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RESUMEN

Los mamiferos marinos como la ballena gris Eschrichtius robustus poseen un tejido
adiposo hipodérmico especializado también llamado “blubber”, el cual entre otras
funciones actia como un reservorio de energia metabolica, al estar constituido
principalmente por &cidos grasos integrados en triglicéridos. La composicion de este tejido
esta dada por la interaccion de distintos procesos de asimilacion, movilizacidn, biosintesis y
transporte de lipidos que ocurren en el organismo, dando como resultado una estratificacion
vertical diferencial de los lipidos. En las ballenas barbadas (misticetos) el grosor y la
presencia de determinados acidos grasos puede variar dependiendo de la estacion del afio y
de la etapa de vida en el que se encuentran los organismos (ej. madres o crias). En el
presente trabajo se seleccion6é un método remoto de colecta de biopsias profundas que nos
permitié obtener muestras representativas de gran parte de la columna completa del tejido
graso de dos grupos de edad: hembras lactantes y crias. Se identificd la composicidon de
acidos grasos en los diferentes estratos de la capa de grasa y se determind si existian
diferencias entre ambos grupos de edad. Para el grupo de las hembras se lograron describir
tres estratos en su capa de grasa: estrato externo (A), estrato intermedio (B) y estrato
interno (C). En este grupo los 4cidos grasos 16:0 y 18:0, asi como HUFAs (EPA, DHA y el
ARA) disminuyeron progresivamente las abundancias relativas del estrato interno al
externo, mientras que los MUFAs (16:1n-7 y 18:1n-9) presentaron la tendencia opuesta,
incrementando sus abundancias relativas hacia el estrato externo. En la capa de grasa de las
crias solo se colectaron dos estratos: estrato externo (A) y estrato intermedio (B). EI 16:0 y
18:0 presentaron un patrén semejante a las madres, las mayores abundancias relativas se
ubicaron en el estrato intermedio y las menores en el externo. Mientras que otros acidos
grasos presentaron un patrén diferente, como el 16:1n-7 y HUFAs, que se presentan en
mayor abundancia en el estrato externo disminuyendo su presencia hacia el estrato
intermedio, y el 18:1n-9 una mayor abundancia en el estrato intermedio. Las diferencias
encontradas en los patrones de abundancia relativas de los acidos grasos que componen la
capa de grasa de las hembras lactantes y crias de ballena gris pueden estar sefialando
diferencias ontogénicas entre los dos grupos de edad, ya que la modulacion de la presencia
y acumulacion de los acidos grasos en el blubber estd estrechamente relacionada con la
historia de vida de los organismos y con los acontecimientos fisiolégicos que ocurren
durante cada etapa.

Palabras clave: capa de grasa, misticetos, grupos de edad.



ABSTRACT

All the marine mammals possess a specialized hypodermic adipose tissue called “blubber”,
which functions as a metabolic reservoir. Different studies suggest that the fatty acid
composition of the blubber is a direct consequence of the fatty acid that were consume in
the diet. However, there is evidence, which indicates that the lipid composition of the
blubber in marine mammals is strongly regulated by other factors besides diet like:
variations in levels in food intake, breeding, lactation and molting; resulting in differences
between organisms of different sexes or experiencing different cycles during the life
history. The blubber of the cetaceans is characterized for being a fairly well stratified tissue.
This stratification might exist because of the constant mobilization and replenishment of
fatty acids in the organisms, which are ruled by numerous physiological processes. For that
reason we chose a sampling method that allowed us to obtain complete blubber samples,
which meant getting deeper portions of the tissue, in order to get representative data. The
objective of the present study was to identify the fatty acid composition of the different
layers of the blubber of mothers and calves of gray whales, in order to gather information
relative to their eco-physiology. We were able to identified three different layers in the
blubber of the mothers: outer blubber (A), medium blubber (B) and inner blubber (C). In
this group the FA 16:0 and 18:0, as well as the HUFAs (EPA, DHA & ARA) presented
higher values from the inner to the outer blubber, while the MUFAs (16:1n-7 & 18:1n-9)
appeared in higher amounts in the outer blubber. The blubber of the calves reveled only two
layers: outer blubber (A) and medium blubber (B). The SFAs 16:0 and 18:0 showed a
similar tendency as the females, being more abundant in the inner blubber and decreasing
its values closer to the outer blubber. However the 18:1n-7 and the HUFAs presented the
opposite tendency compare to the mothers, accounting for the higher values in the outer
blubber. The variation in the relative amounts of certain FAs found in the blubber of the
two age groups might be pointing out ontogenetic differences.

Key words: blubber, misticetes and group of age.
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INTRODUCCION

Los mamiferos marinos (e. g. ballenas, pinnipedos, osos polares y delfines) cuentan
con un tejidos adiposo subcutineo altamente especializado para sobrevivir en las
condiciones impuestas por el ambiente acudtico. La estructura de este tejido, comunmente
llamado capa de grasa o “blubber” funciona como un reservorio de energia metabolica
(Beck et al., 2000), y puede llegar a representar hasta un 50% del total de la masa corporal
(Iverson et al., 2009). Dicho tejido también es responsable de otras funciones como: 1) el
aislamiento térmico, 2) flotabilidad y 3) proporciona una forma hidrodindmica corporal
(Fish, 2000; Iverson, 2002). En general la composicion lipidica del blubber de todos los
mamiferos marinos se basa principalmente en acidos grasos integrados en triglicéridos,
moléculas que pueden ser rapidamente metabolizadas durante largos periodos de ayuno, los
cuales son comiinmente experimentados por los misticetos o ballenas de barbas durante sus

movimientos migratorios (Grahl-Nielsen y Mjaavatten, 1991).

La composicion de acidos grasos en el blubber resulta de la interaccion simultanea y
coordinada de distintos procesos complejos de asimilacion, movilizacion, biosintesis y
transporte de lipidos que suceden en un organismo, por lo que se ha demostrado que la capa
de grasa puede ser un indicador de la composicion integral de la dieta a lo largo de un
periodo de semanas o meses (Iverson et al., 2004) asi como una estructura que aporte

informacion referente al metabolismo de individuos (Grahl- Nielsen ez al., 2003).

Estratificacion de la capa de grasa

La capa de grasa suele presentar en ciertos grupos de mamiferos marinos,
principalmente en cetaceos una estratificacidon vertical entre la dermis y la masa muscular
(Ackman et al., 1975; Koopman, 2001; Grahl-Nielsen et al., 2003; Budge et al., 2008).
Koopman y colaboradores (1996) sefialaron que la estratificacion del blubber implica que
existe una tasa de asimilacion, movilizacion y recambio diferencial de acidos grasos entre

los diferentes estratos que la constituyen, cuya posicion y concentracion de dichas



moléculas a diferentes profundidades contribuyen con las diferentes funciones que este

tejido desempefia.

El estrato externo de la capa de grasa, el mas cercano a la piel, se considera el mas
estable debido a su baja tasa de recambio. Este suele almacenar en la mayoria de los casos
acidos grasos de cadena corta (menores de 18 carbones principalmente) con un punto de
fusion mas bajo, los cuales se piensa operan como una estructura termorreguladora e
incrementan la movilizacion de AG de este tejido a temperaturas bajas, condicidon
ambiental que podria limitar las reacciones enzimaticas y otros procesos metabolicos
(Kidkeld y Hyvirinen, 1996; Pond, 1998). En este mismo estrato también suelen ubicarse
aquellos acidos grasos que son sintetizados de novo por el organismo (Koopman et al.,
1996). Conforme se avanza en la profundidad aumenta la abundancia de los lipidos de
mayor importancia metabolica, es decir, de aquellos que forman parte fundamental de las
estructuras celulares de los tejidos activos en los organismos. La presencia de dichos acidos
grasos de cadena larga y altamente insaturados, HUFA's por sus siglas en inglés, son
consumidos en la dieta y depositados en el estrato interno cercano al musculo, ello podria
ser indicador de que este estrato es metabolicamente mas dindmico y fisioldogicamente mas
importante para poder llevar a cabo el aprovechamiento de las moléculas almacenadas
(Ackman et al., 1975; Lockyer et al., 1984; Koopman, 2007). Lo anterior ha permitido
aseverar que los mamiferos marinos limitan importantes y frecuentes actividades

metabolicas solo al estrato interno (Koopman et al., 2007).

Diferencias en el perfil de la capa de grasa entre sexos y grupos de edad.

La modulacion, presencia y acumulacidon de los acidos grasos en el blubber de los
mamiferos marinos estd estrechamente relacionada con su ecologia alimenticia e historia de
vida. La composicién lipidica se correlaciona con eventos importantes como sus dindmicas
alimenticias y reproductivas. En las temporadas de alimentacion, cuando el alimento es
excedente, ciertos lipidos son almacenados para estar disponibles posteriormente cuando
los requerimientos energéticos se incrementen durante la actividad reproductiva

(apareamiento, gestacion y lactancia) (Fisher y Harrison, 1970; Gaskin et al., 1984, 1992).



