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Resumen

La funcion del sistema inmune es dinamica y depende de muchos factores que
determinan la eficiencia de su respuesta, por lo que en algunas ocasiones se ve
comprometida cuando compite por recursos con otras funciones fisiologicas
costosas, tales como el crecimiento y la reproduccion. Lo anterior implica una
reasignaciéon de los recursos disponibles. En poblaciones naturales esta
distribucion depende del contexto ambiental y ontogenético en el cual se
encuentran los individuos. Recientemente, se determind que para los pinnipedos
otaridos el costo de las respuestas inmunes varia segun la etapa del desarrollo
temprano y que el grado de urbanizacion del ambiente también influye en esas
respuestas. Los pinnipedos otaridos se caracterizan por un periodo de lactancia
larga con fuerte inversion materna donde el aporte de nutrientes y energias se
extiende a lo largo del desarrollo. En contraste, en los focidos la lactancia dura
poco. Por ejemplo, la lactancia del elefante marino del Norte (Mirounga
angustirostris) dura menos de un mes, el destete es abrupto y las crias
permanecen por mas de dos meses sin alimentarse. En esta tesis se analizaron
respuestas inmunes innatas de crias de elefante marino de Norte en el contexto
de su historia de vida temprana. Entre inicios de febrero y finales de marzo de
2017, se colectaron muestras de 40 crias destetadas en las colonias de
reproductivas del archipiélago de San Benito, en el Pacifico Norte Mexicano. Las
crias fueron muestreadas en dos etapas, una al momento del destete, y otra a
los 34 dias post-destete. En cada ocasion, cada cria fue desafiada con
fitohemaglutinina (PHA) para medir la respuesta inflamatoria. Se exploré la
relacion de la respuesta a PHA con diferentes indicadores de recursos
energeéticos, el sexo y el territorio en el cual nacieron las crias. También se midio
la capacidad del suero de las crias para inhibir a la bacteria E.coli en ambas
etapas del muestreo. Se encontraron diferencias en la respuesta a PHA entre
muestreos, siendo mayor en la etapa de recién destetada (Rango Wilcoxon,
W=1024, p=0.0001). En la etapa de destete tardio la inflamacién fue explicada
por la capa de grasa lateral (GLM, F1,32=4.539, R?=0.124, p=0.0409) y por la
masa corporal (GLM, F1,32=4.668, R?=0127, p=0.038). La inhibicién bacteriana
también presento diferencias entre ambas etapas y ésta fue mayor para la etapa
de recién destetados (Rango Wilcoxon, W=938, p=0.0003). La inhibicion del
crecimiento bacteriano varié entre machos y hembras en crias recién destetadas
(Rango Wilcoxon, W=238, p=0.042), siendo mayor la capacidad de inhibir a la
bacteria E. coli en las hembras. Este estudio aporta informacion empirica sobre
los factores que afectan la respuesta inmune durante etapas criticas de la historia
de vida de las crias del elefante marino del Norte.

Palabras clave: Elefante marino del Norte, Mirounga angustirostris, sistema
inmune, PHA, inhibicién bacteriana, historia de vida.



Abstract

The immune system is dynamic and depends on various factors, which will
influence the effectiveness of responses. Thus, responses can be compromised
by a competition for energetic resources among costly physiological processes,
such as growth and reproduction, which leads to differential allocation of available
resources. In natural populations, the distribution of resources depends on the
environmental and ontogenetic context of individuals. Recently, it was reported
that for otariid pinnipeds the cost of implementing immune responses varies
according to the developmental stage, and that environmental factors, such as
urbanization, also impacts responses. Otariids have long nursing periods and
marked maternal investment, where nutrients and energetic resources are
passively transfered to the pups during their early development. In contrast, in
phocids, nursing is short. For instance, northern elephant seals (Mirounga
angustirostris) suckle for less than a month, weaning is abrupt and pups remain
on land for more than two months without any food. This thesis investigated
innate immune responses of northern elephant seal pups along their early life
history. Between early February and late March, 2017, 40 weaned pups were
sampled in breeding colonies of the San Benito archipelago, in the Mexican North
Pacific. The pups were sampled at two time points, at the first day of weaning,
and 34 days after weaning. At each sampling point, pups were challenged with
phytohemaglutinin (PHA) to assess responsive inflammation. | investigated the
relationship between the PHA response and various measures of available, sex,
and the territory of birth. I also examined the bactericide activity of serum against
E. coli. | found that the response to PHA varied between sampling points, being
more marked in newly weaned pups than in older pups (Rango Wilcoxon,
W=1024, p=0.0001). In older pups, inflammation was explained by the blubber
depth (GLM, F1,32=4.539, R?=0.124, p=0.0409) and body mass (GLM,
F1,32=4.668, R>=0127, p=0.038). Serum bacterial inhibition also varied between
sampling points, being higher for newly weaned pups (Rango Wilcoxon, W=938,
p=0.0003). Bacterial inhibition varied between sexes in newly weaned pups
Rango Wilcoxon, W=238, p=0.042), being highest in females. This study shows
empirical evidence of the factors that can impact innate immune responses during
critical stages of early development of the northern elephant seal.

Key words: Northern elephant seal, Mirounga angustirostris, immune system,
PHA, bacterial inhibition, life history.



"Si he logrado ver mas lejos,
ha sido porque he subido a hombros de gigantes".

Isaac Newton
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INTRODUCCION

Los seres vivos estan expuestos a una gama de factores exdgenos, como
patdgenos, contaminantes y cambios ambientales, los cuales comprometen la
supervivencia y el mantenimiento de su especie a lo largo de su carrera evolutiva.
Entre los mecanismos de defensa que contrarrestan a esos factores, el sistema
inmune juega un papel fundamental (Acevedo-Whitehouse y Duffus, 2009). La
funcién del sistema inmune es dinamica y depende de muchos factores que
determinan la eficiencia de su respuesta, por lo que en algunas ocasiones se ve
comprometida cuando compite por recursos con otras funciones fisioldgicas
costosas, tales como el crecimiento y la reproduccion (Brock et al., 2013; French
et al., 2009; Graham et al., 2006; Ortiz et al., 2003; Vera-Massieu et al., 2015).
Esta competencia implica una reasignacion de recursos entre las diferentes
funciones fisiologicas que los requieren (French et al., 2009). En poblaciones de
vida silvestre la distribucion diferencial de recursos depende del contexto
ambiental en el cual se encuentran los individuos. Se han realizado diversos
estudios que tratan de entender los factores que afectan las respuestas inmunes
en poblaciones de vida silvestre, asi como los costos que provoca la interaccion
parasito-hospedero (Brock et al., 2013; French and Moore, 2008; Vera-Massieu
et al., 2015). Sin embargo, aun se tienen pocos estudios empiricos como para
poder generalizar acerca de los canjes energéticos en diferentes contextos
ecolégicos, ontogénicos Y filogenéticos.

Recientemente se determind que para los pinnipedos otaridos el costo de
las respuestas inmunes varia segun la etapa del desarrollo temprano (Vera-
Massieu et al., 2015) y que el grado de urbanizacion del ambiente también influye
en esas respuestas (Brock et al., 2013). Estos pinnipedos se caracterizan por
tener un periodo largo de lactancia que puede durar hasta dos afios, con fuerte
inversion materna (Newsome et al., 2006), donde el aporte de nutrientes y
energias se extiende a lo largo del desarrollo. En contraste, los pinnipedos
fécidos tienen historias de vida muy diferentes. Por ejemplo, en el elefante
marino del Norte (Mirounga angustirostris) la lactancia dura 27-28 dias y el
destete es abrupto (Reiter et al., 1978; Riedman y Le Boeuf, 1982), por lo que es
plausible que las respuestas inmunes de las crias de los fécidos sean mas

dependientes de su condicion corporal o recursos energéticos disponibles que lo
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observado para los otaridos, y que sean influenciadas por la asignacion de
recursos maternos, que a su vez pudieran variar de acuerdo al sexo de las crias,
la fuerte presion de seleccion a la cual se ven sometidas y el estrés provocado
por interacciones con animales adultos en las colonias reproductivas (Reiter et
al., 1978; Riedman y Le Boeuf, 1982). Es por esto que investigar los canjes
energeéticos para el mantenimiento y activacion del sistema inmune en una
especie caracterizada por una lactancia corta, y alta demanda de recursos
energéticos para el crecimiento rapido es interesante en un contexto ecoldgico.
En particular, este tipo de estudios permitiria poner a prueba hipoétesis sobre
canjes energéticos y diferencias inter-sexo en las inversiones en el sistema
inmune, como se esperaria en el marco de la teoria de historia de vida (revisado
en Rauw, 2012). Ademas, se generarian datos que a futuro podrian ser
comparados con los ya reportados para otras especies de pinnipedos cuyas
historias de vida son marcadamente diferentes. Esta tesis tiene como objetivo
explorar la relevancia de la inversién estratégica de los recursos que las crias
obtuvieron durante la lactancia en etapas posteriores al destete para las

respuestas inmunes innatas durante el desarrollo temprano.
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ANTECEDENTES

1. Teoriade historia de vida

La teoria de historia de vida es el marco conceptual mediante el cual se estudia
la variedad de estrategias utilizadas por los organismos para maximizar su
supervivencia y su reproduccion. Estas estrategias abarcan caracteristicas como
el crecimiento, el desarrollo, la maduracion, la estrategia reproductiva, el nimero
de crias, y la estrategia de lactancia, entre otros. También trata de explicar como
los organismos optimizan estos caracteres cuando se enfrentan a diferentes
desafios relacionados con el contexto ecoldgico en el cual se encuentran. Las
estrategias usadas estan determinadas por la etapa del ciclo de vida de los
organismos y constrefiidas por la historia evolutiva (Flatt y Heyland, 2011).

La optimizacion de los caracteres de historia de vida, dadas las
limitaciones y las compensaciones intrinsecas y extrinsecas de un organismo,
es el resultado de los diferentes desafios ecoldgicos (e.g. parasitismo,
disponibilidad de alimentos, cambios ambientales, etc.). Estos desafios pueden
comprometer caracteres fisioldgicos claves que afectan la supervivencia y
capacidad reproductiva de un organismo, es decir, la adecuacion o eficacia
biolégica (Mgller y Alatalo, 1999; Stearns, 1989). Este compromiso fisiolégico se
da porgue los recursos energéticos disponibles para un organismo suelen ser
limitados en condiciones naturales. Por lo tanto, se dan canjes (trade-offs, en
inglés) entre los caracteres fisiolégicos, frecuentemente de forma mutuamente
excluyente. Los canjes favorecen la adecuacion y con ello, garantizan la
permanencia de las especies (Mgller y Alatalo, 1999; Stearns, 1989).

La teoria de historia de vida plantea que los organismos no pueden
maximizar la supervivencia y la fecundidad al mismo tiempo, debido a
limitaciones fisioldgicas o ecoldgicas, es decir, que un mayor esfuerzo
reproductivo implicara un costo en términos de supervivencia a corto o a largo
plazo (Flatt y Heyland, 2011). Los canjes que se dan en términos de los recursos
energéticos benefician o perjudican a los organismos, dependiendo de las
condiciones en las cuales se encuentren (Stearns, 1989). Maximizar la
supervivencia y la reproduccion sin tener un factor limitante en alguna etapa del
ciclo de vida, llevaria a los organismos a volverse una suerte de “demonios

darwinianos”. Sin embargo, en la naturaleza esto no es posible debido a que los
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recursos son limitados y las caracteristicas de historia de vida estas sujetas a
diversos factores limitantes (Fabian y Flatt, 2012; Flatt y Heyland, 2011; Stearns,
1989).

Ademas de los recursos disponibles, la genética es otro factor importante
gue influye sobre los caracteres de historia de vida, dado que para cada caracter
puede existir variacion genética subyacente. Algunos fenotipos serdn mas
favorecidos que otros bajo las condiciones existentes, lo que incrementara la
frecuencia de esos genotipos en la poblacion (Fabian y Flatt, 2012; Flatt y
Heyland, 2011). Ademas, algunos genotipos serdn mas plasticos que otros en
términos del fenotipo que expresan en ambientes determinados. Esto se conoce
como plasticidad fenotipica. La plasticidad puede ser representada mediante
expresiones matematicas conocidas como normas de reaccion que relacionan a
los diferentes fenotipos que produce un genotipo en términos del ambiente en el

que se encuentra el individuo (Fabian y Flatt, 2012)

2. El sistemainmune

El sistema inmune comprende todos los efectores que participan en la defensa
de un organismo en contra de agentes forAneos o moléculas propias alteradas
(Hasselquist y Nilsson, 2012). Se caracteriza por tener cuatro funciones
principales 1) reconocimiento inmunitario, Il) contencion de la infeccién y/o
eliminacion, Ill) regulacion de las respuestas y, IV) memoria inmunitaria en el
caso de los vertebrados gnatostomados (Janeway et al., 2009).

El sistema inmune de los vertebrados gnatostomados se divide
convencionalmente en innato y adaptativo (Medzhitov, 2007). La diferencia entre
ambos estriba en la habilidad de generar “memoria” de los antigenos que se han
reconocido en infecciones a lo largo de la vida, y diversificar las respuestas
relacionadas con este reconocimiento antigénico. Las respuestas inmune
innatas se basan en el reconocimiento rapido de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y suelen activar a los
efectores que conforman a las respuestas adaptativas (Janeway, 1992). En
particular, algunos efectores celulares del sistema inmune innato conocidos
como células presentadoras de antigenos (i.e. células dendriticas y macrofagos)

fagocitan a los patdgenos y presentan antigenos derivados de estos patdgenos
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a los linfocitos. Estos se encargan de montar una respuesta adaptativa con
capacidad de memoria (Owen et al., 2013).

Los efectores celulares de ambas ramas del sistema inmune se conocen
genéricamente como leucocitos. Estos se originan en la médula 6sea a partir de
un progenitor pluripotencial que se diferencia en una célula de origen linfoide o
mieloide. Cada linaje se diferenciard en células especializadas; la célula
progenitora linfoide se diferencia en linfocitos T, B y células NK, y la célula
progenitora mieloide se diferencia en neutrofilos, monocitos, células dendriticas,
mastocitos, eosinofilos y basofilos. Este proceso de diferenciacion y maduracion
se lleva a cabo en la médula 6sea y en drganos linfoides como el bazo, el timo y

placas linfoides intestinales (Fig. 1) (Janeway, 1992; Owen et al., 2013).
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Figura 1. Proceso hematopoyético, origen de los diferentes tipos celulares del sistema
inmune, imagen tomada de Owen et al., 2013.
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3. El sistemainmune innato

La inmunidad innata es la principal linea de defensa para la mayoria de las
especies animales, y muchas de ellas cuentan Unicamente con esta rama del
sistema inmune para defenderse de los patégenos y agentes dafinos que
comprometan su salud. Ademas, durante etapas tempranas del desarrollo de los
mamiferos, suele ser esta la rama activa del sistema inmune, ya que otros
efectores adn son inmaduros (Dowling y Levy, 2014; Prabhu Das et al., 2011).
Los efectores del sistema inmune innato detectan caracteristicas generales y
poco variables de los patdégenos invasores, por lo que la respuesta es menos
especifica y suele actuar con mayor rapidez. Se conforma de un conjunto de
proteinas y células especializadas que reconocen caracteristicas particulares de
los patdbgenos y en consecuencia activan diversos mecanismos para
contrarrestarlos. Este tipo de defensas esta presente en organismos vertebrados
e invertebrados y son necesarias para la activacion de la respuesta adaptiva
(Alberts et al., 2002).

La inmunidad innata se compone de varios tipos celulares que estan
especializados en realizar funciones que ayudan a contrarrestar la infeccion por
patégenos. En los vertebrados, las células del sistema inmune innato son las
células NK, células dendriticas, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos
y basdfilos (lwasaki y Medzhitov, 2010; Janeway et al., 2009). A excepcion de
las células NK, las demas células tienen como progenitora una célula madre de

origen mieloide.

a) Los granulocitos

Los granulocitos son células leucocitarias que incluyen a los neutréfilos,
basdfilos, mastocitos, eosinéfilos, que comparten caracteristicas morfoldgicas
comunes como un ndcleo multilobulado que los diferencia de los linfocitos y
macréfagos que tienen el nucleo redondo. El citoplasma de los granulocitos
contiene grandes cantidades de granulos de origen enziméatico, ademas de otras
sustancias vasoactivas que participan en la destruccion de los patdgenos
después de la fagocitosis, 0 en la activacion extracelular de otras respuestas,

mismas que se describiran mas adelante (Owen et al., 2013).
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Los neutrdfilos, que se caracterizan por ser fagocitos polimorfonucleares, son los
leucocitos mas abundantes en la sangre, representando entre el 50 y el 70% de
los leucocitos circulantes. En la sangre, los neutréfilos maduros tienen un
diametro aproximado de 7-10 um, cuentan con ndcleo segmentado separado por
filamentos que parecen hebras y tienen granulos primarios y secundarios, asi
como vesiculas secretoras en el citoplasma (Kolaczkowska y Kubes, 2013;
Owen et al., 2013; Winkelstein et al., 1998). Los granulos primarios azurofilicos
se componen de mieloperoxidasa (MPO), los granulos secundarios contienen
lactoferrina y los granulos terciaros se componen de gelatinasa y contienen
metaloproteinasa 9 de matriz (Kolaczkowska y Kubes, 2013).

Estas células son de las primeras en responder cuando hay procesos de
inflamacion, y los mecanismos mediante los cuales eliminan a los patégenos y
células muertas son variados (Fig. 2.). Estos mecanismos incluyen la fagocitosis,
un proceso intracelular que consiste en la ingesta de un agente patdégeno
seguido de la encapsulacion en el fagosoma y su destruccion por medio de
mecanismos dependientes de dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADP?),
especies reactivas de oxigeno (ROS) y proteinas antibacterianas como
catepsinas, defensinas, lactoferrina y lisozima. Estas proteinas son dirigidas
hacia el fagosoma o degranuladas hacia el medio extracelular (Brinkmann et al.,
2004; Kolaczkowska y Kubes, 2013). Finalmente, los neutréfilos también pueden
eliminar patégenos por medio de la formacidn de trampas extracelulares
conocidas como NETs. Estas trampas estdn formadas por cromatina
desconcentrada y por proteinas como lactoferrina, captesinas, elastasas y
mieloperoxidasa que son liberadas de los granulos que se encuentran adjuntos
al ADN, a través de un proceso llamado netosis (Brinkmann et al., 2004). Esta
liberacibn es inducida por especies reactivas de oxigeno, diversos
microorganismos como virus, bacterias, hongos, complejos antigeno-anticuerpo
y lipopolisacaridos. Las trampas inmovilizan a los patégenos y asi evitan su
propagacion, ademas de facilitar la fagocitosis y la muerte de los

microorganismos (Brinkmann et al., 2004; Kolaczkowska y Kubes, 2013).
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Figura 2. Diferentes mecanismos de ataque de los neutréfilos, imagen modificada de
Kolaczkowska y Kubes (2013).

