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GLOSARIO

Acido graso: acidos organicos saturados o insaturados con un radical carboxilo
en un extremo, generalmente con una cadena de carbonos de numero par,
aunque también se encuentran acidos grasos con cadena de carbonos de numero
impar, y sin presentar ramificaciones. Son los componentes mayoritarios de los
lipidos.

Acido graso de cadena corta: acido graso que presenta una longitud de cadena
de 4 a 6 atomos de carbono.

Acido graso de cadena larga: acido graso que presenta una longitud de cadena
de 12 o mas atomos de carbono.

Acido graso esencial: son aquéllos &cidos grasos que no pueden ser
biosintetizados por los animales, siendo el alimento su unica fuente de obtencion.

Acido graso monoinsaturado: 4cido graso que tiene una sola doble ligadura.
Acido graso poliinsaturado: acido graso que tiene dos o mas dobles ligaduras.

Acido graso saturado: acido graso que no posee dobles ligaduras, ya que cada
atomo de carbono esta unido a otro por un enlace sencillo.

BHT: butil hidroxitolueno empleado para prevenir la oxidacion de los acidos
grasos.

Biopsia: muestra de tejido de un ser vivo; en este trabajo se referira a una
muestra de grasa subcutanea obtenida de una ballena azul.

DHA: este acido graso (22:6n-3) es un componente importante de los lipidos de la
membrana de la mayoria de los tejidos en animales especialmente en los lipidos
del cerebro y la retina de los ojos. Su presencia en la leche es importante para el
desarrollo del cerebro de las crias.

EPA: este acido graso (20:5n-3) se encuentra en bajas cantidades en los
fosfolipidos de los animales y es un componente mayoritario en las algas marinas
y aceites de pescados. Es un precursor de algunos eicosanoides.

Fosfolipido: componente mayoritario de los lipidos estructurales que esta
compuesto por dos acidos grasos y un grupo fosfato unidos a un glicerol.

Hembra lactante: hembra madura con edad minima de 5 afos, que bajo
observacion directa en el campo acompafia a una cria.

Lipidos: son los acidos grasos y sus derivados, asi como substancias
relacionadas a estos compuestos de manera biosintética o funcional.

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



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

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

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

Stock: término utilizado para referirse a entidades biolégicas o de manejo. Un
stock de manejo se define como un grupo de individuos de la misma especie que
son manejados por separado. Un stock biolégico se caracteriza por presentar
poco o nulo intercambio genético con otros individuos pertenecientes a un stock
distinto, es decir que tienden a reproducirse entre miembros de un mismo stock.

Triglicérido: componente mayoritario de los lipidos de reserva formado por tres
cadenas de acidos grasos unidas a un glicerol mediante el grupo carboxilo.
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RESUMEN

Las ballenas azules de la poblacién del Pacifico Noreste migran hacia el
Golfo de California durante invierno y primavera. Esta zona es la unica area de
crianza conocida de la poblacion del Pacifico Noreste, donde encontramos
hembras lactantes con sus crias, asi como hembras y machos jovenes y adultos.
También en esta zona, estas ballenas continlan alimentandose del eufausido
mas abundante en el area, Nyctiphanes simplex, el cual constituye su presa
principal. Estudios previos de perfiles de acidos grasos han permitido inferir sobre
la dieta, y/o diferenciar entre poblaciones o zonas de distribucion de algunos
mamiferos marinos. En el presente estudio, a partir del la grasa subcutanea de
ballenas azules biopsiadas en el Golfo de California se prueba la hipotesis de que
los perfiles de acidos grasos de lipidos de reserva se encuentran mas asociados a
la fuente alimenticia, mientras que los acidos grasos de los lipidos estructurales
se asocian con diferencias a nivel de membrana celular. Con base a 50 biopsias
de ballenas azules incluyendo crias, hembras lactantes, hembras y machos
tomadas entre 2003 y 2005 se determinaron los perfiles de acidos grasos por
cromatografia de gases acoplado a un detector selectivo de masas (GC-MS). Un
analisis histoldgico de la grasa mostrd que los triglicéridos (70%) y los fosfolipidos
(30%) estan embebidos en la biopsia, sin encontrar indicios de estratificacién, lo
que confirmé el uso de las biopsias para la obtencidén de acidos grasos de reserva
y estructurales. Se identificaron y cuantificaron 34 acidos grasos estructurales, de
los cuales 30 presentaron concentraciones mayores a 0.1% y 11 presentaron
diferencias significativas (p<0.05) entre crias, hembras lactantes, hembras vy
machos. Se obtuvieron porcentajes de clasificaciéon del 100% para crias y
hembras lactantes, mientras que para hembras y machos los porcentajes fueron
menores (94% y 78% respectivamente), probablemente debido a individuos
inmaduros o viejos. Por otro lado, se identificaron y cuantificaron 52 acidos
grasos de reserva de los cuales 39 presentaron concentraciones mayores a 0.1%
y 22 presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre las categorias. Los
acidos grasos de reserva mostraron una clara separacion entre crias, hembras
lactantes, hembras y machos. Los porcentajes de clasificacion para todas las
categorias fueron del 100% mostrando que esta clase de acidos grasos es un
excelente indicador de sexo, estado de lactancia y crias. Algunos de los acidos
grasos importantes en la separacion de las categorias fueron dominantes,
esenciales, o con alguna importancia biolégica como el 16:1n-7, 20:5n-3 y 22:1n-
11. Los perfiles de acidos grasos de reserva de todas las categorias de ballenas
azules fueron comparados con los de las categorias de Nyctiphanes simplex
(juveniles indiferenciados, hembras juveniles, hembras gastadas, machos
juveniles y machos adultos) resultando en una alta correlacion entre las ballenas
azules y los eufausidos (R Candnica = 0.912. Ji?(20) = 145.73, p<0.05). Asi se
concluye que los perfiles de acidos grasos de reserva y estructurales varian en
funcién de las categorias y el sexo. Las condiciones fisioldgicas, como la lactancia
en hembras lactantes, y el metabolismo propio de cada categoria, son factores
determinantes en la diferenciacion de grupos de ballenas azules cuando se
emplean perfiles de acidos grasos.
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ABSTRACT

Blue whales from the Northeast Pacific population migrate to the Gulf of
California during winter and spring. This area is the only known nursing ground of
the Northeast Pacific population, where nursing females-calves pairs, young,
adults females and males individuals occur. In this zone, the whales continue to
feed on the most abundant euphausiid in the area, Nyctiphanes simplex, which
constitutes its principal prey. Previous work based upon fatty acid profiles have led
to inferences about the diet, and/or differentiate between populations or
distributional areas of some marine mammals. In this study, using the dart
biopsies of the subcutaneous blubber of Gulf of California blue whales, it is proved
the hypothesis that the fatty acid profiles of storage lipids are more associated to
the nutritional source, while those of structural lipids are associated with
differences in cellular membranes. Based upon 50 biopsies of blue whales
including calves, lactating females, females and males taken between 2003 and
2005 the fatty acids profiles were determined using a gas chromatography
coupled to a selective detector of masses (GC-MS). Histological analysis of the
blubber showed that the triglycerides (70%), and phospholipids (30%) are
embedded throughout the biopsy, with no evidence of stratification, which
confirmed that biopsies can be used for obtaining both storage and structural fatty
acids. There were 34 structural fatty acids identified and quantified, 30 of them
occurred at concentrations higher than 0.1% and 11 revealed significant
differences (p<0.05) between calves, lactating females, females and males.The
use of the structural fatty acids allowed for the classification of 100% of the calves
and lactating females, but only 94% and 78% of the remaining females and males,
respectively, probably because of the inclusion of immature and old individuals. As
for the storage fatty acids, there were 52 fatty acids identified and quantified, 39 of
them at concentrations higher than 0.1% and 22 presented significant differences
(p<0.05) between categories. The storage fatty acids showed a clear separation
between calves, lactating females, females and males. The classification
percentages for all the categories were of 100% showing that these fatty acids
class is an excellent indicator of sex, lactating state and calves. Some of the fatty
acids important for distinguishing categories were dominant, essential, or with a
biological importance such as 16:1n-7, 20:5n-3 and 22:1n-11. The storage fatty
acid profiles of all the categories of blue whales were compared to the storage
fatty acids of Nyctiphanes simplex (undifferentiated juveniles, female juveniles,
spent females, male juveniles and male adults) resulting in a high correlation
between all categories of blue whales and the euphausiids (R Canonica = 0.912.
Ji?(20) = 145.73, p<0.05). This study leads to the conclusion that the storage and
structural fatty acid profiles of blue whales vary as a function of category and sex.
Physiological conditions, such as lactation in the case of nursing females, and the
particular metabolism of each category, are determinant factors in the
differentiation of blue whale groups based upon fatty acid profiles.
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I. INTRODUCCION

Las ballenas azules tienen una amplia distribucién en el Pacifico Norte. Se
sabe que una parte de esta poblacion se encuentra fuera de la costa de California
(Calambokidis et al., 1990) donde se alimentan de los eufausidos Euphausia
pacifica y Thysanoessa spinifera durante el verano (Fiedler et al., 1998). Durante
esta temporada, su distribucién es amplia y abarca incluso el area fuera de la
costa occidental de Baja California y las aguas del Domo de Costa Rica (Reilly y
Thayer, 1990). Durante el invierno y la primavera, un grupo de ballenas azules
migran al Golfo de California donde crian a sus ballenatos y siguen

alimentandose (Gendron, 2002).

El Golfo de California es la unica area de crianza de ballena azul conocida
del Pacifico Noreste y donde se encuentran hembras lactantes con sus crias,
jévenes y adultos, tanto machos como hembras (Gendron, 2002). En esta zona se
alimentan principalmente del eufausido dominante Nyctiphanes simplex (Del
Angel-Rodriguez, 1997; Mejia-Acosta, 2003). Por otra parte, se ha demostrado
que algunas ballenas azules avistadas fuera de California durante el verano
migran en el area del Domo de Costa Rica en invierno (Mate et al., 1999) donde
probablemente también se alimentan (Reilly y Thayer, 1990). Por lo que esta
especie presenta un rango latitudinal de alimentacion muy amplio para un

misticeto.

Precisamente dentro del Golfo de California se ha observado que las
hembras con cria prefieren zonas mas costeras (Gendron, 2002) donde
aparentemente se alimentan de eufausidos mas grandes (Mejia-Acosta, 2003).
Durante la migracion, las hembras lactantes tienen diferentes requerimientos
fisiologicos al resto de las ballenas ya que ademas de la migracion, requieren de
energia para amamantar a sus crias. Se sabe que las crias de ciertos pinnipedos
se alimentan de la leche de las madres que contiene nutrientes y acidos grasos

que se movilizan de la grasa de la madre hacia la leche (Iverson, 1993).



Uno de los problemas de trabajar con la técnica de acidos grasos es
minimizar la variabilidad que pueda existir en la biopsia. En la grasa puede estar
contenida informacion acerca de la dieta y de la especie o poblacion (Budge et al.,
2006, Grahl-Nielsen, 2006), y a su vez la grasa puede estar estratificada, por lo
cual se requiere caracterizar la biopsia con la que se trabaja para saber qué tipo
de informacion se puede obtener de ella. La mayoria de los estudios referentes a
los acidos grasos se han realizado en pinnipedos, odontocetos y algunos

misticetos.

Existen dos clases de lipidos importantes contenidas en la grasa de los
organismos, que son los estructurales y los de reserva (Christie, 1989). Ambos
poseen funciones distintas y arrojan informacién diferente. Los estructurales
(representados en su mayoria por fosfolipidos) son los componentes mayoritarios
de las membranas celulares, mientras que los de reserva (representados en su

mayoria por triglicéridos) sirven de almacenamiento de energia para el animal.

Algunos autores sugieren que la identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos contenidos en grasa de pinnipedos y cetaceos permite inferir sobre la
composicion de su dieta y sus habitos de forrajeo (Budge et al., 2006, Iverson et
al., 1997). Sin embargo, en cetaceos, pocos estudios han logrado establecer una
relacion entre el depredador y su dieta con base en los perfiles de acidos grasos
(Hooker et al., 2001), e incluso algunos estudios concluyen que no es posible
determinar dicha relaciéon entre depredador y presa mediante el perfil de acidos
grasos, ya que existen otras variables que pueden modificar este perfil (Olsen y
Grahl-Nielsen, 2003). A pesar de ello, se ha sugerido que la composicion y el tipo
de alimento, asi como las adaptaciones al ambiente o cambios fisiologicos,
contribuyen a las diferencias espaciales en el contenido lipidico y el perfil de
acidos grasos observadas en algunas poblaciones de mamiferos marinos
(Samuel y Worthy, 2004).



En mamiferos marinos el contenido de lipidos totales es afectado por la
condicion nutricional en la que se encuentran los organismos, cambios en la
temperatura del ambiente, y cambios en el tipo y disponibilidad de las presas
durante ciertas estaciones del afio (Aguilar y Borrell, 1990; Bradshaw et al., 2003).
La composicion de acidos grasos varia entre géneros (West et al., 1979), estados
reproductivos (Ackman et al., 1975b; Aguilar y Borrell, 1990) y clases de edad
(lverson et al., 1997). Asi mismo, los acidos grasos ayudan a distinguir entre
grupos de animales provenientes de distintas zonas geograficas, a aquéllos que
consumen diferentes presas (Iverson et al., 1997), e incluso a los que provienen

de distintas poblaciones (Olsen y Grahl-Nielsen, 2003).