Diversas especies de mamiferos marinos han sido estudiadas con el propdsito de
corroborar posibles diferencias en la composicion de la capa de grasa entre sexos y entre
diferentes grupos de edad. La informacion existente en este topico es escasa en misticetos,
la que existe proviene de estudios con algunas especies de odontocetos. Samuel y Worthy
(2004) encontraron diferencias entre la composicion de acidos grasos en la capa mas
interna de machos y hembras en toninas (7Tursiops truncatus). En delfinidos, otaridos y
focidos también se han registrado diferencias entre los diferentes estratos del blubber de
madres. Sin embargo atn falta informacion que permita saber si dichas diferencias son
provocadas por el tipo de dieta o bien por factores fisiologicos (Iverson et al., 1995; Grahl-

Nielsen et al., 2005).

ANTECEDENTES

La nocién ortodoxa sefiala que todos los misticetos ayunan durante las migraciones
cuando estos se dirigen hacia sus areas de reproduccion, donde ocurre el apareamiento,
alumbramiento e inicio de lactancia. Este periodo de ayuno es posible gracias a las reservas
energéticas del blubber que deben satisfacer todas las necesidades metabdlicas que dichos

eventos demandan (Oftedal, 1993).

En distintas especies de misticetos se han encontrado diferencias estacionales con
respecto a los tipos de acidos grasos constituyentes de la capa de grasa, esto sugiere que la
composicion de este tejido esta efectivamente relacionada con las areas de alimentacion
que frecuentan las ballenas en las diferentes estaciones del afio, y en consecuencia al tipo
de presas que consumen en ellas (Budge et al., 2008). En algunos estudios se ha comparado
el perfil general de acidos grasos tanto del estrato interno como del externo con aquel de las
presas, y se ha demostrado que el perfil de acidos grasos del estrato mas interno presenta
mayor similitud con aquel de la dieta, por lo que se puede aseverar que la movilizacion
temporal y diferencial de 4cidos grasos especificos altera los perfiles de estas moléculas en

la capa de grasa (Grahl-Nielsen ef al., 2003; Andersen ef al., 2004).



La ballena gris, Eschrichtius robustus un caso de estudio ecofisiologico.

La ballena gris, Eschrichtius robustus, es la unica especie de la familia
Eschrichtiidae. Esta especie se caracteriza por tener los movimientos migratorios mas
largos y prolongados dentro de todos los mamiferos marinos (superiores a los 10000 km).
Este movimiento relaciona a los mares de Bering y Chucki, sus principales areas de
alimentacion en verano, con las lagunas costeras de la Peninsula de Baja California
(Laguna Ojo de Liebre, Laguna San Ignacio y Complejo lagunar Bahia Magdalena-
Almejas) en México, donde ocurre el nacimiento de crias, inicio del periodo lactancia y el

apareamiento (Rice y Wolman, 1971).

Cada afio durante el verano, las ballenas grises succionan del suelo marino grandes
cantidades de anfipodos principalmente de la especie Ampelisca macrocephala, la cual
domina las comunidades bentonicas de las areas articas de alimentacion (Highsmith y
Coyle, 1990). Dichas presas brindan a esta especie de misticeto los nutrientes y aceites
indispensables que requiere para almacenar en su capa de grasa, los cuales le serviran

como sustento durante su migracion reproductiva.

Sin embargo, evidencia reciente mediante isdtopos estables ha demostrado que esta
especie consume alimento de las redes tréficas de sus areas de reproduccion e incluso a lo
largo de su corredor migratorio (Caraveo-Patifio y Soto, 2005; Caraveo-Patifio et al., 2007).
A su vez, informacidn sobre la composicion de acidos grasos de los tejidos activos de esta
especie ha sugerido que la migracion de la ballena gris y en general de todos los mamiferos
marinos podria estar vinculada con la necesidad de satisfacer ciertos requerimientos
especificos de acidos grasos altamente insaturados (HUFA's), particularmente del 4cido
graso araquidonico (ARA) (Caraveo-Patifio et al., 2009). Estudios recientes con otras
especies de ballenas como Balenoptera musculus, del Pacifico Noroeste, sefialan que estos
misticetos tienen una amplia zona de alimentacion, la cual incluyen tanto las zonas polares
en Alaska, como las regiones de crianza y apareamiento en el Golfo de California y hasta el

Domo de Costa Rica (Espino, 2009). Este mismo estudio ha corroborado que el alimento de



diferentes regiones geograficas contribuyen con el llenado de la capa de grasa (Espino,

2009).

Lo anterior conlleva a plantear la incognita de si este tipo de nutrientes,
fisiologicamente importantes para los mamiferos marinos, en particular para los misticetos,

se relacionan con la composicion lipidica del blubber en sus diferentes estratos.

JUSTIFICACION

A pesar de la clara importancia fisiologica del “blubber” en la dindmica
reproductiva de los mamiferos marinos, su estructura, composicion lipidica y como esta

varia entre diferentes especies no es del todo comprendido.

La estratificacion que presenta la capa de grasa es por si misma un fendémeno que
parece ser universal en los mamiferos marinos, el grado de esta variacion parece fluctuar
entre las diferentes especies que existen. La sistematizacion de las similitudes encontradas
en todas las especies de mamiferos marinos, sugiere que la composicion de la capa de grasa
estd determinada por los mismos mecanismos (e.g. almacenamiento diferencial entre acidos
grasos, requerimientos diferenciales de acidos grasos en relacion a la edad, sexo y estado
reproductivo). Sin embargo, se reconoce que diferentes especies muestran diferencias
especificas en cuanto a la composicion de acidos grasos, que obedecen a diferentes factores
como su distribucidén geografica y grupo taxondmico (Koopman, 2001; Grahl-Nielsen et
al., 2003). En el caso concreto de los misticetos, se ha reportado que los cambios
estacionales en la composicion de acidos grasos de su capa de grasa pueden ser atribuidos a

las migraciones o cambios en sus sitios de alimentacidon (Budge ef al., 2008).

El anélisis de acidos grasos del blubber de los mamiferos marinos de diversos
habitats resultan ttiles para entender la ecologia tréfica de este tipo de depredadores, ya
que estos pueden proveer informacion acerca de los patrones de alimentacion a multiples
escalas espacio-temporales (Iverson ef al., 1997), asi como el estado nutricional, tasa

metabolica y de recambio lipidico de una especie determinada (Ackman et al, 1975).



Ademas, al ser una herramienta util para el estudio de las interacciones troficas entre
distintas especies de organismos, también aporta informacion relacionada con la estructura
de los ecosistemas, lo que nos brinda la oportunidad de vincular todas esa informacion y
considerarla en pro de la generacion de mejores planes de manejo y conservacion del

ambiente marino.

Desde 1984 que Bryant y colaboradores comenzaron a realizar los primeros censos
de la poblacién de ballenas grises correspondiente al Pacifico Oriental, se ha documentado
fluctuaciones anuales en el nimero de pares de madres y crias de estas ballenas en las
principales lagunas de reproduccidon ubicadas en territorio mexicano. Las causas no son
claras a la fecha. Algunos investigadores sefialan que el decremento de la productividad de
crias de ballena gris puede explicarse en base a fendmenos oceanograficos y atmosféricos
como El Nifio y La Nifia, los cuales alteran la temperatura superficial del mar, obligando a
las ballenas a modificar su distribucion latitudinal, y convertirse asi en una posible causa de
su mortalidad (Urban et al., 2003b). Otros aseveran que los cambios drasticos en
abundancia de esta especie son un reflejo del cambio climdtico y de la disminucién de las
poblaciones de sus principales presas (Ampelisca macrocephala) en las areas polares del
Artico, incluso han llegado a sugerir que esta poblacion de ceticeos esté muy cerca de
exceder la capacidad de carga de dicho ecosistema (Le Boeuf ez al., 2000; Perryman et al.
2000, 2010; Moore et al., 2001). Sin embargo el aumento y decremento subito de las cifras
de ballenas de un afio con respecto al siguiente, sigue siendo una incognita, que
posiblemente esta relacionado con procesos sinérgicos que ocurren en los ecosistemas
costeros por los que estos misticetos transitan, los cuales posiblemente contribuyen de
manera muy importante a su nutricion y a la eficiente formacion de reservas grasas

determinantes para poder favorecer su éxito reproductivo.



HIPOTESIS

L. La capa de grasa de los mamiferos marinos y la de la ballena gris refleja la
composicion lipidica de sus presas, por lo que resulta necesario estudiarla

considerando todos los estratos con respecto a su profundidad.

1. Dado que la composicion de 4cidos grasos en la capa de grasa de la ballena gris
difiere en sus diferentes estratos, los acidos grasos metabolicamente importantes
para sus tejidos activos como el ARA, se ubicara en el estrato interno que tienen

mayor movilizacidn de lipidos.

OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar la composicion de acidos grasos en los diferentes estratos de la capa de grasa de

la ballena gris Eschrichtius robustus.

Objetivos Particulares

e Corroborar si el método de muestreo de biopsias de Reeb y Best (2006) es ttil para
obtener biopsias completas del blubber de hembras lactantes y crias de ballena gris
Eschrichtius robustus.

e Identificar y cuantificar lipidos neutros y polares de la capa de grasa de hembras
lactantes y crias de ballena gris.

e Determinar si existen diferencias en la composicion de acidos grasos de los lipidos
neutros entre los diferentes grupos de edad de ballena gris (hembras y crias).

e Determinar si existen diferencias en la composicién de los acidos grasos en los

diferentes estratos de la ballena gris (hembras y crias).