Los conteos de neutrdfilos sanguineos son Utiles para diagnosticar
procesos de infeccién. Por ejemplo, nimeros incrementados de neutroéfilos
suelen indicar infecciones bacterianas agudas, mientras que una disminucion
marcada en el niumero de neutréfilos en la sangre se asocia a infecciones

cronicas (Winkelstein et al., 1998).

Los basdfilos son granulocitos con nucleos polimérficos, que contienen
grandes granulos llenos de proteinas basofilas, asi como mediadores de la
inflamacion como la histamina, heparina y factores eosinéfilos quimiotacticos,
que son mediadores de la hipersensibilidad que se lineran luego de la union
inmunoglobulinas tipo IgE a receptores en la membrana celular (Winkelstein et
al., 1998). Los basofilos en conjunto con los edsinofilos, son la poblacion efectora
circulante comun en procesos de alergias y reacciones de hipersensibilidad,
ademas de tener otras funciones, menos comprendidas a la fecha, las cuales
estan relacionadas con la regulacién de otros efectores imunes (Chirumbolo et
al., 2017).

26



Los eosindfilos son granulocitos de mayor tamafio que los neutréfilos. Estos
cuentan con un nudcleo bilobular y contienen granulos ricos en proteinas
catidnicas, principalmente la proteina basica mayor 1 (MBP1), proteina cationica
del eosinofilo (ECP), la neurotdxina derivada de eosindfilos (EPX) y la peroxidasa
de eosindfilo (EPX). Son células efectoras relacionadas con respuestas
inflamatorias (Weller y Spencer, 2017). En la sangre se encuentran en menor
cantidad que los otros leucocitos circulantes, ya que representan menos del 5%;
sin embargo, se pueden encontrar en mayor numero en los tejidos. Su nimero
incrementa cuando ocurren infecciones por parasitos helmintos (Owen et al.,
2013) y durante procesos alérgicos (Holt, 1998; Weller y Spencer, 2017). Estas
células sintetizan diferentes citoquinas, por lo que su funcién no solamente es la
degranulacién citotdxica, sino la participacion en diferentes funciones como la
remodelacion tisular, ademas de tener ciertas propiedades bactericidas (Weller
y Spencer, 2017). Son capaces de liberar redes similares a las de los neutrofilos,

aunqgue los componentes de estas redes difieren (Rosenberg et al., 2012).

b) Células inmunes mononucleares

Ademas de los granulocitos, el sistema inmune innato también comprende a las
células mononucleares. De estos, los monocitos constituyen aproximadamente
el 5 al 10 % de todos los leucocitos circulantes. Estas cuentan con caracteristicas
morfologicas que los distinguen de los demas leucocitos, como su forma y su
tamafio heterogéneo, nucleo ovalado o en forma de rifidn, vesiculas
citoplasmaticas y citoplasma abundante. A pesar de estas caracteristicas,
distinguir su morfologia en frotis sanguineos puede ser complicado (Auffray et
al., 2009). Cuando estas células migran hacia el tejido se diferencian en
macréfagos (Owen et al., 2013). Al igual que los granulocitos, los monocitos se
generan en la medula 6sea y en el bazo, esto ultimo mediante un proceso

conocido como hematopoyesis extramedular (Richards et al., 2012).

Los monocitos tienen una gran cantidad de receptores scavenger que se

caracterizan por el reconocimiento de PAMPs. Cuando son estimulados,
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producen grandes cantidades de ROS, factores del complemento y 6xido nitrico
(NO). Una de las funciones mas relevantes de los monocitos es que después de
fagocitar patdgenos presentan antigenos a los linfocitos T. Esto lo hacen por
medio de péptidos del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II) que
tienen en su membrana celular (Gordon y Taylor, 2005; Owen et al., 2013).
Ademas del reconocimiento de patdgenos, juegan un papel importante en la
eliminaciéon de células apoptoticas y compuestos toxicos (Auffray et al., 2009), y
en la reparacion y regeneracion tisular (Winkelstein et al., 1998). La alta
plasticidad que presentan los macréfagos les confiere la capacidad de respuesta
a diferentes estimulos ambientales, lo que provoca cambios en su fisiologia y
movilizacion, y pueden tener efecto tanto en respuestas innata como en

respuestas adaptativas (Gordon y Taylor, 2005; Mosser y Edwards, 2008)

Las células dendriticas son células fagociticas y presentadoras de
antigenos derivadas del mismo progenitor que da origen a los monocitos. Estas
células participan tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, ya que
estimulan presentan antigenos a los linfocitos T (Sallusto et al., 1995; Alvarez et
al., 2008) y ayudan en la generacion de anticuerpos primarios al activar a los
linfocitos B (Auffray et al., 2009; Stockwin et al., 2000). A diferencia de los
monocitos, son pocas las células dendriticas circulantes, y en general se
observan en los tejidos, a los que migran cuando hay procesos inflamatorios.
Morfol6égicamente, tienen diferentes procesos citoplasmaticos lo cual da como
resultado una forma de estrella con extensiones membranosas que son similares

a las células del sistema nervioso (Owen et al., 2013).
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c) Respuesta inflamatoria

La inflamacién es un proceso esencial en la defensa del huésped frente a
infecciones y dafio mecéanico (Abdulkhaleq et al., 2018). La respuesta a
inflamacion se compone de tres procesos principales como lo son la deteccién
del dafio, la induccién de la respuesta inflamatoria y la sintesis de los mediadores
posteriores para su regulacion. Estos procesos desencadenan una serie de
eventos que se caracterizan por ser organizados y dindmicos que involucran
tanto respuestas celulares, vasculares y secreciones humorales (Fig.3)
(Abdulkhaleq et al., 2018; Freire y Van Dyke, 2013; Vergnolle, 2003). Dentro de
las respuestas celulares los neutrdfilos y los macréfagos son las primeras células
en llegar al sitio de inflamacion. Estas células son capaces de reconocer la
invasion de agentes extrafios por medio de los receptores de reconocimiento de
patrones intracelulares (PRR), estos receptores son los encargados del
reconocimiento de PAMPs que estan presentes en la mayoria de los
microorganismos o de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Owen
etal., 2013). Los receptores de PAMPs més estudiados a la fecha son conocidos
como tipo Toll (TLR). Estos receptores transmembranales son capaces de
reconocer acidos nucleicos de virus, asi como lipopolisacaridos y &acidos
lipoteicoicos bacterianos y estan muy conservados entre los organismos, desde
insectos hasta humanos (Dempsey et al., 2003). La activacién de los receptores
Toll induce la produccién de citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), e interleucinas (e.g. IL-1 y IL-6), que coordinan las respuestas
inflamatorias a nivel local y sistémico, ademas de promover la vasodilatacion, lo
que permite que proteinas séricas y mas leucocitos sean reclutados al sitio de
infeccion (Schnare et al., 2001). También se da un aumento del factor sanguineo
[, el cual ayuda a activacién de la cascada de la coagulacion para prevenir la
propagacion de la infeccion por el torrente sanguineo (Kawai y Akira, 2010;
Schnare et al., 2001). Las interleucinas IL-1B y IL-6, activan a los hepatocitos e
inducen la sintesis de proteinas de fase aguda como las colectinas y pentraxinas,
gue participan en la activacion del sistema del complemento y ayudan a la
opsonizacién de los patdgenos, lo que promueve su fagocitosis (Kawai y Akira,
2010; Schnare et al., 2001).
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Las respuestas inflamatorias pueden ser agudas (con efectos a corto plazo) y
cronicas (con efectos a largo plazo) y de manera normal suele ser fuertemente
regulada para evitar inmunopatologias (Owen et al., 2013). Una vez que los
neutréfilos o macroéfagos son activados por el reconocimiento de PAMPs o
DAMPs, se liberan moléculas que actian como quimio-atrayentes y que, junto
con factores vaso-activos, desencadenan un incremento local del flujo sanguineo
en el tejido dafado. Una vez que incrementd la permeabilidad capilar, los
fagocitos y neutréfilos migran hacia la zona de dafio para provocar la muerte de
los patdégenos presentes o eliminar a las células muertas por dafio tisular. Esto
restringe el que los patégenos migren e infecten otra zona del cuerpo y asi
controlar el dafio (Owen et al., 2013; Suarez y Buelvas, 2015). La inflamacion
también es relevante porque acaba por activar a efectores del sistema inmune
adaptativo (Nathan, 2002; Owen et al., 2013; Suarez y Buelvas, 2015).
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Figura 3. Cascada de la respuesta inflamatoria (modificado de Patel y Patel, 2015).
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d) El complemento

El sistema del complemento se caracteriza por ser el puente entre la respuesta
innata y la adaptativa. Se compone por un grupo de 40 proteinas séricas que se
encuentran en forma de zimégenos (Owen et al., 2013). Este sistema realiza
diferentes funciones dentro de las cuales se encuentra la activacion de
respuestas inflamatorias, la opsonizacion de agentes extrafios y la activacion del
complejo de ataque a membrana (MAC). EI complemento también realiza
funciones antiinflamatorias, sus proteinas se unen a complejos inmunes y a
células apoptéticas, lo que provoca que sean eliminados de los tejidos dafiados
y de la circulacion (Nesargikar et al., 2012; Owen et al., 2013). La mayoria de los
componentes de este sistema son sintetizados por los hepatocitos, aunque
algunos de sus componentes pueden ser sintetizados por otro tipo de células
como macroéfagos, fibroblastos, células epiteliales, gastrointestinales y células
del tracto genitourinario. Estos componentes constituyen cerca del 15% de la

proteina globulina que se encuentra en el plasma sanguineo (Owen et al., 2013).

Existen tres vias que activan al sistema de complemento (Fig. 4). Primero,
esta la via clasica, que comienza con la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo, particularmente anticuerpos IgM e IgG. La formacién de estos
complejos provoca cambios conformacionales en la regién constante (Fc) del
anticuerpo, que es la que no se une al antigeno. Con ello se expone el sitio de
union a una de las moléculas del complemento, C1, que es un complejo formado
por Clqg, dos moléculas Cl1r, y dos moléculas Cl1s. El complejo antigeno-
anticuerpo se une a la fraccion C1lq, lo que activa a las dos moléculas de C1r
gue a su vez activan a las dos moléculas de C1s. Estas se encargan de hidrolizar
un fragmento de C4, formado por las subunidades C4a y C4b; C4b se une a C2,
que se divide por medio de C1s en dos fragmentos y se forma el complejo C4b2a
(también llamado C3 convertasa) que hidroliza a C3 en las subunidades C3a 'y
C3b (Arumugam et al., 2006; Nesargikar et al., 2012; Owen et al., 2013). La
formacion de C3b es de gran importancia debido a que esta molécula realiza
diversas funciones que ayudan a la eliminacion de patogenos al unirse a las
membranas de los microorganismos, lo que favorece su eliminacion por las
células fagociticas, un proceso llamado opsonizaciéon. C3b también puede unirse

a complejos antigeno-anticuerpo solubles, lo que provoca que los complejos
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sean fagocitados o que sean transportados al higado para su eliminacion.
Cuando C3b se une a la enzima C4b2a forma el complejo C4b2a3b, y esta divide
a otra molécula del complemento, C5, en dos fragmentos (C5a y C5b). C5b inicia
la formacion del MAC, lo que dafia las membranas de los microorganismos y
ocasiona su muerte por lisis celular (Arumugam et al., 2006; Nesargikar et al.,
2012; Owen et al., 2013). La via clasica también puede ser activada por otras
sefiales que son indicadoras de que el organismo se encuentra en algun peligro
como la proteina C reactiva, proteinas que provienen de virus, etc. (Nesargikar
et al., 2012).

La via alternativa forma parte del sistema inmune innato y no requiere de
la formacion del complejo de antigeno (Owen et al., 2013). Esta via inicia cuando
C3 es hidrdlizada, lo que provoca su unién al factor B y la formacion del complejo
soluble C3Bb, el cual funciona como una C3 convertasa. A partir de este
momento la cascada del complemento es igual que la via clasica (Arumugam et
al., 2006; Nesargikar et al., 2012; Owen et al., 2013).

Finalmente, esta la via de las lectinas que se caracteriza porque utiliza
lectinas que reconocen carbohidratos especificos de microorganismos.
Particularmente se ha demostrado que la lectina de unién a manosa (MLB) es
capaz de reconocer ademas de la manosa, reconoce N-acetil glucosamina, D-
glucosay L-fucosa. La MLB se expresa de manera continua en el higado, existen
tres proteinas que se asocian a la MLB, que se conocen como MASP (1-3), la
proteina MASP-2 divide C4 y C2 para formar C3 convertasa y a partir de esta
conversion se siguen los mismos pasos que en la via clasica para la activacion
de MAC y las demas funciones del complemento (Arumugam et al., 2006;
Nesargikar et al., 2012; Owen et al., 2013).
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Figura 4. Diferentes vias de activacion del sistema del complemento (Modificado de
Tegla et al., 2011).

4. El sistema Inmune adaptativo

Debido al enfoque de esta tesis, solo se mencionaran brevemente a los efectores
del sistema inmune adaptativo. Esta rama se compone de los linfocitos T y B,
que, a diferencia de las células del sistema inmune innato, carecen de receptores
codificados via la linea germinal. Este sistema es reciente en términos evolutivos,
ya que aparecio hace aproximadamente 500 millones de afios en los peces con
mandibulas y sus descendientes (gnatostomados). Existe un repertorio
extremadamente diverso de receptores de los linfocitos T y B, que reconocen
antigenos foraneos y antigenos endogenos alterados. La diversidad de
receptores se genera por un proceso de recombinacion de tres genes, conocidos
como VDJ, durante el desarrollo de estas células en la médula 6sea. Cada
linfocito combina un segmento de cada uno de los tres genes, lo que forma un
receptor diferente en cada linfocito. El nUmero de combinaciones es infinito, pero

al darse procesos de destruccion de linfocitos autoreactivos durante la
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maduracion en el timo, se reduce la diversidad combinatoria a cerca de 108, y
cada linfocito tiene una combinacion diferente. Cuando uno de los linfocitos
reconoce un antigeno se da un proceso de expansion clonal, que deriva en miles
de linfocitos idénticos en circulacion (Davis y Bjorkman, 1988). La alta diversidad
genética de los efectores del sistema inmune adaptativo ha permitido la
capacidad de generar una respuesta especifica contra diversos antigenos y
tener capacidad de memoria para aumentar su eficiencia ante un segundo
desafio (Ward y Rosenthal, 2014).

Los linfocitos son las principales células que participan en la respuesta
inmune adaptativa. Su origen proviene de la linea germinal linfoide y conforman
cerca del 20 al 40% de los leucocitos circulantes, ademas de representar el 99%
de las células que se encuentran en la linfa. Una de las caracteristicas distintivas
de las poblaciones de linfocitos T y B son las proteinas de superficie que
expresan, y que se denominan cumulo de diferenciacion o designacion (CD),
ademas de los receptores de membrana especificos antes mencionados, que
son conocidos como TCR Y BCR, respectivamente (Owen et al., 2013). Los BCR
también pueden ser secretadas, y en ese caso Sse conocen como anticuerpos,
mismos que circulan en el cuerpo y al reconocer antigenos especificos recubren
a los patégenos, con lo que ayudan a promover la fagocitosis (Alberts et al.,
2002).

Ademas de los linfocitos T y B, hay otras células derivadas del progenitor
linfoide. Estas son conocidas como células asesinas naturales (NK, por sus
siglas en inglés). Las células NK carecen de receptores generados mediante

diversidad combinatoria (Owen et al., 2013).
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a) Linfocitos T

Los linfocitos T son liberados del timo y migran hacia la circulacion sanguinea
para ingresar a 6rganos linfoides secundarios como nédulos linfaticos regionales
y placas linfoides. Los receptores TCR, mencionados anteriormente, se unen a
las moléculas del MHC expresadas en la membrana de otras células, con lo que
inicia la activacion de estos linfocitos (Dempsey et al., 2003; Owen et al., 2013).

Cuando las células presentadoras de antigenos, en particular las células
dendriticas, estan activas, producen diferentes sefales quimicas que activan y
diferencian a los linfocitos T en dos lineas celulares, las células T auxiliares (Tr)
y las células T citotoxicas (Tc) que se diferencian por las glicoproteinas que
expresan en membrana, CD4* y CD8* respectivamente (Dempsey et al., 2003;
Owen et al., 2013). Las células CD4* reconocen el antigeno presentado por el
MHC-I1I de las células presentadoras de antigenos, con lo que inicia la activacion
y proliferacion celular y se pueden diferenciar en diversos subtipos que producen
citoquinas, eliminan patégenos o activan a los linfocitos B (Dempsey et al., 2003).
En contraste, los linfocitos CD8* se unen a antigenos presentados por el MHC-
I, expresado en todas las células nucleadas, y se diferencian en células

citotoxicas (Owen et al., 2013).

b) Linfocitos B

Los linfocitos B se caracterizan porque sus receptores de membrana (BCR, como
ya se menciond arriba). Son moléculas de inmunoglobulinas que se unen a
antigenos especificos, y pueden estar unidos a la membrana o ser secretados a
la circulacién sanguinea. Al igual que los linfocitos T, cada linfocito B expresa un
determinado BCR con especificidad uUnica. Cuando los linfocitos B estan
activados se diferencian en células plasmaticas, las cuales se especializan en
secrecion de anticuerpos, o en células de memoria, que son almacenadas en los
nodulos linfaticos (Owen et al., 2013). Este proceso de diferenciacion se da por

comunicacién con los linfocitos T CD4* (Yuseff et al., 2013).
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c) Células NK

Las células NK son linfocitos que no expresan receptores antigénicos en la
membrana y participan en respuestas inmunes innatas y adaptativas (Owen et
al., 2013). Son células especializadas en la defensa contra patdogenos
intracelulares como virus y contra células malignizadas, ya que inducen la
apoptosis de las células infectadas o transformadas. Esto lo hacen por medio de
receptores activadores e inhibidores que reconocen ligandos propios y ajenos
(Medzhitov, 2007; Owen et al., 2013). También pueden eliminar células
dendriticas inmaduras, por lo cual también actian como reguladores de la

respuesta inmune (Bostik et al., 2010).

Las células NK cuentan con granulos citotéxicos; si las células somaticas
carecen de MHC clase | en su membrana, seréan lisadas. También expresan
receptores de la Fc de las inmunoglobulinas, por lo que pueden destruir

patdgenos cubiertos de anticuerpos (Owen et al., 2013).