Actualmente se desconoce la distribucion de los lipidos estructurales y de
reserva en la grasa superficial (biopsias) de ballena azul en vida libre y si el perfil
de acidos grasos permite determinar diferencias entre categorias y relaciones
depredador-presa. En este contexto, el presente estudio representa la primera
aproximacion de los perfiles de acidos grasos de ballenas azules del Golfo de
California que incluye la separacién en acidos grasos estructurales y de reserva,
donde los primeros se asocian con diferencias a nivel de membrana celular,

mientras que los ultimos se encuentran mas asociados con la fuente alimenticia.

A continuacién, encontraran como se relacionan los perfiles de acidos
grasos estructurales y de reserva entre individuos de distintas categorias (crias,
hembras lactantes, hembras y machos). Asi mismo, observaran una relacion
depredador-presa con los eufausidos Nyctiphanes simplex lo cual corrobora lo

encontrado por otros métodos convencionales.



Il. ANTECEDENTES

Il.1. Lipidos y acidos grasos

No existe una definicion de lipidos que sea ampliamente aceptada. De
acuerdo con Christie (1989) los lipidos estan constituidos por acidos grasos y sus
derivados, asi como de substancias relacionadas a estos compuestos de manera

biosintética o funcional.

Los lipidos se dividen en dos clases: neutros y polares. Los neutros son
aquellos que mediante la saponificacion dan lugar como maximo a dos tipos de
productos primarios, como acidos grasos o glicerol, por cada mol (por ejemplo
triglicéridos o ésteres de colesterol) durante la hidrdlisis. Los polares son aquellos
que mediante la saponificacion dan lugar a 3 0 mas productos primarios por mol
(por ejemplo fosfolipidos y glicolipidos). Los lipidos neutros, que constituyen la
reserva energética, incluyen a diferentes clases como lo son los esteroles, ceras,
monoacilglicéridos, diacilglicéridos y triglicéridos. Los lipidos polares, que
constituyen la estructura de las membranas celulares, incluyen a
gliceroglicolipidos, esfingolipidos y fosfolipidos o glicerofosfolipidos (Christie,
1989; Gurr y Harwood, 1991).

Los triglicéridos son moléculas hidrofébicas no polares constituidas por una
molécula de glicerol unida a 3 acidos grasos por medio del grupo hidroxilo. Esta
clase de lipidos constituyen la mayor parte de los lipidos de reserva de los
animales. Los fosfolipidos estan formados por un glicerol al cual estan unidos los
acidos grasos y ademas esta presente un grupo fosfato polar. Esta clase de
lipidos se encuentran formando la mayor parte de las membranas celulares de los

organismos vivos (Christie, 1989; Gurr y Harwood, 1991).

Los acidos grasos estan formados generalmente por un numero par de
carbonos, con un grupo carboxilo en una extremidad, y en algunos casos
presentan dobles enlaces. En los animales, los acidos grasos pueden formar una

cadena de 14 a 22 carbonos, y algunas veces un poco mas, y tener de uno a seis



dobles enlaces. Los acidos grasos se pueden dividir en 3 grupos: saturados,
cuando los carbonos en la cadena ocupan todos sus enlaces; monoinsaturados,
cuando en la cadena de carbonos estd presente un solo doble enlace; y
poliinsaturados, cuando en la cadena de carbonos estan presentes de dos a mas
dobles enlaces (Christie, 1989). Asi mismo, los acidos grasos se pueden dividir
en dos grandes familias: familia w-3 y w-6, indicando que presentan 3 y 6
carbonos respectivamente, desde el ultimo doble enlace hasta el metilo terminal
(Christie, 1989).

Los acidos grasos presentan al menos tres funciones en los animales
siendo éstas: a) formando la estructura de las membranas celulares, compuesto
principalmente de fosfolipidos y esfingolipidos, b) reserva energética compuesto
principalmente de triglicéridos, y c) precursores de sustancias llamadas
eicosanoides que regulan procesos tales como la vaso constriccion, vaso
dilatacion, inflamacion y coagulacién (Christie, 1989). Ademas algunos acidos
grasos son importantes en procesos reproductivos, regulacion de los niveles de
lipidos en el plasma, regulacién de la expresion génica, asi como en el desarrollo

de funciones neuronales y visuales (Jump, 2002).

Il.2. Digestién, absorcion y transporte de los lipidos

La digestion es un proceso de hidrdlisis catalizado por la enzima lipasa,
donde la grasa junto con la bilis se convierte en grasa emulsificada. El resultado
final de la digestion completa de los lipidos es el desdoblamiento de éstos en
acidos grasos y glicerol, donde quedan monoglicéridos que entran a la membrana
intestinal al igual que los acidos grasos y el glicerol y son absorbidos (Gurr y
Harwood, 1991).

El higado se encarga de secretar sales biliares importantes en la digestion.
Estas actian como detergentes, transportando los acidos grasos y triglicéridos
apartandolos de los globulos de grasa conforme continta el proceso digestivo
formando micelas, y ademas permitiendo la absorcién de los productos terminales

y digestivos de los lipidos (Gurr y Harwood, 1991).



El transporte de acidos grasos libres se da mediante la difusion desde la
célula combinandose con albumina sanguinea transportandolos hacia los tejidos
del cuerpo o hacia las células donde se producird energia (Gurr y Harwood,
1991).

El higado se encarga de saturar algunos lipidos para producir lipidos
insaturados requeridos por las células del cuerpo para funciones metabdlicas.
Otros lipidos se convierten en colesterol y fosfolipidos necesarios para las
estructuras de las membranas celulares. Por ultimo, algunos lipidos se desdoblan
en moléculas mas pequefias que las células emplean para la obtencién de

energia (Gurr y Harwood, 1991).

11.3. Descripcion de la grasa en cetaceos

Uno de los primeros estudios sobre grasa en cetaceos fue realizado por
Ackman et al. (1975a), quienes mencionan que la capa externa de la grasa de los
misticetos es la mas estable. Lockyer et al. (1984) concuerdan con esta idea y
proponen que la capa externa es catabdlicamente la mas estable siendo una zona
de almacenamiento de energia a largo plazo. La zona basal, o0 mas cercana al
musculo y a la red de capilares sanguineos, es la regiébn donde el
almacenamiento de grasa esta en un estado de flujo ya sea que entren acidos
grasos para almacenarse o para romperse catabdlicamente (Lockyer et al., 1984).
De acuerdo con Ackman et al. (1975a), el aumento de los &cidos grasos
poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en inglés) en la capa interna de la grasa
indica una rapida tasa de depodsito de estos acidos grasos cuando se encuentran
en exceso en el animal. También lograron determinar que la capa de grasa del
rorcual de Sei (Balaenoptera borealis) es mas delgada que la capa de grasa del
rorcual comun (Balaenoptera physalus), aun siendo de un tamafo corporal
similar. Ademas para B. borealis encuentran una separacion de capas especificas
de tejido no graso y diferentes capas de grasa que no se habian descrito en
misticetos, y que probablemente sean especificas para la especie (Ackman et al.,
1975b). Ellos encuentran que la capa externa posee mayor cantidad de grasa que

la capa interna siendo esto representativo en misticetos (Fig. 1).



Figura 1. Fotografia de un corte de grasa de B. borealis donde se observan distintas capas
(Modificado de Ackman et al. (1975b)): epidermis (E), capa externa (A), capa elastica (EL), capa

interna (B), tejido no graso (C), musculo (M).

Lockyer et al. (1984) concluyen que la grasa de B. physalus esta
compuesta en un 77.4% de lipidos, con el doble de contenido lipidico en las capas
externas de grasa que en la zona mas interna, adyacente al musculo y constituida
por mayor cantidad de proteinas. También reportan que la composicion de lipidos
de la grasa tiene 60% de triglicéridos y de 25 a 30% de &cidos grasos libres
probablemente generados por hidrélisis post mértem. Los &cidos grasos
monoinsaturados constituyeron el 60% de los lipidos de la grasa y algunos de
ellos fueron similares al consumo de la dieta en cuanto al tipo de acidos grasos.
Los valores mas altos de acidos grasos poliinsaturados se encontraron en la zona

interna de la capa de grasa, asi como los acidos grasos saturados.

En otro trabajo, Grahl-Nielsen et al. (1991) mencionan entre otros factores
que modifican el contenido de acidos grasos a la dieta asi como a las diferencias
entre 1) sexos (West et al., 1979), 2) hembras lactantes y no lactantes (Stull et al.,
1967), 3) incremento en las insaturaciones de los acidos grasos conforme la edad
(Magomaev, 1966; Jangard y Ke, 1968; Engelhardt y Walter, 1974), y 4) areas
geograficas (Grahl-Nielsen et al., 1991). Incluso en este ultimo trabajo mencionan
que diferentes stocks de ballena de aleta tienen diferentes grados de
insaturaciones en sus aceites medidos por medio del valor de yodo, lo cual hace

pensar que el ambiente influye en el perfil de acidos grasos.



Borobia et al. (1995) analizan la capa externa de la grasa del ballena de
aleta y de la ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) del Golfo de San
Lorenzo para obtener un reflejo de la dieta a largo plazo. Encuentran una
variacion en los acidos grasos 20:1n-9 y 22:1n-11 entre las dos especies sin
embargo no es suficiente para poder separar a las dos especies.. Estos autores
concluyeron que las variaciones en la composicién de acidos grasos se deben

mas a diferencias en la dieta que a diferencias a nivel metabdlico.

En el rorcual minke (Balaenoptera acutorostrata) (Olsen y Grahl-Nielsen,
2003) observaron que los acidos grasos de cadena corta y saturados, los w-3
poliinsaturados, y otros poliinsaturados (16:4n-1 y 16:3n-4) aumentan hacia la
capa mas interna y que se asocian con la dieta. Los &acidos grasos
monoinsaturados y los w-6 se observan en mayor cantidad en la capa mas
externa y se relacionaron con cambios ocurridos a largo plazo y por ende a la
separacion geografica del rorcual minke, coincidiendo con la separacién en dos
stocks de esta misma especie reportada por la Comision Ballenera Internacional.
Aqui mismo se menciona que las diferencias en acidos grasos de la capa interna
de la grasa reflejan cambios en la dieta a corto plazo, mientras que las diferencias

en la capa externa reflejan los cambios en la dieta a largo plazo.

Recientemente, Samuel et al. (2004) realizaron un estudio con el delfin
tursion, Tursiops truncatus, para determinar la variabilidad de los acidos grasos de
los mismos en funcion del sitio de muestreo, la estacion de muestreo y el estado
reproductivo. Se establece que el analisis de acidos grasos es una herramienta
util para evaluar interacciones depredador-presa en cuanto a la alimentaciéon en
tursiones y que es factible determinar la historia de la dieta al comparar la
composicion de la presa con la de los tejidos del depredador. Los acidos grasos
poliinsaturados fueron asociados a individuos y a una localizacion geografica
concreta. También se encontrd que los acidos grasos de la dieta se incorporan al
tejido con poco o nulo cambio. Se encontré que los sitios de muestreo a lo largo
del cuerpo no son diferentes en su composicion bioquimica. En cuanto al estado
reproductivo, aparentemente las hembras lactantes presentaron diferencias en
sus acidos grasos respecto a las no lactantes aunque éstas no fueron

estadisticamente significativas, en cambio, se encontraron diferencias entre



machos y hembras no lactantes. La proporcion de acidos grasos saturados y
poliinsaturados increment6 desde la capa mas externa hacia la interna, mientras
que los monoinsaturados disminuyeron de la capa mas externa hacia la mas

interna.

En el estudio de Cruz-Vizcaino (2005) se analizaron los perfiles de acidos
grasos en biopsias de la aleta caudal de individuos de cachalote (Physeter
macrocephalus) que contienen un mayor porcentaje de tejido estructural, y
sugiere que los cachalotes que concurren en el Golfo de California pertenecen a

dos stocks diferentes.

Birkeland et al. (2005) observa en un estudio realizado con parejas de
madre y cria de belugas en cautiverio, que existe una relacion del cambio de
acidos grasos conforme crecen las crias. Asi las mas grandes poseian perfiles de
acidos grasos similares a los de sus madres, ya que los acidos grasos han sido
metabolizados asemejando su perfil al de un adulto. En cambio aquellas crias de

menor edad se separan completamente de los perfiles de sus madres.



lll. JUSTIFICACION

A pesar de que las ballenas azules de la poblacién Pacifico Noreste fueron
ampliamente cazadas en el pasado no existe un reporte acerca del
comportamiento de sus lipidos en grasa. Se han realizado estudios en la grasa de
ballenas azules varadas o cazadas para determinar concentraciones de
contaminantes, sin embargo no se han determinado las clases lipidicas
contenidas en la grasa, ni si existe 0 no una estratificacion de ésta. Asi mismo, no
se sabe qué tipo de informacion nos arrojan las biopsias de animales en vida libre,
la cual se podria emplear de manera util en estudios de ecologia de poblaciones

empleando acidos grasos.