MATERIAL Y METODO

Area de estudio

Los registros histdricos sefialan que Laguna Ojo de Liebre es el sitio mas importante
dentro de los litorales mexicanos para la reproduccion y crianza de las ballenas grises. Esta
se ubica en la costa occidental del estado de Baja California Sur, muy cercana a los limites
de la frontera con el estado de Baja California Norte, en el municipio de Mulegé (latitud
28°11°28.46”° N, longitud 114°24°09.88* O). Es parte de la Reserva de la Bidsfera de El
Vizcaino (Figura 1), es un cuerpo de agua hipersalino que cuenta con una extension
aproximada de 36, 600 ha. En general es una laguna somera pero presenta canales de mas
de 20 m de profundidad cerca de la boca. En sus margenes hay diversos ambientes como
dunas inestables, salitrales, matorrales halofilos, marismas y se caracteriza por poseer
ecosistemas de tipo lagunar costero marino, siendo los mas representativos los canales de
marea o planicies intermareales, ya que su batimetria es muy irregular con una gran

cantidad de bajos e islas planas que se hacen evidentes durante las bajamares.

Data S10, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO
Texas Orthoimagery Program > 5
Image ® 2010 DigitalGlobe ""(‘OOSIL
Image USDA Farm Setvice Agency
27°41'58.61" N 112°51'25.92"0 elev. Om Alt. ojo_1470.47 km

Figura 1. Ubicacion geografica de la Laguna de Ojo de Liebre, BCS.



Colecta de muestras

Durante las ultimas dos semanas del mes de febrero del afio 2011, se realizaron
recorridos utilizando una embarcacién con motor fuera de borda en la laguna Ojo de
Liebre, B.C.S. para llevar a cabo la colecta de muestras profundas del blubber de hembras
lactantes y crias de ballena gris. Los organismos fueron muestreados en la region toracica
dorsal, ya que ademads de ser una de las partes corporales en la que mas grasa se acumula, la
composicién subcutanea del tejido adiposo de esta area parece ser relativamente
homogénea a su alrededor, caracteristica consistente en la mayoria de las especies de

misticetos.

Debido al grosor y la estratificacion que presenta la capa de grasa de la ballena gris
(Rice y Wolman, 1971), fue importante seleccionar un sistema de colecta de biopsias que
permitiera recuperar el tejido de la capa mas profunda del blubber, con el fin de asegurar la
obtencion del estrato mas cercano al musculo, por esta razon se escogio el método descrito
por Reef y Best (2006). El cual considera una punta metalica de acero inoxidable hueca, de
20 cm de largo y 0.6 cm de grosor (Figura 2) para las madres y de 10 cm de largo y 0.6 cm
de grosor para las crias. En todos los casos se procur6 obtener biopsias que abarcaran todo
la profundidad del tejido graso de las ballenas, es decir desde la piel hasta la capa mas
externa del musculo (= 20 cm y =10 cm respectivamente para madres y crias). Las muestras
se expulsaron de la punta metélica con ayuda de una varilla metélica esterilizada de punta

redondeada.



10

Figura 2. Esquema del dispositivo de obtencion de biopsias.

Todas las muestras fueron colocadas en papel aluminio estéril para protegerlas de
la luz e introducidas en bolsas estériles individuales etiquetadas y se transportaron en
hieleras hasta el laboratorio donde se preservaron en ultracongelacion (-80°C) hasta su

analisis.

Analisis de laboratorio

De cada una de las biopsias de la capa de grasa colectada, se tomaron submuestras
cada centimetro utilizando un bisturi estéril sobre una lamina estéril metalica helada para
evitar el descongelamiento de la grasa y que esta sufriera oxidacién o bien pérdida de
material. Los cortes se llevaron a cabo desde el estrato interno (porcién mds cercana al

musculo), hasta el estrato mas externo (mas cercano a la dermis) (Figura 3).
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Figura 3. Submuestras de una biopsiadel blubber correspondiente a una hembra lactante.

Anadlisis de dcidos grasos

Extraccion de lipidos totales

Los lipidos de cada muestra se extrajeron utilizando el método de Folch et al.
(1957) técnica que ha sido sefiala como la mas eficiente para la extraccion de lipidos de la
grasa de diferentes especies de misticetos (Rueda- Flores, 2007; Espino, 2009). Se procur6
que cada una de las submuestras pesara aproximadamente 50 mg, y a cada una se le
hicieron varios cortes para que penetraran los solventes mas facilmente. Posteriormente se
colocd la muestra en un tubo de ensayo pesado previamente. A la muestra se le agregaron 2
mL de cloroformo, 10 pL del antioxidante BHT (Butil hidroxitolueno) (dependiendo de la
cantidad de muestra) y 1 mL de metanol. Con el propdsito de desintegrar el tejido se
colocaron los tubos en un sonicador con hielo por 20 minutos y finalmente se cambid la
atmosfera de los tubos de O, a una de N, y se taparon con septas de teflon, almacenandolos

en estas condiciones en un congelador a -20 °C por 24 horas.

Para proseguir con las extraccion de los lipidos se le agregé 1 mL de agua destilada
a cada tubo, agitdndose con vortex y sonicandose por 20 minutos. Después se colocaron los
tubos balanceados en la centrifuga por 10 minutos a 3.5 rpm a 5 °C. Los lipidos (fase de
abajo) se extrajeron utilizando una pipeta Pasteur para cada muestra y se pasaron a un
nuevo tubo pesado previamente. Los tubos que contenian el primer extracto se les

agregaron 2 mL de cloroformo, y se repitié el procedimiento de agitarlos con vortex,
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sonicarlos y centrifugarlos en las mismas condiciones para pasarlos a los tubos

correspondientes que ya contenian la primera parte del extracto.

Una vez concluida la extraccion, los tubos fueron llevados a sequedad con nitrégeno
gaseoso para poder obtener y pesar los lipidos totales (LT) de cada muestra y registrar los
valores en una base de datos. Los LT obtenidos de cada submuestra se resuspendieron con
500 pL de cloroformo para proseguir con la separacidon de los lipidos neutros o de reserva

(LN) y lipidos polares o estructurales (LP).
Separacion de lipidos neutros y polares.

Para poder llevar a cabo la separacion de las clases de lipidos se opto por utilizar la
técnica de goteo constante propuesta por Palacios et al. (2001) y Christie, (2003), con
algunas modificaciones. Esta metodologia fue probada primeramente con una serie de 6
submuestras correspondientes al mismo estrato (misma profundidad) de una muestra de
tejido graso de una ballena varada encontrada en el trabajo de campo realizado el presente
afio, con el propdsito de identificar si las modificaciones provocadas al procedimiento
original resultaban en la obtencion de los mismos acidos grasos y en las mismas
proporciones. Finalmente el procedimiento de separacion consistid en la utilizacidon de
microcolumnas (pipetas Pasteur) de silica gel (previamente introducida en un mufla a 300
°C/4 h e hidratada al 6% del peso con agua destilada) y fibra de vidrio. Las microcolumnas
con la muestra fueron acopladas a columnas de vidrio de separacién que incluia un
mecanismo de regulacidon de flujo. Para obtener las dos clases de se agregaron 6 mL de
cloroformo para eluir los lipidos neutros y posteriormente se le agregaron 3 mL de metanol
para eluir los lipidos polares. Una vez contenidos los LN y LP en diferentes tubos
previamente pesados, se llevaron a sequedad con nitrogeno gaseoso para poder pesarlos y

conocer la cantidad obtenida de cada uno.
Derivatizacion de dcidos grasos.

Los lipidos neutros y polares fueron metil esterificados mediante una derivatizacion

acida adicionandoles 2.5 mL de HCI:CH30OH (5:95 v/v) y colocandolos 2.5 h en bafio
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Maria a 85 °C en un termo-bafio. Los metil-ésteres resultantes fueron extraidos mediante
dos lavados con hexano de 1.5 mL cada uno. Las muestras con los metil-ésteres obtenidos
fueron inyectados en un cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 en el Laboratorio de
Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos del Centro de Investigacion en

Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD) ubicado en Hermosillo, Sonora, México.
Cuantificacion de los dcidos grasos.

La identificacién de los acidos grasos presentes en cada una de las submuestras se
llevé a cabo considerando el tiempo de retencion de una mezcla de 37 estandares de metil-
¢steres de acidos grasos SUPELCO. Para su cuantificacidon se considerd la concentracion
de todos los acidos grasos presentes en el perfil y se calcularon las abundancias relativas de
cada uno de ellos con respecto al total de 4cidos grasos contenidos en cada muestra (Figura
4). Para el andlisis general de la composicion de acidos grasos (AG), se seleccionaron
unicamente aquellos AG cuya presencia en los tejidos activos fue relevante. A este grupo

de moléculas se le denomino “acidos grasos seleccionados™ (AGS).
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Figura 4. Perfil tipico de acidos grasos en una muestra correspondiente a una cria.

Analisis estadistico

Con la finalidad de identificar diferencias en las concentraciones de los acidos
grasos seleccionados que componen la capa de grasa de los diferentes grupos de estudio
(adultos-crias) se realizaron andlisis de varianza (ANOVA’s). Para aquellas series de datos

que no cumplieron con los supuestos de homocedasticidad se realizaron ANOVAs de
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Welch, el cual es una alternativa al estadistico F debido a que es poco sensible a la
homogeneidad de varianzas. Para los set de datos que no cumplieron con el supuesto de

normalidad se utilizaron pruebas no paramétricas de Wilcoxon.