5. Inmunidad neonatal

La capacidad de defensa inmune de los organismos varia con la edad, por lo que
hay etapas ontogénicas en las que se suele ser menos eficiente en la
implementacion y mantenimiento de una respuesta inmune, sobre todo las
etapas de desarrollo temprano, que van desde la etapa embrionaria, la fase
neonatal y la infancia (Dowling y Levy, 2014). Los neonatos Yy lactantes nacen
con un sistema inmune adaptativo inmaduro, y suelen depender méas de su
sistema inmune innato y de la inmunidad pasiva materna para protegerse contra
infecciones a las que se encuentren expuestos (PrabhuDas et al., 2011). Sin
embargo, incluso los efectores innatos pueden funcionar de manera sub6ptima
(PrabhuDas et al., 2011; Dowling y Levy, 2014) debido a mecanismos de
inmunotolerancia, esencial para permitir que se establezca la microbiota. Por
ejemplo, estudios realizados en humanos demuestran que la produccion de
citoquinas aumenta rapidamente entre el nacimiento y los dos afios de edad, y
hay mayor produccion de interleucina 10 y 17 y de células de ayuda (TrH17) en
respuesta a la estimulacion de los TLR por PAMPs, lo que provoca una

disminucién de la produccién de células pro-inflamatorias Tul. Las células NK

37



de los neonatos tampoco funcionan como en etapas adultas, ya que producen
pocos granulos citotéxicos, lo que contribuye a que los infantes sean mas
susceptibles a infecciones virales (Guilmot et al., 2011). Incluso, el mayor
porcentaje de la mortalidad por infecciones a nivel mundial es en nifios menores
de cinco afios, particularmente en individuos que no recibieron leche materna o

que no tienen una nutricion adecuada (Carr, 2000; Dowling y Levy, 2014).

Ademas de la inmadurez fisiologica por el desarrollo, la inmunidad de los
neonatos puede ser afectada por diversas condiciones extrinsecas. Por ejemplo,
se sabe que la funcion y produccion de los neutréfilos varian considerablemente
en los neonatos que han pasado por algun proceso de estrés (Owen et al., 2013).
Estudios realizados en roedores neonatos, demostraron que en condiciones de
estrés, la actividad de los neutrofilos frente a un desafio bacteriano es mas lenta
debido a que hay pocos neutréfilos de reserva y pocas poblaciones de células
progenitoras de neutrofilos inactivos en la medula 6sea (Carr, 2000). En
humanos, el estrés también provoca alteraciones en el funcionamiento de la
actividad fagocitica de los neutrofilos de neonatos, asi como la reduccién en la
liberaciébn de péptidos antimicrobianos y en la produccién de las especies
reactivas de oxigeno, alteraciones en la formacién de NETs y decremento en la
adherencia de los neutréfilos a PAMPs (Dowling y Levy, 2014). Es por esto que
la influencia del sistema inmune materno durante la gestacién fetal y la
colonizacion microbiana posnatal desempefia un papel fundamental en la
induccion, el entrenamiento, mantenimiento y la funcién del sistema inmune de

las crias (Dowling y Levy, 2014).
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6. Ecoinmunologia

La ecoinmunologia es una disciplina integrativa que surgio recientemente a raiz
de diversas investigaciones que comenzaron a relacionar la importancia de los
factores ambientales y evolutivos en el sistema inmune, y a explicar las
variaciones entre las respuestas inmunes de los individuos en este contexto
(Demas y Nelson, 2011). Uno de los grandes avances de la ecoinmunologia fue
integrar al sistema inmune como una caracteristica importante en la historia de
vida de los individuos, debido a los altos costos, restricciones e interacciones
complejas que estan implicados en las respuestas inmunes (Downs et al., 2014).
Los costos metabdlicos que se derivan de la exposicidon a algun desafio inmune
son dificiles de caracterizar (Lochmiller y Deerenberg, 2000). Cuando un
organismo se enfrenta con un patdgeno, el costo real de la infeccion no se estima
por el dafio directo del parésito hacia el hospedero, sino en los costos que se
imponen en la activacion y el mantenimiento de la respuesta inmune del
huésped, y a la pérdida de esos recursos por parte de otros procesos fisiolégicos
(Lochmiller y Deerenberg, 2000; Downs et al., 2014). Se ha propuesto que debe
haber compensacion en la obtencién de recursos energéticos, pero no siempre
se observa esto, sobre todo en poblaciones silvestres en las cuales el acceso a
nutrientes es limitado (Lochmiller y Deerenberg, 2000; Moret y Schmid-Hempel,
2000). Uno de los principales objetivos de la ecoinmunologia es entender los
factores intrinsecos y extrinsecos que provocan cambios en la efectividad del
sistema inmune y en la susceptibilidad, resistencia, y tolerancia de los
organismos (Demas y Nelson, 2011). Esto incluye las variaciones que existen en
un contexto ambiental en el cual se encuentran los organismos.

La ecoinmunologia esta enmarcada en el contexto de la teoria de historia
de vida, que se abordd en la primera parte del presente capitulo. A continuacion,
se presentaran aspectos de la ecoinmunologia que son relevantes para la

presente tesis.
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a) Canjes energéticos relacionados con las respuestas inmunes

El sistema inmune es considerado un caracter de historia de vida, ya que el
mantenimiento y la activacion de una respuesta inmune contra algun agente
patégeno es costosa, por lo que puede competir por recursos contra otras
caracteristicas como la supervivencia y la reproduccion (Demas y Nelson 2011;
Downs et al., 2014). Se ha propuesto que cuando los organismos enfrentan un
desafio inmune, debido a que las respuestas son energéticamente
demandantes, esto puede provocar un canje 0 compensacion que afecta
directamente otra caracteristica o proceso fisioldégico del individuo (Verhulst et
al.,, 1999). En el caso de la reproduccion, expresar caracteres sexuales
secundarios requiere de una alta inversion de recursos pues son de gran
importancia en la eleccion de pareja y en el éxito reproductivo del individuo que
los requiera, sobre todo en especies sexualmente dimérficas (Folstad y Karter,
1922; Verhulst et al., 1999). Sin embargo, estos caracteres se pueden ver
comprometidos cuando la distribucion de los recursos tiene que ser reasignada
para montar y mantener una respuesta inmune (Folstad y Karter, 1922). La
longevidad es otro caracter importante que esta estrechamente relacionada con
la reproduccion y el sistema inmune. Estudios realizados en aves de diversas
especies demostraron que la variacion en la esperanza de vida puede ser un
factor para determinar la asignacion de recursos entre éstos dos caracteres,
debido a que las aves con una esperanza de vida corta invierten menos en su
respuesta inmune innata en comparacién con aquellas aves que tienen una
longevidad mayor, ya que la probabilidad de aparearse después es mas alta en

comparacion con las que viven un periodo corto (Tieleman et al., 2005).

La reproduccién suele ser altamente costosa y se sabe que la funcién del
sistema inmune se ve reducida durante la reproduccién en diferentes especies
debido a que incremente la demanda por recursos durante el proceso de cortejo,
defensa territorial, el embarazo, el cuidado parental, entre otros (Demas et al.,
1997; Mauget et al., 1997). Por ejemplo, un estudio demostré modificaciones
conductuales vy fisiologicas durante la etapa reproductiva en el gorrion Passer
domesticus, provocadas por la exposicion a los lipopolisacaridos (LPS) de

Escherichia coli. Especificamente, se observaron alteraciones en el éxito
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reproductivo y en la masa corporal de los padres, asi como alteraciones en la

alimentacion de las crias (Bonneaud et al., 2003).

Los canjes pueden ser mas evidentes cuando los individuos se encuentran en
mala condicion corporal, 0 si los recursos son escasos, lo que incrementa la
susceptibilidad de los individuos a las enfermedades (Houston et al., 2007). En
estas situaciones, la asignacion optima de recursos hacia el sistema inmune
disminuye a medida que escasean las reservas energéticas. Como ejemplo, se
ha visto que al disminuir las concentraciones de proteina en la dieta de ratones
infectados con el nematodo Trichuris muris, no hubo alteracion en su masa
corporal, pero si en su crecimiento y en su capacidad de eliminar a los
nematodos, en contraste con aquellos ratones cuya dieta era alta en proteinas
(Michael y Bundy, 1992). Esto también se ha demostrado en estudios realizados
con aves (Klasing, 1998), y en invertebrados. Por ejemplo, un estudio con
abejorros, Bombus terrestres, desafiados con LPS durante un estado de
inanicion reporté que la supervivencia se redujo significativamente entre un 50 y
70 % con estas condiciones (Moret y Schmid-Hempel, 2000), y se demostré que
para las larvas de Drosophila melanogaster, montar una respuesta inmune
disminuye su adecuacion, y altera su crecimiento y desarrollo (Hoang, 2002). En
conjunto, los canjes energéticos provocados por algun desafio inmune, pueden

tener una connotacion importante en su historia de vida.

Para los mamiferos marinos hay poca informacién respecto a la ontogenia
del sistema inmune y los caracteres de historia de vida dentro de un contexto
ecologico. Entre los estudios realizados, se han reportado cambios en la
respuesta inflamatoria de crias de lobo marino de California, Zalophus
californianus, durante tres etapas de su desarrollo temprano. La inflamacién
dependia del contexto de las crias, donde a los dos meses la respuesta era
influida por la condicién corporal de las crias, mientras que a los cinco meses
dependia de la ocurrencia de procesos infecciosos concomitantes (Vera-
Massieu et al., 2015). Se propuso que las reservas energéticas de las crias,
cuando dependen exclusivamente de la leche materna, son un factor limitante
en la respuesta inmune, mientras que las crias de mayor edad, quienes cuentan

con un sistema inmune mas desarrollado y comienzan a incluir algunas presas
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en su dieta, ya se enfrentan a agentes infecciosos y su respuesta inflamatoria se
relaciona con estos procesos (Vera-Massieu et al., 2015). Otro estudio realizado
en una especie filogenéticamente cercana, el lobo marino de Galdpagos,
Zalophus wollebaeki, demostré que el estrés de origen antropico impacta el
funcionamiento de diversos efectores inmunes (Brock et al., 2013).

El cuidado parental y la lactancia son otros caracteres de la historia de
vida de los individuos y son de gran importancia para el funcionamiento del
sistema inmune de las crias. Existe gran variacion en las estrategias de cuidado
parental y lactancia, siendo larga para algunas especies y extremadamente corta
para otras. En los pinnipedos fécidos la lactancia suele ser mas corta que en los
pinnipedos otaridos; lo que supone presiones selectivas diferentes para ambas
familias. Un estudio realizado durante la lactancia de focas de puerto, Phoca
vitulina, adultas y crias demostro que la funcién de los linfocitos y los niveles del
anticuerpo IgG de y los efectos parecen provocados por el estrés al que estan
sometidas y a los cambios hormonales asociados a la lactancia y al estro,
mientras que en las crias, la funcionalidad de los linfocitos y los niveles de IgG
son inferiores al nacer y mas altos al final de la lactancia, lo que implica
diferencias en la susceptibilidad a las enfermedades cuando se requiere la
inversion de recursos en otras funciones de acuerdo al contexto en el cual se

encuentren los organismos (Ross et al., 1993).

b) Dimorfismo sexual en las respuestas inmunes

Se sabe que en algunas especies existen diferencias en las respuestas inmunes
entre sexos. Una explicacion es la que propone la hip6tesis de la desventaja en
la inmunocompetencia (ICHH, por sus siglas en inglés). Esta hipétesis describe
gue la expresion de caracteres sexuales secundarios impacta a la competencia
del sistema inmune. Este efecto estd mediado por andrégenos que tienen un
efecto de inmunosupresion (Folstad y Karter, 1992). Sin embargo, el efecto
también puede deberse a la reasignacion de los recursos energéticos, sobre todo
en aquellos casos en que se ha demostrado una inmunosupresion en los machos
sin la intervencién de hormonas sexuales (Folstad y Karter, 1992). Otra opcion

de control enddocrino son los glucocorticoides, las hormonas secretadas en
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respuesta al estrés (Roberts et al., 2004). La ICHH sirve de marco para entender
las sefiales honestas de caracteres sexuales secundarios bajo seleccion sexual.
Por ejemplo, la golondrina comun Hirundo rustica, se caracteriza porque los
machos tienen las plumas de la cola muy largas, y este ornamento esta bajo
seleccidon seuxal, ya que las hembras tienen preferencia por aquellos machos
con colas largas (Saino y Mgller, 1996). De ser una sefial honesta, la cola larga
indicaria que se trata de un “buen macho”, ya que solamente los machos de
buena calidad podrian darse el lujo de invertir en ambos procesos fisioldgicos y
resistir la presion de los patogenos (Hamilton y Zuk, 1982; Mgller y Alatalo,
1999). Sin embargo, también puede haber sefales deshonestas. Por ejemplo,
se demostrd que frente a un desafio inmune con glébulos rojos de cordero los
machos que poseen una cola mas larga tienen niveles bajos niveles de gamma
globulina en comparacion con los machos que tenian la cola mas corta, lo que
sugiere que el tamafio de la cola como caracter sexual impone un compromiso
entre reproduccion y el sistema inmune de estas aves, tal y como sugiere la
ICHH. Otros estudios, sin embargo, no han encontrado evidencia que sustente
esta hipotesis, particularmente en especies en las que el dimorfismo sexual no

es tan evidente (Nowak et al., 2018).

c) Efecto del estrés sobre las respuestas inmunes

El estrés es un proceso fisiolégico caracterizado por alteraciones en la
homeostasis que, de no ser resueltas en un tiempo corto, pueden alterar el
funcionamiento del sistema inmune (Black, 2002; Segerstrom y Miller, 2004).
Existen dos tipos de estrés; el agudo que es una respuesta benéfica debido a
que proporciona a los individuos mecanismos de proteccion frente a un entorno
adverso, y el cronico. Este ultimo puede provocar alteraciones y dafios

perjudiciales en la salud (Vitlic et al., 2014).
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Durante el estrés se activan dos ejes, el Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), y
el circuito simpatico-medular (SAM). La activacion del eje HPA induce la
secrecion de hormona corticotropina (CRH), que a su vez estimula a la hormona
adenocorticotropica (ACTH) y ésta a su vez estimula a las glandulas
suprarrenales que son las encargadas de secretar glucocorticoides, como el
cortisol (Vitlic et al., 2014). Por otro lado, el circuito SAM estimula la sintesis y
liberacion de catecolaminas como la adrenalina y la noradrenalina por parte de
la médula de la glandula adrenal (Vitlic et al., 2014). Hay evidencia de que la
sintesis prolongada de glucocorticoides puede suprimir al sistema inmune — en
particular, las respuestas pro-inflamatorias — y provocar alteraciones en sus
efectores (Sorrells y Sapolsky, 2007). Al contrario, el estrés agudo no provoca
inmunosupresion, sino una activacion del sistema inmune (Viswanathan y
Dhabhar, 2005; Vitlic et al., 2014).

Al reducir las respuestas pro-inflamatorias, el estrés cronico puede
incrementar la severidad de las enfermedades infecciosas y la ocurrencia de
transformaciones neoplasicas. Sin embargo, también puede exacerbar
enfermedades alérgicas y autoinmunes (Segerstrom y Miller, 2004). Una posible
explicacion de este efecto dual es que el estrés crénico provoca cambios en las
células Th al alterar la expresion de las citoquinas que producen y por eso puede
desencadenar un efecto inmunosupresor o uno inmunoinductor. Existe evidencia
experimental de estos efectos. Por ejemplo, se demostré un aumento en los
leucocitos totales circulantes en ratones bajo estrés cronico en comparacion con
el grupo control (Viswanathan y Dhabhar, 2005), y otro estudio realizado en
humanos demostr6 que durante eventos de estrés sostenido hubo una
disminucién en la produccién del interferon gama (IFN-y) y un aumento en los
niveles de IL-10 (Marshall et al., 1998).
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7. El modelo de estudio: el elefante marino del Norte (Mirounga

angustirostris)

El elefante marino del Norte, Mirounga angustirostris, se distribuye en el
hemisferio norte, desde la costa de Baja California, México, hasta el oeste de las
islas Aleutianas en Alaska, sus territorios reproductivos abarcan las islas y
peninsulas de California, EE.UU, y Baja California, México (Elorriaga-
Verplancken, 2015; Le Boeuf y Laws, 1994).

A principios de 1800 y hasta finales de 1860 el elefante marino del Norte

era cazado para la recoleccion de grasa, lo cual provocé que hacia finales de
1870 la especie fuera considerada en peligro de extincién (Bartholomew y
Hubbs, 1960). Con base en esto, los gobiernos de México y de los Estados
Unidos de Norteamérica tomaron medidas para proteger y conservar la especie.
Estas medidas han tenido gran éxito en la recuperacion: en el 2014 se reporto la
existencia de cerca de 21 colonias en México y en el Sur de California, con una
poblacién entre 210,000-239,000 individuos (Elorriaga-Verplancken, 2015;
Lowry, 2014; Spraker et al., 2014).
Después del elefante marino del sur, Mirounga leonina, del hemisferio sur el
elefante marino del Norte es la segunda especie mas grande del orden
Pinnipeda. La especie presenta un marcado dimorfismo sexual en el tamafio
corporal y en los caracteres sexuales secundarios, ya que los machos adultos
son mas grandes (5.03 a 6.71 m con un peso aproximado de 2,300 kg) que las
hembras adultas (2.65 a 2.82 m con un peso entre 360 y 710 Kg), tienen una
probéscide nasal y piel gruesa rojiza y rugosa en la parte inferior y lateral del
cuello (Fig. 5) (Le Boeufy Laws, 1994).
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Figura 5. Elefante marino adulto. Se puede observar su proboscide y la piel arrugada

y mas gruesa del cuello.