En la ultima década, los estudios de acidos grasos toman en cuenta el
perfil completo de la especie sin una previa separacion en acidos grasos
estructurales y de reserva. Por lo que este trabajo es uno de los primeros en
hacer una separaciéon entre los estructurales y de reserva, identificarlos y

cuantificarlos.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Describir los perfiles de acidos grasos, en lipidos de reserva y estructurales
de la capa superficial de grasa de ballenas azules foto-identificadas en el Golfo de

California.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar histolégicamente la grasa de las biopsias de ballena azul.

2. Cualificar y cuantificar los acidos grasos de lipidos estructurales y de
reserva de la grasa superficial de ballena azul.

3. Evaluar la variabilidad de los acidos grasos de los lipidos estructurales y de
reserva en cuatro categorias: crias, hembras lactantes, hembras y machos.

4. Establecer relaciones de los perfiles de acidos grasos de lipidos de reserva
de ballena azul con analogos de los eufausidos reportados en la literatura

para el area de estudio.
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V. AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California (Fig. 2) es una cuenca marina de forma alargada
ubicada en la region noroccidental de México comprendido entre los 31°53' -
20°27' latitud norte y los 114°54' - 105°38' longitud oeste. Se encuentra en una
zona subtropical de alta productividad primaria propiciada por las caracteristicas
hidrograficas de esta region (Alvarez-Borrego, 1983). Topograficamente presenta
diversas cuencas que conforme se distribuyen hacia el Sur van aumentando en
profundidad, confiriéndole al Golfo de California ciertas caracteristicas
morfolégicas que permiten dividirlo en 3 zonas: norte, centro y sur (Alvarez-
Borrego y Lara-Lara, 1991) Al Oeste esta limitado por la Peninsula de Baja
California y al Este por los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit y Jalisco (Roden,
1964).

Figura 2. Golfo de California
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Durante el verano (Julio a Octubre) predominan vientos del sureste y se
generan surgencias en la costa occidental. Asi mismo, entra agua de la superficie
del Pacifico Oriental Tropical al Golfo de California presentando bajas
concentraciones de nutrientes y altas temperaturas superficiales. En invierno
soplan vientos del noroeste y se presentan surgencias en la costa oriental y en el
area de las Grandes Islas. Esto propicia una alta productividad primaria durante
los meses de invierno. (Santamaria-del-Angel et al., 1994).

La intensificacion de las corrientes de marea superficiales y los centros de
surgencias costeras propician una alta productividad primaria y secundaria
(Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991; Santamaria-del-Angel et al., 1994). Las
concentraciones de fitoplancton presentan un patrén de incremento desde la boca
hacia las zonas mas nortefias del golfo (Alvarez-Borrego, 1983; Alvarez-Borrego y
Lara-Lara, 1991). Los valores de pigmentos fotosintéticos estimados mediante
imagenes de satélite son mas altos en la costa Este que en la costa Oeste en las

regiones centro y sur del Golfo de California (Santamaria-del-Angel et al., 1994).

Las densidades promedio de eufausidos presentes en esta area son
intermedias entre las que se presentan en las zonas productivas y frias como la
Corriente de California y las menos productivas del Pacifico Oriental Tropical.
Nyctiphanes simplex es el eufausido con mayor afinidad neritica en comparacion
a los que habitan la region subtropical de California. Su rango de distribucién va
desde Baja California hasta el sur de California (34°N). Esta especie es la mas
abundante y ampliamente distribuida en el Golfo de California durante todas las
estaciones, especialmente en invierno, observando densas agregaciones
superficiales especialmente durante el dia, aunque también estan presentes

durante la noche (Brinton y Townsend, 1980).
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Trabajo de campo

Se tomaron biopsias de piel y grasa de diferentes individuos de ballena
azul avistados tanto en la region norte, centro y sur del Golfo de California durante
las temporadas 2003, 2004 y 2005. Estas se obtuvieron a bordo de
embarcaciones menores en salidas no sistematicas entre Loreto y La Paz, B.C.S.,
asi como en un crucero realizado a lo largo del Golfo de California en marzo y
abril del 2005 (proyecto CONACYT-SEMARNAT 0628).

Después de identificar a un individuo mediante fotografias del costado, se
obtuvo su biopsia mediante un dardo cilindrico de acero inoxidable de 7 mm de
diametro por 40 mm de largo con tres puas en la cara interna, el cual fue
disparado con una ballesta a una distancia aproximada de 10 m del organismo
(Gendron et al., 2001). Con el fin de destruir cualquier resto de materia organica
que hubiese quedado atrapado en el dardo y prevenir posible contaminacién entre
las muestras, el dardo se remojo en cloro después de su uso, se esterilizé con
alcohol, se quemo con un soplete por 10 segundos y se guardé en papel aluminio

esterilizado hasta su nuevo uso (Gendron et al., 2001).

La biopsia obtenida se colocd en papel aluminio esterilizado dentro de un
vial criogénico. Para prevenir la oxidacion de lipidos en el campo, en los
muestreos 2004 y 2005 las biopsias se preservaron en nitrégeno liquido (-296°C),
mientras que en el 2003 se mantuvieron en un congelador (-20°C) hasta llegar a
tierra (5 dias aproximadamente). En el laboratorio, las biopsias fueron

almacenadas en un ultracongelador (-70°C) hasta su analisis.

El sexo de las ballenas fue determinado mediante analisis moleculares
realizados en el laboratorio de genética de poblaciones de la UABC (Enriquez-
Paredes, 2006). La base de datos de fotografias de identificacion individual del
laboratorio de Ecologia de Mamiferos Marinos del CICIMAR, permitié tener la

correspondencia de cada biopsia con un individuo en particular. De esta manera
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se pudo relacionar el sexo, estado reproductivo y la edad minima de los individuos

de los cuales se realizaron los analisis de acidos grasos.

La comparacién fotografica del patrén de manchas unico de cada individuo
permite reconocer individuos que han sido avistados previamente en otras
temporadas (Sears et al., 1990). Con este criterio, se consider6 como jévenes a
aquellos individuos fotografiados desde crias y que se han foto-recapturado en
afios posteriores (entre 1 y 9 afos), mientras que aquellos individuos
fotografiados por primera vez hace 10 afios 0 mas, se consideraron adultos. En el
caso de las hembras acompafnadas de una cria se les consideraron como
hembras lactantes, mientras que a las crias se les identific6 mediante observacion
directa en el campo de su cercania a la hembra y por poseer un tamafio menor

con relacion a ésta.
VI.2. Histologia

Se realizaron cortes histolégicos de la grasa contenida en biopsias de
ballena azul para observar la posible estratificacion de diferentes clases lipidicas,

para lo que se emplearon las siguientes técnicas.

Cortes por congelacion

Se escogieron 4 biopsias diferentes (3 hembras y un macho) con base en
los dos siguientes criterios:
a) que fuera tomada perpendicularmente al dorso del animal lo que permite
obtener una biopsia completa.
b) que haya provocado el derrame de sangre observado en la fotografia del
animal, lo que permite asumir que el dardo penetré hasta el musculo y de esa

forma obtendriamos una biopsia con todas las capas de grasa.
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A partir de las biopsias congeladas, se secciondé una porcion de la grasa
(aprox. 20% de la biopsia), de manera longitudinal. Esta porcién de tejido se
colocd en un molde redondo y se cubrié con Tissue Teck (producto 4583-Tissue-
Teck O.C.T. Compound Embedding Medium for frozen tissue specimens. For in
vitro diagnostic use. Sakura Finetek, Torrence, CA. 90504 E.U.A.). Posteriormente
se coloco el soporte del criostato en el molde y se dejo enfriar (-26°C). Una vez
congelado se realizaron los cortes a 10 micras de grosor.

Se realizaron aproximadamente 10 cortes por biopsia para seleccionar el
corte mejor tefnido. Cada corte se colocé en un portaobjetos previamente lavado
con alcohol etilico al 100%, secado y bafiado en una solucion poli-L-lisina para
evitar que los cortes se despegaran durante la tinciéon. Cada corte se guard6 en

congelacioén hasta su tincion.

Tincidn en sudan neqgro para grasas

Los cortes por congelacion se tifieron con una solucion de sudan negro a
saturacion en alcohol etilico al 70%, mediante el siguiente procedimiento
(Rodriguez-Jaramillo, 2004):

a) Se colocaron en alcohol al 70%.
Se tineron por 30 min. en la solucion de sudan negro previamente filtrada.
Se volvieron a colocar en alcohol al 70%.
Se lavaron con agua corriente.
Se lavaron en agua destilada.

f) Se montaron en gelatina glicerinada.
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Cuantificacion del area

Se selecciono el corte mejor tefiido de cada una de las biopsias. Cada
corte se observo al microscopio a un objetivo de 10X. Se tomaron fotografias
secuenciadas desde la capa externa hasta la capa interna de la biopsia y se
analizaron mediante un software para analisis de imagenes (Image Pro PLUS,
version 4.1.5) adaptado a una camara CoolSNAP (Media Cybernetics, Bethesda,
MD) conectada a un microscopio OLYMPUS BX41. Debido a que el software sélo
detecta de manera automatica los tonos negros, las gotas lipidicas negras que
representan los triglicéridos fueron identificadas automaticamente, mientras que
las gotas lipidicas grisaceas que representan los fosfolipidos tuvieron que ser
estandarizadas previamente para evitar el sesgo al seleccionarlos manualmente.
Dicho procedimiento se realizé6 en cada una de las fotografias secuenciadas de
cada biopsia, permitiendo calcular el area ocupada por cada clase lipidica

respecto al area total de triglicéridos y fosfolipidos (Rodriguez-Jaramillo, 2004):

>t = suma total de triglicéridos o de fosfolipidos
Jtyf total del area (4477.778 micras?)

VI.3. Acidos grasos

A partir de la biopsia congelada, se separo la grasa de la piel de ballena.
Ya que cada biopsia es empleada para diversos analisis, por medio de un corte
sagital, se separo de la biopsia una porcion variable entre 3.5 y 200 mg de grasa,
segun la cantidad de grasa disponible de la biopsia. Se emple6 una navaja nueva
en cada biopsia para evitar contaminacion entre muestras. Los cortes de las
biopsias se realizaron sobre un gel congelado cubierto con papel aluminio
esterilizado para evitar que la biopsia se descongelara rapidamente perdiendo
lipidos y se contaminara. Las submestras fueron secadas en una liofilizadora
durante 8 hrs. por dia (3 dias en total), sumando un periodo de liofilizacion de 24

hrs., y se almacenaron en un ultracongelador a -80°C hasta su analisis.
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Extraccion de lipidos totales

Se sistematizo el protocolo de preparacion de las biopsias recolectadas en
2003 (n=10), 2004 (n=8) y 2005 (n=32) para la extraccion de lipidos totales. Para
determinar la mejor eficiencia de extraccion de lipidos totales en las biopsias de
ballena azul, se us6 grasa de una biopsia colectada en el 2002 a la cual se le
realizoé pruebas con 3 métodos de extraccion con cloroformo:metanol (1:2), Bligh y
Dyer (cloroformo:metanol:agua; 1:2:0.5), y Folch (cloroformo:metanol:agua;
2:1:0.15) por triplicado. Se concluyé que con el método de Folch se extrajo un
mayor porcentaje de lipidos totales (17.35%), y se estableci6 como el método a

aplicar a todas las muestras (Tabla I).

Tabla I. Resultado de las técnicas empleadas para las pruebas de extracciéon de lipidos totales.

Promedio de los porcentajes de extraccion obtenidos + desviacion estandar.

Método Promedio del porcentaje de extraccion * desv.
est.
cloroformo:metanol (1:2) 15.44 +4.71
Bligh & Dyer 11.05+0.14
Folch 17.35+ 3.49

Los lipidos en el tejido liofilizado, se extrajeron de manera pasiva con 3.5
mL de la solucién Folch durante 24 hrs. Para prevenir la oxidacion, se afiadieron
a cada muestra 10 yL del antioxidante butil hidroxitolueno (BHT) al 0.01%. Para
determinar el porcentaje de recuperacion se afiadieron 5 pL del acido graso C23:0
como estandar interno, el cual no fue detectado en los analisis preliminares de

acidos grasos de ballena azul.

Posteriormente, se afiadieron 0.6 mL de agua destilada y se homogenizo la
solucion. Se dejo reposar hasta que la solucién se separara en dos fases. Se
retird la fase superior con una pipeta Pasteur. Se afiadieron 1.5 mL de una
solucion denominada Fase Superior (cloroformo:metanol:agua; 3:48:47) vy se
retird el extracto superior. Se repitid el mismo procedimiento 3 veces antes de

retirar la fase inferior y colocarla en un tubo limpio. Se agregaron 0.65 mL de
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metanol, se homogenizé y se obtuvo una sola fase, misma que se filtré con una
columna preparada con fibra de vidrio y sulfato de sodio anhidro para atrapar el
agua que pudiera haber quedado. Una vez filtrado, se secd con una corriente de

nitrdgeno gaseoso y se resuspendioé en 1 mL de cloroformo.