Para poder identificar si existia estratificaciéon en la capa de grasa de hembras
lactantes y crias de ballena gris, se tomaron como referencia las biopsias de mayor longitud
y mds profundas obtenidas para grupo de edad durante el muestreo en campo. La biopsia
seleccionada para el grupo de hembras lactantes midid 18.2 cm de largo y se catalogd como
“M4”, mientras que para el grupo de las crias se seleccioné una biopsia de 7 cm de
longitud, catalogada como “C2” (Tabla 1). De todos los valores correspondientes a la
concentracion relativa de cada AGS presente en las diferentes submuestras obtenidas a
largo de la biopsia se eliminaron los valores extremos o raros. El acido graso que se
selecciono para tal fin fue el dcido graso saturado 16:0 (ac. palmitico). La razoén de usar
este acido como indicador de una posible estratificacion dentro de la capa de grasa, se
debid a su importancia estructural en los tejidos activos en mamiferos terrestres (Holub,

1978) o marinos (Caraveo et al., 2009).

Posteriormente las series de valores de abundancias relativas del 16:0
correspondientes a las biopsias “M4” y “C2” se sometieron a un promedio mdvil de
periodo de 3 para el caso de las hembras lactantes y de 2 para el grupo de las crias, ello con
el propdsito de eliminar la variabilidad a nivel de centimetros y poder identificar patrones
de abundancia de este AG (estratos) en relacion a la profundidad. Se definid un estrato
cuando la abundancia relativa del AG 16:0 se mantenia relativamente constante en
diferentes centimetros de la profundidad del blubber. Posteriormente los diferentes estratos
se validaron por medio de ANOVAs y pruebas de diferencia de medias post- hoc Hsu's

MCB 6 “Tukey-Kramer” para identificar los estratos que eran estadisticamente diferentes.

Finalmente se realizaron analisis de varianza para encontrar las diferencias entre las
abundancias relativas de los AGS, asi como de otras variables originadas al relacionar AGS

(ej. EPA/ARA) en los diferentes estratos de la capa de grasa previamente identificados.
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Nuevamente se realizaron analisis de diferencias de medias post-hoc para detectar cudles

fueron los casos en lo que existieron diferencias significativas.

RESULTADOS

Obtencion de biopsias

El método de muestreo remoto de Reeb y Best (2006) fue seleccionado para la
obtencion de biopsias completas y profundas de la capa de grasa de ballenas gris. Esta
metodologia permitid recolectar con éxito tejido graso hipodérmico de madres y de crias de
E. robustus llegando a incidir en areas profundas (regiones cercanas al musculo) de la capa
de grasa obteniéndose un total de 11 biopsias de tejido graso subcutaneo de profundidad
considerable (=18cm en madre y =<7cm en crias) en muy buen estado (Tabla I). Las biopsias
fueron obtenidas en dos dias consecutivos. Durante el primer dia se consiguieron 7
biopsias, entre las 10:00 am a las 13:13 pm, es decir durante 3 horas aproximadamente. En
el segundo dia se lograron colectar inicamente 4 biopsias, entre las 12:14pm a la 13:35pm,
durante una hora y media aproximadamente.

Tabla 1. Numero de biopsias obtenidas durante el muestreo y sus longitudes
correspondientes.

Grupo Clave Hora de Longitud de la
de edad muestreo biépsia (cm)
Cria Cl 10:30 5.0
Cria C2 11:55 7.0
Cria C3 12:39 6.3
Cria C4 12:14 5.8
Cria C5 12:37 5.5
Madre M1 11:05 12.0
Madre M2 12:05 13.5
Madre M3 12:47 15.0
Madre M4 13:13 18.2
Madre M5 12:30 13.5

Madre M6 13:35 12.0
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Composicion lipidica de la capa de grasa

Los resultados de este trabajo sefialan que el tejido graso hipodérmico de las
ballenas grises estd constituido principalmente por lipidos de reserva o lipidos neutros
(80%) y en una proporcion mdas pequefia por lipidos estructurales o también llamados

lipidos polares (20%).

Lipidos polares (LP).

Tanto en crias como en hembras lactantes se identificaron 31 4cidos grasos. No se
encontraron diferencias significativas (p <0.05) correspondientes a la abundancia relativa

de cada molécula entre los dos grupos de edad (hembras lactantes y crias).

Lipidos neutros (LN).

En ambos grupos de edad se identificaron 31 acidos grasos correspondientes a los
lipidos de reserva, de los cuales 7 fueron AGS (16:0, 18:0, 16:1n-7, 18:1n-9¢c, 20:4n-1
20:5n-3, 22:6n-3), por ser de los mas abundantes en el tejido graso y porque coinciden con
los 4cidos grasos presentes en los fosfolipidos de las membranas plasmaticas de los
mamiferos marinos (Christie, 2003; Caraveo et al., 2009).

Tabla II. Abundancia relativa promedio y desviaciones estandar del perfil de acidos grasos
en lipidos neutros de grasa subcutanea de hembras lactantes y crias de ballena gris.

Acido graso Hembras lactantes Crias
SFA
12:0 0.23+0.10 0.11+0.21
13:0 0.01 £0.01 0.00 = 0.00
14:0 4.08 +0.35 3.15+0.36
15:0 0.57+0.08 0.53+0.09
16:0 13.54 £ 0.95 12.79 £1.33
17:0 0.60 +0.20 0.55+0.16
18:0 3.52+0.40 3.46 £ 0.70
20:0 0.35+0.28 0.34+0.27
21:0 0.02+0.03 0.10+0.07
22:0 0.40 +0.31 0.95+0.35
23:0 0.79 +0.10 0.86+0.19
24:0 0.04 £0.05 0.00 +0.00

Y SFA

24.15+2.85

19.05 +3.07
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MUFA

18:2n-6t 0.04+0.15 0.22+0.39
18:2n-6¢ 2.06 £ 0.76 1.50+1.23
18:3n-6 0.10 £ 0.09 0.00 +0.00
18:3n-3 1.80 +0.39 1.21+0.34
20:2 1.47+£0.18 0.79 £ 0.18
20:3n-3 0.02+0.03 0.05+0.09
22:2 0.02 +£0.01 0.00 +0.00

> PUFA 5.50+1.61 3.75+£2.23

HUFA

20:4n-6 0.89 £0.12 1.13+0.23
20:5n-3 10.11+0.93 10.85 +1.14
22:4n-6 591+£0.95 5.84+0.63
22:6n-3 2.28 £ 0.45 2.51+£0.27
> HUFA 19.19 £ 2.45 20.33 £2.27
> n-3 14.22 + 1.80 14.62 + 1.85

> n-6 8.99 +2.07 8.68 +£2.49

> n-3/n-6 1.58 £ 0.87 1.68 £0.73
EPA/ARA 11.39 + 7.87 9.63 +4.86
EPA/DHA 4.43+£2.03 4324429

El perfil de los LN mas abundantes de la capa de grasa de hembras lactantes y de
crias se presentdé muy similar de manera global (Figura 5), por lo que se buscaron
relaciones entre los acidos grasos y se analizaron por separado cada clase de acidos grasos:
saturados “SFA”, monoinsaturados “MUFAs”, poliinsaturdos “PUFAs” y altamente

insaturados “HUFASs” para ver si existian diferencias entre grupos de edad.

Perfil de AGS
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Figura 5. Composicién de acidos grasos de reserva (concentracion relativa) mas abundantes en la
columna completa de la capa de grasa de hembras lactantes y crias.
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Analisis por clases de dcidos grasos.

En la Figura 6 se muestran los andlisis de cajas con bigotes realizados para cada una
de las clases de acidos grasos. Los SFAs (Welch ANOVA, F; 55=6.82, P= 0.038) y
MUFAs (ANOVA F 9= 10.29, P= 0.010) fueron los Unicos que mostraron diferencias
significativas entre madres y crias (P<0.05). Por otro lado no presentaron diferencias
significativas (P>0.05) entre grupos de edad los PUFAs (ANOVA F(; 9= 4.95, P=0.053) y
HUFAs (ANOVA F(9=4.1, P=0.073).

Debido a que cuando se colectaron las biopsias no se conocia el periodo de lactancia
(e.g. inicio o avanzado) en que se encontraban los individuos muestreados, se considerd
realizar nuevamente ANOV As entre las abundancias relativas de cada uno de los diferentes
AGS encontrados en todas las biopsias de cada grupo de edad. Los 4cidos grasos
dominantes fueron por orden de abundancia: 18:1n-9 (oléico), seguido del 16:1n-7
(palmitoléico), 16:0 (palmitico), 20:5n-3 (EPA), 18:1n-7 (vaccénico), 14:0 (miristico),
22:4n-6 (adrénico), 18:0 (esterarico), 22:6n-3 (DHA) y 18:2n-6 (linoléico).

30.0 57.5
27.5 55.0
< 25.0 = 52.5
] =
22.5 50.0
20.0 I 47.5 T
C M Cc M
a b
GRUPODE EDAD GRUPODE EDAD
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Figura 6. Comparacién de SFAs (a), MUFAs (b), PUFAs (c), HUFAs (d) entre hembras lactantes
(M) y crias (C).