Como se comentaba anteriormente, en las especies sexualmente
dimorficas los caracteres secundarios que presentan los machos se consideran
indicadores de la cantidad de recursos disponibles, asi como la aportacion de
“buenos genes” que pueden garantizar la supervivencia de la descendencia
(Mgller y Alatalo, 1999). Se ha demostrado que las hembras eligen a los machos
de acuerdo a los indicadores honestos de su calidad (Gao et al., 2016; Kutzer y
Armitage, 2016; Neff y Pitcher, 2005). Es por ello que los machos de muchas
especies se ven sometidos a la competencia entre machos para poder tener
mayor éxito reproductivo. Las dos especies de elefante marino son un claro
ejemplo de especies sujetas a una alta competencia reproductiva, ya que
ademas de su marcado dimorfismo sexual y apareamiento poliginico, los machos
tienen un comportamiento agresivo con fuertes peleas con las que establecen

su jerarquia social y dominancia sobre las hembras (Lindenfors et al., 2002).
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Para el elefante marino del Norte hay cinco categorias de machos: machos
adultos (8 a 12 afios), machos sub adultos 1 (4 afios), machos sub adultos 2 (5
afios), machos sub adultos 3 (6 afios) y machos sub adultos 4 (7 afios) (Le Boeuf
y Law, 1994). Los machos adultos llegan a las playas a principios de diciembre
y compiten con otros machos poder establecer su territorio. Cuando un macho
domina a otro, el macho dominado mantiene una distancia de 5 a 7 m y esta
jerarquia se mantiene hasta mediados de marzo. Cuando arriban las hembras a
las playas, los machos las mantienen en su territorio durante toda la etapa de
reproduccion, que continla hasta mediados de marzo (Le boeuf, 1972). Las
hembras se agregan y en conjunto con el macho alfa 0 macho dominante forman
un harén, sin embargo entre mayor sea la poblacién de hembras, los machos
subordinados y machos sub-adultos comienzan a aproximarse y en ocasiones
logran introducirse al territorio y aparearse con algunas hembras, sobre todo con
aquellas que se encuentran en la periferia del harén (Le Boeuf, 1972; Le Boeuf
y Law, 1994), como se puede observar en la Fig. 6. Un harén puede estar
formado por alrededor de 100 hembras o mas. Cuando se establece la jerarquia,
el macho alfa mantiene alejado a los subordinados por medio de vocalizaciones
que realiza con la cabeza y cuello elevados con el apoyo de sus antebrazos (Le
Boeuf y Law, 1994). Estas vocalizaciones son sefales de advertencia y

mantienen alejados a los machos intrusos.
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S o

Figura 6. Harén en el cual se puede observar la presencia de dos machos, uno cerca

del aguay el otro en la periferia del harén.

El ayuno estacional es una caracteristica importante de la historia de vida
de los elefantes marinos. Al ayunar los machos maximizan la preservacion de
sSus genes a través de las generaciones, ya que si se alejaran del harén para
alimentarse, otros machos tendrian la oportunidad de aparearse con las
hembras, asi que un macho alfa depende de su capacidad de permanencia en
tierra por hasta 100 dias sin alimentarse (Emlen y Lewis, 1977). Por otra parte,
las hembras logran transmitir a las crias una gran cantidad de energia por medio
de la leche en muy poco tiempo, sin que requieren dejar a su cria en la playa
para buscar alimento, en contraste con los otaridos. Esto les da la ventaja de
librarse en un corto plazo de la cria y prepararse para futuros descendientes
(Emleny Lewis, 1977; Le Boeuf y Law, 1994; Reiter et al., 1978).
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Las hembras gestan por primera vez entre los 3 y 6 afios de edad y a partir de
este momento tienen una cria anual hasta su muerte, con una longevidad
promedio de aproximadamente 20 afios. En contraste, los machos comienzan su
etapa reproductiva entre los 8 y 12 afios de edad, con una esperanza de vida de
13 a 14 afos. Se sabe que las hembras que se reproducen por primera vez entre
los 4 y los 5 afios de edad tienen mayor éxito reproductivo en comparacion con
las hembras primiparas de 3 afos (Le Boeuf y Law, 1994). Sin embargo, no
parece haber diferencias en crias de hembras primiparas (4 y 5 afios) y crias de
mamas con mayor edad (Huber, 1987). Por otro lado, otros estudios han
demostrado que la experiencia materna, independientemente de la edad, puede
ser un factor que determine la supervivencia de las crias (Riedman y Le Boeuf,
1982).

Las colonias reproductivas suelen estar en zonas aisladas, se
caracterizan por ser playas planas, con pendientes graduales o en forma de
relieve (Le Boeuf y Law, 1994). Los elefantes marinos del Norte suelen preferir
sustratos arenosos y éstas playas son las que suelen habitarse primero y las que
presentan mayor demanda en las etapas de pre-reproduccion o muda. Los
animales de menor dominancia empiezan a utilizar las playas que contienen
canto rodado y al final, las playas rocosas. Los elefantes marinos del Norte
suelen buscar humedad para termoregular, por lo que el sustrato de arena y
canto rodado es de mucha utilidad para que los animales adultos y las crias
arrojen sobre su espalda arena y rocas pequefias para refrescarse en los dias
calurosos. Ademas, las playas de arenas favorecen su desplazamiento (Le
Boeuf y Law, 1994). La especie realiza dos migraciones anuales que varian de

acuerdo al sexo y la edad (Elorriaga-Verplancken, 2015).

Las hembras que arriban a las islas a mediados de diciembre estan
prefiadas y, en promedio, en 6 dias dan a luz a una cria (Fig. 7). Después de que
las crias son destetadas (lo que ocurre aproximadamente 28 dias después de
haber nacido) las hembras regresan al mar por un periodo de 70 dias para
alimentarse, antes de regresar a tierra durante un mes para mudar su pelaje.
Una vez completada la muda, regresan al mar donde permanecen hasta por
ocho meses previo a regresar a las playas para volver a dar a luz a las nuevas

crias.
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Los machos permanecen hasta cuatro meses en el mar después del periodo de
reproduccion, y regresan a tierra durante un mes en verano para mudar el pelaje
antes de regresar al mar durante cuatro meses previos al inicio de la temporada
de apareamiento (Le Boeufy Law, 1994).

La filopatria no es tan marcada en esta especie como en otros pinnipedos.
Sin embargo, cerca del 71% de las hembras que nacieron en la Isla de Afo
Nuevo en 1970, regresaron a dar a luz a su primera cria en la misma colonia en
la cual habian nacido. Cuando no logran establecerse en los lugares de
nacimiento, buscan territorios aledafios a su colonia de origen (Reiter et al.,
1981). Esto generalmente es provocado por el incremento de la densidad
poblacional, ya que las hembras buscan proteger a sus crias de aplastamiento
por parte de machos o inclusive de dafios fisicos provocados por mordeduras de

otras hembras (Reiter et al., 1981).

Figura 7. Hembra y cria de elefante marino del Norte. La cria tiene aproximadamente

tres dias de vida.
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Las crias del elefante marino comienzan a meterse al agua dos semanas
después de haber sido destetados, esta interaccidn les permite aprender a nadar
y a bucear en aguas poco profundas que suelen estar cerca de la colonia en la
cual nacieron (Le Boeuf y Law, 1994; Riedman y Le Boeuf, 1982). Permanecen
en tierra hasta que alcanzan los 3 meses y medio, momento en el que
abandonan la colonia. En otofio aproximadamente 4 o 5 meses después de su
primer viaje al mar, regresan a tierra por un mes y retornan al mar por otros 4 o
5 meses. Ambos sexos realizan dos viajes al mar por afio hasta que llegan a la
pubertad. Al alcanzar la edad reproductiva, los machos ya no regresan en otofio
y permanecen en el mar por aproximadamente 11 meses, después de ello el
comportamiento de macho adulto es adquirido y su duracion en el mar disminuye
a 8 meses (Le Boeuf y Law, 1994; Riedman y Le Boeuf, 1982).

Las crias al nacer pesan en promedio de 30 a 42 kg y miden
aproximadamente 1.25 m. Después del destete las crias pesan hasta 127.3 +
15.9 kg (Ver Figura 8) (Reay Costa, 1992). Comparativamente, son mas grandes
que las crias del elefante marino del sur (121 kg), lo que se debe a la duracién
de la etapa de lactancia, que es mayor en crias del elefante marino del Norte: 28
dias en comparacion con los 23 dias del elefante marino del Sur (Le Boeuf y
Law, 1994).

El traumatismo provocado por aplastamiento de machos adultos es una
de las principales causas de muerte de las crias, seguido por inanicién
ocasionado por un mal cuidado materno durante el periodo de lactancia, y
finalmente, las infecciones y anomalias congénitas (Spraker et al., 2014). En el
caso de enfermedades infecciosas se ha reportado la presencia de diferentes
bacterias en crias como E. coli, Streptococcus equi, Streptococcus spp. Y

Enterococcus spp. (Spraker et al., 2014).
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Figura 8. Cria del elefante marino del Norte recién destetada.

El cuidado parental de los mamiferos varia en términos de inversion y
tiempo (Reiter et al., 1978). Sin embargo, se sabe que la mayoria de las especies
presentan una transicion gradual entre la dependencia alimenticia y la proteccion
por parte de los padres, y es comun que continde la inversion parental en las
crias después de que se da el destete hasta la etapa juvenil. Esto se ha reportado
para roedores, rumiantes, carnivoros y primates (Reiter et al., 1978). No
obstante, existe el extremo opuesto, en el cual no se proporciona ninguna
inversion parental después de la etapa de lactancia, como es el caso del elefante
marino del Norte, el elefante marino del Sur y la foca gris Halichoerus grypus
(Anderson et al., 1975; Laws, 1956; Le Boeuf et al., 2000) en los cuales la
transicion es abrupta, y posterior a éste el cuidado parental desaparece por
completo. En estas especies, la supervivencia y la obtencion del alimento post-
destete dependera completamente de las crias, por lo que las crias experimentan
una situacion de estrés constante y han tenido que desarrollar diferentes
estrategias que les permiten mantenerse con vida y aprovechar al maximo la
lactancia.
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Las estrategias de las crias suelen ser diferentes entre machos y hembras. Por
ejemplo, el robo de leche de crias destetadas hacia otras hembras adultas que
aun estan amamantando a su cria es mayor en los machos que en las hembras
(Reiter et al., 1978).

El periodo posterior al cese del cuidado materno es un punto critico para
la supervivencia de las crias, ya que son vulnerables a depredadores, cambios
ambientales y exposicion a patégenos; ademds, los nutrientes con los que
cuentan son limitados (Reiter et al., 1978). También se ha reportado que las crias
nacidas de madres con experiencia tienen mayor probabilidad de sobrevivir que
aquellas crias de madres primerizas (Riedman y Le Boeuf, 1982). Es por estos
factores que las crias se ven sometidas a una fuerte presion de seleccién durante

este periodo de ayuno prolongado (Champagne et al., 2012).

JUSTIFICACION

En la actualidad la informacién que se tiene sobre enfermedades en poblaciones
naturales es escasa (Thompson et al., 2010). Se han realizado diversos estudios
que tratan de entender los factores que afectan la respuesta inmune en
poblaciones naturales, asi como los costos que provoca la interaccién parasito
hospedero y la implementacion de respuestas inmunes (Brock et al., 2013; Vera-
Massieu et al., 2015). Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios
sobre los factores que limitan las respuestas inmunes en una especie
caracterizada por un periodo corto de lactancia e inversion parental, como es el
caso del elefante marino del norte (Mirounga angustirostris). Mucho menos se

ha explorado esta relacién en un contexto ecolégico.
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HIPOTESIS
Hipotesis 1
El destete de las crias repercute en su respuesta inmune.

Prediccion: Las crias recién destetadas tendran mejor respuesta inmune

que las crias en etapa de destete tardio.
Hipotesis 2

La disponibilidad de recursos energéticos afecta la respuesta inmune innata de

las crias.

Prediccion: La respuesta inmune innata de las crias sera mayor en las

crias que tengan mas recursos energeéticos.
Hipotesis 3
La respuesta inmune innata de las crias es diferente entre sexos.

Prediccion: Los machos tendrdn mejor respuesta inmune innata que las

hembras
Hipotesis 4
El estado de salud de las crias afecta la respuesta inmune innata inducida.

Prediccion: La respuesta inmune innata de las crias enfermas, con heridas
o con inflamacion sera menor que la de las crias sanas.

Hipotesis 5

La densidad poblacional y tipo de territorio afecta la respuesta inmune innata de

las crias.

Prediccion: La respuesta inmune innata de las crias que nacen en
territorios con densidad poblacional alta es menor que la observada en
territorios de baja densidad poblacional si una mayor densidad poblacional

ocasiona estrés en las crias.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Explorar los factores que influyen en la variacion de la respuesta inmune de crias

del elefante marino del Norte.

Objetivos especificos

Determinar si la respuesta inmunologica varia de acuerdo a la etapa del

desarrollo temprano de las crias del elefante marino.

Determinar si los recursos energéticos influyen en la eficiencia y la magnitud de

las respuestas inmunolégicas en las crias de elefante marino.

Esclarecer si existe variacion de las respuestas inmunoldgica entre sexos en las

crias del elefante marino.

Explorar la relevancia del territorio en el cual nacieron las crias en las respuestas

del sistema inmunitario de las crias del elefante marino

Examinar la importancia de la densidad poblacional, como indicador indirecto de

estrés, en las respuestas inmunoldégica de las crias del elefante marino.
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MATERIALES Y METODOS

a) Sitio de muestreo

Este estudio se llevo a cabo en el archipiélago de San Benito. Este sitio se
encuentra a 140 kilébmetros al Oeste de la peninsula de Baja California y se
compone por tres islas; la isla del Oeste formada por 386 hectareas, la isla Medio
con 44 hectareas y la isla del Este con 142 hectareas (Fig. 9), con una altitud

maxima de 1204 m sobre el nivel del mar.

El Archipiélago de San Benito tiene un clima arido con lluvias
predominantes en invierno, su vegetacion es escasa y estd compuesta por
matorral desértico. Cuenta con 53 especies de plantas de las cuales tres son
endémicas y seis insulares. Es considerado el sitio de con mayor abundancia de
aves marinas en todo el Pacifico oriental debido a que llegan a anidar
anualmente mas de dos millones de aves marinas de trece diferentes especies
(DOF: 07/12/2016). También habita una especie de reptil y en sus alredores
habitan especies marinas de gran interés comercial como el abulén azul, Haliotis
fulgens, y la langosta roja, Panulirus interruptus. Estos se encuentran bajo
concesion exclusiva desde hace mas de 70 afios por la cooperativa pesquera

Pescadores Nacionales de Abulén (PNA).

El archipiélago de San Benito también es de gran importancia para los
pinnipedos de México. Esto es porque es el Unico lugar en el cual coexisten
cuatro especies de pinnipedos; el elefante marino del Norte, Mirounga
angustirostris; la foca comun, Phoca vitulina; el lobo marino de California,
Zalophus californianus; y el lobo fino de Guadalupe, Arctocephalus philippii
townsendi (Elorriaga-Verplancken, 2015).

Las islas que conforman al archipiélago se encuentran dentro de una
Reserva de la Biosfera en la region conocida como Islas del Pacifico de la
Peninsula de Baja California, decretado en el 2016 (DOF: 07/12/2016).
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Figura 9. Mapa del archipiélago de San. Benito. Se conforma de tres islas volcanicas:
San Benito Oeste, San Benito Medio y San Benito Este. Imagen tomada de (Elorriaga-
Verplancken, 2015).

b) Marcaje de animales

Durante la primera semana del trabajo de campo, diariamente, entre las 6:00 y
las 18:00 horas, se visitaron las colonias y se realizaron observaciones de las
hembras adultas y de las crias. Se llevaron registros sobre la presencia de crias
y ubicaciones en la colonia. Se marcaron con peréxido de hidrogeno a todas las
crias que se encontraban con sus madres. Para esto se utilizaba un palo que
permitiera acercarse a su lomo. La marca tenia como finalidad que se pudiera
revisar, cada dia, si las crias seguian con sus madres. En el momento en que ya
no estaba presente la madre, la cria era considerada recién destetada. En ese
momento, cada cria era capturada y contenida de manera manual para realizar

la toma de datos morfométricos y muestras biolégicas.
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c) Colecta de datos morfométricos

Se capturaron 40 crias del elefante marino del Norte durante dos etapas del
desarrollo temprano (recién destetadas y a los 34 dias, antes de la primera muda
de piel) en seis territorios de apareamiento en el archipiélago de San Benito, Baja
California (28.30°N, 115.56°W) durante la temporada reproductiva de 2017. Para

cada territorio de registro el tipo de sustrato y la orientacion.

Para cada cria se registro el sexo, y se colocaron aretes de plastico que
tenian una identificacibn numérica Unica en cada aleta posterior. Se pint6 el
mismo numero en el lomo de la cria con peroxido de hidrégeno. En cada
muestreo se tomaron medidas de longitud estandar y didmetro axilar. Debido al
tamafo de las crias y a las condiciones del muestreo, no fue posible pesarlas.
Sin embargo, se obtuvieron dos medidas del grosor de la capa de grasa (a nivel
umbilical lateral y a nivel caudal dorsal; todas se tomaron por triplicado). También
se tomaron fotografias laterales de cada individuo a una distancia conocida, con
el fin de poder obtener la masa corporal de cada cria con el uso de fotogrametria

(ver seccibn g).

La condicion corporal se determind con base en la relacion escalar entre

la masa corporal y la longitud total de las criasd de acuerdo con Peig y Green

(2009), el indice de masa escalada de la condicion corporal (Ml) se puede

calcular con la siguiente expresion:
L bSMA
Mi* = Mi {_0} (1)

donde M, y L, son la masa corporal y la longitud medida en cada individuo i
respectivamente, b, es el exponente escalado estimado con la regresion de
la estandarizacion del eje mayor (SMA por sus siglas en inglés) de M en L; L,

es un valor arbitrario de L (p.e. se puede tomar la media aritmética de la
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poblacion estudiada); y M es la masa corporal predicha del individuo i cuando

la longitud medida es estandarizada a L, .

El exponente escalado b,,, puede calcularse indirectamente si se divide

la pendiente obtenida de la regresion ordinada de minimos cuadrados (OLS por

sus siglas en inglés) entre el coeficiente de correlacion de Pearson (r)

(LaBarbera, 1989), o de manera directa si se usa el software propuesto por
Bohonak y Van der Linde (2004).

c) Colecta de muestras biolégicas

Con base en protocolos establecidos (Bossart et al.,, 2001) de cada cria se
tomaron tres muestras de sangre de la vena intervertebral extradural con un
equipo de vacio Vacutainer. La primera muestra de sangre (7 ml), se colect6 en
un tubo con heparina sédica y fue centrifugada de inmediato en una centrifuga
clinica a 3,200 rpm durante 15 minutos para separar a los leucocitos mismos que
fueron transferidos a un criotubo con solucién amortiguadora de ARN, RNAlater

(Sigma-Aldrich, Mexico), con una proporcion de 1:5.

La segunda muestra de sangre (7-10 ml) se colectdé en tubos sin
anticoagulante y se dej6é coagular en posicion vertical, por al menos 30 minutos,
en una hielera a 4°C. Las muestras fueron centrifugadas a 3,200 rpm durante 15
minutos para la separacion del suero, que fue almacenado en criotubos y

colocado en un criocontenedor con nitrogeno liquido.

La tercera muestra se colectd en tubos que contenian &cido etil-
endiaminotetra-acético (EDTA) para determinar el nimero de leucocitos totales,

el hematocrito y realizar frotis sanguineos.

