diluida 

de manera serial, y a que los resultados de precisión para cuantificación de 

testosterona, estradiol y cortisol presentaron un ajuste elevado, se consideró que el 

uso de estos kits es válido para la cuantificación de testosterona, estradiol, 

progesterona y cortisol en extractos de heces de lobo marino de California.  
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Figura 5. Prueba de paralelismo con los modelos de regresión lineal para la ME y CE de cada hormona. 
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Figura 6. Modelos de regresión lineal entre las concentraciones esperadas de acuerdo con la CE y las observadas de la ME más las 
diferentes concentraciones de CE de cada hormona analizada. 
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7. 2. Factor de dilución para la cuantificación hormonal de las muestras  

Los resultados de las diluciones seriales de la ME se presentan en la figura 7. La 

dilución de la mezcla de extractos que se aproximó a la concentración de los puntos 

3 y 4 de la curva estándar de calibración (el punto intermedio de concentración de 

dicha curva) fue diferente para cada hormona. 

En el caso de la testosterona, las diluciones que corresponden a la dilución serial 

1:8 y 1:16 se aproximaron a la concentración intermedia de la CE. Por ello, se 

decidió diluir las muestras 1:10 para la cuantificación de esta hormona. Para el 

estradiol, la ME sin diluir presentó una concentración más baja que el límite superior 

de la CE y el resto de las diluciones presentaron valores de concentración similares 

a los de la CE, por lo que se decidió diluir las muestras 1:4 para su cuantificación. 

Mientras que, se observa que la concentración de la dilución 1:16 para progesterona 

fue notablemente elevada comparada con el punto de mayor concentración de CE; 

se decidió utilizar la dilución 1:60 en las muestras para que entraran en el rango al 

que es sensible el ensayo. El cortisol presentó valores similares en las diluciones 

seriales de la ME y la CE. Se decidió utilizar el factor de dilución 1:8 para cuantificar 

esta hormona en las muestras. 
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Figura 7.  Concentración hormonal cuantificada por factor de dilución de la curva estándar (CE) y mezcla de extractos (ME). Los asteriscos 
señalan la dilución de ME que tiene la una concentración cercana a los estándares 3 y 4 de CE.
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7. 3. Concentración hormonal 

Los resultados de la concentración promedio de testosterona, estradiol 

progesterona y cortisol en heces de lobo marino de California se presentan en la 

tabla 3. Las concentraciones promedio de testosterona (1,1502  1410.3 pg mL-1), 

estradiol (4,685.8  514.3 pg mL-1) y cortisol (1817.2  256.8 pg mL-1) en heces de 

lobo marino de California en Los Islotes fueron menores que la concentración 

promedio de progesterona (105,195  19539.3 pg mL-1; Fig. 8). 

Las curvas estándar y los valores de los coeficientes inter e intraensayo se muestran 

en la tabla 4. De las 60 muestras que se colectaron para este estudio, seis (10%) 

quedaron por encima del límite superior de detección de la curva estándar del 

ensayo de cortisol y una más (1.7%) quedó fuera del espectro para el ensayo de 

progesterona, a pesar de que todas fueron diluidas.   

 

Tabla 3. Rangos y promedios de la concentración de hormonas esteroideas en heces de lobo 
marino de California en Los Islotes, sin considerar los datos atípicos extremos.  

Hormona Rango pg mL-1 Promedio  

pg mL-1 

Error 

estándar 

n Sin 

cuantificar 

Datos 

atípicos 

Testosterona 745.6-51360 11502 1410.3 57 0 3 

Estradiol 456.4-18900 4685.8 514.3 59 0 1 

Progesterona 1223-535300 105195 19539.3 56 1 3 

Cortisol 240.3-9699 1817.2 256.8 45 6 9 

 

 

Tabla 4. Rango de la curva estándar de cada kit comercial y coeficientes de variación 
estimados para los ensayos EIA realizados. 

Hormona Rango de la CE 
pg mL-1 

CV 
intraensayo 

% 

CV 
interensayo 

% 

Muestras no 
cuantificadas 

concentrada diluida 

Testosterona 40.96-10000 8.9-18.7 12.9 0 0 

Estradiol 39.06-10000 9.8-13.5 12.26 0 0 

Progesterona 50-3200 11.4-21.5 16.1 0 1 

Cortisol 50-3200 18.9-31.6 27.16 2 4 
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Ilustración 8. Concentración promedio de hormonas esteroideas cuantificadas en heces de lobo 
marino de California en Los Islotes, B.C.S., México. Los datos atípicos extremos no fueron 
incluidos en esta gráfica. 

 

En la prueba de Kolmogorov-Smirnov con ajuste de Lillefors, el valor de probabilidad 

de la concentración de todas las hormonas siempre fue menor de 0.05, lo que indica 

que la distribución de los datos no es normal (Tabla 5).  

Tabla 5. Valores de probabilidad de la prueba Klmogorov-Smirnov con ajuste de Lillefors. 

Hormona Valor de p Tipo de distribución 

Testosterona 0.000207 No normal 

Estradiol 0.000397 No normal 

Progesterona 3.863e-13 No normal 

Cortisol 8.308e-11 No normal 

 

De acuerdo con la prueba de Kruskall-Wallys, el valor promedio de todas las 

hormonas, excepto cortisol, difirió significativamente entre los meses de muestreo 

(Fig. 9). Los resultados de la prueba post-hoc de Dunn con nivel de significancia de 

0.05 señalaron, que la testosterona presentó diferencias entre julio (6374   

917.67pg mL-1) y octubre (14860  334.30pg mL-1; p= 0.04). Para el estradiol, la 

concentración de febrero (2285.32  581 pg mL-1) fue diferente de la de abril (6724 

 1382.26 pg mL-1) y octubre (6291  997 pg mL-1; p = 0.001). La concentración 

promedio de progesterona en octubre (228192  547272 pg mL-1) fue diferente de 
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la medida en abril (29746  8971 pg mL-1) y julio (34835  7336.782 pg mL-1, p = 

0.002). 

 

Figura 9. Concentraciones hormonales promedio en heces de lobo marino de California durante los 

meses de muestreo en Los Islotes, B.C.S., México.  

En la figura se observan los valores de concentración transformados a porcentajes 

en cada muestra (Tabla 6, Fig. 10). En la tabla 4, se observa que la cuantificación 

de cortisol fue imposible de detectar en 6 muestras y en una más no se pudo 

cuantificar progesterona, por lo que 7 muestras no fueron consideradas en esta 

parte, pues no se tenían los porcentajes de las 4 hormonas. Por lo anterior, los datos 

presentados corresponden a la información de 53 muestras, de las 60 que fueron 

colectadas (Tabla 6).  

Tabla 6. Rangos de la proporción de hormonas detectada en las muestras de heces de 
lobo marino de California en Los Islotes. (ee, error estándar). 