Al analizar cada uno de los 7 AGS y las relaciones entre ellos en ambos grupos de
edad, la relacion EPA/ARA (20:5n-3/20:4n-6) fue la unica variable que identifico
estadisticamente subgrupos de biopsias tanto en hembras lactantes (X*= 43.2755, GL=5, P
= 0.0001) como en crias (X’= 12.7485, GL=4, P’= 0.02126). En la Figura 7 se muestran
los valores promedio de la relacion EPA/ARA de cada una de las biopsias de hembras
lactantes y crias. Para las biopsias hembras lactantes (a) se identificaron dos subgrupos:
Madres I (M1, M2, M3) y Madres Il (M4, M5, M6). Para las biopsias de las crias (b) se
identificaron dos subgrupos: Crias i (C2, C3 y C5) y Crias ii (C1, C4).

Esta separacién en subgrupos nos permitié avanzar al andlisis de una posible
estratificacion basada en la diferencia en la abundancia relativa del acido graso saturado

16:0 a lo largo de la capa de grasa.
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Figura 7. Relacion EPA/ARA (20:5n-3/20:4n-6) entre las diferentes biopsias de hembras lactantes
(a) y crias (b). Valores promedio (linea media de los diamantes), desviacion estandar (lineas
horizontales), error estandar (lineas verticales), valores individuales (puntos) y promedio general
dentro del grupo de edad (linea horizontal que divide el grafico a la mitad) y diferencias entre
biopsias (circulos).

Estratificacion de la capa de grasa en hembras lactantes

La biopsia de la capa de grasa de una hembra lactante catalogada como “M4” se
tomo como referencia para identificar tres estratos, los cuales fueron posteriormente
descritos en las demads biopsias de las hembras restantes. El estrato externo (A) se delimito
del 1 cm por debajo de la dermis hasta el 6 cm; el estrato intermedio (B) del 7 cm hasta los

11 cmy el estrato interno (C) a partir del 12 cm (Figura 8).
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Figura 8. Biopsia de madre lactante “M4” subdividida en tres estratos identificados: A. estrato
externo, B. estrato intermedio y C. estrato interno.

En la Tabla III se muestran las series de valores de abundancias relativas del AG
16:0 en los diferentes estratos de las biopsias de hembras lactantes. En el subgrupo 1, los
valores promedio del estrato externo (A) fueron: 15.0 = 1.1 (M1), 12.9 + 0.1 (M2), 1.5 £
0.8 (M3), para el estrato intermedio (B): 17.2 £ 0.7 (M1), 13.3 £ 0.3 (M2), 12.8 +£ 0.7 (M3),
finalmente para el estrato interno (C): 14.2 £ 0.8 (M1), 17.7 £ 0.2 (M2). Los anélisis de
varianzas corroboraron diferencias significativas entre los estratos A y B en cada una de las
biopsias (Tabla IV), el estrato interno (C) no se considerd en dichos andlisis debido a que
algunas biopsias carecian de este a falta de longitud en la muestra, o bien por que en las que
si se identifico el numero de datos fue muy reducido.

Tabla III. Series de valores de abundancias relativas del AG 16:0 en los diferentes estratos
de las biopsias de hembras lactantes correspondientes a ambos subgrupos.

a) Subgrupo L.

BIOPSIA M3 VALOR VALOR BIOPSIA M2 VALOR VALOR BIOPSIA M1 VALOR VALOR
ESTRATO [SUBMUESTRA ORIGINAL TRANSFORMADO SUBMUESTRA  ORIGINAL TRANSFORMADO SUBMUESTRA  ORIGINAL TRANSFORMADO
M3-2 8.2 10.1 M2-2 133 12.6 M1-2 16.6 13.8]
EXTERNO M3-3 10.8 11.4 M2-3 121 126 M1-3 14.2
"A" M3-4 11.4 11.8 M2-4 124 13.0 M1-4 11.0 14.6)
M3-5 12.0 12.0 M2-5 13.2 133 M1-5 17.4 16.4
M3-6 12.0 12.1 M2-6 13.2 13.3 M1-6 153 15.9
M3-7 12.0 12.4 M2-7 13.4 13.6 M1-7 16.4 16.4
INTERMEDIO| M3-8 123 12.6 M2-8 14.0 M1-8 15.9 17.0
"B" M3-9 12.8 12.7 M2-9 13.8 14.3 M1-9 17.0 17.5
M3-10 125 12.8 M2-10 14.1 15.6 M1-10 18.0 18.0
M3-11 12.8 13.8 M2-11 14.9 16.8
INTERNO M3-12 132 14.2 M2-12 17.8 13.7
" M3-13 15.2 14.6 M2-13 17.6 13.0
M3-14 14.3 143
M3-15 14.2 14.2




b) Subgrupo IL

BIOPSIA M4 VALOR BIOPSIA M5 VALOR VALOR BIOPSIA M6 VALOR VALOR
ESTRATO | SUBMUESTRA ORIGINAL TRANSFORMADO SUBMUESTRA  ORIGINAL TRANSFORMADO SUBMUESTRA  ORIGINAL TRANSFORMADO
M4-2 10.8 11.7 M5-3 113 113 Mé6-2 11.8 11.7]
EXTERNO M4-3 12.6 12.2 M5-4 11.4 11.9 Mé-3 11.5 12.0
"A" M4-4 11.8 12.1 M5-5 12.6 Meé-4 12.0 12.5]
M4-5 12.2 12.5 M5-6 12.5 13.1 Mé6-5 12.4 12.9
M4-6 12.5 12.6 M5-7 12.7 13.4 M6-6 13.0 13.2]
M4-7 12.8 13.6 M5-8 14.0 16.9 Mé-7 133 13.3]
INTERMEDIO| M4-8 13.8 M5-9 16.8 Me6-8 133 13.2]
"B" M4-9 14.4 13.7 M5-10 19.8 15.7 Mé6-9 13.1
M4-10 13.1 13.0 M5-11 13.7 13.6 Mé6-10 13.1 13.4
M4-11 13.5 13.3 M5-12 13.5 14.5 Mé6-11 12.8 13.8]
INTERNO M4-12 12.5 13.7 M5-13 13.5 15.0 Mé6-12 13.8 13.8]
" M4-13 13.9 14.3 M5-14 16.4 16.4
M4-14 14.7 15.7
M4-15 14.4 15.5
M4-16 17.9 15.6
M4-17 14.3 14.4
M4-18 14.6 14.6

Tabla IV. Valores de ANOVA de una via y Welch correspondientes a ambos grupos de

hembras lactantes (I y II).

Subgrupo Biopsia F P
I Ml Fa7=12.89 0.0089*
I M2 Welch F(;, 4.4=9.55 0.031*
I M3 F$=9.86 0.01%*
I M4 Fa8=33.92 0.0004*
II M5 Welch F(; 5= 14.97 0.009*
I M6 F 8= 8.88 0.017*

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)

22
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Figura 9. Diferenciacion entre estratos A y B en cada una de las biopsias de hembras lactantes.
Desviacion estandar (lineas horizontales), error estandar (lineas verticales), valores individuales
(puntos) y promedio general dentro del grupo de edad (linea horizontal que divide el grafico a la
mitad) y diferencias entre estratos de la capa de grasa (circulos).
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Una vez validada la existencia de estratos en las biopsias se evaluo las posibles
diferencias de las abundancias relativas de los AGS y las relaciones entre ellos entre los
tres estratos. En la Tabla V se indican en color rojo los acidos grasos que presentaron
diferencias significativas (p<0.05), y en color negro se sefialan los acidos grasos cuyas
concentraciones no presentaron diferencias significativas (p>0.05).

Tabla V. Acidos grasos correspondientes a las biopsias de los subgrupos de hembras
lactantes que presentaron estratificacion con respecto a la profundidad de la capa de grasa.

Hembras Hembras
lactantes 1. lactantes II.
Cl16:0 C16:0
Cl16:1n-7 C16:1n-7
C18:0 C18:0
C18:1n-9¢ C18:1n-9¢
C20:4n-6 C20:4n-6
C20:5n-3 C20:5n-3
C22:6n-3 C22:6n-3
EPA/ARA EPA/ARA

*No dif. (p>0.05)
*8i dif. (p<0.05)

Subgrupos de hembras lactantes: 1 y I1.

En las figuras 10 y 11 se presentan graficos referentes a la abundancia relativa de
los siete AGS con respecto a la profundidad de las biopsias correspondientes a ambos
subgrupos de hembras lactantes. En ellas se aprecia que los acidos grasos saturados
(SFA’s) de cadena corta como el 16:0 y el 18:0 y los acidos grasos altamente insaturados
(HUFA's) tanto como los omega 3 el EPA y DHA como el representante de los omega 6, el
ARA, disminuyeron progresivamente del estrato interno al externo, mientras que los acidos
grasos MUFAs (16:1n-7 y 18:1n-9) presentaron la tendencia opuesta, incrementando sus

concentraciones hacia el estrato externo.

En ambos grupos de las hembras lactantes, todos los AGS presentaron diferencias

significativas en cuanto a su concentracion en los diferentes estratos (Tabla VI y VII). Cabe
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también resaltar que el ARA presentd una abundancia relativa menor del 1% en ambos

subgrupos de hembras.

Tabla VI. Valores de la ANOVA de una via y Welch correspondientes a la abundancia
relativa de ciertos AGS en la capa de grasa de los subgrupos de hembras lactantes I y II.