De cada cria se colecto una vibrisa con unas pinzas de hierro en ambas
etapas del muestreo y se guardaron en sobres de papel Kraft, para su posterior
analisis. En colaboracién con el Dr. Fernando Elorriaga Verplancken (CICIMAR-
IPN, Departamento de Pesquerias y Biologia Marina), se contd con informacion
sobre los niveles isotopicos de S§'°N de las crias. Para esto, se analizé el
segmento mas proximo al foliculo, correspondiente a las dos etapas del

muestreo (recién destetadas y post-destetadas).
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d) Observaciones conductuales

Todos los dias, entre las 9:00 y las 18:00 horas se visitaron los territorios
reproductivos y se realizaron observaciones de las hembras adultas, machos
adultos y las crias. Se llevaron registros sobre la presencia de crias y ubicaciones
en cada territorio. Ademas, se realizaron observaciones focales de las 40 crias
durante 21 dias, y se conté el total de machos adultos, hembras adultas,
hembras con cria, crias y crias muertas de cada territorio. Para fines de la tesis,
se considerd como indicador de estrés la densidad poblacional de cada territorio
(Le Boeuf et al., 2000). Originalmente se pensaba incluir datos sobre la agresion
entre crias, asi como las mordeduras que pudieron recibir las crias por parte de
las hembras adultas cercanas, ya que se ha reportado que estos factores tambén
influyen en el estrés, la supervivencia y el descenso de las crias (Le Boeuf et al.,
2000). Sin embargo, debido a que no se observd ninguna interaccion agresiva,

estos datos ya no se incluyeron como indicadores de estrés.

e) Respuestas inmunes innatas
Desafio in vivo con fitohemaglutinina (PHA)

Con el fin de medir la respuesta inflamatoria inespecifica, en dos ocasiones (al
momento del destete y 34 dias post-destete) las crias fueron desafiadas con
fitohemaglutinina (PHA), conforme a protocolos previamente descritos para
pinnipedos (Brock et al., 2013; Vera-Massieu et al., 2015). Este proceso consistid
en medir por triplicado el grosor de la membrana interdigital entre el segundo y
tercer dedo, mediante el uso de un vernier (Mitutoyo EUA, precisién 0.01 mm),
antes de administrar por medio de una inyeccion intradérmica 50 pl de PHA
(Img/ml), en la aleta derecha. Como control negativo, fue administrado el mismo
volumen de solucion salina estéril en la misma zona de la aleta izquierda. De 18
a 24 horas después del desafio se volvieron a capturar las crias y se determiné
la respuesta al PHA como el grosor de la aleta derecha restandole el grosor de

la aleta izquierda, como se puede ver en la siguiente formula:
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CMI = (ALDpost — ALDpre)—(ALIpost — ALIpre) @)

donde ALDpost

ALDpre

es la aleta derecha a las 24 horas de la inoculacion con PHA;

es la aleta derecha a las 0 horas de la inoculacion con PHA; ALIpost

es la aleta izquierda a las 24 horas de la inoculacién con solucién salinay ALIPre

es la aleta izquierda a las 0 horas de la inoculacién con solucion salina.

Inhibicion ex vivo del crecimiento bacteriano por accion del complemento

A partir de un cultivo puro de las cepas de Escherichia coli (Topo 10, Invitrogen)
Staphylococcus aureus (ATCC6538) y Candida albicans, se tomé una colonia de
bacterias con un asa bacterioldgica y se re-suspendié en un tubo Falcon con 10
ml de medio LB. El asa bacteriologica se gir6 en ambos sentidos para ayudar al
desprendimiento de las bacterias en el medio. Los tubos se incubaron a 37°C en
agitacion constante (250 rpm) durante un periodo de 24 horas. Posteriormente
se midi6 1 ml del cultivo en el espectrofotometro para verificar que el cultivo
alcanzara una densidad oOptica de 1. Con una micropipeta de 1000 pl se tomaron
200 pl del cultivo previo y se vertié en una placa Petri, se paso el hisopo en la
superficie de la placa como se muestra en la Fig. 10. Al final se pasoé el hisopo
por el borde de la caja para que hubiera un recubrimiento total de la bacteria.

Figura 10. Inoculacion bacteriana en la caja de Petri con LB sdlido.
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Se colocaron los discos del papel filtro estéril sobre la superficie del agar por
medio del uso de unas pinzas estériles. Se oprimié ligeramente el disco sobre la
superficie del agar, y se agreg6 10 ul de suero de cinco diferentes crias, en el
sexto papel filtro como control negativo se agregaron 10 pl de solucion salina
estéril, todo esto por duplicado. Los discos no se colocaron a menos de 15 mm
de los bordes de las placas (Fig. 11) y se colocaron seis discos como maximo

por caja.

O O
OOQ
O O

Figura 11. Forma correcta de colocar los discos en la caja Petri.

Las placas se incubaron en posicion invertida a 37°C por 24 horas. Se
tomaron fotografias de los halos de inhibicion y se midieron en el programa
ImageJ. Este protocolo es una modificacion del método de Kirby Bauer (Bauer
et al., 1966).

f) Analisis de indicadores de salud e inflamacion de las crias

En el campo se determinéd el total de leucocitos circulantes a partir de las
muestras de sangre colectadas con EDTA. Se diluyeron 50 ul de sangre en 950
pl de solucién Turk, y después de una incubacién por 10 minutos se utilizé una
camara de Neubauer para determinar el nUmero total de leucocitos. Por cada
muestra de sangre se realizaran tres frotis sanguineos, que fueron fijados con
etanol al 90% durante 10 minutos, secados a temperatura ambiente y
almacenados en cajas para protegerlos de la luz. Una vez en el laboratorio se
tiferon los frotis sanguineos con un hemocolorante rapido (HYCEL N° 548) para
distinguir las diferentes ceélulas blancas y realizar el conteo de cada tipo. Se
determinaron los conteos totales y diferenciales de los leucocitos de acuerdo a

protocolos establecidos (Dierauf y Gulland, 2001; Vera-Massieu et al., 2015).
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A partir de estos datos se determind el perfil de salud de cada cria, se
identificaron tres condiciones: Las crias sanas, que no se encontraron fuera de
los rangos establecidos en los conteos de células blancas (Yochem et al., 2008),
las crias con infecciones agudas o abscesos (IAA), que presentaron niveles de
neutrofilos elevados (neutrofilia); y crias con infecciones por microparasitos
como bacterias o virus (IPM), quienes presentaban niveles altos de leucocitos,
linfocitos, monaocitos (leucofilia, linfocitosis, monocitosis) (ver Anexo V).

En el laboratorio se utilizaron alicuotas del suero para determinar niveles
de hierro. Esto se realizé en colaboracion con la Dra. Olga Patricia Garcia
Obregon del Laboratorio de Nutricion Humana de la Facultad de Ciencias
Naturales, UAQ, mediante el kit comercial Iron Ferrozine (FEFR-0600; ELITech
Clinical Systems, EEUUA). Se considerd el hierro sérico como un indicador
indirecto de la inflamacién, debido a que existe evidencia de una estrecha
relacion entre alteraciones en los niveles de hierro y la respuesta inflamatoria
(Cherayil, 2015).

f) Analisis de indicadores de reservas energéticas de las crias

Se determinaron varios indicadores de reservas energéticas. Cuatro de ellos
fueron la masa, la condicion corporal (masa escalar), grosor de la capa de grasa
y la sefial isotopica 8'°N. Ademas, se determinaron otros dos indicadores de las
reservas energéticas: la gravedad especifica del plasma, que refleja la cantidad
de proteinas presentes en la misma (Addis, 1948), y la concentracién sérica de

glucosa (Champagne, 2005) .

En el campo los tubos de sangre colectados con EDTA fueron
centrifugado a 3,200 rpm durante 15 minutos y se utilizé un refractémetro clinico
para medir la gravedad especifica en una gota de plasma. Los niveles de glucosa
se determinaron en el laboratorio de Nutricibn humana, en colaboracién con la
Dra. Olga Garcia Obregén. Para su calculo se utilizo un kit de Glucosa (1001190;
Spinreact, EEUUA).
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g) Estimacién de la masa mediante variables morfométricas vy

fotogramétricas

En los estudios de campo, obtener las medidas directas de la longitud del cuerpo
y zonas en especifico, asi como la masa, es una tarea dificil de lograr debido al
tamafo y fuerza de los animales de vida silvestre que se estan estudiando. Por
otra parte, el uso de anestesia no siempre es una técnica viable, ya que puede
causar estrés, lesiones e incluso provocar la muerte de los animales (McDonell,
1972). Ademas, el uso de la anestesia se vuelve complicado cuando se trabaja
con un gran numero de animales, o cuando el tiempo de manejo es largo (Meise
et al., 2014), lo cual puede provocar efectos negativos tanto para los animales
como para la toma de muestra. De acuerdo con estudios recientes, la
fotogrametria es considerada como una nueva herramienta para obtener
estimaciones de tamafio y masa de manera indirecta. Por ejemplo, Bell et al.,
(1997) obtuvieron la masa corporal del elefante marino del Sur a partir de
técnicas fotogramétricas y algunas medidas morfométricas, McFadden et al.,
(2006) estimaron el tamafio y la masa de la foca monje de Hawai, Neomonachus
schauinslandi, con una técnica fotogrameétrica; Webster et al., (2010) estudiaron
las medidas del delfin de Héctor, Cephalorhynchus hectori con una técnica
fotogramétrica laser; y Meise et al., (2014) trabajaron con una técnica
fotogramétrica para obtener las dimensiones corporales del lobo marino de
Galdpagos, Zalophus wollebaeki, entre muchos otros ejemplos que se pueden
mencionar. En general, las técnicas fotogramétricas tienen dos enfoques:
aquellas donde se utiliza una cAmara estereoscopica y aquellas en donde se usa
una camara simple. En la primera es necesario tomar varias fotos para crear el
modelo en tres dimensiones (3D) del animal (Bruyn et al., 2009), mientras que
en la segunda sélo es necesario una fotografia, ya que el animal se escala de
manera proporcional a un objeto de longitud conocida o una medida propia del
modelo de estudio (Willisch et al., 2013). No obstante, que se ha avanzado en
estas técnicas fotogramétricas, la eficiencia esta en funcion del cuidado que se
tiene al tomar la fotografia: el angulo de disparo, la distancia, asi como si el

animal a analizar esta colocado en la posicién correcta (Willisch et al., 2013).
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Se tomaron una serie de fotografias laterales (Ver ejemplo en Fig. 12) de cada
una de las crias del elefante marino del Norte con una camara Nikon Coolpix
P900, la cual tiene un zoom Optico de 83x (equivalente a 2000 mm) y una

resolucion de 16 MP.

Figura 12. Ejemplo de fotografia Gtil para el andlisis fotogramétrico de una cria de

elefante marino del Norte.

Para obtener el volumen de la cria, ésta se dividio en seis zonas (Fig. 13), de la
cual se utilizé la medida obtenida en campo de la longitud total de las crias (L).
Las medidas de los didmetros H1 a H6 se obtuvieron de manera digital,
importando las imagenes a un programa comercial de disefio asistido por
computadora, CAD por sus siglas en inglés (AutoCAD 2018). Las lineas del
contorno de la imagen, asi como las medidas H1 a H6, fueron trazadas de
manera manual con un digitalizador y usando la medida conocida de L, se
obtuvieron los valores de escala, que, al multiplicarlas por los valores obtenidos
en la digitalizacion, se calcularon los valores reales de las crias. Todas las
variables, morfométricas y fotogramétricas, fueron medidas en el Sistema

Internacional de Unidades.
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Figura 13. Representacion gréafica de las medidas obtenidas con fotogrametria en una

cria de elefante marino del Norte.

Para obtener el volumen de los elefantes marinos se utilizé el método de
Gales y Burton (1987) modificado, el cual asume que los individuos son
circulares en cada corte de seccion que se realiza. De esta manera, el diametro
de cualquier seccion es equivalente a la altura lateral en cada punto. Siguiendo
la metodologia de Bell et al., (1997), la cabeza y la seccidn trasera de la aleta se
descartaron en el calculo, ya que éstas son minimas en términos de volumen y

gue ademas son dificiles de estimar con este método.

El volumen se calcul6 por secciones tomando como base la formula para sacar

el volumen de un cono truncado cuando conocemos la generatriz (g):
vzlnh(R2+r2+Rr) (3)
3

donde R y r son los radios mayor y menor del cono truncado.

El valor de h (altura del cono truncado) se obtiene a partir del teorema de

Pitagoras de un triangulo rectangulo, h* =g*—(R —r)z, es decir:

h=4g?-(R-r)’ 4
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Para el calculo del volumen de cada una de las secciones, el extremo con la
mayor altura fue tomado como la base del cono, y el otro extremo se tom6 como
una seccion paralela a la base. La medida de H1 se realiz6é a una distancia L’ del
hocico: que es, de acuerdo a las medidas realizadas en las fotografias, de 0.15
m en promedio. Finalmente, la longitud restante fue divida en 5 intervalos iguales

de acuerdo con la figura 13.

Para obtener la masa de las crias se hizo uso de dos modelos de tipo
potencial que involucran medidas morfométricas y fotogramétricas (Cuadro 1),
donde Lt es la longitud medida en campo de la nariz hasta la cola [m], V es el
volumen [m?3] y P el perimetro [m] de la circunferencia en la posiciéon H3. Estas
dos ultimas variables fueron obtenidas a partir de las fotografias. Un ejemplo de

las mediciones que se realizaron en la fotografia se muestra en la Fig 14.

Cuadro 1. Modelos para la estimacion de la masa

MODELO r2
M =54.7954( L") (p**+) 0.9991
M :84.208(VOL0.1545)(L%8626)(P1.2893) 0.9963
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MODELO
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Figura 14. Ejemplo de digitalizacion de la fotografia de una cria de elefante marino del
Norte (identificacion de cria: 26).

Como se indicé arriba, este tipo de modelos fotogramétricos fueron
propuestos originalmente para obtener la masa de crias de elefante marino del
Sur (Bell et al., 1997). Sin embargo, para calcular la masa del elefante marino
del Norte, se hizo uso del mismo modelo pero se tomé en cuenta la informacién
generada por (Le Boeuf, 1994), en la cual se estima que la masa promedio de
las crias del elefante del Norte es 10 Kg mas que el de las crias del elefante
marino del Sur. Asi, al resultado obtenido con el modelo se le sumaron 10 Kg, y
el valor de las constantes del modelo fueron estimados mediante minimos

cuadrados, utilizando un algoritmo de optimizacion no lineal (Marquardt, 1963).

En la Fig. 15 se muestra la masa obtenida con el factor de correccion al
modelo de Bell, misma que se compara con el modelo que se utiliz6. Se compar6
la masa obtenida con la de los dos modelos propuestos, y el coeficiente de

determinacién fue cercano a 1 (Fig. 16).
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Figura 15. Masa obtenida con el modelo 1 en comparacion con el modelo propuesto
por Bell et al. (1997).
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Figura 16. Comparacion de la masa obtenida con los modelos propuestos para crias

del elefante marino del Norte.
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h) Analisis estadisticos

Con el fin de poner a prueba las hipoétesis planteadas, como variables respuesta
se tomaron en cuenta las dos respuestas inmunes medidas in vivo y ex vivo (la
respuesta a PHA y la inhibicién bacteriana del suero) en cada una de las dos
etapas, asi como el cambio entre las etapas para cada cria. Como variables
explicativas se consideraron seis indicadores de recursos energéticos (masa,
masa escalar, grosor de la capa de grasa, sefial isotdpica de 3'°N, glucosa y
gravedad especifica), el estado de salud y nivel sérico de hierro, y la densidad
territorial como estimador de estrés. Antes de iniciar los analisis, se realizaron
correlaciones de Spearman entre las variables explicativas (Anexo 1). Se
construyeron histogramas de frecuencia para observar la distribucién de las
variables respuesta, y se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para ver si tenian una
distribucién normal y una prueba de Bartlett para analizar desviaciones de
homoscedasticidad. También se analizaron diferencias en las variables
explicativas entre etapas (Anexo Il) y entre sexos (Anexo lIll) con el fin de

determinar si se incluirian las interacciones en los modelos (ver abajo).

Para abordar las hipoétesis planteadas, se realizaron pruebas de T de dos
colas para determinar diferencias en las variables en los dos periodos de
muestreo y entre sexos. Aquellas variables que se desviaron de las expectativas
de normalidad fueron analizadas con la técnica no paramétrica de Mann-Whitney
y Kruskal- Wallis. Se construyeron modelos generalizados lineales para analizar
si la capacidad de respuesta a PHA y a la inhibicion bacteriana esta determinada
por los recursos que adquieren las crias durante la lactancia, asi como
determinar si el sexo, el estado de salud, la densidad poblacional y el territorio
estan relacionado con la respuesta de las crias a estos desafios inmunes (Zuur
et al., 2009). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el uso del software
R Project version 3.2.4 (R Core Team 2017).
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RESULTADOS
Hipotesis 1
El destete de las crias repercute en su respuesta inmune.
Prediccién

Las crias recién destetadas tendran mejor respuesta inmune que las crias

en etapa de destete tardio.

La respuesta a la incoulacion con PHA de las crias varié entre las etapas del
destete (Rango Wilcoxon, W=1024, p=0.0001), siendo menor al final del destete
(Fig. 17). En términos de la inhibicion del crecimiento bacteriano del suero, se
vio el mismo patron, ya que el suero de las crias recién destetadas tuvo mayor
capacidad de inhibir el crecimiento de E. coli en comparacién con la etapa de
destete tardio (Rango Wilcoxon, W=938, p=0.0003; Figs. 18 y 19). En el caso de
la bacteria Staphylococcus aureus y el hongo Candida albicans no se observo

inhibicién microbiana en ninguno de los muestreos.
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Figura 17. Respuesta a la inoculacién con PHA en la membrana interdigital de crias

de elefante marino del Norte con respecto al periodo de destete.
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Figura 18. Inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli, (O dias recién destetados y

34 dias post-destete).

Figura 19. Ejemplo de la inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli, de cuatro

muestras y un control (M1 = 0 dias recién destetados, M3 = 34 dias post-destete).
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Hipotesis 2

La disponibilidad de recursos energéticos afecta la respuesta inmune innata de

las crias.
Prediccién

La respuesta inmune innata de las crias sera mayor en las crias que tengan

MA&s recursos energeéticos.

Para abordar la hipotesis, primero se evaluaron los indicadores de recursos
energéticos de las crias (Anexo | y Il). Ya que el grosor de la capa de grasa latera
y dorsal estaba altamente correlacionado, entre estos dos, se decidié utilizar

Unicamente la capa de grasa lateral.