Hormona Rango % Promedio ee n Datos atípicos 

Mínimo Máximo  

Testosterona 0.28 97.87 19.37 2.77 53 0 

Estradiol 0.01 35.26 7.34 1.07 53 0 

Progesterona 2.15 89.64 62.72 4.02 53 0 

Cortisol 0.02 84.46 10.57 2.86 53 0 
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La proporción de testosterona fue mayor que la de estradiol en 50 de las 53 

muestras consideradas, con promedios de 19% y 7%, respectivamente. El mayor 

promedio en la proporción de ambas hormonas se presentó en abril con 37% para 

testosterona y 15% para estradiol y el menor promedio en la proporción se observó 

en octubre con 8% para testosterona y en febrero con 2% para estradiol. El cortisol 

se presentó en proporciones menores a 7% en todos los muestreos excepto en julio, 

cuando la proporción promedio alcanzó el 24%. El mes en el que se observó mayor 

proporción de progesterona fue octubre con 83% y el mes con menor proporción 

fue abril con 43% (Fig. 10).  

 

Figura 10. Proporción de hormonas esteroideas en cada muestra, agrupadas por mes de 
muestreo. 

 

7. 4. Identificación del sexo del animal al que pertenecen las muestras  

La transformación a proporciones de las cuatro hormonas cuantificadas en heces 

no arrojó información suficiente por sí sola para identificar el sexo de los lobos 

marinos, pues la concentración de progesterona siempre fue mayor que el resto de 

las hormonas. Al transformar a porcentajes la concentración únicamente de 

testosterona, estradiol y progesterona tampoco fue posible identificar con certeza 

las muestras de hembras y de machos (Fig. 11).  
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Figura  11. Proporción de hormonas sexuales en cada muestra, agrupadas por mes de muestreo. La 
información para la muestra 51 no se presenta, pues la progesterona en dicha muestra no pudo ser 
cuantificada. 

 

Cuando se consideraron únicamente la testosterona, estradiol y progesterona, el 

rango de valor porcentual que exhibió cada hormona fue diferente; el estradiol es la 

hormona que se presentó en menor proporción y la progesterona se encontró en 

una mayor proporción en las muestras (Tabla 7).  

Tabla 7. Rangos de la proporción de hormonas detectada en heces de lobo marino de California en 
Los Islotes (ee, error estándar).  

Hormona Rango % Promedio ee n Sin 
cuantificar 

Datos 
atípicos 

Mínimo Máximo   

Testosterona 0.29 97.84 23.26 2.730 60 0 0 

Estradiol 0.01 39.97256 9.579 1.19 60 0 0 

Progesterona 2.15 99.63 68.30 3.404 59 1 0 

 

El ACP, generó tres componentes principales, de los cuales, el primero explicó 42% 

de la variabilidad de los datos y el segundo explicó 34%. Los valores de carga para 

el primer componente principal fueron: progesterona 1.71, estradiol 1.59 y 
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testosterona 0.42, para el segundo componente principal los valores de carga 

fueron: testosterona -1.97, estradiol 0.75, progesterona -0.21. No se distinguieron 

patrones en el agrupamiento de los datos. Sin embargo, se observó un grupo de 

muestras asociado hacia la progesterona y en menor medida, al estradiol. 

Únicamente una muestra se separó del grupo, se encuentra asociada a la 

testosterona y se caracteriza por presentar la mayor concentración de dicha 

hormona en comparación con el resto de las muestras (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo con el análisis de cluster con distancias de Bray Curtis, se identificaron 

cinco grupos con 13 de los 24 índices utilizados para definir el número de grupos 

(Fig. 13). No se observó en el dendograma un patrón que permitiera distinguir las 

muestras que podrían pertenecer a hembras o machos, sin embargo, fue posible 

hacer inferencias de acuerdo con la dinámica de la población en la lobera. El grupo 

1 contiene las muestras 34 y 49, las cuales presentaron las concentraciones más 

elevadas de testosterona de todos los muestreos y podrían pertenecer a muestras 

de machos, el número tan bajo de muestras en este grupo tiene sentido, pues es la 

Figura 12.  Representación biespacial de los dos primeros componentes principales generados por el ACP. 
Las claves representan a cada muestra y las líneas los vectores generados para cada hormona. 
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categoría menos abundante en la lobera. El grupo 2 se conforma por las muestras 

que presentaron los valores más elevados de estradiol, esos valores no superaron 

los de la testosterona y la concentración de progesterona no fue elevada como las 

muestras que conforman el grupo 5, por lo que podría tratarse de hembras en la 

condición de estro o simplemente hembras. El grupo 3 caracterizó porque las 

muestras presentaron mayor concentración de testosterona que de estradiol y, la 

progesterona, no es elevada como en el grupo 5, por lo que definitivamente se 

puede inferir que se trata de hembras que no se encuentran en estro y 

probablemente se encuentran en alguna fase de la gestación. Para el grupo 4 la 

concentración de testosterona y estradiol fue similar y la progesterona es menor que 

en el grupo 5 por lo que puede tratarse de hembras en la fase final de la gestación. 

Finalmente, el grupo 5 se conformó por las muestras con mayor progesterona de 

todo el estudio, y en este grupo no se presentaron muestras del mes de abril, cuando 

la gestación está por culminar, por lo que es probable que se trate de muestras de 

hembras preñadas en los primeros meses de gestación. 
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Figura 13. Análisis de cluster para los valores hormonales en heces de lobo marino de California.  Se distinguen 5 grupos, grupo 1 
muestras con mayor concentración de testosterona respecto a las horas hormonas. Grupo 5 muestras con mayor proporción de 
progesterona de todo el estudio. Los grupos intermedios presentan mayor asociación con estradiol y menor con progesterona. 
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7. 5.  Razón testosterona estradiol (T:E)  

Para la razón testosterona:estradiol (T:E; Fig. 14), se observa que únicamente 7% 

de las muestras de julio y 7% de octubre presentan valores casi cuatro veces más 

elevados de estradiol que de testosterona. Mientras que 13% de las muestras de 

febrero presentan valores de estradiol casi imperceptibles, comparados con los de 

testosterona. En el resto del total de muestras la concentración de estradiol no dobla 

la de testosterona y no es posible establecer un patrón o tendencia asociada con el 

mes de muestreo.  

7. 6.  Oscilación anual 

La oscilación anual, así como los parámetros amplitud y acrofase fueron diferentes 

para cada hormona (Tabla 8, Fig. 15). Los análisis para testosterona y estradiol 

presentaron las acrofases más bajas, esto sugiere que a lo largo del ciclo la 

concentración de estas hormonas en heces no varía tanto como en el caso del 

cortisol y la progesterona. Las acrofases se presentaron en enero y septiembre, 

para testosterona y estradiol, respectivamente. La progesterona y el cortisol 

mostraron amplitudes más elevadas que la testosterona y el estradiol, pues sus 

valores máximos y mínimos están lo suficientemente separados para definir una 

amplitud cercana a 1 (Tabla 8). De acuerdo con el modelo, una oscilación es similar 

para progesterona y cortisol, con acrofases en octubre y en noviembre, 

respectivamente. La amplitud en el análisis de todas las hormonas siempre fue 

diferente de cero, es decir, que si existe un cambio en la variable a través  del tiempo 

y por lo tanto, es un ritmo (Cornelissen, 2014). 
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Figura 14. Razón testosterona:estradiol por muestra, agrupados por mes. 
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Figura 15. Oscilación anual de cada hormona. 