Subgrupo I Subgrupo I1
AGS F P AGS F P
16:0 F(Q, 23)= 3.27 0.056* 16:0 F(2,30):0 17.76 0.0001*
16:1n-7 Fo,23=12.12 0.0003* 16:1n-7 Welch F,, 0.117*
16.8): 244
18:0 F22=13.80 0.0001* 18:1n-9 Welch F,, 0.0002%*
16.8)— 14.66
20:4n-6 Fp,23=6.01 0.0079* 20:4n-6 Welch F,, 0.036*
16.8):3~61
20:5n-3 Welch F,, 0.006* 20:5n-3 Welch F,, 0.030*
10.19y= 8.41 29y=3.61
22:6n-3 Welch F(z, 0.002* EPA/ARA F(Z, 20y~ 2.69 0.8
11'05):10.54
EPA/ARA F, 23= 4.09 0.03*

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)

Tabla VII. Valores de la prueba no paramétrica de Wilcoxon correspondientes a la
abundancia relativa de los siete AGS en la capa de grasa de los subgrupos de hembras lactantes I y
II.

Subgrupo I Subgrupo I1
AGS X GL P AGS X GL P
18:1n-9¢ 12.69 2 0.0018%* 18:0 8.42 2 0.014*
22:6n-3 14.76 2 0.0006*

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 10. Abundancia relativa de los 7 AGS en los tres diferentes estratos de la capa de grasa
correspondiente al subgrupo de hembras lactante “I”. En cada grafico se sefialan la desviacion
estandar (rayas horizontales), error estandar (lineas verticales), union de las medias de cada estrato,
valores individuales (puntos) y diferencias entre estratos de la capa de grasa (circulos).
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Figura 11. Abundancia relativa de los 7 AGS en los tres diferentes estratos de la capa de grasa
correspondiente al subgrupo de hembras lactante “II”. En cada grafico se sefialan la desviacion
estandar (rayas horizontales), error estandar (lineas verticales), union de las medias de cada estrato,

valores individuales (puntos) y diferencias entre estratos de la capa de grasa (circulos).
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Estratificacion de la capa de grasa de crias

En la Tabla VIII se muestran las series de valores de abundancias relativas del AG
16:0 en los diferentes estratos de las biopsias de crias. En el subgrupo i los valores
promedio del estrato externo (A) fueron: 11.4 +0.2 (C2),9.9+2.8 (C3)y 11.2+ 1.7 (C5);
para el estrato intermedio (B): 13 + 0.7 (C2), 13 = 0.4 (C3). En el subgrupo ii los valores
promedio del estrato externo (A) fueron: 12.2 + 0.6 (C1) y 9.7 £ 1.3 (C4); para el estrato B:
140+ 0.3 (Cl)y 14.9+ 0.7 (C4). A partir de dicha informacion se prosigui6 a delimitar los
mismos estratos para las demas biopsias (C1, C3, C4). El estrato externo (A) se ubico por
debajo de la dermis abarcando del 1 cm hasta el 2 cm y el estrato intermedio (B) del 3 cm
(Figura 13). Cabe sefialar que en la biopsia “C1” el estrato A se delimit6 del 1 cm hasta los
3cm, y el estrato B de los 4 cm en adelante, esto como consecuencia de los valores
obtenidos del suavizado. En la biopsia “C5” se colecté unicamente un estrato, el externo
(A).

Tabla VIII. Series de valores de abundancias relativas del AG 16:0 en los diferentes
estratos de las biopsias de crias correspondientes a los subgrupos iy ii.

a) Subgrupo i.

BIOPSIA C2 VALOR VALOR BIOPSIA C3 VALOR VALOR BIOPSIA C5 VALOR VALOR
ESTRATO SUBMUESTRA ORIGINAL  TRANSFORMADO SUBMUESTRA ORIGINAL TRANSFORMADO  SUBMUESTRA ORIGINAL  TRANSFORMADO
EXTERNO Cc2-1 116 119 C3-1 7.9 10.8] C5:1) 9.4 11.2
"A" C2-2 113 124 €52 119 125 C52 10.8 121
(e73%) 12.7 12.7 €323 126 13.0} G523 133 133
INTERMEDIO] C2-4 13.0 13.1 C3-4 13.0 13.2 C5-4
"B" (G225 123 13.1 (@325 13.4 13.4)
C2-6 14.0 14.0

b) Subgrupo ii.

BIOPSIA C1 VALOR VALOR BIOPSIA C4 VALOR VALOR

ESTRATO SUBMUESTRA ORIGINAL  TRANSFORMADO SUBMUESTRA ORIGINAL TRANSFORMADO
C1-1 8.19 10.9

EXTERNO C1-2 11.7 12.7 C4-1 8.8 9.7

"A" C1-3 12.7 13.2 C4-2 10.6 13.0

C1-4 13.8 14.0 C4-3 14.9

INTERMEDIO C1-5 14.2 C4-4 15.4 14.9

"B" C1-6 14.2 14.2 C4-5 14.4 14.4
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En cada uno de los subgrupos de crias una de las biopsias (C2 y Cl1) corrobor¢ la
estratificacion, encontrandose diferencias significativas entre los estratos A y B (Figura

13).

Tabla IX. Valores de ANOVA de una via.

Subgrupo Biopsia F P

1 C2 F(1,4): 8.71 P=0.041%

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)

Tabla X. Valores de la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

Subgrupo Biopsia X GL P
i C3 3.0000 1 0.0833
il Cl 3.97 1 0.046*
il C4 3.15 1 0.075

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 12. Diferenciacion entre estratos A y B en cada una de las biopsias de crias considerando los
valores del 16:0. Desviacion estandar (lineas horizontales), error estandar (lineas verticales),
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valores individuales (puntos) y promedio general dentro del grupo de edad (linea horizontal que
divide el grafico a la mitad) y diferencias entre estratos de la capa de grasa (circulos).

A pesar de que no todas las biopsias presentaron diferencias significativas entre
estratos se decidié seguir el mismo procedimiento que en hembras lactantes: utilizar la
biopsia de la capa de grasa catalogada como “C2”, la de mayor longitud, para identificar

los posibles estratos en base a los valores de la abundancia relativa de los AGS.

Figura 13. Biopsia de cria subdividida en dos estratos identificados: A. estrato externo, B. estrato
intermedio.

Tabla XI. Acidos grasos correspondientes a las biopsias de los dos subgrupos de crias que
presentaron estratificacion con respecto a la profundidad de la capa de grasa. En color rojo los
acidos grasos que presentaron diferencias significativas (p<0.05). En color negro se sefialan los
acidos grasos cuyas concentraciones no presentaron diferencias significativas (p>0.05).

Crias i. Crias ii.
C16:0 C16:0
Cl16:1n-7 Cl16:1n-7
C18:0 C18:0
C18:1N-9C C18:1N-9C
C20:4N-6 C20:4N-6
C20:5N-3 C20:5N-3
C22:6N-3 C22:6N-3
EPA/ARA EPA/ARA

*No dif. (p>0.05)
*Si dif. (p<0.05)

Subgrupos de crias: i y ii.

En el grupo de las crias los 4cidos grasos que no contribuyeron a la estratificacion
del tejido graso por la falta de diferenciacion significativa conforme a la profundidad
fueron en el subgrupo “i”: 18:0, 18:1n-9, ARA, EPA y DHA y en el subgrupo ii: 16:1n-7 y
18:1n-9¢ (Tabla XI). En las Figuras 14 y 15 se puede apreciar que en ambos subgrupos de
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crias el 4cido graso saturado 16:0 presentdé mayores concentraciones en el estrato
intermedio (B), estrato que resultd el mas basal en este grupo por lo tanto podria sugerir
una tendencia similar al grupo de las hembras lactantes. Los HUFA’s omega 3 (DHA) y
omega 6 (ARA) solo en el subgrupo ii presentaron diferencias significativa (Tabla XII).
Cabe resaltar que a diferencia del grupo de las hembras en este caso las mayores
concentraciones de estos AGs se ubicaron en el estrato més cercano a la piel (A). Es
importante sefialar también que en general la abundancia relativa del ARA en la capa de
grasa fue relativamente mayor que en la de las madres, aunque no rebaso en ningtn caso el
2% de la abundancia relativa global. El EPA, no presento diferencias significativas (Tabla
XIII) en ninguno de los subgrupos, sin embargo en el subgrupo ii la prueba de diferencia de
medias de Tukey/Krammer sefialo que la media de cada estrato si fue significativamente

diferente.

Dentro de los representantes de los monoinsaturados el 18:1n-9 presentd mayores
concentraciones en el estrato interno en el subgrupo ii, en contraste nuevamente con lo
encontrado en las hembras. El 16:1n-7 solo en el subgrupo i su concentracién fue
significativamente diferente entre estratos, encontrandose las mayores abundancias

relativas en el estrato externo (A), repitiendo el patron de las hembras lactantes.

Tabla XII. Valores de la ANOVA de una via y Welch correspondientes a la abundancia
relativa de ciertos AGS en la capa de grasa de los subgrupos de crias iy ii.