Cuantificacion de lipidos totales

Para conocer el porcentaje de lipidos totales se empled el método de
calcinacion propuesto por Marsh y Weinstein (1966). Del extracto de los lipidos
resuspendidos en cloroformo (1 mL) se tomé una alicuota de 10 uL de cada una
de las muestras y se coloc6 en un tubo de ensaye. Posteriormente se seco con
una corriente de nitrdgeno gaseoso y se agregaron 2 mL de acido sulfurico
concentrado (H2SO,4) tapando el tubo con papel aluminio y posteriormente con un
tapdén de rosca. Se empled una muestra blanco donde sdlo se agregaron 2 mL de
H2SOy4 sin lipidos. Se introdujo a la mufla a 200°C por 15 min. Se retird y se dejo
enfriar a temperatura ambiente por 5 min. De ahi se pasé a un bafo de hielo para
enfriarlos durante otros 5 min. Se retir6 y se agregaron 3 mL de agua destilada,
regresandolos al bafo de hielo esperando 10 min. hasta que desaparecieron las
burbujas. La lectura se realizé en un espectrofotometro a 375 nm. Los 990 pL
restantes se guardaron en atmdésfera de nitrégeno con tapa con teflén en un

congelador a -20°C.

Se realiz6 una curva de calibracidn para lipidos totales con la propia grasa
de la ballena azul, ya que no se contaba con una curva de calibracion propia de
esta especie. Se tomaron diferentes fracciones de grasa de una misma ballena
para realizar la curva ya que la composicion de clases lipidicas varia dependiendo
de la especie y de esta manera se obtendria una curva de calibracion que

contemplaria todas las clases lipidicas contenidas en la grasa.

Ademas de esto se contd con una curva de calibracién para cada acido
graso, donde se tenia una concentracion conocida y se midio el area de cada uno
de los acidos grasos. Esto con el fin de conocer la concentracion a la cual los

picos de acidos grasos estuvieran bien definidos.
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Separacién de lipidos de reserva (neutros) v estructurales (polares)

Los 990 pL restantes se secaron con nitrbgeno gaseoso y se
resuspendieron en 0.5 mL de cloroformo. Se prepararon microcolumnas con
pipetas Pasteur previamente lavadas o nuevas, colocando fibra de vidrio hasta el
fondo y cubriendo con silica gel, previamente preparada hasta alcanzar una altura
de 3.5 cm en la pipeta Pasteur. La silica gel se preparé quemandola por 4 hrs. a
480°C en una mufla. Se peso y se le afadido 6 % en volumen de agua. La silica
gel en la pipeta Pasteur con fibra de vidrio se acomod6 con el vortex para
compactarla. Para cada muestra se colocaron los 0.5 mL del extracto lipidico en la
microcolumna, misma que se acoplé a una bureta para afadir 10 mL de
cloroformo, los cuales pasaron a través de la pipeta por goteo constante, a fin de
extraer los lipidos de reserva (representados en su mayoria por triglicéridos) y
colectarlos en un tubo limpio. Después se agregaron 15 mL de metanol a la
bureta y se colectaron los lipidos estructurales (representados en su mayoria por
fosfolipidos) en un tubo limpio. Ambos tubos con las dos clases lipidicas; de

reserva y estructurales se taparon y se guardaron en el congelador a -20°C.

Los acidos grasos en los lipidos de reserva y estructurales permitirian
comparar diferencias o similitudes entre las categorias (crias, hembras lactantes,
hembras y machos). Cada clase lipidica aparentemente refleja informacion
distinta, donde los lipidos de reserva indican aspectos sobre la dieta y los
estructurales indican diferencias o similitudes a nivel de la composicion de la

membrana celular, que puede estar controlada genéticamente.

Derivatizacion de los acidos grasos

Los lipidos de reserva y estructurales se secaron con una corriente de
nitrogeno gaseoso. Antes de analizar los acidos grasos de ambas clases de
lipidos en un cromatégrafo de gases (CGL), se realizé una derivatizacién de los
lipidos para obtener metil-ésteres, que son mas volatiles, ademas de ser

derivados no reactivos.
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El proceso de derivatizacion consistid en someter los lipidos a una
metandlisis afiadiendo 2.5 mL de una mezcla de HCI:CH3OH (5 %:95 %) por un
periodo de 2.5 hrs. en un bafo Maria a 85 °C. Los tubos se cerraron con tapon
con teflon y se sellaron con cinta teflon. Los metil-ésteres obtenidos se separaron
de otros productos secundarios de la reaccion con 1 mL de hexano (grado HPLC).

Este procedimiento se repitid 2 veces hasta tener una extraccion total.

Los metil-ésteres en solucién de hexano se lavaron adicionando 2 mL de
agua destilada al extracto para formar una capa inferior de agua destilada y
productos de la reaccion solubles en agua, y una superior que contenia el hexano
y los metil-ésteres. El agua destilada se separ6 con una pipeta Pasteur
burbujeando para atravesar la fase del hexano. Este procedimiento se realizd 2
veces para eliminar las impurezas producto de la derivatizacion. Se utilizé una
pipeta Pasteur para separar los acidos grasos metil esterificados contenidos en el
hexano. Estos se pasaron a un tubo limpio y se llevaron a sequedad utilizando

una corriente de nitrégeno gaseoso.

Los acidos grasos metil esterificados obtenidos se resuspendieron en 1 mL
de hexano y de ahi se tomaron 250 uL colocandolos en un vial sellado con tapa
de teflon para su anadlisis en un cromatdégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas (GC-MS).

Identificacion de los acidos grasos

Para poder identificar cada acido graso encontrado en las muestras se
compararon los espectros de masas de cada muestra, con los espectros
contenidos en la biblioteca de espectros de masas (NIST, 2002) y con la
biblioteca de estandares de acidos grasos metil esterificados para su comparacion

mediante un software (HP GCD Plus Chemstation).

Adicionalmente, la comparacién de los tiempos de retencion caracteristicos
de cada acido graso contribuyd a su identificacion. El tiempo de retencion es el
tiempo que tarda en detectarse el pico del acido graso desde la inyeccién de la
muestra. Estos picos se compararon con un estandar de 28 acidos grasos

comerciales que son abundantes en organismos marinos. Aunado a esto se
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realizd una verificacion con los iones moleculares que destacan en los acidos

grasos metil esterificados.

Cuantificacion de los acidos grasos

El area bajo la curva (siendo la curva cada pico de acido graso) es
directamente proporcional a la concentracion en el sistema utilizado (GC-MS). Se
realizd una curva de calibracion para cada acido graso, relacionando el area
integrada en cada uno de los picos del cromatograma con una concentracion

conocida.

A cada curva de calibracién se le calculé la pendiente de la recta y se
utilizé como un factor de correccion especifico para cada acido graso, ya que la
intensidad de la senal varia en funcion del numero de carbonos en el compuesto,
de la presencia e incremento de dobles enlaces y de la presencia de
ramificaciones. Un segundo factor de correccién basado en la relacién observada
y esperada de las abundancias del estandar interno (C23:0), permitié cuantificar

las pérdidas ocurridas durante el proceso de extraccion (Fig. 3).

Los datos obtenidos en pg-mL™" se calcularon en porcentajes de &cidos
grasos y éstos se transformaron mediante el arcoseno de su raiz cuadrada para
reducir la heterogeneidad de las variancias y realizar los analisis estadisticos
pertinentes (Zar, 1999).
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Submuestra de la biopsia

Licfilizacién por 24 hrs.

Extraccidn de Lipidos Totales
(Folch, 1957)
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Cuantificacion de Lipidos Totales
(Marsh & Weinstein, 1966)

|

Separacion de Lipidos
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Lipidos de Reserva Lipidos Estructurales

(Clorgformao) iMetanol)

| |

Derivatizacion de Acidos Grasos
(Sato & Murata, 1998)

Inyeccién de Acidos Grasos en un GC-MS

ldentificacién y Cuantificacién de Acidos Grasos

Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para acidos grasos de ballena azul.
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VI1.4. Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas de ANOVA en el contenido de lipidos totales para
ver si existian diferencias significativas entre categorias. También se compararon
las categorias mediante un analisis de distribucion de frecuencias tomando en

cuenta rangos de porcentajes de lipidos totales.

Para los acidos grasos tanto estructurales como de reserva, se realizaron
analisis de componentes principales (ACP) para observar cémo se distribuian las
4 categorias de ballena azul tomando en cuenta los acidos grasos en
concentraciones mayores a 0.1%. Posteriormente se realizé un analisis de
funciones discriminantes (AFD) con los mismos acidos grasos de reserva y
estructurales, para identificar los acidos grasos que separaron las categorias.
Finalmente se realizaron analisis de ANOVA para los acidos grasos que fueron
significativamente diferentes en el analisis discriminante, aplicando una prueba a

posteriori de Tukey, con intervalos de confianza al 95%.

Para corroborar la relaciéon directa entre el perfil de acidos grasos de las
presas y el depredador, se realizé6 un analisis de correlaciones candnicas
comparando los perfiles de acidos grasos de reserva de las 4 categorias de
ballenas azules con los perfiles de los 5 categorias de eufausidos Nyctiphanes
simplex proporcionados por Jorge Del Angel Rodriguez en el Laboratorio de

Biotecnologia de Microalgas del CIBNOR, La Paz, México.
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VII. RESULTADOS

Se obtuvo un total de 50 biopsias de 47 individuos diferentes, ya que un
macho del 2005 fue biopsiado por duplicado y una hembra biopsiada en 2003 fue
re-biopsiada en el 2005. Los individuos foto-identificados fueron clasificados, con
ayuda del historial de vida de individuos basado en la foto-identificacion, en 4
categorias por aino de muestreo que a su vez se distribuyeron en 3 meses de la

temporada (Tabla ).

Tabla Il. Clasificacion de individuos de ballena azul por categoria por mes y afio de muestreo.

2003 2004 2005
Feb Mar Abr Feb Mar Abr Feb Mar Abr
Crias 0 2 0 0 2 0 1 0 1
Hembras
0 3 0 0 2 0 1 1 1
lactantes
Hembras 0 3 0 0 2 0
Machos 0 2 0 0 2 0

Las muestras provienen de todo el Golfo de California, donde se nota la
ubicaciéon amplia de las hembras y machos contrastando con la ubicacion de las
hembras lactantes y sus crias concentradas en la zona suroeste del Golfo, entre
Loreto y Bahia de La Paz (Fig. 4).
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Figura 4. Ubicacion de las muestras de ballenas azules a lo largo del Golfo de California.

O Hembras lactantes con cria A Hembras o0 Machos

VII.1. Histologia de las biopsias

Las cuatro biopsias seleccionadas de ballena azul mostraron una
distribucion homogénea, i.e. sin estratificacion de triglicéridos y fosfolipidos a lo
largo de los cortes histolégicos, y al parecer independiente del sexo del animal,
aunque no lo podemos afirmar dado el numero pequefio de muestra (Tabla IlI). A
pesar de la distribucion homogénea, los triglicéridos, que forman parte del tejido
de reserva, representaron aproximadamente el 70% de la biopsia, mientras que
los fosfolipidos, que forman parte del tejido estructural, representaron
aproximadamente el 30% de la biopsia (Fig. 5). EI mayor porcentaje de
triglicéridos en la biopsia de ballena azul permite asumir una mayor influencia de

la dieta en la composicion de acidos grasos.
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Tabla Ill. Porcentaje de triglicéridos y fosfolipidos encontrado en las biopsias seleccionadas de

ballenas azules.

Triglicéridos (%) Fosfolipidos (%)
466b (Macho) 64 36
482b (Hembra) 70 30
484b (Hembra) 69 31
486b (Hembra) 78 22

B Triglicéridos
0%

o Fosfolipidos
30%

Figura 5. Corte histoldgico de una biopsia de ballena azul. Los triglicéridos se notan como gotas

lipidicas negras y los fosfolipidos se observan como gotas lipidicas grisaceas.
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VII.2. Lipidos totales

No se encontraron diferencias significativas (F s, 46)=0.4327, p>0.05) en el
porcentaje de lipidos totales entre categorias (Fig. 6). Se observa una gran
variacion en el porcentaje de lipidos totales en cada categoria, las cuales tienen
un promedio entre el 30 y 40 % de la grasa total. Tampoco se observaron
diferencias significativas (p>0.05) entre afos al comparar las hembras no
lactantes (F, 15=1.2319, p=.31962) y los machos (F, 15=2.7701, p=.09466), que
fueron los grupos mejor representados. Por otro lado, se observa una similitud
entre las distribuciones de los porcentajes de lipidos para hembras lactantes y

machos (Fig. 7).
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Cria Hembra lactante Hembra Macho

Categoria

Figura 6. Comparacion del porcentaje de lipidos totales (%LT) en grasa subcutanea de las

diferentes categorias de ballena azul, agrupando los 3 afios de muestreo.
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Figura 7. Frecuencias del porcentaje de lipidos totales en biopsias de grasa subcutédnea de ballena

azul.
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VIL.3. Acidos grasos estructurales (polares)

Aunque no hubo diferencias significativas en el contenido de lipidos, se
analizaron los acidos grasos tanto estructurales como de reserva para verificar si
habia diferencias cualitativas. Se detectaron 34 acidos grasos estructurales en
grasa de ballena azul los cuales separados por su grado de saturacion presentan
variaciones con respecto a las categorias (Tabla IV). Se encontraron las mayores
concentraciones en los acidos grasos monoinsaturados y las menores
concentraciones en los acidos grasos poliinsaturados en hembras lactantes
contrastando con los cuales altas

las crias y machos, presentaron

concentraciones en los acidos grasos poliinsaturados. No se observaron
diferencias en las concentraciones de acidos grasos saturados entre las

categorias.