 

Tabla 8. Parámetros del análisis de cosinor para cada hormona 

 Testosterona Estradiol Progesterona Cortisol 

    

Amplitud 0.38 0.38 1 0.9 
Ajuste 0.38 0.38 0.99 0.91 
Acrofase 0.59 9.48 11.16 10.35 
Mayor valor  Enero Septiembre Noviembre Octubre 

 

Las horas de luz y oscuridad del fotoperiodo, obtenidas en las fechas exactas de 

cada muestreo, se muestran en la figura 16.  Se observa que el fotoperiodo es 

menor en octubre y febrero, meses en los que se presentan los mayores valores 

para progesterona.  
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8. Discusión  

8. 1. Validación del inmunoensayo para la cuantificación de hormonas 

esteroideas en heces de lobo marino de California 

La validación presentó resultados aprobatorios para testosterona y estradiol en las 

pruebas de paralelismo y precisión. En el caso de la progesterona, el paralelismo 

no fue evidente debido a la elevada concentración de la hormona en la mezcla de 

extractos y también posiblemente a que el ensayo presenta elevada reactividad 

cruzada (reacción entre un antígeno y un anticuerpo que fue generado contra un 

antígeno con estructura similar) con otros progestágenos como 3β-hidroxy-

progesterona (172%) y 3α-hidroxy-progesterona (188%). Sin embargo, sólo una 

muestra quedó fuera del rango de sensibilidad del ensayo durante la cuantificación, 

por lo que se consideró que éste es apto para la cuantificación de progesterona en 

heces de Z. californianus. Cabe señalar que, el ensayo es multiespecífico y ha sido 

utilizado con éxito en vapor de respiración de cetáceos (Burgess et al., 2016) y en 

barbas de ballena boreal (Hunt et al., 2014). El cortisol, aprobó la precisión con un 

coeficiente de determinación del modelo de regresión de 0.97, mayor al resto de las 

hormonas.   

Debido a que los kits utilizados para los ensayos inmunoenzimáticos son sensibles 

a concentraciones ~50 pg mL-1 de cada hormona, es posible utilizar factores de 

Figura 16. Fotoperiodo en la ciudad de La Paz por mes de muestreo. 
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dilución que aseguren la cuantificación de las hormonas de interés a pesar de tener 

una concentración mayor de lo que es sensible la curva estándar. Una vez 

seleccionado el factor de dilución apropiado para cada hormona, fue posible 

cuantificar su concentración en todas las muestras. En el ensayo de progesterona 

se utilizó un factor de dilución 60, y la cuantificación se llevó a cabo con éxito en 

98% de las muestras. La elevada concentración de progesterona cuantificada en 

este estudio pudiera deberse a la sensibilidad el ensayo a los progestágenos antes 

mencionados y a que el anticuerpo es policlonal, es decir que es probable que 

además de la progesterona otros metabolitos reaccionen con el anticuerpo del 

ensayo. Con respecto a la cuantificación del cortisol, el 10% de las muestras 

quedaron fuera del límite de detección del ensayo, dos por su alta concentración y 

las cuatro restantes presentaron baja concentración, es decir, estaban demasiado 

diluidas. Por lo tanto, es recomendable utilizar un factor de dilución menor para 

asegurar la cuantificación de la mayoría de las muestras.  

La variabilidad interindividual en la concentración de cortisol es mayor que la del 

resto, pues de los 54 datos disponibles para cortisol, nueve resultaron ser datos 

atípicos. Esta variabilidad puede ser consecuencia de que la hormona está 

involucrada en diversos aspectos distintos a la reproducción. Por ejemplo, encabeza 

la respuesta al estrés en mamíferos marinos (Romero y Butler, 2007) y regula la 

gluconeogénesis al promover la movilización de los ácidos grasos de los tejidos 

adiposos periféricos (Atkinson et al., 2015). El sexo de los animales también influye 

en los niveles de cortisol registrados (revisado en Atkinson, 2004). 

Cabe mencionar que cinco de los datos atípicos corresponden a muestras con 

elevada concentración de cortisol en julio, y se sabe que esta hormona es necesaria 

para la movilización de lípidos y, por lo tanto, favorece la producción de leche rica 

en grasa, en consecuencia, las concentraciones circulantes de cortisol pueden estar 

asociadas con la producción de leche. Por ejemplo, las hembras lactantes de foca 

de Gronelandia (Phoca groenlandica) presentan el doble de concentración de 

cortisol que las hembras que no se encuentran en tal condición (Gardiner y Hall, 

1997). Por lo tanto, es posible que la elevada concentración de cortisol observada 

en el lobo marino de California durante julio se deba a hembras acabaran de parir y 
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se encontraban amamantando. El amamantamiento en el lobo marino de California 

es intenso durante los primeros días de nacidas las crías y el destete es gradual 

(García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003b).  

La afinidad de cada ensayo por la hormona de interés en este estudio es confiable. 

Gracias al proceso de validación de los kits comerciales empleados se ha 

establecido el factor de dilución adecuado para la cuantificación de testosterona, 

estradiol, progesterona y cortisol a partir de heces en el lobo marino de California.  

8. 2. Cuantificación hormonal  

Al comparar los promedios de concentración de cada hormona, se observa que la 

concentración de progesterona y cortisol fue mucho más elevada que la de 

testosterona y estradiol. Además de los requerimientos fisiológicos de los animales, 

el metabolismo de excreción para cada hormona puede afectar su concentración en 

diferentes matrices, como se ha demostrado para otros mamíferos, donde las 

hormonas pueden excretarse principalmente en orina o heces, con diferencias 

específicas para cada especie. Por ejemplo, en hembras de mono ardilla (Saimiri 

sciureus) se ha reportado que la progesterona y el estradiol se excretan 

principalmente en heces con porcentajes de 67% y 75%, respectivamente, y el resto 

se excreta por medio de la orina (Moorman et al., 2002). En hembras de babuino 

(Papio cynocephalus) la proporción de esteroides excretados en heces, en 

comparación con orina, es de 40% para progesterona y 10% para estradiol (Wasser 

et al., 1994). En hembras de lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) 67% de la 

progesterona y 95% del estradiol se excreta en heces (Velloso et al., 1998). Para la 

chinchilla (Chinchilla lanígera), la testosterona se excreta 85% en orina y 15% en 

heces (Busso et al., 2005). La testosterona en machos de lobo de crin se excreta 

97% en heces (Velloso et al., 1998). La información sobre las tasas de excreción se 

desconoce para el lobo marino de California.  

Además, es posible que los valores de las hormonas en suero se vean reflejados 

en heces con diferente ventana de tiempo para cada hormona como demostraron 

Moorman y colaboradores (2002), quienes compararon la excreción de estradiol y 

progesterona de hembras de mono ardilla en heces después de la inyección de 
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estas hormonas, se observó un pico de excreción para estradiol a las 16 horas y 

para progesterona a las 8 horas.  