Subgrupo i Subgrupo ii
AGS F P AGS F P
16:0 F(,10=7.86 0.018%*. 16:0 Fu,6=19.56 0.006*
16:1n-7 F,10=6.38 0.03* 16:1n-7 Fi, 5=0.373 0.56
18:1n-9 Fa, 10~ 0.02 0.87 18:1n-9 Fa,6=1.53 0.26
20:4n-6 Fa,o=1.14 0.31 20:4n-6 Fa, 5= 15.76 0.01*

20:5n-3  F(p.10=0.29 0.59 20:5n-3  F5=10.07  0.02%
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22:6n-3 F(l’ 100~ 0.08 0.67 22:6n-3 F(l, 57— 31.82 0.002%*
EPA/ARA  F(,5=0.69 0.44

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)

Tabla XIII. Valores de la prueba no paramétrica de Wilcoxon correspondientes a la

abundancia relativa de los siete AGS en la capa de grasa de los subgrupos de crias iy ii.

Subgrupo i Subgrupo ii
AGS X’ GL P AGS X’ GL P
18:0 2.38 1 0.12 18:0 4.5 1 0.03*
EPA/ARA  0.89 1 0.34 20:5n-3 3.12 1 0.07

*Si presentaron diferencias significativas (p<0.05)
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horizontales), error estandar (lineas verticales), union de las medias de cada estrato, valores

individuales (puntos) y diferencias entre estratos (circulos).
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correspondiente al subgrupo de crias “ii”. En cada grafico se sefialan la desviacion estandar (rayas
horizontales), error estandar (lineas verticales), union de las medias de cada estrato, valores
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DISICUSION

Metodologia de muestreo

Debido a que actualmente se han descrito diversos sistemas de biopsias para
colectar muestras del tejido graso y piel de mamiferos marinos, en el presente trabajo se
optd por buscar alguno que nos permitiera obtener biopsias profundas de la capa de grasa
de crias y hembras lactantes vivas de ballena gris. El método con el que pudimos lograr
nuestro objetivo fue el sistema remoto de colecta de biopsias profundas para misticetos
descrito por Reef y Best en el (2006). Esta técnica entre otros aspectos novedosos utiliza
puntas metalicas largas con un mecanismo de corte disefiado para poder llevar a cabo la
recoleccion y extraccion de las biopsias completas evitando el desgarre del tejido al
momento de extraer la punta del animal. Cabe destacar que a pesar de haber obtenido
muestras profundas en ninguno de los intentos se extrajo musculo, lo que nos impide
asegurar que las biopsias conseguidas durante el muestreo hayan alcanzado la maxima
profundidad de la capa de grasa en ambos grupos de edad. En cada intento se evitd lesionar
a los organismos al generar un golpe con el mecanismo de paro (stopper). Una ventaja de
esta precaucion fue la posibilidad de colectar biopsias de mas de una ballena en un area
relativamente pequefia. Finalmente también nos fue posible identificar los efectos de este
sistema en los organismos, la mayoria de los individuos respondieron de forma moderada
con sutiles movimientos de la cola y buceos inmediatos sin mayores impactos negativos,
como hemorragias severas o desgarramiento de la piel de los organismos. Se identifico que
el viento fue uno de los factores meteorologicos que pudo haber contribuido con la falta de

oportunidades de acercamiento con mas ballenas para incrementar el nimero de biopsias.

Acidos orasos de la capa de grasa

En diversos estudios del tejido graso de los mamiferos marinos se ha identificado
que resulta ttil el separar los perfiles de acidos grasos de reserva y estructurales para poder
precisar diferencias atribuibles al consumo de alimento o a caracteristicas propias de los
grupos estudiados. Con ese propdsito en este trabajo se identifico que la capa de grasa de

las ballenas grises esta constituida en un 80% por lipidos de reserva o lipidos neutros (LN)
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y en un 20% por lipidos polares (LP). Dicha dominancia de los lipidos neutros es comun
tanto en misticetos (ballenas barbadas) como en odontocetos (delfines, marsopas, sirénidos)

(Koopman, 2007).

Ambas clases de lipidos provienen de dos fuentes principales: 1) aquellos acidos
grasos que se generan endogenamente por los depredadores (14:0, 16:0, 18:0, 14:1n-5,
16:1n-7, 18:1n-9) (Iverson, 2008), y 2) de las moléculas grasas obtenidas a partir del
alimento consumido, como los acidos grasos esenciales (AGE) que no pueden ser
sintetizados por los vertebrados en general y por lo tanto tampoco por mamiferos marinos
(Christie, 1989). Entre estas moléculas se encuentran los de las familias omega 3 (alfa
linolénico, ALA; eicosapentanoico, EPA; docosahexaenoico, DHA) y omega 6 (linoleico,
AL y araquiddénico, ARA), los cuales pueden ser utilizados como biomarcadores ya que se

conservan de un nivel tréfico a otro (Hooker et al., 2001).

La presencia y abundancia de los siguientes AG: 18:1n-9¢, 16:1n-7, 16:0, 20:5n-3,
18:1n-7, 14:0, 22:4n-6, 18:0, 22:6n-3 y 18:2n-6 en la capa de grasa de la ballena gris
coincide con lo reportado para otros misticetos como la ballena azul y ballena de aleta
(Ruchonnet et al., 2006; Rueda Flores, 2007), ello permite mantener la hipdtesis que tales
acidos grasos son necesarios en las mismas proporciones por distintas especies, aun cuando
las fuentes de alimento sean diferentes (Olsen y Grahl- Nielsen, 2003). Sin embargo, no
hay que dejar de considerar que la composicidn de la capa de grasa también estd regulada
por otros factores ademas de la dieta, como lo es el periodo de lactancia en las hembras
(West et al, 1979b) y las diferentes etapas del desarrollo ontogénico (Bikerland et al.,

2005), lo cual también se corrobord en los resultados de ballena gris.

Los é&cidos grasos 16:0,18:0,18:1n-9, ARA y EPA han sido reportados en la
literatura como algunos de los principales conformadores de las membranas plasmaticas de
las células de tejidos activos en el grupo de los mamiferos terrestres (Scollan ez al., 2001) y
de mamiferos marinos (Ackman et al., 1972; Ackman y Hooper, 1974; Williams et al.,
1977; Caraveo et al., 2009). Esto permite pensar que evolutivamente la afinidad de la

sintesis de novo por parte de las enzimas que realizan esta funcidén se ha conservado
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durante el proceso de migracion de los mamiferos marinos del ambiente terrestre al medio
marino. Esta idea se puede sustentar en que actualmente estd demostrado que en mamiferos
terrestres el 16:0, 18:0, ARA y EPA son preferentemente seleccionadas durante la sintesis

de los fosfolipidos como: fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Holub, 1978).

Lipidos polares

La concentracion de los lipidos estructurales o lipidos polares que se analizaron de
las biopsias de la capa de grasa de madres y crias de ballenas grises no presentaron
diferencias significativas, probablemente como consecuencia de que la fisiologia
metabolica de cada grupo de edad analizado no influya fuertemente en la estructura de las

membranas plasmaticas de las células grasas.

Lipidos neutros

En diversos estudios sobre la alimentacién de otras especies de misticetos se han
encontrado diferencias entre los perfiles de acidos grasos de los lipidos neutros de hembras,
machos, hembras lactantes y crias. Esto sugiere que el metabolismo de los individuos de
cada sexo y grupo de madurez tiene un efecto en la transformacion y utilizacion de los
acidos grasos de los lipidos de reserva (Rueda- Flores, 2007; Espino, 2009). Se  sabe
que durante el ciclo reproductivo, las hembras requieren de un mayor uso de energia que
implica movilizar los lipidos de reserva desde su propio tejido graso hacia sus crias por
medio de la produccion de leche (Ackman ez al., 1975b; Iverson, 2002). En este estudio se
identificaron diferencias significativas entre las columnas completas de la capa de grasa de
madres y crias en cuanto a la concentracion de ciertas clases de acidos grasos, tal fue el
caso de los SFA’s y los MUFA's, en los que la categoria de las crias present6 una mayor
concentracion, esto puede atribuirse tanto a la sintesis fetal de dichos &cidos grasos
(Jeffcoat 1979) como a la transferencia de dichas moléculas por parte de la madre (Ackman
et al., 1968). Ademas es importante tomar en cuenta que una de las funciones de los SFAs y
los MUFASs presentes en la capa de grasa de los mamiferos marinos es la de fungir como
moléculas que promuevan el aislamiento térmico (Ackman, 1989), y puesto que las crias al

nacer requieren cubrir dicha necesidad lo mas pronto posible para poder sobrevivir a las
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bajas temperaturas impuestas por el medio marino, cabe esperarse que sean esa clase de

acidos grasos los que se acumulen de manera mas apresurada.

Si bien las concentraciones de las demas clases de 4cidos grasos (PUFA y HUFA)
no presentaron diferencias significativas entre los grupos de edad, puede argumentarse que
la poca diferencia entre ellas se vea enmascarada por la variacion en la demanda metabdlica
que presentan las categorias muestreadas. Ello por que la presencia de ciertos acidos grasos
en el blubber no solo dependerd de que se depositen y acumulen de manera directa las
moléculas de la dieta, sino también de ciertos procesos intrinsecos relacionados con el
estado fisioldgico de los organismos (ciclo de lactancia de las hembras o etapa de
amamantamiento de las crias) (Olsen y Grahl- Nielsen 2003). Lo cual afecta el acomodo y
asimilacion de los acidos grasos en el blubber para que tengan una posicion estratégica que
hard mas eficiente su reutilizaciéon al encontrarse mas cercanos al estrato interno y al
sistema circulatorio, el cual se encargara de transportar los compuestos nutritivos a la
sangre y repartirlos a lo largo del cuerpo segun las necesidades de los tejidos activos o los

procesos en los que resulten necesarios en ese momento (Koopman et al., 1996).