Se construyeron modelos lineales generalizados para determinar si los
indicadores de las reservas energéticas por separado determinaban el cambio
en las respuestas entre los 0 y los 34 dias post-destete al desafio con PHA.
Ninguno de los indicadores de los recursos energéticos de las crias present6
alguna relacion con el cambio en la respuesta inflamatoria en la etapa de recién
destetado (Cuadro 2). Sin embargo, la masay la capa de grasa lateral predijeron
linealmente la respuesta a la inflamacion en la etapa de destete tardio (Cuadro
3). Especificamente, la masa de las crias no predijo linealmente la respuesta a
PHA a los 0 dias de haber sido destetados (GLM, F138=0.927, R?=0.023,
p=0.341; Fig. 20), no obstante, en la etapa de destete tardio se observd esta
relacion (GLM, F1,32=4.668, R?=0127, p=0.038; Fig. 21). Asimismo, la capa de
grasa lateral no predijo esta relacion lineal en la etapa de recién destetados
(GLM, F1,38=0.445, R?= 0124, p=0.508; Fig. 22), sin embargo, a los 34 dias post-
destete la capa de grasa lateral predijo en un 12% la capacidad de respuesta a
PHA (GLM, F1,32=4.539, R?=0.124, p=0.0409; Fig. 23).
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Cuadro 2. Indicadores de recursos energéticos que no estan correlacionados con la

respuesta a PHA en las crias del elefante marino del Norte en la etapa de recién

destetados.
Respuesta a PHA Residuales de la gl F Valor de p
(O dias) desviacion

Masa 1.630 1,38 0.927 0.341

Capa de grasa lateral 1.640 1,38 0.445 0.508

Capa de grasa dorsal 1.644 1,38 0.225 0.637

Condicion corporal 1.596 1,38 2.587 0.116

Masa escalar 1.598 1,38 2.465 0.125

Gravedad especifica 1.636 1,37 1.236 0.273

Glucosa g/dL 1.663 1,37 0.001 0.972

O°N 1.595 1,32 2.298 0.139

Cuadro 3. Indicadores de recursos energéticos correlacionados con la respuesta a
PHA en las crias del elefante marino del Norte en la etapa de destete tardio (34 dias
post-destete). El asterisco indica significancia estadistica.

Respuesta a PHA Residuales de la gl F Valor de p
(34 dias) desviacion

Masa 0.351 1,32 4.668 0.038*
Capa de grasa lateral 0.351 1,32 4539 0.040*
Capa de grasa dorsal 0.360 1,32 2.792 0.104
Condicién corporal 0.035 1,32 3.127 0.086
Masa escalar 0.371 1,32 0.807 0.375
Gravedad especifica 0.373 1,30 1.800 0.189
Glucosa g/dL 0.375 1,32 0.139 0.711
0N 0.037 1,32 0.302 0.585
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Figura 20. Correlacion entre el grosor de la membrana interdigital y la masa en crias

de elefante marino del Norte durante el destete tardio (34 dias post-destete).
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Figura 21. Correlacion entre el grosor de la membrana interdigital y la masa en crias

de elefante marino del Norte recién destetadas.
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Figura 22. Correlacion entre el grosor de la membrana interdigital y la capa de grasa
lateral en la etapa de recién destetados (O dias) de las crias del elefante marino del
Norte.
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Figura 23. Correlacion entre el grosor de la membrana interdigital y la capa de grasa
lateral en la etapa de destete tardio (34 dias) de las crias del elefante marino del

Norte.
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Se construyeron modelos lineales generalizados para determinar si los cambios
en los indicadores de las reservas energéticas determinaban el cambio en la
respuesta al desafio con PHA. Ninguno de los indicadores de los recursos
energéticos presentd alguna relacion con el cambio en la respuesta inflamatoria
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Cambio en los Indicadores de recursos energéticos que no estan
correlacionados con la respuesta a PHA en las crias del elefante marino del Norte en la
etapa de recién destetados.

A Respuesta a PHA Residuales de la gl F Valor de p
desviacion

A Masa 1.962 1,32 0.175 0.677
A Capa de grasa lateral 1.957 1,32 0.335 0.566
A Capa de grasa dorsal 1.967 1,32 0.015 0.901
A Condicion corporal 1.897 1,32 2421 0.129
A Masa escalar 1.921 1,32 1.566 0.219
A Gravedad especifica 1.921 1,30 0.561 0.459
A Glucosa g/dL 1.953 1,31 0.629 0.434
A J®N 1.954 1,32 0.442 0.510

Se construyeron modelos lineales generalizados para determinar si los
indicadores de las reservas energéticas determinaban la respuesta a la inhibicién
bacteriana en ambas etapas del muestreo. Ninguno de los indicadores de los
recursos energéticos determind el cambio en la respuesta en la inhibicién de
E.coli (Cuadros 5y 6).

77



Cuadro 5. Indicadores de recursos energéticos que no estan correlacionados con la

inhibicion de E. coli por el suero de las crias del elefante marino del Norte, en la etapa

de recién destetados.

Inhibicion de E.coli Residuales de la gl F Valor de p
(0 dias) desviacion

Masa 0.097 1,35 0.648 0.426
Capa de grasa lateral 0.097 1,35 0.503 0.482
Capa de grasa dorsal 0.094 1,35 2.318 0.136
Condicion corporal 0.097 1,35 0.242 0.625
Masa escalar 0.096 1,35 0.900 0.349
Gravedad especifica 0.097 1,35 0.034 0.852
Glucosa g/dL 0.096 1,35 0.904 0.348
O5N 0.089 1,30 3.633 0.662

Cuadro 6. Indicadores de recursos energéticos que no estan correlacionados con la

inhibicién de E. coli por el suero de las crias del elefante marino del Norte, en la etapa

de destete tardio (34 dias post-destete).

Inhibicién de E.coli (34 Residuales de la gl F Valor de p

dias) desviacion

Masa 0.099 1,32 0.128 0.722

Capa de grasa lateral 0.098 1,32 0.504 0.482

Capa de grasa dorsal 0.098 1,32 0.762 0.389

Condicién corporal 0.099 1,32 0.144 0.706

Masa escalar 0.099 1,32 0.962 0.758

Gravedad especifica 0.106 1,30 0.051 0.822

Glucosa g/dL 0.098 1,32 0.642 0.428

0N 0.097 1,32 1.309 0.261
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Se construyeron modelos lineales generalizados para determinar si los cambios
en los indicadores de las reservas energéticas determinaban el cambio en la
respuesta a la inhibicion bacteriana. Ninguno de los indicadores de los recursos
energéticos presentd alguna relacion con el cambio en la respuesta en la

inhibicion bacteriana (Cuadro 7).

Cuadro 7. Cambio en los Indicadores de recursos energéticos que no estan

correlacionados con la inhibicion de E. coli por el suero de las crias del elefante marino

del Norte.
A Inhibicién de E.coli Residuales de la gl F Valor de p
desviacion

A Masa 0.011 1,30 1.807 0.189

A Capa de grasa lateral 0.108 1,30 3.340 0.077

A Capa de grasa dorsal 0.108 1,30 3.269 0.080

A Condicion corporal 0.113 1,30 0.478 0.494

A Masa escalar 0.114 1,30 0.051 0.821

A Gravedad especifica 0.113 1,29 0.173 0.679

A Glucosa g/dL 0.114 1,30 0.0001 0.989

A BN 0.113 1,30 0.287 0.595
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Hipotesis 3
La respuesta inmune innata de las crias es diferente entre sexos.
Prediccion

Los machos tendran mejor respuesta inmune innata que las hembras

La respuesta a PHA no varié entre sexos en crias recién destetadas (Prueba de
t de dos colas, t= 1.121, gl=35.58, p=0.270; Fig. 24), ni en la etapa de destete
tardio (Rango Wilcoxon, W=142, p=0.959; Fig. 25).
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Figura 24. Respuesta da la inoculacion con PHA en hembras (H) y machos (M) de
crias de elefante marino del Norte recién destetadas.
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Figura 25. Respuesta da la inoculacion con PHA en hembras (H) y machos (M) de

crias de elefante marino del Norte a los 34 dias post destete.
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El cambio en la respuesta a PHA entre ambas etapas de muestreo no mostro

diferencias entre sexos (Prueba de t de dos colas, t= 1.087, gl=31.78, p=0.284;

Fig. 26).

!
i

0
|

-2
|

4
l

A en el grosor de la membrana
interdigital (mm)

H M
Sexo

Figura 26. Cambio en el grosor de la membrana interdigital en respuesta a PHA en

crias hembras (H) y machos (M).

Se encontraron diferencias significativas en la inhibicion sérica del

crecimiento bacteriano en la etapa de recién destetados entre machos y hembras

(Rango Wilcoxon, W=238, p=0.042; Fig. 27). Las hembras mostraron mayor

capacidad de inhibir a la bacteria E. coli que los machos.
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Figura 27. Inhibicién sérica del crecimiento bacteriano de E. coli en crias macho (M) y

hembra (H) en la etapa de recién destetados.
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No se encontraron diferencias entre sexos en la inhibicion del crecimiento de E.
coli en la etapa de destete tardio (Prueba de t de dos colas, t=0.1375, gl=31.003,
p=0.891; Fig. 28). Las hembras no mostraron la misma capacidad de inhibicién

bacteriana que la que se observo para la etapa de recién destetados.
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Figura 28. Inhibicién sérica del crecimiento bacteriano de E. coli en machos (M) y

hembras (H) durante la etapa post-destete.

El cambio en la inhibicion sérica de E.coli entre etapas varié entre sexos
(Prueba de t de dos colas, t= 2.088, gl=23.91, p=0.047), siendo mas grande en

hembras que en machos (Fig. 29).
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Figura 29. Cambio en la inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli en crias del

elefante marino del Norte hembras (H) y machos (M).
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Hipotesis 4
El estado de salud de las crias afecta la respuesta inmune innata inducida.
Prediccién

La respuesta inmune innata de las crias enfermas, con heridas o con

inflamacion sera menor que la de las crias sanas.

Las crias cuyos valores hematolégicos se encontraban fuera de los parametros
clinicos normales no presentaron diferencias significativas en la respuesta a PHA
en comparacién con aquellas crias que estaban dentro de los parametros
clinicos normales en la etapa de recién destetados (Prueba de t de dos colas (t=-
0.844, gl=36.075, p=0.403; Fig. 30), esto también se observo para la etapa de
destete tardio (Prueba de t de dos colas, t=- 0618, gl=29.51, p=0.951; Fig. 31).
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Figura 30. Respuesta PHA de crias de elefante marino del Norte clinicamente sanas y

clinicamente anormales recién destetados.
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Figura 31. Respuesta a PHA de crias de elefante marino del Norte clinicamente sanas

y clinicamente anormales a los 34 dias post-destete.

En el caso de la respuesta a la inhibicién bacteriana, no se observaron
diferencias entre las crias que se encontraban dentro y fuera de los parametros
clinicos normales, en la etapa de recién destetados (Prueba de t de dos colas,
t=0.214, gl=34.93, p=0.831; Fig. 32), ni en la etapa de destete tardio (Prueba de
t de dos colas, t=-0.200, gl=28.06, p=0.842; Fig. 33).
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Figura 32. Respuesta a la inhibicion sérica del crecimiento bacteriano de crias de
elefante marino del Norte clinicamente sanos y clinicamente anormales recién

destetados.
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Figura 33. Respuesta a la inhibicién sérica del crecimiento bacteriano de crias de
elefante marino del Norte clinicamente sanos y clinicamente anormales 34 dias post
destete.

Las crias no presentaron diferencias significativas en la respuesta a PHA
entre los diferentes diagndsticos que se obtuvieron en la etapa de recién
destetados (ANOVA, F237= 1.711, p=0.195; Fig. 34). Esto también se observd
para la etapa de destete tardio (Prueba de t de dos colas, t= 0.0529, gl=27.126,
p=0.958; Fig. 35).
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Figura 34. Respuesta a PHA en la etapa de recién destetados (0 dias) de las crias de
acuerdo a los diagnésticos clinicos. IAA=Infeccion aguda/probable absceso, IPM=
Infeccion por microparasitos, SANO= crias que se encontraron dentro de los

parametros clinicos normales.
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Figura 35. Respuesta a PHA a los 34 dias post-destete de las crias de acuerdo a
diagndsticos clinicos. IPM= Infeccién por microparasitos, SANO= crias que se

encontraron dentro de los pardmetros clinicos normales.

Las crias no presentaron diferencias en la respuesta a la inhibicion sérica
del crecimiento de E. coli de acuerdo a los diagndsticos clinicos durante la etapa
de recién destetados (ANOVA, F1,34= 1.552, p=0.226; Fig. 36), ni en la etapa de
destete tardio (Prueba de t de dos colas, t=-0.220, gl=30.54, p=0.827; Fig. 37).
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Figura 36. Respuesta a la inhibicion sérica de E. coli en crias de elefante marino del
Norte recién destetados de aceurdo a diagnésticos clinicos. IAA=Infeccion
aguda/absceso probable, IPM= Infeccion por microparasitos, SANO= crias que se

encontraron dentro de los pardmetros clinicos normales.
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Figura 37. Respuesta a la inhibicién sérica de E. coli a los 34 dias post-destete de
acuerdo al diagnéstico clinico de las crias. IPM= Infeccién por microparasitos, SANO=

crias que se encontraron dentro de los parametros clinicos normales.

Los niveles de hierro no se relacionaron significativamente a la magnitud de la
respuesta a PHA de las crias recién destetadas (GLM, F1,35=3.337, R?= 0.087,
p=0.763; Fig. 38), ni en la etapa de destete tardio (GLM, F1,32=2.613, R?= 0.075,
p=0.116; Fig. 39).
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Figura 38. Relacion entre los niveles de hierro en suero y la respuesta a PHA en crias

recién destetadas.
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Figura 39. Correlacion entre los niveles de hierro en suero y la respuesta a PHA en

crias a los 34 dias del destete.

Los niveles de hierro no se relacionaron de manera lineal con la inhibicién

sérica de

E. coli de crias recién destetadas (GLM, F1,35=1.756, R?>= 0.047,

p=0.194; Fig. 40) ni a los 34 dias post-destete (GLM, F1,32=1.756, R?= 0.030,
p=0.323; Fig. 41).
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Correlacion entre los niveles de hierro en suero y la inhibicion de la bacteria

E. coli alos 0 dias del destete.
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Figura 41. Correlacion entre los niveles de hierro en suero y la inhibicién de la bacteria

E. coli a los 34 dias del destete.

Hipotesis 5

La densidad poblacional y tipo de territorio afecta la respuesta inmune innata de

las crias.
Prediccion

La respuesta inmune innata de las crias que nacen en territorios con
densidad poblacional alta es menor que la observada en territorios de baja
densidad poblacional, si una mayor densidad poblacional ocasiona estrés

en las crias.

El tipo de territorio influye en la respuesta inmune de las crias.

Las crias incluidas en el presente estudio se encontraron en siete territorios
pertenecientes a dos zonas (Cuadro 8), esta diferenciacion se realiz6 con base
en la distancia entre el primer territorio y el séptimo territorio que era de 4,728.37
km (Fig. 42). Se realizaron conteos del niumero de hembras adultas, con cria y
sin cria, el numero de machos adultos y el nUmero de crias totales por cada

territorio (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Caracteristicas de las zonas y territorios de muestreo. T=namero de territorio

(2-7), Z=ntmero de zona (1y 2).

Territorio/ Coordenadas Sustrato Hembras Machos Hembras Crias

Zona adultas adultos con crias

T1/71 N 28° 18.409° Canto 3 1 3 59
W 115° 35.014° rodado

T2/71 N 28° 18.374 Arena 14 5 11 60
W 115° 34.998"

T3/Z1 N 28° 18.319" Canto 12 1 12 52
W 115° 34.927° rodado

T4/Z1 N 28° 118.307" Arena 9 1 7 53
W 115° 34.903"

T6/Z1 N 28° 18.306° Mixto 10 2 9 34
W 115° 34.783"

T7/22 Mixto 10 5 9 44
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Figura 42. Mapa del Archipiélago de San Benito en la cual se puede observar los diferentes territorios del muestreo, asi como la distancia en

metros (m) entre ellos. Mapa elaborado con ArcMap 10.1 por el M. en C. Luis Alberto Soto Garcia.
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Se identificaron tres sustratos en los territorios: arena, canto rodado y sustrato
mixto. El sustrato mixto se conformaba por rocas de diferentes tamafos y de
arena. Se pueden observar en las figuras 43 y 44 algunos ejemplos de los
diferentes sustratos que se encontraron, y en el cuadro 10 se muestra el tipo de

sustrato de cada territorio y zona.

Figura 43. Territorio 4, se puede observar que el sustrato de arena.
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Figura 44. Territorio 3 que tiene sustrato de canto rodado.

Cuadro 9. Tipo de sustrato en zona y territorio

Territorio

Zona

Sustrato

~N oo 0o B~ WN

N PR R R R R

Canto rodado
Arena
Canto Rodado
Arena
Canto rodado
Mixto
Mixto
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Se estimo la densidad poblacional para cada territorio en ambas temporadas del
muestreo (Cuadros 10y 11). Esta fue baja, ya que las crias podian desplazarse

facilmente sin ser molestadas por hembras adultas o por otras crias.

Cuadro 10. Densidad poblacional para cada territorio de muestreo a los 0 dias del

destete.

Territorio Area m? Poblacién Densidad
poblacional

1 1014 63 0.062

2 2120 82 0.038

3 2837 65 0.022

4 786 65 0.082

5 98.5 7 0.071

6 1213 46 0.037

7 893 60 0.067

Cuadro 11. Densidad poblacional para cada territorio de muestreo a los 34 dias post-

destete.

Territorio  Aream?  Poblacion Densidad
poblacional

1 1014 30 0.029
2 2120 155 0.073
3 2837 0 0

4 786 44 0.055
5 98.5 6 0.060
6 1213 54 0.044
7 893 24 0.026
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Observaciones conductuales

No se encontro actividad marcada de ningun tipo de agresion por parte de las
hembras y ni entre las crias, quienes la mayor parte del tiempo descansaban o
practicaban sus primeros nados (Figs. 45 y 46). No obstante, se observaron
cambios de territorios de las crias, sobre todo de las crias que habian nacido en
el sustrato de canto rodado se cambiaron a territorios aledafios que tenian
sustrato arena. El nimero de las crias que nacieron en territorios con sustrato de
arena se mantuvo constante a lo largo del muestreo a excepcion del territorio
“T2/Z1” que se caracterizé por ser el preferente por las crias que estaban en los

territorios aledafios de canto rodado o sustrato mixto (Fig. 47).