Los valores máximos reportados por (Greig et al., 2007) en el lobo marino de 

California para progesterona se presentaron en los meses que corresponden al 

inicio de la gestación con 76.51 ± 7.04 ng mL-1 en hembras no preñadas y 7.42 ± 

1.51 ng mL-1 en hembras preñadas, los valores mínimos se presentaron al final de 

la gestación con 0.34 ± 0.01 ng mL-1 en no preñadas y 2.14 ± 0.16 ng mL-1 en 

hembras preñadas. Para estradiol, los valores máximos se obtuvieron a la mitad de 

la gestación en las hembras preñadas con 2.35 ± 0.61 ng mL-1 y los mínimos 

también en hembras preñadas en la gestación tardía 0.92 ± 0.06 ng mL-1.  

Pedernera-Romano y colaboradores en 2010 reportaron para crías de Los Islotes, 

valores de cortisol en suero de 74.18 ± 25.73 después de ser capturados y de 80.10 

± 0.17 ng mL-1  en una muestra posterior de los mismos sujetos. Los rangos de los 

valores obtenidos para todas las hormonas en este estudio: testosterona (0.7456 - 

5.136 ng mL-1); estradiol (.4564 - 18.900 ng mL-1 ); progesterona (1.223 - 535.3 ng 

mL-1) y cortisol (0.240 - 9.699 ng mL-1) superan los ya reportados en suero para esta 

especie, posiblemente porque las hormonas esteroideas excretadas por medio de 

las heces son una señal integrada de la hormona circulante en el individuo (Hunt et 

al., 2019).  

8. 3. Variación hormonal con relación al ciclo reproductivo 

La concentración promedio de cada hormona presentó variaciones en los 

muestreos que se llevaron a cabo a lo largo del año y se presentaron diferencias 

significativas entre meses para todas las hormonas, excepto para cortisol. Se 

observaron los mayores valores de testosterona y estradiol en el muestreo de abril 

y de progesterona en octubre.  Es posible que estas diferencias en la concentración 

de las hormonas esteroideas a lo largo del año reflejen los requerimientos 

específicos de los animales en las diferentes fases del ciclo reproductivo. 

La testosterona y el estradiol, además de desencadenar la expresión de caracteres 

sexuales secundarios en machos y hembras, respectivamente (Goymann y 

Wingfield, 2014),  están relacionadas con la búsqueda de pareja y la cópula (Sattler 
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y Polasek, 2017). Los valores más elevados para estas hormonas en heces de lobo 

marino de California se presentaron en abril y no durante la temporada reproductiva, 

es probable que el incremento en la secreción de estas hormonas desencadene 

modificaciones en la conducta, como el incremento en las vocalizaciones del lobo 

marino Australiano durante la temporada reproductiva (Tripovich et al., 2009) y 

fisiología de los animales, como el incremento en la espermatogénesis en el elefante 

marino del sur (Mirounga leonina), que son evidentes hasta la temporada 

reproductiva. 

El muestreo de julio, se realizó cuando recién habían nacido las crías de la 

temporada de 2018 y las hembras aún no se encontraban receptivas a los machos, 

debido a que entran en estro 21 días después del parto (García-Aguilar y Aurioles-

Gamboa, 2003a), por lo que posiblemente los copros muestreados eran de hembras 

no receptivas y por ello no se encontró la elevación de estradiol. Lo mismo ocurre 

en la foca de puerto (Phoca vitulina), cuyas hembras receptivas presentan un 

incremento de estradiol en suero, 25 días después de haber dado a luz (Reijnders, 

1990). 

En el presente trabajo la mayor concentración de testosterona se presentó en abril 

y la de cortisol en julio. El incremento de testosterona previo a la temporada 

reproductiva ha sido identificado en otras especies de pinnípedos como la foca de 

Weddell (Leptonychotes weddellii), en la que después de un incremento en la 

testosterona, se presenta un incremento en el cortisol, lo que sugiere que la 

conducta territorial durante la temporada reproductiva es mediada por el cortisol 

(revisado en Atkinson, 2004). Únicamente las muestras identificadas con el número 

34 y 49 (concentraciones de 11520000 pg mL-1 y 27370 pg mL-1), correspondientes 

al muestreo de febrero y abril, respectivamente, presentaron concentraciones de 

testosterona tan elevadas como para segregarse en el análisis de cluster y sugerir 

que pertenecen a machos. Lo cual es coincidente con la dinámica poblacional 

descrita para la lobera, donde se señala que en invierno están presentes machos 

subadultos provenientes de otras colonias y antes de iniciar la temporada 

reproductiva los machos adultos arriban para establecer territorios (Aurioles et al., 

1983; Elorriaga-Verplancken et al., 2018). 
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Es poco probable que el incremento en el promedio de la concentración de 

testosterona en heces en abril corresponda a valores de machos, ya que, durante 

la temporada reproductiva en Los Islotes, los machos patrullan constantemente su 

territorio acuático y defecan en el agua (Heath, 1989). También se sabe que durante 

la temporada reproductiva los machos de otras especies, como el lobo marino de 

Galápagos (Zalophus wollebaki) no defecan, ya que se mantienen en ayuno para 

defender su territorio y maximizar su éxito reproductivo (Pörschmann et al., 2010). 

Además las hembras adultas son la categoría de edad más abundante en la lobera, 

representan el 50% de la población en primavera (Maravilla-Chávez et al., 2006), 

seguidas de las crías con 2% y el resto son juveniles, por lo que se considera que 

los copros colectados en la colonia corresponden a hembras adultas. Los copros de 

las crías son pequeños y de color mostaza (Hernández-Camacho, obs pers). 

Metabólicamente, en mamíferos la testosterona es un precursor del estradiol 

(Gesquiere et al., 2014), existen receptores de andrógenos en los tejidos periféricos 

y neurales de las hembras, lo cual sugiere que el efecto de la testosterona en su 

conducta va más allá de la conversión de testosterona a estradiol. La testosterona 

también actúa en la formación de hueso y la densidad mineral ósea de las hembras 

de mamíferos (Gesquiere et al., 2014).  

La temporada reproductiva en Los Islotes culmina en agosto, con las cópulas (Nieto-

García, 2014). En consecuencia, la diapausa embrionaria termina en octubre e inicia 

la gestación. Esto puede contribuir a que en los muestreos de octubre, febrero y 

abril se observaran los mayores valores promedio de progesterona en comparación 

con aquellos en julio. Los resultados del presente estudio sugieren que la 

concentración de progesterona a lo largo del ciclo reproductivo no se mantiene 

constante y disminuye cuando la gestación está por llegar a su fin, como se ha 

reportado para la foca de puerto (Sattler y Polasek, 2017).  