Considerando las concentraciones de los acidos grasos altamente insaturados como
el EPA y ARA, el grupo de la crias en general presentd una mayor abundancia de ellos en
su capa de grasa con respecto a la de las hembras lactantes (Tabla II). Esto podria sugerir
que las hembras movilizan dichos acidos grasos esenciales hacia la leche que nutrira a las
crias y por lo tanto los valores de dichos HUFAs en el blubber materno se ven reducidos en
comparacion con la de las crias, tal como ya ha sido descrito para otras crias de mamiferos
marinos (Iverson 1995; Bikerland et al., 2005). Posteriormente la deposicidén de estos AG
en el tejido graso de las crias dependera de su etapa de desarrollo y crecimiento, existiendo
una transferencia hacia otros tejidos activos del cuerpo (cerebro, organos, etc.) que

demandan su utilizacién constante durante su crecimiento (Cruz-Vizcaino, 2005).

Siguiendo el mismo principio, el hecho de que la relacion de los éacidos grasos
EPA/ARA separara en subgrupos a los individuos de un mismo grupo de edad, puede

sugerir que las madres transmiten a sus crias el EPA y el ARA de forma diferencial
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dependiendo del periodo de lactancia en el que se encuentren. Dicha relaciéon entre HUFA's
omega 3 y omega 6 en la capa de grasa ya habia sido considerada previamente por Caraveo
et al. (2009). En este estudio se sefiala que los valores de EPA/ARA obtenidos en las capas
de grasa externa de las hembras lactantes (~12), son los valores que permiten la mayor
asimilacion de ARA tanto por hembras lactantes como por las crias, lo cual se logra
mediante el consumo de alimento en las lagunas de reproduccidn, cuyas presas presentan la
misma relacion EPA/ARA (~12). El hecho de que el subgrupo I de hembras lactantes es el
que tiene en promedio general los valores cercanos a 12 partes de EPA por una de ARA y
el subgrupo II valores inferiores a 12 (~10), corrobora que esta relacidon es importante en la

transferencia de estos AG hacia las crias.

Estratificacion de la capa de grasa

Actualmente se sabe que los misticetos presentan diferencias cualitativas y
cuantitativas en cuanto a la presencia de acidos grasos en los diferentes estratos o niveles
de profundidad que conforman la capa de grasa. Es también reconocido el hecho de que
existe un incremento en la estratificacion del blubber de las especies de mamiferos marinos
que habitan en temperaturas frias (Koopman, 2006), y que la cantidad y el tipo de acidos
grasos almacenados dependera de forma estacional a las variaciones en los niveles de
ingesta de alimento que se correlacionan con los ciclos en la historia de vida en los que los
organismos se encuentren, eventos tales como: reproduccion y lactancia (Bikerland ef al.,
2005). Al analizar las biopsias de los dos grupos de edad de E. robustus pudo identificarse
estratificacion en ambos casos. El &cido graso que nos permitié determinar la
estratificacion fue el AG saturado 16:0, el cual ya ha sido identificado como el predilecto
por las enzimas transferasas que sintetizan las dos clases de fosfolipidos mas importantes
(fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) de las membranas celulares de los mamiferos

terrestres como ratones, (Holub, 1978).

Cada uno de lo subgrupos de hembras lactantes (I y II) y crias (i y ii) presento
estratificacion en la columna de la capa de grasa, apareciendo los AGS en un gradiente

continuo con respecto a la profundidad. Sin embargo los acidos grasos que contribuyeron
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para dicha diferenciacion no siempre fueron los mismos. A continuacion se sefialan las

posibles causas para tales diferencias en cada uno de los grupos de edad.

Hembras lactantes

En ambos subgrupos de hembras lactantes se pudo percibir estadisticamente la
estratificacion con todos los AGS. La abundancia relativa de los SFAs y HUFAs
presentaron una mayor abundancia relativa en la capa interna que en la externa. En el caso
de los MUFAs (16:1n-7 y 18:1n-9) la tendencia fue inversa. Ambos patrones son
consistentes con lo encontrado en otros estudios realizados con la capa de grasa de otras
especies de cetaceos (Ackman et al., 1965; Hooker et al., 2001; Olsen y Grahl- Nielsen,
2003) y pinipedos (Best ef al., 2003). Esta similitud entre diferentes especies, incluso entre
ordenes de mamiferos marinos sugiere que la composicidon de la capa de grasa o blubber
pudiera estar influenciada por los mismos mecanismos, llevandose a cabo las
modificaciones pertinentes para que dicho tejido cumpla con las diferentes funciones que se
le han atribuido (flotabilidad, aislante térmico, reservorio de energia metabodlica, entre

otros) (Ackman ef al., 1975b; Olsen y Grahl- Nielsen, 2003).

Crias

El hecho de que la relacion EPA/ARA nos separara en dos grupos a las crias, nos
permitié pensar que existian distintos periodos de lactancia entre los individuos, dado que
se ha comprobado que los tejidos activos de las crias tienen una alta demanda de los
HUFAs ARA y EPA (Caraveo ef al., 2009) y que ademés conforme las crias crecen, el
contenido de EPA en su capa de grasa se incrementa (Bikerland ez al., 2005). La mayor
estratificacion de la capa de grasa del subgrupo ii, sugiere que estaba constituido por

individuos que ya se encontraba en un estado mas avanzado de la lactancia.

Ciertos acidos grasos como el: 18:1n-9y los HUFAs ARA, EPA y DHA,
presentaron una tendencia contraria a la de las hembras, puede reflejar las diferencias
ontogénicas entre los dos grupos de edad. El hecho de que ambos subgrupos de crias (i y ii)
tengan el mismo patrén de estratificacion con respecto a los SFAs (16:0 y 18:0) y el MUFA

16:1n-7 que el de las hembras implica que las crias de esta especie de ballenas ya poseen
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una dotacidn particular de estos acidos grasos para poder afrontar el estrés térmico al
momento de nacer como se ha planteado para otras especies de mamiferos marinos
(Ackman, 1989; Struntz et al, 2004). En resumen, las diferencias encontradas en los
patrones de deposicion de los AGS entre hembras lactantes y crias de ballena gris pueden
atribuirse al estado de desarrollo en que los ballenatos se encuentran, aquel en el que ciertos
requerimientos anatomicos necesitan de determinados ajustes fisiologicos para poder
sobrevivir, ajustes que involucran la adquisicion modulada de 4cidos grasos esenciales en
las etapas mas tempranas de la vida para poder llevar a cabo el crecimiento estructural y el

desarrollo del cerebro (Jensen, 1988).

Cabe resaltar que nuevamente en el grupo de las crias la abundancia relativa del
ARA fue muy similar a la de las hembras, con valores de alrededor del 1%. Esto reitera el
hecho de que es un nutriente que no tiende a acumularse en la capa de grasa a pesar de que
en el grupo de los mamiferos marinos la mayor transferencia de lipidos de madres a crias se
lleva a cabo durante el periodo de lactancia, lo que provocaria una considerable
movilizacion y disminucién de dicho AG en la capa de grasa de las madres y un aumento
en el reservorio graso de las crias como sucede con otros HUFAs como el EPA y el DHA
(Bauman y Elliot, 1983). Esto apoya la hipotesis propuesta por Caraveo et al., (2009) de
que la razén de la migracion de la ballena gris estara vinculada con la necesidad de

satisfacer la adquisicion de este tipo de nutrientes durante la lactancia.
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CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la capa de grasa de las ballenas grises no es un
tejido homogéneo con respecto a su profundidad, y que este presenta
cambios en el contenido lipidico relacionados con la historia de vida de los

organismos.

Los acidos grasos mas abundantes en la capa de grasa de hembras lactantes
y crias de ballena gris son en orden de mayor a menor: 18:1n-9, 16:1n-7,

16:0, EPA.

El sistema remoto de colecta de biopsias profundas para misticetos descrito
por Reef y Best en el 2006 resultdo exitoso para estudiar la columna

completa de la capa de grasa de misticetos vivos.

La capa de grasa de hembras lactantes y crias de ballena gris esta constituida

en 80% por lipidos neutros y en un 20% por lipidos polares.

Los SFAs y los MUFAs fueron los acidos grasos que marcaron las
diferencias entre la composicion lipidica del grupo de hembras lactantes y

crias de E. robustus.

La capa de grasa de hembras lactantes el estrato externo presenta una mayor
abundancia de MUFAs, mientras que en el estrato interno existe una mayor

presencia de HUFAs (ARA, EPA y DHA) y SFA (16:0 y 18:0).

El ARA se mantuvo relativamente constante con valores alrededor del 1% a

lo largo de la capa de grasa de ambos grupos de edad.

La capa de grasa de crias presenta en el estrato externo una mayor
abundancia de HUFAs (ARA, EPA y DHA) y el MUFA 16:1n-7, mientras
que en el estrato interno existe una mayor presencia de SFAs (16:0, 18:0) y

el MUFA 18-1n-9.
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e La capa de grasa de las hembras lactantes presenta una mayor estratificacion
que la de las crias. Dicha diferencia estd vinculada con el desarrollo

ontogenético de los individuos.
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