Tabla

monoinsaturados y poliinsaturados. La concentracién se muestra en porcentaje promedio + el

IV. Concentracion de los 4&cidos grasos estructurales divididos en saturados,

intervalo de confianza al 95%.

* = acidos grasos que muestran diferencias significativas

Hembras

Crias lactantes Hembras Machos
12:0 traza traza traza traza
14:0 18 £+ 04| 21 + 04 |19 £ 0319 = 03
is014:0 traza traza traza traza
15:0 031 + 005 0.29 £+ 0.05 |0.31 £ 0.03]/0.30 + 0.03
iso15:0 traza traza traza traza
16:0 13 = 1 13 1 12 + 1 11 = 1
iso16:0 * 0.22 + 005 018 £+ 0.03 |0.24 =+ 0.03]0.22 + 0.03
16:0tMe * 010 + 0.05| 0.24 £+ 0.07 |0.15 = 0.04|0.16 = 0.04
17:0 11 £ 02| 09 <+ 0.1 1.2 + 01|10 = 0.1
iso17:0 * 04 + 0.1 02 + 0.1 04 £+ 01,04 = 0.1
Aiso 17:0 013 + 005 012 + 0.04 [0.13 + 0.03|/0.12 £ 0.03
18:0 15 =+ 2 13 = 2 15 + 1 15 = 1
19:0 * 04 + 0.1 04 <+ 0.1 06 £+ 01|05 = 0.1
20:0* 0.8 + 0.1 12 + 02 (12 = 01|11 = 0.1
21:0* 0.16 + 0.05| 0.35 + 0.06 |0.35 =+ 0.04|0.29 + 0.04
22:0* 09 + 02 1.5 £+ 02 |15 = 01|14 = 0.1
24:0 0.7 + 0.3 1.3 + 04 |09 + 02|10 = 0.2
> Saturados | 35 + 03 | 348 + 03 (359 + 0.2 |[344 + 0.2
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Hembras

Crias lactantes Hembras Machos
16:1n-7 5 £+ 1 5 + 1 4 + 1 4 + 1
17:1 04 £+ 01, 05 £+ 01 |04 £ 0104 = 0.1
18:1n-9 * 18 + 3 23 + 2 20 £+ 2 |20 = 2
18:1n-7 37 £+ 051 42 + 04 |36 £ 03|37 £ 0.3
18:1n-5* 0.22 + 0.04| 017 £+ 0.03 |0.22 £ 0.02|0.21 + 0.02
20:1n-9 * 04 £ 01,07 £ 01 |05 £ 0105 = 0.1
20:1n-7 * 0.19 + 0.03| 0.18 £+ 0.03 |0.14 + 0.02|0.15 + 0.02
24:1n-9 2 + 1 3 = 1 3 + 1 3 = 1
> Monoinsaturados | 30 + 0.7 | 37 + 06 |32 + 06| 32 + 0.6

Hembras

Crias lactantes Hembras Machos
18:2n-6 19 + 05| 25 + 05 |20 =+ 0319 = 0.3
18:3n-3 0.26 £ 0.07| 0.26 + 0.06 |0.24 £ 0.04/0.24 + 0.04
20:3n-6 05+ 01, 06 £ 01 05 £ 01|05 £ 01
20:4n-6 12 + 2 90 + 20 |12 %= 1 12 = 1
20:3n-3 05 + 01, 04 £+ 01 |05 %+ 01|05 £ 01
20:4n-3 traza traza Traza traza
20:5n-3 11 = 2 8 + 2 9 10 = 1
22:5n-3 3 = 1 3 + 1 3 = 4 + 1
22:6n-3 4 + 1 3 + 1 4 + 5 + 1
> Poliinsaturados [33.2 + 05| 268 + 05 |31.2 + 04 (341 + 04

En los perfiles de acidos grasos estructurales solo 2 acidos grasos fueron

exclusivos de este perfil siendo estos el 24:0 y el 24:1n-9 (Tabla IV).

Tomando en cuenta los 30 acidos grasos estructurales que presentaron
concentraciones mayores al 0.1% con respecto al total para cada categoria de
ballena azul (Tabla IV), se observé un bajo porcentaje de explicacion de los
componentes (42.72%) en el ACP (Fig. 8). Sin embargo, se noté la separacion de

las crias con respecto a las hembras lactantes en el componente 2.

Una hembra lactante (ID 451) se ubicé fuera de ambas agrupaciones
siendo los acidos grasos 18:1n-9 y 16:0 los que contribuyeron en mayor
proporcion a su separacion. Dicha hembra posiblemente modifico la tendencia del
ACP y enmascaré algunas diferencias entre grupos. A pesar de que las crias y las

hembras lactantes tuvieron diferentes contenidos de acidos grasos

31



monoinsaturados y poliinsaturados, las diferencias mas notables se deben a
acidos grasos saturados. Asi por ejemplo, las crias se distinguieron por tener
mayores proporciones de los acidos grasos saturados iso 17:0, 18:0, e iso 16:0,
mientras que las hembras lactantes, se caracterizaron por tener altas

proporciones de los acidos grasos saturados 21:0, 22:0, 20:0,16:0tMe y 14:0. (Fig.
9).
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Figura 8. Analisis de componentes principales (ACP) en acidos grasos estructurales de grasa
subcutanea de las cuatro categorias de ballena azul (C: cria, HL: hembra lactante, H: hembra y

M: macho).
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Figura 9. Proyeccion de las variables en un plano bidimensional. Los acidos grasos estructurales

en negritas son los que contribuyen en una mayor proporcién a la separaciéon de grupos.

Estos resultados indican que los acidos grasos estructurales de la grasa
subcutanea no son consistentes entre los individuos de una misma poblacion, ya
que la forma en que estos acidos grasos son fijados en las membranas celulares

del tejido graso depende del metabolismo de cada una de las categorias.

Debido a que el ACP es un analisis exploratorio, que no nos indico las
diferencias entre las 4 categorias, se realiz6 un AFD considerando los 30 acidos
grasos estructurales, mismo que mostré una clara separacion entre crias vy
hembras lactantes con respecto a machos y hembras (Lambda de Wilks: 0.01436,
Foo51) = 1.7992 p< .0113, Fig. 10 y 11). De éstos 30 acidos grasos, 11 tuvieron
diferencias significativas (p<0.05, Tabla IV).
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Se obtuvieron altos porcentajes de clasificacion correctos tanto para las
crias y hembras lactantes (100 %) como entre hembras (94 %) y machos (78 %,
Tabla V). Se observé una menor probabilidad de clasificar a una hembra como
macho (6 %) que lo contrario (17 %). Sélo se clasificd errbneamente a un macho
como cria (ID 519, ver Anexo 1). Con esto, se limita el uso de los acidos grasos
estructurales, para estudiar las diferencias entre sexos. Es posible que los
individuos que quedaron mal clasificados fueron hembras y machos (ID 503, 482,
499) inmaduros ya que fueron avistados por primera vez en el 2005 por lo que no
tienen un largo historial de avistamiento (Ver Anexo 1). Por otro lado, otro
individuo mal clasificado fue un macho viejo de al menos 16 afios (ID 12, ver

Anexo 1).

Tabla V. Porcentaje de clasificacion por categoria de ballenas azules basado en los perfiles de

acidos grasos estructurales.

Porcentaje| Crias Hembras Hembras | Machos
lactantes
Correcto | p=.12000 p=.16000 p=.36000 | p=.36000

Crias 100 6 0 0 0
Hembras 100 0 8 0 0
lactantes
Hembras 94.4 0 0 17 1
Machos 77.8 1 0 3 14
Total 90 7 8 20 15

p = probabilidad de clasificacién

Dentro de los &acidos grasos estructurales que tuvieron diferencias
significativas entre categorias, el 19:0 mostré diferencias significativas donde las
crias presentaron menores concentraciones que hembras, y las hembras
lactantes menores concentraciones que hembras y machos (F, 46y = 8.6340,
p=.00012). El acido graso 20:1n-9 mostré diferencias significativas entre crias y
hembras lactantes, y éstas a su vez presentaron mayores concentraciones que
machos (F 3, 46) = 4.7342, p=.00583 ) (Fig. 12).
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VIl.4. Acidos grasos de reserva (neutros)

Se detectaron 52 &cidos grasos de reserva en grasa de ballena azul,

notando las altas concentraciones en los acidos grasos monoinsaturados de las

hembras lactantes, y en los poliinsaturados de crias (Tabla VI).

Tabla VI. Concentracién de los acidos grasos de reserva divididos en saturados, monoinsaturados

y poliinsaturados. La concentracion se muestra en porcentaje promedio + el intervalo de confianza

al 95%.
* = acidos grasos que presentaron diferencias significativos entre categorias
Hembras
Crias lactantes Hembras Machos

12:0* 0.09 + 002|012 + 0.02 |0.14 + 0.01]0.13 = 0.01
13:0 traza traza traza traza

iso 13:0 traza traza traza traza
14:0 39 + 04| 41 + 04 | 44 + 03 | 41 = 0.2
iso 14:0 * 014 + 0.02| 0.16 + 0.02 | 0.18 + 0.01]0.17 = 0.01
aiso 14:0 traza traza traza traza
15:0 044 + 007|042 + 0.06 |0.51 =+ 0.04|047 = 0.04
iso 15:0 traza traza traza traza
16:0 12 =+ 2 11 = 2 12 + 1 11 + 1
iso 16:0 * 0.25 + 003|030 + 0.03 0.29 + 0.02(0.28 + 0.02
aiso 16:0 traza traza traza traza
16:0tMe * 0.08 + 005|035 £+ 0.09 |{0.18 = 0.04|0.19 + 0.04
17:0 0.3 =+ 0.1 04 £+ 041 05 £+ 01|04 = 0.1
iso 17:0 * 0.09 + 002,016 + 0.03 |0.14 + 0.02(0.14 + 0.02
aiso17:0 traza traza traza traza
18:0 19 + 05| 21 + 04 |21 + 03 | 20 £+ 03
19:0 traza traza traza traza
20:0 * 0.06 + 002|014 + 0.02 {013 = 0.01 011 = 0.01
21:0 0 £+ O traza traza traza
22:0 0 £+ O traza traza traza

> Saturados 19 + 0.3 19 =+ 03 21 + 0.2 19 + 0.2
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Hembras
Crias lactantes Hembras Machos
14:1 07 £+ 02|09 + 02 (08 + 02|08 £+ 0.2
16:1n-9 * 0.26 + 0.04/0.39 + 0.04 |0.35 + 0.03/0.33 + 0.03
16:1n-7 * 15 £+ 2 12 + 2 12 + 1 12 + 1
16:1n-5 0.18 + 0.03/0.16 + 0.02 |0.18 + 0.02/0.17 = 0.02
17:1 09 + 0211 + 01 (11 + 01 1.0 £ 0.1
18:1n-9 * 22 + 3 3 + 3 27 + 2 25 + 2
18:1n-7 54 + 04|57 + 03 |52 + 02|53 + 0.2
18:1n-5 0.19 + 0.03/0.20 + 0.03 |0.20 + 0.02/0.19 = 0.02
20:1n-11 01 £+ 0101 £ 01 (02 + 01|01 £ 0.1
20:1n-9 * 05 + 02|11 £+ 02 |10 = 0109 = 0.1
20:1n-7 * 0.12 + 0.02/0.19 + 0.02 |0.16 + 0.01[/0.16 = 0.01
22:1n-11* 0 + O |0.01 £ 0.02/0.19 + 0.08/0.10 + 0.06
22:1n-9 0 = O traza traza traza
22:1n-7 0 = O traza traza traza
> Monoinsaturados | 45 + 05| 83 + 05 | 48 + 03| 46 * 0.3
Hembras
Crias lactantes Hembras Machos
16:2n-4 * 06 + 0104 + 0104 £ 01|05 = 01
16:3 traza traza traza traza
18:2n-6 * 16 + 0220 + 02 |20 £+ 01|20 = 01
18:2 * 018 + 0.03{0.13 + 0.02 |0.13 + 0.01]0.15 = 0.01
18:3n-6 * 0.22 + 0.06/0.12 + 0.04 {015 + 0.03]0.14 £+ 0.03
18:3n-3 10 + 02]09 = 0.1 10 £+ 01|11 = 01
18:4n-3 06 + 0107 £+ 01 |07 + 01] 08 + 0.1
20:2n-6 * 018 + 0.03/0.23 + 0.03 {0.24 + 0.02|0.23 = 0.02
20:3n-6 * 013 + 0.02{0.15 £+ 0.02 |0.16 £ 0.01]0.17 = 0.01
20:4n-6 12 + 0209 + 02 |10 £ 01|11 = 01
20:3n-3 013 + 0.02{0.12 + 0.02 |0.15 £ 0.01]0.15 = 0.01
20:4n-3 * 11 + 0207 + 01|08 £+ 01|08 = 01
20:5n-3 * 9 + 2 5 + 1 6 + 1 7 + 1
22:2n-5 traza traza traza traza
22:3n-3 * 012 + 0.03/0.26 + 0.04 | 0.25 + 0.03]|0.23 + 0.03
22:4n-6 * 03 + 0104 + 0104 £ 01|04 = 01
22:5n-3 7 + 1 6 + 1 6 + 1 6 + 1
22:6n-3 11 = 2 8 + 2 10 + 1 11 = 1
> Poliinsaturados (344 + 04| 26.0 + 0.3/ 294 + 0.2| 31.8 * 0.2\

Resulta interesante notar algunos acidos grasos que soélo estuvieron
presentes en el perfil de acidos grasos de reserva siendo estos el 13:0, iso 13:0, a
iso 14:0, a iso 16:0, 14:1, 16:1n-9, 16:1n-5, 20:1n-11, 22:1n-11, 22:1n-9, 22:1n-7,
16:2n-4, 16:3, 18:2, 18:3n-6, 18:4n-3, 20:2n-6, 22:2n-5, 22:3n-3 y 22:4n-6.
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Tomando en cuenta los 39 acidos grasos que presentaron concentraciones
mayores al 0.1% (Tabla VI) se observé un alto porcentaje (56.07%) explicado por
los dos primeros componentes (Fig. 13). También se not6 una tendencia de las
crias y hembras lactantes a formar grupos opuestos y entremezclados por el
resto de las ballenas.