El mayor valor promedio de progesterona en el presente estudio se registró en el 

muestro de octubre, mes en que termina la implantación retardada debido a que las 

cópulas se observan al final de la temporada de nacimientos y terminan a mediados 

de agosto (García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003a). Estos resultados coinciden 

con lo descrito anteriormente para muestras de suero de esta especie y en el lobo 



   
 

44 
 

fino del norte (Callorhinus ursinus), donde existe incremento de progesterona al final 

de la implantación retardada (Greig et al., 2007). La implantación del blastocito en 

el lobo fino del norte es coincidente con el acortamiento del fotoperiodo (Temte y 

Temte, 1993), como se observó en los resultados de este estudio. Se ha propuesto 

que el fin de la implantación retardada está influenciado por la melatonina (Temte y 

Temte, 1993), hormona cuya secreción presenta cambios estacionales e 

incrementa durante los días cortos. Otra especie cuya reproducción es influenciada 

por el fotoperiodo es la foca de puerto, pues los días cortos retrasan y los días largos 

adelantan el estro (Boyd, 1991). La melatonina se secreta durante la oscuridad, por 

lo que su secreción disminuye durante los días largos (Atkinson, 2014). La 

temporada de nacimientos en Los Islotes reportada por (García-Aguilar y Aurioles-

Gamboa, 2003a) es coincidente con los días largos, cuyo fotoperiodo puede 

consultarse en la figura 15. 

Los resultados del presente estudio son comparables con la información disponible 

sobre los niveles hormonales en el ciclo reproductivo en pinnípedos, donde se 

señala un incremento de testosterona en plasma previo a la temporada reproductiva 

para: foca capuchina; revisado en Atkinson y Gilmartin, 1992; elefante marino del 

sur; revisado en Boyd, 1991. Incremento de estradiol en suero durante el estro y 

después de la implantación del blastocito en la foca de puerto (Reijnders, 1990), 

lobo marino de California (Greig et al., 2007) e incremento de progesterona en suero 

sin diferencias entre las preñadas y no preñadas al final de la diapausa embrionaria 

también en el lobo marino de California (Greig et al., 2007). 

 

8. 4. Proporción de cada hormona en las muestras  

En la mayoría de las muestras fecales de lobo marino de California se encontraron 

proporciones más bajas de estradiol, testosterona y cortisol, comparados con las de 

progesterona. El lobo marino de California es una especie con dimorfismo sexual y 

los niveles elevados de testosterona en estas especies son característicos de los 

machos, aunque en las hembras se reportan niveles detectables de esta hormona 

(Goymann y Wingfield, 2014). La similitud entre las bajas proporciones de estradiol, 



   
 

45 
 

testosterona y cortisol comparados con las proporciones de progesterona sugiere 

que su principal vía de excreción es la orina, como se ha reportado para otros 

mamíferos como el mono ardilla (Saimiri sciureus; Moorman et al., 2002) y la 

chinchilla (Chinchilla lanigera; Busso et al., 2005). 

En el presente estudio, la proporción de progesterona en heces de lobo marino de 

California presentó un aporte superior al 62% en tres de los muestreos, en el 

muestreo de julio el aporte fue de 53%. Además, la progesterona siempre fue mayor 

comparada con la proporción de estradiol, que presentó promedios de 2 a 14%. 

Debido a que los individuos de la colonia principalmente son hembras reproductivas, 

es muy probable que la mayoría de las muestras pertenezcan a hembras adultas. 

Sin embargo, no se puede asegurar que estén preñadas, pues se ha reportado 

incremento en los valores séricos de esta hormona en hembras sin distinción entre 

las preñadas y las no preñadas, y a lo largo de la gestación, con los valores máximos 

durante el segundo trimestre (Greig et al., 2007; Sattler y Polasek, 2017). Además, 

en el lobo amelenado (Chrysocyon brachyurus), todas las hembras, aunque no 

estén preñadas presentan más progesterona que estradiol en heces (Velloso et al., 

1998).  

El cortisol presentó una proporción superior al 20% en 33% de las muestras de julio 

y 7% de las muestras de octubre. Esta hormona participa en diferentes eventos 

fisiológicos en pinnípedos como respuesta a eventos de demanda energética 

consecuencia del ayuno estacional (Kershaw y Hall, 2016),  al desafío con inyección 

de hormona adrenocorticotrópica, la cual promueve su secreción (Hunt et al., 2004) 

y a eventos estresantes (Beaulieu-Mccoy et al., 2017) que en crías de Z. 

californianus pueden ser causados por la manipulación (Pedernera-Romano et al., 

2010) o por el limitado cuidado materno (Labrada-Martagón et al., 2007). Por ello, 

es posible que la elevada proporción de esta hormona en varias muestras en el 

presente estudio se deba a la temporada reproductiva en las muestras de julio, 

como se ha reportado para lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus; Hunt et al., 

2004) o una variable diferente de la reproducción, como estrés a causa de la 

densidad poblacional o la disponibilidad de alimento (Hunt et al., 2004). Cabe 
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destacar que las muestras con elevado cortisol no coinciden con las muestras con 

testosterona elevada en el ACP y posiblemente no pertenecen a machos.  

8. 5. Oscilación anual de las hormonas  

Hasta ahora se ha identificado una tendencia a la variación en la concentración y 

proporción de cada hormona varía o a lo largo del año. A partir de esta información 

fue posible aplicar un método numérico que ayudó a establecer un posible patrón 

de concentración para testosterona, estradiol, progesterona y cortisol a lo largo de 

un ciclo reproductivo. La oscilación anual de las hormonas determinada a partir del 

análisis de cosinor sugiere la organización endógena requerida por los individuos 

para participar en eventos regulares, como la reproducción; además se ha reportado 

que la dinámica hormonal se ajusta a las señales ambientales cíclicas, que incluyen 

fotoperiodo, temperatura y disponibilidad de alimento (Helm et al., 2013).  

La mayor amplitud en el análisis de cosinor se presentó para progesterona y cortisol, 

con valores de 0.9. Mientras que, la testosterona y estradiol presentaron valores de 

0.38. Se asume que existe un ritmo cuando la amplitud es diferente de cero (Lentz, 

1990) ya que refleja la magnitud con la que se presentan los cambios dentro del 

ciclo. Es decir que la oscilación de progesterona y cortisol a lo largo del año es más 

evidente que la de testosterona y estradiol.  

La baja amplitud del modelo para testosterona y estradiol probablemente se debe a 

que los muestreos no coincidieron con los puntos anuales de mayor concentración 

de esas hormonas. Por ejemplo, en el elefante marino del sur (Mirounga leonina) la 

espermatogénesis inicia en agosto, un mes antes de la temporada reproductiva y 

termina en noviembre. Las concentraciones testiculares de testosterona son 

elevadas de julio a septiembre y la concentración plasmática de testosterona es alta 

sólo en septiembre (Griffiths, 1984). Debido a que la testosterona en heces es una 

señal integrada de su secreción en el organismo (Hunt et al., 2019), y se presenta 

antes de la temporada reproductiva para permitir los cambios que preparan a los 

machos como la espermatogénesis (Pomeroy, 2011), es probable que en el lobo 

marino de California el incremento estacional en la secreción de esta hormona sea 

previo a la temporada reproductiva, desde que establecen los territorios (García-
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Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003a) como ocurre en el elefante marino del sur y 

como se ha reportado para el lobo marino de Nueva Zelanda, donde la testosterona 

se asocia con la conducta agresiva y territorial  la cual es mayor en machos 

territoriales (Negro et al., 2010).  