Figura 45. Crias de elefante marino del Norte practicando sus primeros nados en

charcas cercanas al harén en el cual nacieron.
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Figura 46. Crias de elefante marino del Norte descansando sobre la playa.
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Figura 47. Conteo de crias en los diferentes territorios (T= nimero de territorio).
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Se construyeron modelos lineales generalizados para determinar si la densidad
poblacional y el territorio en el cual habian nacido las crias tenian algun efecto
sobre la respuesta al desafio por PHA o sobre la inhibicidn sérica al crecimiento
bacteriano. La densidad poblacional no presenté ninguna relacion lineal en
ambas respuestas (Cuadro 12), sin embargo, el territorio si mostré un efecto
sobre la inhibicion bacteriana en ambas etapas del muestreo (Cuadro 13). En la
etapa de recién destetados las crias que nacieron en el territorio 6 presentaron
mayor capacidad de inhibicion, mientras que en la etapa de destete tardio fueron

las crias del territorio 7 las que mostraron mayor respuesta.

Cuadro 12. Efecto de la densidad poblacional sobre la respuesta a PHA y la inhibicion

sérica del crecimiento bacteriano a los 0 y 34 dias post-destete.

Densidad poblacional Residuales de gl F Valor de p
(Oy 34 dias) la desviacion
Respuesta a PHA (0 dias) 1.648 1,38 0.044 0.834
Inhibicién E.coli (0 dias) 0.097 1,35 0.406 0.528
Respuesta a PHA (34 dias) 0.307 1,32 1.016 0.321
Inhibicion E. coli (34 dias) 0.099 1,32 0.220 0.642

Cuadro 13. Efecto de los territorios sobre la respuesta a PHA y la inhibicién sérica del

crecimiento bacteriano a los 0 y 34 dias post-destete. El asterisco denota significancia

estadistica.
Territorio Residuales de la gl F Valor de p
(Oy 34 dias) desviacion
CMI (0 dias) 1.665 4,35 0.571 0.685
Inhibicién E.coli (0 dias) 0.088 4,32 2.715 0.047*
CMI (34 dias) 0.370 4,29 0.985 0.431
Inhibicién E. coli (34 dias) 0.088 4,29 2.949 0.036*

97



DISCUSION

En esta tesis se investigaron dos respuestas inmunes innatas — la inflamacion y
la actividad antibacteriana del complemento — en el marco de la historia de vida
temprana del elefante marino del Norte. Se pusieron a prueba cinco hipotesis
relacionadas con el tiempo post-destete, los recursos energéticos, el sexo, la
salud y el territorio de las crias. No fue posible descartar todas las hipotesis
nulas; sin embargo, algunas si fueron descartadas, y se encontraron relaciones
interesantes que se discutiran a continuacion.

Se predijo que las respuestas inmunes innatas serian menos eficientes al
final del destete que al inicio del mismo. En concordancia con la prediccion, se
encontré que las crias recién destetadas tienen una respuesta mas marcada a
ambos desafios inmunes en comparacion con la que despliegan durante el
destete tardio. Este patron se esperaria si disminuyen los recursos disponibles
de las crias entre estos dos periodos. La etapa posterior a la inversion materna
se cataloga como un momento importante para el desarrollo temprano de los
mamiferos, sobre todo en aquellas especies precoces, que son independientes
al poco tiempo del nacimiento y que se caracterizan por tener un cuidado
parental extremadamente corto (Boness y Bowen, 1996; Reiter et al., 1978;
Trillmich, 1996). Este tipo de historia de vida temprana se caracteriza por una
alta vulnerabilidad de las crias, debido a que tienen que madurar y desarrollarse
en ambientes nuevos sin el soporte que brinda el cuidado parental, por lo que
las etapas posteriores al destete estan sujetas a una fuerte presion de seleccion
(Reiter et al., 1978). Las crias del elefante marino del Norte experimentan un
periodo largo de ayuno después del destete, por lo que los recursos que obtienen
durante la lactancia se convierten en su Unica fuente de energia para sustentar
diversas funciones fisiolégicas (Champagne et al., 2012). Durante el periodo de
ayuno, las crias aprenden a nadar, bucear y experimentan un desarrollo fisico
marcado que se puede ver reflejado en el crecimiento dental y en la primera
muda antes de aventurarse al mar (Reiter et al., 1978). Todas estas funciones
son costosas por lo que la disponibilidad de los recursos tiende a disminuir en la
etapa posterior al destete. En el contexto tedrico de la ecoinmunologia, que
plantea que las respuestas inmunes compiten con otros procesos fisiol6gicos

(French et al., 2009), un periodo sin alimento reduciria los recursos disponibles

98



de las crias, por lo que activar respuestas inmunes seria mas dificil al final del
destete que al inicio. La interpretacion de los resultados se sustenta en el haber
encontrado que la mayoria de los indicadores de disponibilidad de recursos de
las crias variaron significativamente entre el primer y el tercer muestreo.

Ademas de haber encontrado evidencia de que las respuestas inmunes
son méas dificiles de implementar al final de un periodo de ayuno, la observacion
de que tanto la masa corporal como la capa de grasa predecian la magnitud de
la respuesta a PHA vy la inhibicion sérica del crecimiento de E. coli durante el
destete tardio — cuando se tienen pocos recursos — y no al inicio del destete,
cuando aun tienen reservas, sirve como evidencia de que las respuestas
inmunes son costosas, y que su implementacién depende de los recursos
energéticos disponibles (Demas y Nelson, 2011; Downs et al., 2014; Trillmich,
1996; Verhulst et al., 1999) , ademas del contexto (Vera-Massieu et al., 2015).
Se sabe que la leche de las hembras adultas de elefante marino del Norte es
una de las leches mas ricas en energia puesto que a la mitad de la lactancia la
composicién de la leche rebasa el 50% en lipidos y esto tiende a incrementar
hasta la etapa final en el destete; en contraste, el contenido proteico es de
aproximadamente 10% y se mantiene constante hasta finalizar la lactancia, y el
contenido de carbohidratos es minimo (Crocker et al., 2001; Reiter et al., 1978;
Riedman y Ortiz, 1979). Con base en los resultados aqui observados, se sugiere
qgue la alta cantidad de lipidos de la leche materna otorga a las crias recién
destetadas recursos suficientes para responder a los desafios inmunes en
comparacion con las crias en la etapa de destete tardio, ya que las crias aun no
tienen la necesidad de invertir estos recursos en desarrollarse, madurar,
aprender a nadar e interactuar con el ambiente, como comienza a suceder
durante la etapa de destete tardio (Crocker et al., 2001; Le Boeuf, 1994; Reiter
etal., 1978; Riedmany Ortiz, 1979). Durante la etapa del destete tardio los pocos
recursos energéticos disponibles comienzan a distribuirse entre las diferentes
funciones fisiolégicas, lo que restringe las respuestas inmunes innatas en
aguellas crias con menos reservas energéticas.

Las crias nacen con una masa aproximada de 20 a 40 kg y llegan a
aumentar a cerca de 140 kg, con mas de un 55 % de lipidos como composicion
corporal (Crocker et al., 2001). Las crias del elefante marino tienen una fuerte

dependencia de esta reserva de lipidos durante el periodo de ayuno post destete

99



ya que es la unica fuente de energia disponible para poder sobrevivir al ayuno
prolongado (Louis et al., 2015; Strandberg et al., 2008). El uso de estos recursos
es evidente, ya que pierden cerca del 30% de su masa antes de entrar al mar y
comenzar a alimentarse por si mismos (Noren et al., 2003). Las reservas de
grasa les ayudan al aislamiento térmico y a la flotabilidad, ademas de
proporcionar productos metabdlicos importantes para el desarrollo neuroldgico y
el buceo (Louis et al., 2015; Strandberg et al., 2008).

No se encontré evidencia de que los otros indicadores de recursos
energéticos, como la concentracion de glucosa sanguinea, explicaran la
variacion en las respuestas inmunes. Un estudio reciente reportd que el recurso
limitante para la activacién de una respuesta inmune innata en crias de lobo
marino de California era la glucosa (Banuet-Martinez et al., 2017). A diferencia
del elefante marino del Norte, el lobo marino de California cuenta con un periodo
de lactancia largo, con presencia materna constante y una transicién sutil a la
alimentacion independiente (Garcia-Aguilar, 2003; Trillmich, 1996). Es probable
gue al tener una lactancia corta e intensa y un periodo de ayuno prolongado, las
crias de elefante marino del Norte deriven energia directamente de los lipidos de
la leche materna y de su propia grasa mas que de carbohidratos, lo que podria
resultar en una menor importancia de la glucosa sanguinea como fuente
energética. Estudios fisiologicos han demostrado que los requerimientos
metabdlicos de las crias durante la temporada de ayuno se basan principalmente
en la oxidacién de los acidos grasos (Ortiz et al., 1978), y que la glucosa
contribuye solamente entre el 1y el 5 % de la tasa metabdlica promedio durante
el ayuno. Ademas, se ha reportado que este porcentaje no cambia a lo largo de
este periodo y los niveles de glucosa sanguinea permanecen altos y constantes
(Champagne, 2005; Ortiz, 2003), lo que concuerda con lo que se encontré en
esta tesis.

Los niveles del is6topo & *°N de las vibrisas también fueron considerados
agui como otro indicador de reservas dado a que se esperaria que estos
incrementaran conforme las crias comenzaran a consumir sus propias proteinas
musculares labiles durante las etapas tardias del destete. Efectivamente, estos
niveles fueron mas altos a los 34 dias de que en crias recién destetadas, reflejo
del estrés fisioldgico cercano a lo que se da durante los procesos de inanicién

(Hobson et al., 1993; Kurle y Worthy, 2001). Sin embargo, no se encontrd
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evidencia de que las respuestas inmunes variaran conforme al autoconsumo de
proteinas musculares labiles. Es probable que esto se deba a que las crias no
experimentan un grado severo de catabolismo protéico a pesar de que sus
reservas lipidicas han empezado a disminuir. Probablemente se hubiera visto
una relacion si se hubieran obtenido muestras de las crias mas adelante en el
destete, justo antes de que entraran al mar, pero por motivos logisticos, esto no
pudo ser realizado. Tomando en cuenta los resultados observados, se propone
qgue la masay la capa de grasa son buenos estimadores de recursos energéticos
disponibles para crias de esta especie, pero no asi la glucosa, condicion
corporal, masa escalar ni niveles séricos del isétopo d 1° N.

Otra prediccién de esta tesis fue que las respuestas inmunes de las crias
serian diferentes entre machos y hembras. Existe evidencia de diferencias en la
activacion y el mantenimiento de las respuestas inmunes, tanto innatas como
adaptativas, entre sexos. Estas diferencias se han explicado en términos
genéticos, hormonales, ambientales y del microbioma, entre muchos otros
factores (Klein y Flanagan, 2016). En esta tesis no se pudieron detectar
diferencias significativas entre sexos con respecto a la capacidad de inflamacién
provocada por el desafio con el PHA, pero si se observaron para la inhibicién
sérica de E. coli. La respuesta a PHA se caracteriza por ser costosa, al requerir
la activacion, reclutamiento y destruccion de efectores celulares (Martin et al.,
2003; Vera-Massieu et al., 2015). La respuesta inflamatoria inespecifica se
considera una respuesta de accion inmediata, lo que conlleva a una
vasodilatacion para aumentar el suministro de sangre y con ello promover la
infiltracion celular en la zona afectada (Kennedy y Nager, 2006). Este desafio ha
sido estudiado para diversas especies tales como aves (Moreno et al., 1998;
Martin et al., 2006), anfibios (Brown et al., 2011; Zhang et al., 2017) y mamiferos
(Brock, 2012; Turmelle et al., 2010; Vera-Massieu et al., 2015), entre muchos
otros, y no todos han observado diferencias entre sexos. Un estudio realizado en
tres anuros, los sapos asiaticos, Bufo gargarizans, las ranas de manchas
oscuras, Pelophylax nigromaculatus y los sapos mongoles, Pseudepidalea
raddei, reportd que las respuestas al PHA fueron indistintas entre sexos (Zhang
et al., 2017). Esto concuerda con lo reportado para los pingluinos de barbijo,
Pygoscelis antartica (Moreno et al., 1998), el roedor tuco-tuco de las talas
Ctenomys talarum (Merlo et al., 2014). En cambio, Brock y colaboradores (2013)
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demostraron que la respuesta a PHA en crias del lobo marino de Galapagos era
mayor en machos que en hembras. El Unico estudio publicado a la fecha sobre
este tema en dos especies de focido, el elefante marino del sur y la foca gris, no
encontro diferencias en la respuesta entre sexos (Hall et al., 2003). Para estas
especies, al igual que para el elefante marino del Norte, la disponibilidad de
recursos energeéticos es de gran importancia durante el periodo de ayuno post-
destete, ya que de estos recursos depende cualquier funcion fisioldgica que sea
requerida, incluyendo la respuesta inmune. Incluso en la etapa de crias de
muchos pinnipedos, los machos son en promedio mas grandes y pesados que
las hembras, debido a una inversion diferencial por parte de las hembras adultas
hacia las crias machos, ya que esto les otorga una ventaja para crecer mas
rapido e incrementar su probabilidad de supervivencia y reproduccion a futuro
(Kretzmann et al., 1993; Le Beeuf et al., 1989; Reiter et al., 1978).

Se sabe que las hembras de elefante marino del Norte son capaces de
aportar mas recursos a su cria cuando es esta es del sexo macho, con lo que
logran incrementar su masa, lo que favorece la probabilidad de que de adulto
pueda tener mayor éxito reproductivo. Sin embargo, este incremento en la masa
esta determinado por el éxito en la busqueda de alimento de las hembras
adultas; si ésta es exitosa, la hembra puede contar con recursos extras para
trasmitirle a las crias machos, caso contrario la inversion se da por igual entre
machos y hembras (Noren et al., 2003). En un estudio se determiné la masa de
crias del elefante marino del Norte en la reserva de Ao Nuevo en California
durante 1999 y 2000, y no se encontraron diferencias significativas entre sexos
para el afio de 1999, sin embargo, si hubo diferencias en el afio 2000 (Noren et
al. 2003). Los autores argumentan que esta diferencia podria deberse a
variaciones en la inversion de recursos maternos, a su vez influenciadas por el
exito en la obtencion de alimento que las madres tengan a lo largo del afio de
embarazo. Se propuso lo anterior debido a que entre 1997 y 1998 se present6 el
fenédmeno de “El Nifio Oscilacién del Sur” (ENSO, por sus siglas en inglés), por
lo que es probable que las madres no tuvieran acceso al alimento como en el
afno 2000, considerado un afio normal. De acuerdo a la Administracion
Atmosférica y Oceéanica de los Estados Unidos de Norte Ameérica, durante el
2015 ocurrié otro fendbmeno ENSO con efectos que duraron hasta el 2016 en el

Pacifico Norte Mexicano, cuando las madres de las crias aqui incluidas en el
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estudio estaban prefiadas, por lo que el hecho de no haber encontrado
diferencias en la masa de los machos y las hembras podria explicarse en el
mismo contexto que lo reportado por Noren et al. (2003). Sin embargo, en este
estudio la masa escalar y la condicion corporal de las crias si variaron entre
sexos, siendo al contrario de lo que se esperaria (Crocker et al., 2001; Dailey et
al., 2016; Kretzmann et al., 1993; Louis et al., 2015; Noren et al., 2003), mayor
en hembras que en machos. Ambos pardmetros han sido propuestos como
estimadores de los recursos que tienen las crias de pinnipedos otaridos (e.g.
Brock et al., 2013; Peig y Green, 2009) ya que se basan en la relacion entre la
longitud total y la masa corporal. En estudios previos no se han utilizado estos
estimadores en crias de elefante marino, sino masa y composicion corporal
bioquimica (Crocker et al., 2001; Dailey et al., 2016; Kretzmann et al., 1993; Louis
et al., 2015; Noren et al., 2003), y es probable que no sean buenos indicadores
de la disponibilidad de los recursos para esta especie en particular, debido a que
el cuerpo de las crias del elefante marino se caracteriza por ser fusiforme y su
crecimiento es lento, con pérdida de masa, en vez de ganancia como ocurre en
otras especies de pinnipedo. Por ello, es complicado determinar la condicién
corporal con base en estas medidas. En este sentido, resulta dificil determinar si
realmente hubo diferencias en la inversion de recursos de las madres hacia las
crias de acuerdo a su sexo, 0 si estas diferencias observadas se deban a
variaciones sutiles en la tasa de crecimiento y pérdida de masa durante el ayuno
post destete y si esto pudiera explicar la diferencia en la inhibicién sérica del
crecimiento bacteriano entre sexos. Si no hay inversion diferencial de recursos
maternos entre sexos en las crias de fécidos (Hall et al., 2003), el que aqui no
se hayan observado diferencias en la respuesta al PHA entre machos y hembras,
y que la masa de ambos haya sido semejante, podria deberse a que ambos
cuentan con recursos suficientes sin que un solo sexo tenga un “bono extra”
provisto por sus madres que les permitan utilizar mejor esta respuesta inmune
costosa (Martin et al., 2003; Vera-Massieu et al., 2015). Otra posibilidad es que
ambos sexos tengan la misma capacidad para responder a este desafio,
independientemente de la cantidad de recursos con los que cuenten en ese
momento como ha sucedido para otras especies, aunque es dificil aseverar esto
debido a la escases de informacion sobre respuestas a PHA en mamiferos

marinos.
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En contraste a lo observado para el PHA, el suero de las crias hembras recién
nacidas tuvo mayor capacidad de inhibir el crecimiento de E. coli que el suero de
los machos. Esta ventaja se perdio en el destete tardio. Las crias de elefante
marino del Norte presentan diferencias inter-sexo en términos de su desarrollo
temprano. Al nacer las crias tienen un pelaje grueso y de color negro, y al ser
destetadas comienzan su primera muda por lo que el pelaje se remplaza por un
pelaje liso de color plata brillante, lo que puede tomar de 1 a 3 semanas. Sin
embargo se ha reportado que existe una gran variabilidad entre sexos (Reiter et
al., 1978); las hembras suelen comenzar la muda antes que los machos, y lo
mismo ocurre para el desarrollo dental, especificamente para los caninos, que
aparecen antes del destete para las hembras mientras que en los machos suelen
salir hasta cuatro semanas post-destete (Briggs, 1974). La madurez precoz de
las hembras tiene una explicacion relacionada con las historias de vida diferentes
entre sexos: en la vida adulta las hembras tienen que desarrollarse mas rapido
en comparacién con los machos, ya que las hembras llegan a la maduracion
sexual entre los 3 a los seis afios de edad, mientras que los machos suelen
madurar hasta los 8 afios de edad (Le Boeuf y Law, 1994). Es posible que la
madurez diferencial de las crias también abarque la sintesis de los componentes
del complemento (Tamaro et al., 1993) que participan en las respuestas de
inhibicion del crecimiento bacteriano, o que las madres transfieran mas factores
de complemento a través de la placenta o el calostro a crias hembras que a crias
machos (Swain y Nayak, 2009). En cualquiera de las dos opciones, para cuando
las crias estan en la etapa del destete tardio, ya se hubieran igualado ambos
sexos en su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Por otro lado, a
diferencia de la respuesta del PHA, la inhibicibn bacteriana por parte del
complemento no requiere del montaje de una respuesta inmune per se, ni de una
contribucion energética extra, sino que depende de la disponibilidad de los
factores del complemento que las crias tengan en ese momento en el suero.
Cabe mencionar que el suero de las crias sélo fue capaz de inhibir a la
bacteria E. coli, y no a los otros dos patégenos. Esto se debe a que a diferencia
de las bacterias Gram negativas, las bacterias Gram positivas como, S. aureus,
son pioneras en evadir al complemento, y los hongos, como C. albicans, activan
mecanismos inmunes celulares, ademas de activar la via de la manosa del

complemento (Owen et al., 2013). Es posible que haya diferencias entre machos
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y hembras en términos de la respuesta y la intensidad de activacion, y que esto
dependera del desafio al cual se enfrenten, debido a que ambos sexos siguen
estrategias de vida diferentes a lo largo de su vida, por lo que su exposicion a
agentes patdgenos es muy probable que difiera.