Los acidos grasos poliinsaturados tuvieron mayores porcentajes en las
crias como por ejemplo el 16:2n-4, 20:5n-3, 20:4n-6 y 20:4n-3. Los acidos grasos
saturados y monoinsaturados como por ejemplo el iso 16:0, iso 17:0, 20:0, 16:1n-
9, 18:1n-9 y 20:1n-9 tuvieron mayores proporciones en las hembras lactantes
(Fig. 14), lo cual es consistente con lo observado en la tabla (Tabla VI).
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Figura 14. Proyeccion de las variables en un plano bidimensional. Los acidos grasos de reserva en

negritas son los que contribuyen en una mayor proporcién a la separacion de grupos.

Se observé una clara separacion entre crias y hembras lactantes con
respecto a machos y hembras (Lambda de Wilks: 0.00058 aprox. F(117,24)y = 2.3521
p<.0078, Fig. 15y 16). De los 39 acidos grasos, 22 de ellos tuvieron diferencias
significativas entre categorias (p<0.05, Tabla VI).
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Se obtuvieron porcentajes de clasificacion correctos del 100% para todas
las categorias, mostrando que los acidos grasos de reserva son buenos
indicadores del estado fisiolégico de las hembras, y que difieren entre crias,

hembras y machos (Tabla VII).

Tabla VII. Porcentaje de clasificacion por categorias de ballenas azules basado en los perfiles de

acidos grasos de reserva.

Porcentaje Crias Hembras | Hembras | Machos
lactantes
Correcto | p=.12000 p=.16000 p=.36000 | P=.36000
Crias 100 6 0 0 0
Hembras 100 0 8 0 0
lactantes
Hembras 100 0 0 18 0
Machos 100 0 0 0 18
Total 100 6 8 18 18

p = probabilidad de clasificacién

Se encontraron 4&cidos grasos dominantes como el 16:1n-7 que
presentaron diferencias significativas con mayores concentraciones en crias con
respecto a las hembras (p<0.05, Fig. 17). Asi mismo, se encontraron acidos
grasos esenciales o con una importancia biolégica que tuvieron diferencias
significativas: 18:1n-9, 18:2n-6, 20:4n-3 (con comportamiento contrario al 18:2n-
6), 18:3n-6, 20:3n-6 y 22:4n-6, 20:5n-3 y 22:1n-11 (p<0.05, Fig. 17).
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VIL.5. Relacién entre depredador y presa

Se compararon los perfiles completos de los acidos grasos de reserva de
las 4 categorias de ballenas azules (Tabla VI) y de los eufausidos juveniles
indiferenciados, hembras y machos juveniles, hembras gastadas y machos
adultos (Anexo 2). Se encontraron altos valores de correlaciéon (R Candnica =
0.912. Ji?(20) = 145.73, p<0.05) entre todas las categorias de los eufausidos y
todas las categorias de ballenas azules, lo que sugiere que existe un reflejo de los
acidos grasos de los eufausidos en los acidos grasos de reserva de las ballenas
azules, con excepcion de los juveniles indiferenciados, con quienes las
correlaciones son mas bajas (Tabla VIIl). La comparacion grafica de los perfiles de
acidos grasos de reserva de ambas especies (todas sus categorias) (Fig. 18)
muestra que los acidos grasos como el 16:0 y el 18:0 estan presentes en menores
concentraciones en las ballenas azules, mientras que acidos grasos como el
16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7 y 22:5 n-3 son mas abundantes en las ballenas azules.
Lo anterior nos confirma el anadlisis de correlaciones candnicas con ciertos acidos

grasos mas dominantes en una especie que en la otra.

Tabla VIII. Correlacion Canédnica entre categorias de ballena azul y estadios de eufausidos.
R Canonica = 0.912. Ji*(20) = 145.73, p < 0.05

Ballenas Azules
Crias Hembras Hembras Machos
lactantes

Juveniles
9 o ] 0.64 0.62 0.64 0.64
@ indiferenciados
o
e Hembras
‘» ) ) 0.69 0.67 0.69 0.70
= juveniles
8 Hembras
o 0.74 0.71 0.74 0.75
@ gastadas
\C
5 Machos
w 0.74 0.70 0.73 0.74

juveniles

Machos

0.73 0.69 0.72 0.73
adultos
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Figura 18. Perfiles de acidos grasos de reserva de Nyctiphanes simplex (



VIIl. DISCUSION

VIIL.1. Clases lipidicas

El estudio histologico de la grasa de ballena azul permitié establecer una
ausencia de estratificacion de las clases lipidicas a lo largo de las biopsias,
probablemente debido a que las puntas para obtener biopsias sélo penetran la
capa externa de la grasa. Los resultados histologicos en grasa de odontocetos y
misticetos varados muestran una clara estratificacion a lo largo de la grasa
(Ackman et al., 1975b) con distribuciones distintas de las clases lipidicas
(Koopman, 2007). Asi por ejemplo, para la beluga, la clase lipidica predominante
es la de los triglicéridos, mientras que para la orca y algunos zifidos es la de las
ceras (Krahn et al., 2004; Koopman, 2007). También existe variacion segun el
sitio de muestreo en el cuerpo del organismo (Cruz-Vizcaino, 2005) y la
profundidad de la capa de grasa que se emplea puede influir en las proporciones
de triglicéridos viéndose disminuidas hacia las capas mas internas (Krahn et al.,
2004). Por lo que aparentemente nuestros resultados no son representativos de la

capa de grasa completa.

Sin embargo, el rango del porcentaje de triglicéridos del 65 a 78%
encontrados en las biopsias de ballena azul fue similar al porcentaje reportado
para otros misticetos en la grasa completa. En ballenas de aleta cazadas, los
triglicéridos constituyeron de 80 a 86% de los lipidos totales y no encontraron
diferencias significativas entre sitios del cuerpo biopsiado (Ruchonnet et al.,
2006). Otros estudios reportan porcentajes similares de triglicéridos (55 a 63%) en
grasa de ballena de aleta y sei, Balaenotpera borealis (Ackman et al., 1968;
Bottino, 1978 tomado de Ruchonnet et al., 2006).

Al parecer esta dominancia de los triglicéridos no es particular de los
misticetos, sino que también en algunos odontocetos se encuentran de forma
abundante (entre 89 y 100%) (Koopman, 2007). En tres regiones de un cachalote
varado, Cruz-Vizcaino (2005) encontré separados los triglicéridos y fosfolipidos;
sin embargo observé una mayor proporcién de fosfolipidos en la regién caudal,

contrario a las regiones cefalicas y media del cuerpo donde los triglicéridos se
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encontraron en mayor proporcion (75.1% y 76.6% respectivamente). En el
presente estudio se encontré una proporcion similar en la grasa de ballena azul
en biopsias obtenidas de la region media del cuerpo. En este sentido, se ha
mostrado que el muestreo de la capa de grasa externa con biopsias en belugas y
orcas de vida silvestre provee una buena estimacion del porcentaje de lipidos
totales de toda la capa de grasa analizada en organismos muertos (Krahn et al.,
2004). De acuerdo con lo anterior, las biopsias de grasa de ballena azul
recolectadas en el Golfo de California coinciden con la proporcion de clases

lipidicas encontradas en la capa de grasa completa de otros cetaceos.

VIIl.2. Lipidos totales

En este estudio pensamos que el porcentaje de lipidos totales obtenido por
medio de biopsias representa el contenido de grasa total de las ballenas azules.
Esto debido a que existe un estudio realizado en misticetos del Golfo de San
Lorenzo, donde no se encuentran diferencias en el contenido de lipidos en la
grasa de animales varados comparado a la grasa proveniente de biopsias
(Gauthier et al., 1997).

El presente trabajo corrobora la amplia variacion en el porcentaje de
lipidos totales (11 a 56%) reportado en ballena de aleta en vida libre (12 a 35%,
Ruchonnet et al., 2006). La amplia variacion entre individuos de ballena azul fue
asociada al estado de lactancia, de crianza, y del sexo, siendo consecuente con
otros estudios que demuestran que la condicién nutricional afecta el contenido de
lipidos ademas del grosor de la capa de grasa en ballena de aleta capturadas
(Lockyer, 1987; Aguilar y Borrell, 1990). Las hembras lactantes de ballena azul
probablemente registran una amplia variacién en los lipidos totales debido a que
estan sometidas a diversos requerimientos energéticos que van de acuerdo a su
ciclo reproductivo (Aguilar y Borrell, 1990) como podrian ser el inicio o final de la

lactancia, y el obtener energia suficiente para amamantar a su cria.
La cantidad de grasa en un mamifero marino varia estacionalmente en la
mayoria de las especies debido a variaciones en los niveles de ingesta de

alimento que estan correlacionadas de alguna manera con la crianza, lactancia,
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destete o muda (Birkeland et al., 2005). Aunque las ballenas azules lactantes se
siguen alimentando de eufausidos (N. simplex principalmente) en el Golfo de
California, éstas muestran fluctuaciones en la cantidad de lipidos probablemente
debido al ciclo de la lactancia en el que se encuentran las hembras y la etapa de
amamantamiento de las crias al momento de tomar la biopsia. De hecho la amplia
variacion registrada entre las crias coincide con esta idea. Aunque no se sabe
con seguridad cuando y dénde nacen las crias de ballenas azules en el Golfo de
California, se ha notado el amplio rango en el tamafo de las crias durante el
invierno (Gendron, 2002) por lo que es muy probable que el nacimiento y por lo

tanto la etapa de amamantamiento tenga un amplio rango en el tiempo.

Mientras que Aguilar y Borrell (1990) mencionan que la capa externa de la
grasa de ballenas de aleta no permite detectar cambios en el ciclo reproductivo de
las hembras, en el presente estudio observamos que es posible distinguir a
hembras lactantes de aquellas no lactantes, a pesar de que solo se cuenta con la
capa mas externa de la grasa de los animales tomada por biopsias.
Adicionalmente, la gran variabilidad en cuanto al porcentaje de lipidos totales
sugiere que se estarian reflejando diferencias entre aquéllas hembras lactantes
proximas al destete (Lockyer, 1987) y otras que apenas comienzan su fase de
lactancia. Las hembras no lactantes tienen un rango de lipidos totales mas
restringido debido a que no presentan cambios en su ciclo reproductivo en el
momento en el que se tomd la biopsia. Es decir, no tienen requerimientos

energéticos tan grandes y variables como los presentan las hembras lactantes.

La amplia variacién en el porcentaje de lipidos en ballena azul machos
contrasta con lo reportado por Aguilar y Borrell (1990), quienes mencionan que en
ballena de aleta machos, el contenido lipidico no varia con el estado de madurez
sino que forman un grupo homogéneo. Estas ballenas de aleta migran entre
Mauritania (22°N) donde se reproducen y Escocia (61°N) donde se alimentan, por
lo que tienen un amplio rango de distribucion (Aguilar y Borrell, 1990). En
contraste, las ballenas azules del Pacifico Noreste se siguen alimentando en
invierno en las aguas de la Peninsula de Baja California (Gendron, 2002). En el
presente estudio donde estan incluidos organismos presumiblemente jovenes

hasta muy viejos, observamos que los machos de ballena azul poseen un rango
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de lipidos totales muy amplio, lo que sugiere que en esta poblacion de ballena

azul, el contenido lipidico es afectado por la edad.