Se ha documentado en el elefante marino del sur el aumento en el diámetro de los 

tubos seminíferos asociado con la elevación en la concentración de testosterona, y 

como consecuencia, entre uno y tres meses después, se presenta un incremento 

en la espermatogénesis (Pomeroy, 2011). La acrofase para la testosterona se 

presentó, de acuerdo con el ajuste del modelo, en enero. Resultado similar a lo 

reportado en el ciclo anual del desarrollo y regresión testicular en el elefante marino 

del sur, en el que se ha observado un incremento en la actividad gonadal entre siete 

y ocho meses antes de la temporada reproductiva, y la testosterona en plasma 

incrementa cuatro meses antes de esta (revisado en Boyd, 1991). El incremento de 

testosterona en plasma también es evidente en Las focas monje de Hawái 

(Monachus schauinslandi) en cautiverio un mes antes de presentar comportamiento 

reproductivo (Atkinson y Gilmartin, 1992). 

Se ha reportado que el estradiol en suero incrementa durante el estro y al momento 

de la implantación en el lobo marino de California (Greig et al., 2007), esto también 

se reportado para el lobo fino de Alaska (revisado en Greig et al., 2007). Es posible 

que en las hembras de lobo marino de California en Los Islotes aún no estaban 

receptivas, pues acababan de ocurrir los partos, y por ello no se presentó el 

incremento de estradiol, como se ha reportado pinnípedos (Boyd, 1991) y 

mamíferos en general (Asdell, 1946). La acrofase, es decir, el punto del ciclo en el 

que se espera el mayor valor, de estradiol se predijo en septiembre. Esto apoya la 

información disponible para la colonia, en la cual se señala que las hembras se 

encuentran receptivas 21 días después del parto (García-Aguilar y Aurioles-

Gamboa, 2003). 

Para cortisol, la acrofase se predijo en octubre, en el muestreo posterior a la 

temporada reproductiva. Existe evidencia de que los niveles de cortisol circulante 

incrementan después del incremento de testosterona en temporada reproductiva en 
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la foca de Weddell (revisado en Atkinson, 2004) y los niveles elevados de esta 

hormona afectan negativamente, el crecimiento, la reproducción y la respuesta del 

sistema inmune (revisado en Beaulieu-McCoy et al., 2017). Al ser una hormona con 

diferentes funciones, se desconoce la causa de la concentración elevada de cortisol 

en 33% de las muestras de julio y 7% muestras de octubre. A pesar de que en la 

colonia Los Islotes, la mayoría de los lobos marinos de California residentes son 

hembras en edad reproductiva y fieles al sitio de nacimiento (Maravilla-Chávez et 

al., 2006; Rayas-Estrada y Hernández-Camacho, 2019; Szteren et al., 2006; 

Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011), existe una segregación por categorías de edad 

dentro del sitio (Adame et al., 2017). Por lo tanto, las muestras de este estudio 

pueden pertenecer a hembras y machos de diferentes categorías de edad.  

La cuantificación de las hormonas por medio de las heces elimina la variación 

circadiana pues es la integración de la hormona secretada en las horas o días 

previos a la deposición (Hunt et al., 2019). Por lo que reflejan la tasa de producción 

de hormonas esteroideas, es decir, la secreción acumulativa y su excreción durante 

varias horas (Touma y Palme, 2005). A diferencia de las muestras de sangre, las 

muestras fecales se ven menos afectadas por fluctuaciones pulsátiles de la 

secreción hormonal (Touma y Palme, 2005) y pueden representar el estado 

hormonal de un animal con mayor precisión que una muestra de plasma (Touma y 

Palme, 2005). De esta manera, los valores las concentraciones hormonales 

promedio en cada muestreo resultan útiles para evaluar la variación en una escala 

anual en la colonia, a pesar de que no fue posible distinguir valores de cada 

hormona específicos para cada sexo.  

Gracias a que todas las muestras presentaron cantidades detectables de las 

hormonas de interés y a la distribución temporal de los muestreos, se logró 

evidenciar variación endócrina durante del ciclo reproductivo del lobo marino de 

California a partir de heces. A pesar de las limitaciones para conocer el sexo y 

categoría de edad de los individuos, se sabe que la categoría de edad con mayor 

proporción de individuos durante todo el año son las hembras adultas, aunque la 

proporción de machos subadultos incrementa en invierno (Aurioles et al., 1983) y 

que las cópulas ocurren a mediados de agosto (García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 
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2003a), por lo que la diapausa embrionaria inicia en octubre. El patrón aquí descrito 

para la progesterona coincide con el patrón ya reportado para lobo marino de 

California en suero de hembras varadas y en cautiverio (Greig et al., 2007).  

Los valores de progesterona registrados en heces podrían reflejar la concentración 

de la hormona circulante, como se reportó para el cortisol en el lobo marino de 

Steller en el desafío de ACTH, donde la elevación y decaimiento en la concentración 

de cortisol en suero presentó un patrón similar en suero y heces con un desfase 

temporal de varias horas (Hunt et al., 2004; Mashburn y Atkinson, 2004). Por ser 

ambos otáridos poligínicos y sexualmente dimórficos, se espera una tendencia en 

el lobo marino de California similar a la reportada para el lobo marino de Steller 

(Petrauskas et al., 2008)  

Los valores de concentración hormonal para estradiol y testosterona, y la predicción 

del mes en el que se espera el valor máximo para estas hormonas, coindicen 

también con lo reportado anteriormente para otras especies de pinnípedos. Es 

probable que sus valores máximos se presenten en un momento diferente del que 

fueron muestreados. Como se mencionó anteriormente, la testosterona es un 

precursor metabólico del estradiol (Gesquiere et al., 2014), de manera que es 

probable que la testosterona cuantificada en las heces represente el metabolito 

antes de ser convertido a estradiol, y no necesariamente es la hormona con un papel 

sobre la fisiología del individuo y por esa razón, a pesar de que en la colonia la 

mayoría de los individuos son hembras, la mayoría de las muestras presentaron 

mayor proporción de testosterona que de estradiol. 

Se ha propuesto que el fotoperiodo necesario para el inicio de la implantación 

retardada en el lobo marino de California es de 11.48 h luz a partir del monitoreo de 

las fechas de nacimiento de las crías (Temte y Temte, 1993). El fotoperiodo de 

octubre en La Paz es de menos de 12 horas, por lo que las concentraciones 

elevadas obtenidas para la progesterona en este proyecto se adecúan con lo 

reportado anteriormente para esta especie (Temte y Temte, 1993). La colonia de 

lobos marinos de California de Los Islotes (24º 58´N) es la más sureña en la 

distribución de lobo marino de California, a pesar de encontrarse en bajas latitudes 
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la reproducción de la colonia es sincronizada, aunque en menor medida comparada 

con la colonia Los Cantiles (29º53´N) ubicada al norte del golfo de California 

(García-Aguilar y Aurioles-Gamboa, 2003a). Este patrón es similar a lo ya reportado 

para las especies que habitan zonas tropicales, donde las variaciones estacionales 

en el medio son menos predecibles que en altas latitudes y como consecuencia la 

temporada de nacimientos es prolongada (Boyd, 1991; Costa, 1991). Como la foca 

monje del Mediterráneo (Monachus monachus) cuya población más sureña habita  

a las orillas del Sahara (21º N; Aguilar et al., 2007) los partos ocurren entre mayo y 

noviembre con un pico en septiembre (Sergeant et al., 1978) mientras que las 

especies de altas latitudes la madre se mantiene con sus crías la primera semana 

después del parto e intercala los viajes de alimentación con el amamantamiento 

durante al menos cuatro meses como en el lobo marino antártico 

(Arctocephalus gazella;  Costa, 1991b). 