VIII.3. Acidos grasos estructurales

Debido a que el presente estudio es pionero en la separacién de acidos
grasos de reserva y estructurales en ballena azul, no se cuenta con un marco de
referencia para su comparacién. Por lo tanto se muestran aqui las primeras
tendencias sobre el comportamiento de estos acidos grasos estructurales cuando

se analizan por separado.

La determinacién de perfiles de acidos grasos totales se han usado para
evaluar dietas y separar cetaceos provenientes de distintos stocks o ecotipos,
(Olsen y Grahl-Nielsen, 2003; Krahn et al., 2004), sin embargo, al ser organismos
de vida silvestre, el perfil de acidos grasos totales no permite disefar
experimentos que indiquen si estas diferencias entre stocks estan dadas por la
dieta o por la genética propia de cada stock. A pesar de ello es importante
recalcar que Krahn et al. (2004) menciona que dicha separacion entre stocks de
belugas y orcas se logré a partir de biopsias de grasa, sin importar la profundidad

de la capa que se empled para la comparacion.

Al obtener perfiles de acidos grasos de reserva y estructurales por
separado se pudo precisar en qué acidos grasos existieron diferencias para poder
atribuirlos al alimento o a las caracteristicas propias del stock. Para las ballenas
azules del Golfo de California no se esperaba encontrar diferencias entre
temporadas de invierno 2003, 2004 y 2005 o entre areas de muestreo ni entre

individuos, por ser parte de la misma poblacion del Pacifico Noreste.

Nuestros resultados sugieren que los individuos de ballena azul biopsiados
entre 2003 y 2005 pertenecen a una misma poblacion, ya que aunque los perfiles
de acidos grasos estructurales fueron distintos entre las categorias, la variaciéon
registrada en cada categoria fue baja, ya que la probabilidad de que un individuo
quedara mal clasificado fue pequefia. Cruz-Vizcaino (2005) sugiri6 que existen

dos poblaciones de cachalotes concurriendo en el Golfo de California, ya que
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previamente se tenia la hipétesis mediante foto recapturas de que existian grupos
de cachalotes en el verano que no estaban presentes en el invierno. Olsen y
Grahl-Nielsen (2003) compararon dos poblaciones de ballena minke previamente
establecidas por la Comision Ballenera Internacional, asi pudieron probar que los

acidos grasos fueron utiles para diferenciar dichas poblaciones.

La informacién sobre acidos grasos estructurales propia de cada categoria
de ballena azul, nos indican que estos son metabolizados y fijados en sus
membranas celulares en forma particular dependiendo del estado fisiolégico y
edad de los individuos, y aunque en el caso del sexo se observa una separacion,
esta no es contundente (menor al 100%). Aun no se conocen las funciones de
algunos fosfolipidos de los cuales se derivan los acidos grasos estructurales
(Christie, 1989) por lo que se cree que la existencia de estas diferencias entre
categorias podria atribuirse a que estos acidos grasos son utilizados para
distintas funciones fisiologicas como la lactancia o bien para la creacion de
energia de forma diferencial para cada categoria dependiendo de sus
requerimientos energéticos como se observa en las crias. Sin embargo, en virtud
de que el tejido de reserva (triglicéridos) es el mayor constituyente de la grasa
(70%) en las ballenas azules, no es logico que se tuviera que movilizar los acidos

grasos estructurales para la obtencion de suplementos energéticos.

Uno de los machos (ID 474) estuvo mal clasificado, agrupandose con las
crias. Con base a su corto historial de avistamiento (se observé por primera vez al
momento de biopsiarlo) este individuo podria ser un macho inmaduro (ver Anexo
1). Sin embargo, en un estudio paralelo sobre concentraciones de organoclorados
y pesticidas, Flores-Lozano (2006) determiné este macho como adulto debido a
sus altos niveles de contaminantes. Lo anterior indica que existen otros factores
diferentes de la edad que intervienen en la semejanza de los perfiles de acidos
grasos estructurales con los de las crias. Esto sugiere que los perfiles de acidos
grasos estructurales probablemente no son buenos para indicar el estado de

madurez (cria o joven inmaduro) de un individuo.
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VIIl.4. Acidos grasos de reserva

Relacién madre-cria

El primer resultado notorio en cuanto a los perfiles de acidos grasos de
reserva fue la relacion de éstos entre ballenas azules lactantes y sus crias. En un
estudio previo con beluga en cautiverio se mostraron como los perfiles de acidos
grasos totales de las crias se asemejaron a los de sus madres conforme fueron
creciendo (Birkeland et al., 2005).

Aun desconociendo la edad exacta de las crias de ballena azul se observo
a un grupo de crias (ID 505, 425, 455, 478) con perfiles de acidos grasos mas
similar a las hembras lactantes, que las crias ID 420 y 454 lo cual sugiere una
diferenciacion por edad (Fig.19). Ademas se encontraron mayores
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (como 18:3n-3 y 20:5n-3) en las
crias que en las hembras lactantes y el inverso para los acidos grasos
monoinsaturados (como 18:1n-9 y 20:1n-7, Fig. 20) concordando con Birkeland et
al. (2005) quienes reportaron mayores concentraciones de poliinsaturados y
menores concentraciones de monoinsaturados para crias de beluga. Estas
relaciones inversas entre acidos grasos poliinsaturados y monoinsaturados nos
indican una transferencia diferencial entre los acidos grasos poliinsaturados como
el acido eicosapentaenoico (Fig. 17) y los acidos grasos monoinsaturados entre
madres y crias de ballena azul. Este mecanismo de transferencia diferencial
pareciera tener implicaciones relevantes a nivel metabdlico ya que también se ha
observado en belugas (Birkeland et al., 2005) y en focas (Cystophora cristata)

(Ilverson et al., 1995).
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Figura 19. Analisis de componentes principales (ACP) en acidos grasos de reserva de grasa subcutanea de

crias y hembras lactantes de ballena azul.
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son los que contribuyen en una mayor proporcién a la separacién de crias y hembras lactantes.
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Crias, hembras lactantes, hembras y machos

En diversos estudios con misticetos se ha reportado que en la capa externa
de mamiferos marinos existe una proporcion alta de &cidos grasos
monoinsaturados y una baja proporcion de poliinsaturados y saturados (Ackman
et al., 1965; Lockyer et al., 1984, Olsen y Grahl-Nielsen, 2003). En la capa externa
de la grasa de ballenas azules los acidos grasos monoinsaturados fueron los mas
abundantes (48%), seguidos por los poliinsaturados (30.4%) y por los saturados
(19.5%), coincidiendo con lo encontrado en la capa externa de grasa de ballenas
de aleta (Ruchonnet et al., 2006). Es importante sefialar que los acidos grasos
monoinsaturados fueron mas abundantes en las ballenas azules lactantes como

se ha observado en otros estudios con belugas lactantes (Birkeland et al., 2005).

En ballena azul encontramos acidos grasos dominantes, empezando por el
18:1n-9 (oléico) siendo el mas abundante, seguido del 16:1n-7 (palmitoléico), 16:0
(palmitico), 22:6n-3 (DHA), 20:5n-3 (EPA), 22:5n-3, 18:1n-7 (vaccénico), 14:0
(miristico), 18:0 (estearico), 18:2n-6 (linoléico) y 20:4n-3. Cabe sefialar que de
estos acidos grasos dominantes el 20:5n-3, 18:2n-6 y 20:4n-3 son acidos grasos
esenciales, y que tuvieron diferencias significativas entre las categorias de ballena
azul (Tabla VI y Fig. 17), al igual que otros acidos grasos esenciales como 18:3n-
6, 20:3n-6 y 22:4n-6 pero que no fueron dominantes (Tabla VI y Fig. 17). Algunos
de estos acidos grasos dominantes son compartidos con las ballenas de aleta,
como el oléico, que fue el acido graso monoinsaturado dominante, seguido del
palmitico, el palmitoléico, el 18:1n-7, el miristico, el DHA, el 20:1n-9, el estearico,
el linoléico, el EPA vy linolénico (Ruchonnet et al., 2006). Lo anterior sugiere que
dichos acidos grasos pudieran ser requeridos o asimilados en las mismas
proporciones por ambas especies de misticetos aunque no se alimenten de lo

mismo.

Asimismo, estos acidos grasos tienen una conexidén entre si ya que unos
son precursores de otros. El acido oléico (18:1n-9) por medio de una desaturacion
da lugar al 18:2n-6, este a su vez origina el resto de los acidos grasos de la
familia omega-6 (w-6): acido y linolénico (18:3n-6), acido dihorno-y-linolénico

(20:3n-6), acido araquidoénico (20:4n-6), acido adrénico (22:4n-6) y por ultimo el
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acido docosapentaenoico (22:5n-6). Este ultimo es sintetizado a partir del acido
adrénico en cantidades significativas bajo condiciones de prolongada deficiencia
de acidos grasos de la familia omega-3 (w-3). La familia w-3 se deriva del acido a
linolénico (18:3n-3) de donde se desprenden las siguientes reacciones: 18:4n-3,
20:4n-3, acido eicosapentaenoico (20:5n-3), 22:5n-3, 24:5n-3, 24:6n-3 y por ultimo
el docosahexaenoico (22:6n-3) (Christie, 1989). La mayor proporcion de acidos
grasos de la familia w-3 en comparacion a los de la familia w-6 en crias (Tabla VI)
sugiere que estos son transferidos directamente de las madres via la leche, ya
que al ser esenciales s6lo pueden ser obtenidos a partir del alimento, con poca o

nula modificacion (Ilverson, 1993).

VIIL.5. Relacién depredador-presa

Entre los estudiosos de los mamiferos marinos, no existe un consenso
sobre si los acidos grasos de una presa se reflejan fielmente en su depredador.
Mientras algunos autores sugieren la asimilacion y acumulacion directa de los
acidos grasos de la dieta en la grasa de los misticetos (Ackman y Eaton 1966,
tomado de Ruchonnet et al., 2006), otros han encontrado diferencias entre los
acidos grasos de la dieta y la composicion de la grasa del depredador, que
sugieren que existen importantes cambios en los perfiles de los acidos grasos
durante su asimilacién (Olsen y Grahl-Nielsen, 2003). Dichos autores y Hooker et
al. (2001) concluyen que para determinar la influencia de los acidos grasos de la
dieta en el depredador se debe usar la capa interna de la grasa ya que es mas
activa metabdlicamente en comparacion a la externa, por lo que la interna podria
reflejar los perfiles de acidos grasos de la presa de una manera mas certera.
Incluso se ha observado que en algunas especies como belugas y orcas los
perfiles de acidos grasos de la capa externa e interna no se pueden relacionar

con los perfiles de acidos grasos de sus presas principales (Krahn et al., 2004).

En este trabajo, se demuestra que Ila grasa de la capa externa de la
ballena azul del Golfo de California proporciona un perfil de los acidos grasos de
reserva altamente correlacionado con los perfiles de su presa principal N. simplex.
Este novedoso resultado contrasta lo anteriormente expuesto sobre las

diferencias entre capas de grasas y concuerda con lverson (1997) quien estipula
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que los lipidos del alimento se depositan sin 0 con minima alteracidén en la grasa

del depredador.

A pesar de que machos, hembras y hembras lactantes se alimentan de la
misma presa en el Golfo de California (N. simplex), los perfiles de acidos grasos
de reserva permiten discriminar perfectamente entre estas categorias (Fig. 15)
incluyendo a las crias. Es probable que las crias se separen del resto de las
categorias ya que su unico y principal alimento es la leche que viene directamente
de la madre. A pesar de ello, la correlacidon entre crias y eufausidos es alta.
Iverson (1993) sugiere que la leche se sintetiza a partir de los lipidos que se
encuentran en circulacién y que soélo son movilizados de la grasa materna en
animales que no se estan alimentando (en ayuno). Los resultados de este estudio
sugieren que las ballenas azules lactantes que se alimentan en el Golfo de
California, canalizan de manera directa con pocas alteraciones los lipidos que
obtienen de N. simplex hacia la glandula mamaria para la sintesis de la leche
consumida por las crias. Lo anterior coincide con los resultados de Iverson (1993)

en focas y Cupa-Cedillo (2007) en lobos marinos de California.

Como ejemplo tenemos el acido eicosapentanoico (20:5n-3), un acido
graso importante en el desarrollo y crecimiento de los organismos. En este
estudio encontramos pequefas cantidades de éste en las hembras lactantes
movilizandolo hacia la leche que nutri6 a las crias, quienes exhibieron altas

proporciones de dicho acido graso (Fig. 17).