Las heces pueden representar una matriz efectiva para la cuantificación hormonal, 

y podrían utilizarse en el monitoreo endócrino con muestras seriales. Se asume que 

la variación particular en la concentración de testosterona, estradiol, progesterona 

y cortisol observada en las heces muestreadas en este estudio corresponde con los 

eventos descritos para esta especie dentro del ciclo reproductivo en la colonia. La 

colonia de Los Islotes ha sido la única colonia reproductora sin disminución en el 

crecimiento poblacional del golfo de California en las últimas décadas (Szteren et 

al., 2006). Se recomienda continuar con el monitoreo endócrino en el sitio, ya que 

los datos de densidad poblacional sugieren que la colonia ha llegado a su capacidad 

de carga (Hernández-Camacho, datos no publicados). La densidad poblacional está 

identificada como una causa de estrés (Meise et al., 2016), y el estrés crónico a 

largo plazo tiene efectos desfavorables en la fisiología de los animales pues inhibe 

la reproducción y suprime el sistema inmune (revisado en Beaulieu-McCoy et al., 

2017). 

8. 6. Identificación de sexo 

En 54 de las 60 muestras se encontraron concentraciones más elevadas de 

testosterona comparada con el estradiol, similar a lo reportado por Lanyon y 
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colaboradores (2005) en heces de dugongo (Dugon dugon) de ambos sexos. Sin 

embargo, se esperaba observar muestras con concentraciones aún más elevadas 

de testosterona para la identificación de machos, ya que se ha propuesto que el 

dimorfismo sexual es un indicador del grado de competencia intrasexual, de manera 

que, el sexo superior en tamaño y en agresividad territorial experimenta mayor 

competencia intrasexual, que es reflejada en las concentraciones de testosterona 

(Goymann y Wingfield, 2014). Como ocurre con el lobo marino de California, especie 

con dimorfismo sexual, la agresividad entre machos incrementa durante la 

temporada reproductiva (Bartholomew, 1970). 

En ausencia de valores hormonales para heces de individuos de sexo conocido, es 

poco confiable discriminar el sexo de los individuos en esta colonia a partir de la 

concentración hormonal. En el análisis de componentes principales únicamente se 

distinguen agrupaciones influenciadas por progesterona; hormona que presentó 

mayor concentración y proporción que el resto y posiblemente sesga la tendencia 

observada en el análisis.  

El análisis de cluster señala grupos que por la cantidad de progesterona que 

presentan pueden tratarse de hembras preñadas con diferente tiempo de gestación, 

sin embargo, la variación de las otras hormonas a lo largo del año no brinda 

información suficiente para identificar cuáles muestras pertenecen a machos o 

hembras.  

El aporte porcentual de testosterona y estradiol fue similar para la mayoría de las 

muestras. Se desconoce el porcentaje de excreción en heces de las hormonas 

evaluadas, ya que la excreción fecal de hormonas esteroides varía entre sexos y es 

específica para cada especie (Gesquiere et al., 2014). La asociación entre las 

muestras y las hormonas arroja información sobre la posible condición de embarazo 

a partir de las muestras con elevada progesterona en el muestreo de febrero, 

cuando las hembras preñadas han iniciado el segundo trimestre de gestación 

trimestre (Greig et al., 2007; Sattler y Polasek, 2017). En el lobo marino de Steller, 

los niveles elevados de estradiol se asocian con la receptividad (Sattler y Polasek, 

2017). En el ACP se observaron pocas muestras asociadas con el estradiol, la 
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mayoría se asociaron con la progesterona. Esto apoya la idea de que las muestras 

con elevada progesterona pueden pertenecer a hembras preñadas y por lo tanto no 

receptivas (Asdell, 1946; Das Chagas et al., 2014; Pietraszek y Atkinson, 1994).  

La progesterona al ser una hormona característica de la gestación (Atkinson, 2004) 

se presentó en mayor concentración en tres de los cuatro muestreos, que 

corresponden al final de la implantación retardada, inicio del segundo trimestre de 

gestación, y último trimestre de gestación del ciclo reproductivo descrito para el lobo 

marino de California en Los Islotes. Si la proporción de progesterona excretada en 

heces es mayor que la del resto de las hormonas evaluadas, como parece ser en 

los resultados de este estudio. Se dificulta la identificación de muestras asociadas 

con la testosterona o el estradiol y se limita la información que puede obtenerse a 

partir del análisis hormonal de las heces. No es posible identificar las muestras que 

pertenecen a machos a partir únicamente de la influencia de la testosterona. 

En cuanto a la tasa de los valores de testosterona y estradiol en cada muestra, no 

se obtuvo información suficiente para discriminar entre sexos. Se requiere de la 

información de la concentración de otras hormonas como en el caso de los lobos 

terrestres (Chrysocyon brachyurus) en los que se cuantificaron testosterona, 

progesterona y estradiol en heces. Para identificar el sexo y detectar hembras 

preñadas, no se consideraron los valores de estradiol, utilizaron la relación de los 

valores de progesterona con los de testosterona (P:T) para diferenciar el sexo y 

detectar hembras preñadas, a partir de muestras de individuos de sexo conocido 

(Velloso et al., 1998).  

Otra especie para la cual existe información endócrina a partir de excretas es el 

venado cola blanca (Odocoileus virginianus). A pesar de las diferencias en los 

valores de hormonas reproductivas en heces entre época reproductiva y no 

reproductiva en el venado, existe la posibilidad de no identificar correctamente el 

sexo de un individuo a pesar de que la tasa de cada metabolito establecida brinde 

resultados acertados la mayoría de las veces (López-Cobá y Montes-Pérez, 2016). 

Es decir que la evaluación de la condición y sexo de un animal a partir de valores 

puntuales de hormonas reproductivas en heces no es efectiva. Es necesario 
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identificar al animal o tomar muestras seriadas para conocer variaciones endocrinas 

representativas del ciclo reproductivo.  

A pesar de que la identificación del sexo de los animales no fue posible a partir de 

los valores de concentración hormonal en las heces, la oscilación de cada hormona 

es congruente con los requerimientos de las hembras adultas en el ciclo 

reproductivo, además es la categoría de edad más abundante en la lobera. Excepto 

para cortisol, debido a que la información disponible para esta hormona sobre su 

variación en torno a eventos reproductivos es escasa. No obstante, la información 

sobre la dinámica poblacional en la lobera y el incremento de testosterona previo a 

la temporada reproductiva sustenta la aseveración de aquellas muestras 

consideradas de machos en este estudio.  

9. Conclusiones  

- La variación anual observada en estradiol y progesterona en heces presenta 

similitud con lo ya reportado para Z. californianus en muestras de suero y los 

rangos de concentración registrados en heces son más amplios que los 

reportados anteriormente para suero,  

- Las heces son una matriz adecuada para la cuantificación de hormonas 

esteroideas en la especie Z. californianus.  

- La concentración de testosterona, estradiol y progesterona presentó una 

oscilación anual particular que en conjunto sugieren respuestas fisiológicas 

ante modificaciones anatómicas y conductuales necesarias para la 

reproducción del lobo marino de California en los Islotes. 

- La concentración de progesterona en heces de Z. californianus incrementa 

cuando el fotoperiodo se acorta en octubre y febrero.  

- El estradiol y la testosterona se presentaron en mayor concentración previo 

a la temporada reproductiva, los que sugiere anticipación fisiológica para la 

reproducción. 

- El cortisol presentó variabilidad interindividual y su mayor concentración se 

presentó después de la temporada reproductiva. Por lo que es imposible 

asociarlo únicamente a eventos de estrés por la temporada reproductiva.  
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- El sexo y la condición de los individuos de Zalophus californianus no pudo 

ser establecido a partir de la cuantificación de testosterona, estradiol y 

progesterona por sí solas o a partir de la tasa de testosterona:estradiol, se 

requiere una validación de los niveles a partir de muestras de individuos de 

sexo conocido.  
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10.  Recomendaciones  

- Se recomienda contar con más muestreos a lo largo del año para obtener un 

mejor ajuste en los modelos del análisis de cosinor y tener una aproximación 

más certera de la variación anual de cada hormona, así como aumentar el 

tamaño de muestra. 

- Se recomienda realizar la cuantificación y validación de hormonas 

esteroideas en suero y heces de individuos de sexo conocido para determinar 

los rangos esperados por sexo y la tasa de excreción de cada hormona. 

- Para el futuro monitoreo de la colonia se recomienda utilizar kits con menor 

reactividad cruzada en la cuantificación de progesterona, para evitar la 

confusión de las posibles causas de los valores elevados. 

- Con la finalidad de hacer inferencias más acertadas sobre la dinámica 

endócrina en la colonia es relevante la identificación del sexo de los animales 

para poder determinar los patrones específicos para hembras y machos. 
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Anexo I. Protocolo para la colecta de muestras fecales de lobo marino de 

California Zalophus californianus  

1. Antes de colectar las muestras, colocarse guantes y tener listo el siguiente 

material:  

      Espátula de metal 

      Piseta con alcohol 

      Piseta con jabón libre de fosfatos 

      Bolsas de plástico  

      Plumón 

Tubos crioviales, uno por cada muestra a colectar.  

      Libreta de campo 

 

2. Hacer un recorrido por el área de interés de la lobera (Fig. 1) para encontrar las 

heces de los lobos marinos.  

3. Colectar únicamente copros frescos en bolsas de plástico individuales. 

Preferentemente conocer a qué categoría de edad pertenecen.  

4. Después de colectar todas las heces disponibles (máximo 15), las muestras se 

se transfieren a los tubos crioviales en un sitio seguro de la isla.  

5. Tomar la muestra de la parte central interna del copro con la espátula de metal. 

Tapar y etiquetar inmediatamente con el mes de colecta y número de muestra.   

6. Lavar la espátula con alcohol, seguido del jabón contenido en la piseta, y 

nuevamente con alcohol cada vez que se transfiera una muestra nueva.  

7. Depositar en una bolsa con cierre hermético el líquido de deshecho.  

8. Se recomienda realizar la colecta en el menor tiempo posible y evitar 

complicaciones durante este procedimiento a causa de la interacción con los 

animales o que suba la marea. 

9. Colocar los crioviales, etiquetados y con muestra en el tanque con nitrógeno 

líquido inmediatamente después de la sesión de colecta y mantenerlos en él 

hasta su transporte al laboratorio. 

10. Al terminar cada día, elaborar un breve reporte en la libreta de campo de las 

actividades de colecta, número de muestras obtenidas y cualquier información 

que se considere relevante.  
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Figura 17.  Ejemplificación de heces de lobo marino, el punto verde señala el área del copro de la 
que se obtuvo la muestra. 
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Anexo II. Protocolo para la extracción de esteroides a partir de una fase 

orgánica sólida 

Traducción del protocolo de "DetectXTM Steroid Solid Extracton Protocol" Arbor 

Assays, 2010. 

Para extraer los esteroides de matrices no líquidas, tales como sólidos secos u otra 

materia orgánica, se recomienda una extracción de la fase orgánica. A continuación, 

se describe la modificación que Arbor assays implementó a los protocolos estándar. 

Se recomienda el uso de etanol como un medio para solubilizar por completo el 

esteroide seco, ya que ciertos esteroides tienen limitada solubilidad acuosa. El 

protocolo utiliza etanol o etil acetato para extraer los esteroides solubles orgánicos.  

Materiales requeridos:  

Un estándar del esteroide (contenido en el kit de la hormona a cuantificar) para 

determinar la eficiencia de la extracción  

Etanol de grado ACS  

Microtubos para centrífuga de 2 mL. 

Procedimiento 

Asegúrese de que toda la muestra está completamente seca y pulverizada. 

Remueva cualquier partícula grande como pasto o restos de animales si es posible. 

Evaluar la eficiencia de la extracción por medio de la preparación de una dilución 

del esteroide de concentración conocida en la solución Buffer de trabajo (AB). 

SPIKE una alícuota de la muestra experimental con un volumen de solución de 

esteroides en AB (Control spike) y una alícuota de la muestra con el mismo volumen 

de AB (control sample). Extraer las muestras y ambos controles con etanol como se 

describe a continuación. 

Control spike: alícuota de la muestra experimental + esteroides de concentración 

conocida disueltos en AB.  

Control sample: alícuota de la muestra experimental + AB  

1. Pesar 0.2 g de la muestra fecal seca en un tubo.  

2. Añadir 1 mL de etanol por cada 0.1 g de solido  
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3. Agitar vigorosamente por al menos 30 minutos  

4. Centrifugar las muestras a 5,000 rpm durante 15 minutos. Transferir el 

volumen medido de sobrenadante a un tubo limpio para la evaporación.  

5. Evaporar la solución sobrenadante hasta que esté seca en un SpeedVac o 

en nitrógeno. 

Mantener los extractos secos congelados a -20°C en un DESICCATOR.  

6. Disolver el extracto con 100 uL de etanol, seguido de al menos 400 uL AB. 

Agitar con el vórtex bien y permitir que se asiente 5 minutos a temperatura 

ambiente. Agitar y dejar reposar por 5 minutos dos veces más para 

asegurarse de la completa solubilidad de los esteroides. Para 

inmunoensayos, el contenido de estanol en el pozo deberá ser por 

debajo de 5%. Diluir la mezcla etanol:AB >1:10 con AB, o como se indica 

en el manual del kit.  

7. Correr las muestras diluidas reconstituidas en el ensayo inmediatamente de 

acuerdo con las instrucciones del inserto.  

8. Determinar la eficiencia de extracción por medio de la comparación de la 

concentración de esteroide medido en el control extraído (control spike, 

control sample) con la concentración de esteroide antes de la extracción.  

Nota: en el paso 5 si solo una fracción del solvente orgánico se evapora, 

asegúrese de que las cantidades finales de esteroide medido por g sólido sean 

el volumen de la solución evaporada.  

 