En el caso del resto de las categorias de ballena azul (hembras lactantes,
hembras y machos, Fig. 15, Tabla VII) la separacion clara entre categorias, indica
que la composicion de acidos grasos de la grasa no esta determinada o regida
exclusivamente por la composicion de la dieta sino que también esta influenciada
por aspectos relacionados con las propiedades funcionales y fisioldgicas de la
propia grasa coincidiendo con Birkeland et al. (2005). Esto es, que a pesar de que
el alimento es el mismo para las 3 categorias de ballena azul, los acidos grasos
de reserva de N. simplex parecen ser asimilados o metabolizados de forma
diferencial, dependiendo de los requerimientos energéticos propios de cada

categoria (vgr. la lactancia).
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Por otro lado la segregacion geografica por categoria de ballena podria
contribuir a esta separacién. La diferenciacion entre las ballenas azules lactantes
del resto de ballenas coincide con la preferencia de estas hembras por la regién
costera (Gendron, 2002), las cuales se alimentan de ejemplares de N. simplex de
mayor tamano (Mejia-Acosta, 2003). Es probable que los acidos grasos de los
eufausidos mas grandes, con huevos y larvas preponderantes en agregaciones
superficiales costeras (Gendron, 1992), se reflejen de forma diferencial en el perfil
de acidos grasos de las ballenas que los consumen. Es probable incluso que los
eufausidos tengan fuentes de alimento distintas entre la zona costera y la

oceanica.

El &cido graso 22:1n-11 fue menos concentrado en ballenas azules
lactantes y crias con respecto a las demas (Fig. 17), por lo que podriamos pensar
que las cantidades en que este acido graso es sintetizado en ambas categorias
son muy bajas, o bien que es metabolizado rapidamente. Otra explicacion es que
este acido graso junto con el 20:1n-9 y el 22:1n-9 ocurren en mayores
proporciones en la capa interna de la grasa como fue encontrado en beluga
(Birkeland et al., 2005) y por lo tanto fue en menores concentraciones en nuestro
estudio ya que trabajamos con la capa externa. Incluso es posible que las crias y
hembras lactantes tengan una capa de grasa externa mas activa en comparacion
a machos y hembras, y que por lo tanto no logren almacenar grandes cantidades
de estos acidos grasos. En contraste, Ruchonnet et al. (2006) encontraron valores
mas altos de los acidos grasos 20:1 y 22:1 en la capa externa que en la interna de
ballena de aleta, sugiriendo que la capa externa refleja la alimentacién a largo
plazo ya que el alto contenido de estos acidos grasos es mas propio en los
eufausidos del Atlantico que en los del Mediterraneo, donde se realiz6 el estudio.
Suponemos entonces que el comportamiento de esta clase de acidos grasos

monoinsaturados probablemente sea especifico para cada especie.

Por ultimo es importante sefialar que aunque el acido graso 22:1n-11 esta
presente en las ballenas azules, no lo esta en N. simplex empleados para las
correlaciones. Posiblemente las ballenas azules lo pueden biosintetizar en
pequefas cantidades (Cooper, 2006) o bien lo obtienen de otra fuente de alimento

como podria ser los eufausidos de la region de California (Euphausia pacifica y/o
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Thysanoessa spinifera), principales presas de la ballena azul en las zonas de
alimentacion del verano y otofio (Fiedler et al., 1998). Se ha reportado que en
embriones de E. pacificay T. spinifera (Ju et al., 2006) del sistema de surgencias
de Oregon, E.U.A., estan presentes los acidos grasos 20:1 y 22:1 pero en bajas
concentraciones e incluso en niveles traza. De igual manera en adultos de E.
pacifica, del Océano Pacifico en la Bahia Funka en Japdn, estan presentes acidos
grasos de la familia 20:1 y el 22:1n-9 en bajas concentraciones (Kusumoto et al.,
2004).
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IX. CONCLUSIONES

La grasa de la capa externa proveniente de biopsias de la region dorsal de
ballenas azules esta conformada en un 70% por triglicéridos (tejido de reserva) y
un 30% de fosfolipidos (tejido estructural) sin presentar un patron de

estratificacion definido.

Los lipidos totales contenidos en las biopsias de ballenas azules
presentaron una amplia variacion entre las categorias y no se encontraron

diferencias significativas entre éstas.

La capa mas externa de la grasa de las ballenas azules revela una
variabilidad conspicua en los perfiles de acidos grasos estructurales y de reserva,
que permite detectar diferencias entre sexo, estado de lactancia y crianza, asi

como para determinar relaciones depredador-presa.

Los acidos grasos estructurales encontrados en biopsia de ballena azul
sugieren que el metabolismo entre sexos y la condicién fisiolégica como la
lactancia, son factores importantes en la asimilacion, almacenamiento y uso de

los acidos grasos estructurales.

Los acidos grasos de reserva encontrados en biopsia de ballena azul son
excelentes indicadores del sexo en adultos, estado de lactancia asi como

diferenciacion de crias con respecto al resto de las categorias.

Los resultados del presente estudio sugieren la existencia de un
mecanismo de transferencia de los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos de

reserva de las madres a las crias de ballenas azules.
Existe una correlacion estadistica entre el perfil de acidos grasos de

reserva del eufausido N. simplex y el perfil de acidos grasos de reserva de las

ballenas azules.
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X. RECOMENDACIONES

Es importante realizar analisis histologicos de la grasa de la especie a
estudiar ya que sabemos que puede o no existir una estratificacion y que las
clases lipidicas varian en funcién de especie y sitio del cuerpo muestreado. Asi
que es de suma importancia tener un registro de qué parte del animal es

empleada y si la grasa proviene de una biopsia 0 una muestra completa.

Como observamos, los perfiles de acidos grasos de reserva y estructurales
varian dependiendo de la categoria o sexo, por lo que en futuros estudios
enfocados a ecologia de poblaciones es muy importante saber en qué categoria
estaria clasificado un organismo, ya que las conclusiones a las que se puedan

llegar dependeria de una buena categorizacion de los individuos.

En cuanto a las relaciones del depredador con su dieta considero que en la
medida posible seria util contar con la capa interna del depredador para ver como
se refleja el alimento en ésta. Asi mismo es esencial contar con las diferentes
presas potenciales del depredador para tener una mejor idea de qué clase de

alimento se esta viendo reflejado en el depredador.
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Xll. ANEXOS

ANEXO 1. Historial de avistamiento de los individuos de ballena azul con biopsias para este estudio.
(C = cria; HL = hembra lactante; H = hembra; M = macho).

Biopsia ID Categoria Fecha de 1er Ao Edad Observaciones
muestreo avistada Minima
(mes/ano) (anos)
397b 425 C Mar/2003 2003 <1
379b 420 C Mar/2003 2003 <1 Cria de 378b
415b 454 C Mar/2004 2004 <1 Cria de 416b
417b 455 C Mar/2004 2004 <1 Cria de 418b
457b 478 C Feb/2005 2005 <1 Cria de 456b.
489b 505 C Abr/2005 2005 <1 Cria de 488b.
386b - H Mar/2003 | ---------- Se
desconoc
e
387b 334 H Mar/2003 2001 3
395b 303 H Mar/2003 2000 9 Tuvo cria en 1999
462b 303 H Feb/2005 2000 9 Tuvo cria en 1999
419b 458 H Mar/2004 2004 >1
410b 4 H Mar/2004 1988 16 Tuvo cria en 1988
y 2000.
471b 396 H Mar/2005 2002 4
469b 304 H Mar/2005 2000 6
484b 175 H Abr/2005 1997 9
479b 251 H Mar/2005 1998 8 Tuvo cria en 2004.
473b 492 H Mar/2005 2005 >1
480b 484 H Mar/2005 2005 >1
482b 501 H Abr/2005 2005 >1
483b 520 H Abr/2005 2005 >1
486b 498 H Abr/2005 2005 >1
492b 503 H Abr/2005 2005 >1
453b 99 H Feb/2005 1995 15 Tuvo cria en 1995
459b 127 H Feb/2005 1996 9 Tuvo cria en 2001
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y 2004.

378b | 419 HL Mar/2003 2003 6

381b 59 HL Mar/2003 1985 18 Tuvo cria en 1994,
1999 y 2003.

377b 131 HL Mar/2003 1991 13 Tuvo cria en 1997,
2000 y 2003.

418b | 251 HL Mar/2004 1998 7

416b 50 HL Mar/2004 1994 15 Tuvo cria en 1994

y 2004.
488b 506 HL Abr/2005 2005
456b | 451 HL Feb/2005 2001 10 Tuvo cria en 2001
y 2005.

477b | 483 HL Mar/2005 2005 6

389b | 249 M Mar/2003 1998

398b | 445 M Mar/2003 2003 >1

414b 376 M Mar/2004 2002 3 Criaen 2002.

436b | 468 M Mar/2004 2004 >1

463b 12 M Feb/2005 1990 16

461b 7 M Feb/2005 1988 18

481b | 486 M Mar/2005 1997 19

465b 508 M Mar/2005 2005 >1

466b | 487 M Mar/2005 2005 >1

470b | 491 M Mar/2005 2005 >1

474b 519 M Mar/2005 2005 >1

475b | 494 M Mar/2005 2005 >1

476b 517 M Mar/2005 2005 >1

485b | 499 M Abr/2005 2005 >1

490b | 499 M Abr/2005 2005 >1

487b 504 M Abr/2005 2005 >1

478b | 482 M Mar/2005 2005 >1

472b | 482 M Mar/2005 2005 >1
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Anexo 2. Lista de acidos grasos de reserva reportados para Nyctiphanes simplex. Concentracion
promedio (%) % el intervalo de confianza al 95%.

Juvenil Hembras Hembras Machos Machos
indiferenciado juveniles gastadas juveniles adultos
12:0 068 + 108 | 065 =+ 0.78/ 035 £ 060|049 = 1.05]|0.34 = 0.24
13:0 015 + 030| 012 <+ 0.17] 010 £ 0.12]| 013 = 0.27] 0.09 = 0.07
14:0 394 + 263 | 478 + 230|432 £ 200|392 + 1.16| 4.07 + 1.53
aiso14:0| 0.38 + 080 | 029 + 0.26|0.34 + 0.26| 0.23 + 0.14]| 0.30 + 0.14
15:0 131 + 093 | 144 <+ 155|114 + 068|097 + 055|0.92 + 0.20
iso15:0 | 062 + 061 | 052 =+ 030|045 + 032|035 + 0.26| 045 + 0.24
16:0 3242 + 14.34| 30.22 + 6.34|27.71 + 3.77|26.17 + 7.91(26.81 + 294
16:1n9 | 183 + 382 | 345 + 826|184 + 3.70|1.24 + 133|153 % 1.01
16:1n-7 | 150 + 149 | 225 + 199|252 + 148|289 + 235|224 + 0.65
16:1n-5 | 0.36 + 045 | 027 <+ 027|026 * 0.24|0.27 = 0.23| 019 = 0.15
iso16:0 (043 + 031| 034 + 021|030 + 0.14| 0.36 + 0.25| 0.30 + 0.08
16:2n-4 | 181 + 803 | 075 + 096|087 + 417|231 + 738|056 + 049
16:0tMe | 026 + 028 | 040 + 044|030 * 0.23|0.38 * 0.38| 0.34 + 0.16
17:0 125 + 075|118 + 032|114 + 0.18|1.07 + 0.35|1.07 * 0.1
16:3n-3 | 0.50 + 074 | 054 <+ 121|027 + 031|034 = 051]|0.20 = 0.17
iso17:0 ([ 069 + 072 | 054 =+ 027|047 = 023|044 + 022|050 + 024
18:0 15.74 + 1541|1162 + 817|891 + 737|857 + 578|9.69 + 6.94
18:1n-9 | 549 + 793 | 598 <+ 507|712 £ 400| 6.10 = 3.87| 597 = 1.77
18:1n-7 | 144 + 109 | 172 + 091|220 + 092|213 + 077|194 + 0.62
18:2n-6 | 246 + 900 | 191 <+ 118|215 + 224|187 + 114|190 = 040
19:0 040 + 060| 035 + 028|035 + 035|032 + 0.30| 0.31 * 0.36
18:3n-3 | 117 + 114 | 122 + 087|154 + 085|142 + 0.71|1.60 % 0.69
18:4n-3 | 125 + 231 | 097 + 151|092 + 153|1.09 + 094|1.02 * 0.77
20:0 105 =+ 211 | 061 <+ 032|062 + 129|059 * 0.70| 0.46 = 0.26
20:1n9 | 054 + 038 | 056 =+ 047|059 + 027|063 + 033|073 + 0.32
20:1n-7 | 052 + 085 | 034 + 030|030 + 030|033 £ 065|030 £ 0.15
20:2n6 | 048 + 1.77| 035 + 029|034 + 025|031 + 015|037 = 0.20
20:3n6 (041 + 083 | 029 + 021|022 + 0.16|0.26 + 0.24| 019 + 0.17
21:0 030 + 048 | 028 + 0.23|0.16 =+ 0.14|0.19 + 0.29| 013 =+ 0.07
20:4n6 | 167 + 129 | 219 + 162|264 * 144|268 * 123|251 + 1.14
20:5n-3 | 737 + 6.09 | 947 + 7.15/11.06 £ 590(13.71 + 6.92|11.95 + 2.86
22:0 065 + 078 | 061 <+ 051|036 + 016|040 + 0.31]| 0.49 = 0.34
24:0 056 + 058 | 063 <+ 097|038 £ 042]|0.28 + 0.21]| 0.37 = 0.23
22:6n-3 |10.37 + 11.02| 13.16 + 8.38|17.79 + 7.04|17.59 + 7.16|20.16 + 745
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