Se hipotetiz6 también que el estado de salud de las crias determina la
magnitud de las respuestas inmunes, como se esperaria si el uso de recursos
energéticos debido a la resolucién de procesos infecciosos limitara el uso de
recursos para otro desafio inmune (Vera-Massieu et al., 2015). Los conteos
diferenciales de células blancas de las crias de este estudio fueron semejantes
a los valores de referencia ya establecidas para crias de esta especie (Yochem
et al., 2008). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre las
etapas de los muestreos, donde las crias presentaron una disminucién en la
mayoria de los tipos celulares en la etapa de destete tardio, con la excepcion de
los eosindfilos, que aumentaron significativamente. Diversos estudios realizados
en otras especies de pinnipedos han demostrado que los conteos de leucocitos
varian en los primeros meses de vida. Un ejemplo de esto se observo en crias
del lobo marino de Galapagos, en los que los conteos de leucocitos totales,
eosindfilos y neutréfilos son mas bajos en los primeros tres meses de vida, y
comienzan a incrementar a los 6 meses del nacimiento (Brock et al., 2013). En
el lobo de dos pelos, Arctocephalus australis, se demostré que las crias al nacer
tienen niveles bajos de los leucocitos totales, neutréfilos, linfocitos y eosindfilos,
y estos incrementan durante las primeras dos semanas de vida (Seguel et al.,
2016). Las crias del lobo marino de Steller, Eumetopias jubatus, presentan altos
conteos de leucocitos totales, y estos disminuyen en los primeros dias
posteriores al nacimiento al igual que los neutréfilos y los linfocitos T, aunque el
namero de linfocitos, eosinéfilos y monocitos se mantiene constante durante el
desarrollo temprano (Keogh et al., 2010).

Estudios realizados en fécidos, como el elefante marino del Sur y la foca
gris, demostraron que los niveles de leucocitos totales, los neutréfilos y los
linfocitos aumentan durante los primeros 15 dias después del nacimiento,
posteriormente algunos de estos tipos celulares disminuyen mientras que otros
se mantuvieron constantes (Hall et al., 2003). No obstante, tambien reportaron
un aumento marcado en los conteos de eosindfilos en etapas posteriores, similar

al que se encontrd en este estudio. Los autores relacionan este fendbmeno con la

105



presencia de ectoparasitos, como el piojo de foca (Lepidophthirus macrorhini)
que afecta a ambas especies (Hall et al., 2003). En esta tesis no se determiné la
presencia de ectoparasitos, por o que no es posible determinar si el aumento en
los eosindfilos se debe a ectoparasitos; sin embargo, también es posible que el
incremento se deba a la exposicion a otros ambientes, y por lo tanto, a nuevos
patbgenos y antigenos (Brock et al., 2013), ya que las crias en la etapa de
destete tardio comienzan a interactuar con el agua y expanden su ambito
territorial al desplazarse a zonas aledafas al lugar de nacimiento. Esto quedo
demostrado para el lobo marino de Galapagos, ya que se reporté que las crias
que nacen en colonias con impacto antrépico tienen un incremento marcado en
los conteos de eosindfilos entre los 6 y 12 meses de edad, en comparacion con
crias nacidas en colonias que no tienen impacto antrépico, y se especulé que en
las zonas pobladas la exposicion a antigenos es mayor (Brock et al., 2013). No
se encontraron diferencias significativas en ninguna de las dos respuestas a los
desafios inmunes de acuerdo a los parametros clinicos de salud. Es probable las
diferencias en los conteos diferenciales de células blancas que se utilizaron para
determinar estos parametros, sean causados por los altos niveles en la
produccién y distribucion de los leucocitos que son comunes en etapas del
desarrollo temprano del sistema inmune en mamiferos (Day, 2007).

En cuanto a los niveles de hierro, usados como indicadores de procesos
de infeccion (Cassat y Skaar, 2013), no se encontrd evidencia de una relacién
con ninguno de los dos desafios inmunes que realizamos en este estudio. Se
cree que el hierro se produce en lo que comienza la sintesis de mioglobina que
se requiere para el buceo en etapas tempranas y se produce por la movilizacién
del hierro de la ferritina en el higado y de la hemoglobina degradada (Somo et
al., 2015).

La ultima prediccion de esta tesis fue que el tipo de territorio, en términos
de su densidad poblacional y sustrato, influirian en la respuesta inmune. No se
encontré evidencia de que la densidad poblacional afectara a las respuestas
inmunes innatas. Es posible que esto se deba a que en todos los territorios aqui
estudiados, la densidad poblacional era extremadamente baja, ya que la
poblacion del elefante marino del Norte en el Archipiélago de San Benitos esta
en declive (Elorriaga-Verplancken, 2015). Sin embargo, la magnitud de la

inhibicion sérica del crecimiento bacteriano varié de acuerdo al territorio en el
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cual nacieron las crias, tanto en el destete temprano como en el destete tardio.
La importancia de la eleccién del territorio por parte de los machos y las hembras
adultas radica en que los animales con mas experiencia seleccionan la mejor
zona geografica que generalmente cuenta con superficies planas y se
caracterizan por tener arena como sustrato, debido a que pueden usar la arena
para regular la temperatura en tierra y ahuyentar a los insectos que los molestan
(Le Boeufy Law, 1994). Estos territorios suelen ser controlados por los machos
mas dominantes, que ganaron en peleas brutales al comienzo de la temporada
reproductiva (Le Boeuf y Law, 1994). También, las hembras adultas con mayor
experiencia reproductiva suelen desplazar a las hembras jovenes o primiparas a
zonas aledanas, ya que tener acceso a los mejores territorios no solo incrementa
la probabilidad de supervivencia de sus crias sino que las hembras tendran
acceso a los mejores machos y asi podran favorece su adecuacién biologica, al
aparearse con machos de buena calidad, portadores de buenos genes que
podran trasmitir a la descendencia (Mgller y Alatalo, 1999; Neff y Pitcher, 2005).
Se encontré que las crias que nacieron en territorios con sustrato mixto
presentaron una mayor respuesta de inhibicion del crecimiento bacteriano que
las crias nacidas en otros territorios, y esto se mantuvo tanto para las crias recién
destetadas como para la etapa de destete tardio. Interesantemente, no se
observd esta relacion para la respuesta a PHA. Més alla de plantear que la
diferencia en la inhibicién del crecimiento bacteriano se debe a que los territorios
con sustrato mixto sean los que concentran a los mejores machos y a las
hembras con mayor experiencia, ya que los territorios con sustrato arena no
presentaron esta relacion como se espera, debido a que el sustrato arena suele
ser el mas solicitado (Le Boeuf y Law, 1994), y se esperaba que los territorios
con este sustrato presentaran alguna relacion con las respuestas inmunes que
se midieron, no obstante, no se pueden discutir estos resultados a cabalidad, y
se requeririan de mas estudios para comprender los patrones observados.
Ademas, las crias que nacieron en territorio con sustrato arena no se cambiaron
a lugares aledafios, mientras que los territorios que tenian canto rodado o
sustrato mixto fueron los lugares que mas recambio de crias tuvieron.

En términos de las observaciones conductuales que se realizaron a lo
largo del muestro para calcular comportamientos que podrian estar asociados

con niveles altos estrés, no se registraron agresiones entre crias, ni agresiones
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de las hembras adultas a las crias, esto quiz4 se debe a que la densidad
poblacional no fue alta por lo que la probabilidad de molestarse entre si es
menor. Tampoco se observd el robo de leche, comportamiento que se ha
reportado para esta especie (Le Boeuf y Law, 1994; Reiter et al.,, 1978). Es
probable que este comportamiento no se haya observado debido a que no se
realiz6 un muestreo con seguimiento focal durante el periodo de lactancia, que
es cuando se suelen dar este tipo de interacciones, y la mayor parte del tiempo
las crias de este estudio permanecieron con poca actividad o practicando el nado
en pozas de marea cercanas y poco profundas, donde era poco probable la
interaccion entre animales. Estudios futuros podrian medir niveles de cortisol y
ACTH en suero para contar con un marcador biolégico de niveles subclinicos de

estrés.
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CONCLUSIONES

Los recursos que las crias adquieren durante la lactancia son esenciales para

responder a desafios inmunes inespecificos durante la etapa post-destete.

Existen diferencias entre sexos en la inhibicion sérica del crecimiento bacteriano,
pero no en la respuesta a PHA, lo que podria deberse a diferencias en el costo
de ambas respuestas y en la posible diferenciacion en la asignacion de los

recursos entre hembras y machos durante su desarrollo temprano.

El territorio en el cual nacen las crias tiene relevancia para las respuestas
inmunes inespecificas, lo que posiblemente impacte su probabilidad de

supervivencia.

Esta tesis generé conocimiento que ayudard a entender la importancia de
algunas caracteristicas de la historia de vida de las crias de los elefantes marinos
del Norte, como el ayuno prolongado que experimentan en tierra después del
nacimiento y laimportancia de los diversos factores que estan interactuando para

alterar la supervivencia en etapas del desarrollo temprano.
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ANEXO |

Se realizaron correlaciones de Spearman entre las variables explicativas como

se puede observar en los cuadros 14 y15.

Cuadro 14. Correlaciones de Pearson entre los indicadores de recursos de crias recién

destetadas (0 dias post-destete).

0 dias Masa Masa  Condicién Capa Capa Glucosa  Gravedad ON15
post- escalar  corporal grasa grasa especifica
destete lateral dorsal
Masa - 0.33 0.65 0.56 0.54 -0.28 0.47 0.32
Masa
. . . - 0.096 -
escalar 0.036 0.03 0.06 0.07 0.27 0.03
Condicion 4 21006 0,032 i 0.26 0.14 -0.30 0.20 0.08
corporal
Capagrasa 4 103 (g9 0.098 - 0.68 -0.43 0.22 0.12
lateral
Caga grasa 5 55103 0.659 0.362  1.3x109 - -0.35 0.47 0.29
orsal
Glucosa 0.075 0.086 0.054 0.005 0.024 - -0.17 0.059
Gravedad 0.002 0.560 0.199 0.161 0.002 0.289 0.21
especifica
N15 0.057 0.854 0.618 0.465 0.086 0.744 0.22 -
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Cuadro 15. Correlaciones de Pearson entre los indicadores de recursos de crias

durante el destete tardio (34 dias post-destete).

34 dias Masa Masa Condicion Capa Capa  Glucosa Gravedad 6N15
post- escalar corporal grasa grasa especifica
destete lateral dorsal
Masa - 0.41 0.80 0.59 0.56 0.35 -0.02 0.19
Masa 0.014 ; 0.87 0.11 -0.23 0.21 0.01 0.13
escalar
Condicion 4 4,908 22611 ; 0.26 0.14 -0.30 0.20 0.08
corporal
Capagrasa 2.0x10% ) .0.10
lateral 0.524 0.182 0.90 0.18 . 0.32
Capagrasa g 4.1003 (182 0.383 2.6x1012 0.18 -0.05 0.22
dorsal
Glucosa 0.038 0.229 0.049 0.286 0.300 - -0.12 0.16
Gravedad g0, (919 0.898 0580 0775  0.479 -0.23
especifica
ON15 0.269 0.453 0.286 0.064 0.198 0.361 0.200 -
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ANEXO I

La masa de las crias vario entre las etapas de muestreo. Las crias perdieron
cerca del 20% de su peso entre el primer y el Ultimo muestreo (ANOVA, F2,109=
10.18, p=8.88x107; Fig. 48).
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Figura 48. Masa de las crias de elefante marino del Norte en las etapas del muestreo.

El grosor de la capa de grasa dorsal cambio significativamente en las tres
etapas del muestreo (ANOVA, F2, 109= 4.226, p=0.0171; Fig. 49), con una
disminucién marcada en la etapa del destete tardio, consistente con los

resultados de la masa obtenida mediante el modelo.
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Figura 49. Capa de grasa dorsal de las crias de elefante marino del Norte en las

etapas del muestreo.
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Se observé un patrén similar en las medidas de la capa de grasa lateral de los
tres muestreos (Kruskal-Wallis, X?= 12.785, gl=2, p= 0.001; Fig. 50) entre las tres
etapas, con una disminucion en la etapa de destete tardio parecida a la

observada para la masa y al grosor de la capa de grasa dorsal.
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Figura 50. Capa de grasa lateral de crias del elefante marino del Norte en las etapas

de muestreo.

La condicién corporal no vario entre ambas etapas del muestreo (Prueba de t de
dos colas, t=-2.512x1018, gl=72 p=1; Fig. 51).
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Figura 51. Capa de grasa lateral de crias del elefante marino del Norte en las etapas

de muestreo.
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La masa escalar de las crias varié entre etapas (Prueba de t de dos colas, t=
5.622, gl=71.88, p=3.374x107; Fig.52).
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Figura 52. Masa escalar de crias del elefante marino del Norte en las etapas de

muestreo.

La gravedad especifica del plasma varié en ambas etapas del muestreo, siendo

menor en la etapa de destete tardio (Prueba de t de dos colas, t=0.485, gl=62.64,
p=8.717x10%; Fig. 53).
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Gravedad especifica del plasma de crias del elefante marino del Norte en

las etapas de muestreo.
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Los niveles de glucosa no variaron entre crias recién destetadas (0 dias) y crias
durante el destete tardio (34 dias) (Prueba de t de dos colas, t= 0.330, gl=70.13,

p=0.742; Fig. 54).
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Figura 54. Cuantificacién de glucosa en sangre de crias del elefante marino del Norte

en las etapas de muestreo.

La sefal isotopica 3'°N de las vibrisas fue mayor a los 34 dias post-destete

(Prueba de t de dos colas, t= -4.156, gl=64.601, p=9.69x10°; Fig. 55).
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Figura 55. Sefial isotépica 3'°N de las vibrisas de crias del elefante marino del Norte

en las etapas de muestreo.
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ANEXO Il

La masa de las crias de los elefantes marinos fue igual entre machos y hembras,
tanto en la etapa de recién destetados (Prueba de t de dos colas, t= 1.609,
gl=37.93, p=0.115; Fig. 56) como en la etapa de destete tardio (Prueba de t de
dos colas, t= 1.611, gl=31.85, p=0.116; Fig. 57). Ademas, las crias macho y
hembras presentaron el mismo cambio en la masa entre los dos muestreos
(Prueba de t de dos colas, t= 0.929, gl=31.19, p=0.359; Fig. 58).
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Figura 56. Masa de crias de elefante marino macho (M) y hembras (H) recién

destetadas.
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Figura 57. Masa de crias de elefante marino recién macho (M) y hembras (H) durante

el destete tardio.
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Figura 58. Cambio en la masa de las crias entre el primer y segundo muestreo. H=

hembras, M= machos.

La capa de grasa lateral no varié entre sexos en la etapa de recién destetados
(Rango Wilcoxon, W=226, p=0.049; Fig. 59) ni en la etapa post- destete (Rango
Wilcoxon, W=125.5, p=0.534; Fig. 60). Tampoco vari6 el cambio entre etapas de
la capa de grasa lateral entre sexos (Rango Wilcoxon, W=124, p=0.506; Fig. 61).
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Figura 59. Capa de grasa lateral de crias de elefante marino machos (M) y hembras

(H) recién destetadas.
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Figura 60. Capa de grasa lateral de crias de elefante marino del norte machos (M) y

hembras (H) en el destete tardio (34 dias).
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Figura 61. Cambio en la capa de grasa lateral de crias de elefante marino machos (M)

y hembras (H) entre las etapas de muestreo.
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La capa de grasa dorsal no mostr6 diferencias significativas entre sexos en la
etapa de recién destetados (Prueba de t de dos colas, t= -0.732, ¢gl=35.97,
p=0.468; Fig. 62) y a los 34 dias post-destete (Prueba de t de dos colas, t= -
0.651, gl=30.23, p=0.519; Fig. 63). No se encontraron diferencias significativas
en el cambio de la capa de grasa dorsal entre sexos (Prueba de t de dos colas,
t= -0.325, gI=31.97, p=0.747; Fig. 64).
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Figura 62. Capa de grasa dorsal de las crias de elefante marino machos (M) y

hembras (H) recién destetadas.
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Figura 63. Capa de grasa dorsal de las crias de elefante marino machos (M) y

hembras (H), en el destete tardio.

134



20

10

A en la capa de grasa dorsal (mm)
-10

Sexo

Figura 64. Cambio en la capa de grasa dorsal de las crias de elefante marino de

acuerdo al sexo. H= hembras, M= machos.

La condicidon corporal de las crias varid entre sexos en la etapa de recién
destetados (Prueba de t de dos colas, t= 2.405, gl=37.89, p=0.021; Fig. 65) y en
alos 34 dias post-destete (Prueba de t de dos colas, t=2.792, gl=30.55, p=0.008;
Fig. 66). No varié entre sexos el cambio en la condicion corporal (Prueba de t de
dos colas, t= 0.483, gl=31.45, p=0.632; Fig. 67).
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Figura 65. Condicion corporal de las crias de elefante marino, machos (M) y hembras

(H) recién destetadas.
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Figura 66. Condicion corporal de las crias de elefante marino machos (M) y hembras

(H), durante el destete tardio.
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Figura 67. Cambio en la condicion corporal de las crias de elefante marino machos

(M) y hembras (H), entre las etapas de muestreo.
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La masa escalar de las crias vario entre sexos en la etapa de recién destetados
(Prueba de t de dos colas, t= 2.087, gl=37.58, p=0.043; Fig. 68) y a los 34 dias
post-destete (Prueba de t de dos colas, t=2.791, gl=31.47, p=0.008; Fig. 69). No
se encontraron diferencias en el cambio de la masa escalar entre sexos (Prueba
de t de dos colas, t= 0.0425, gl=29.44, p=0.966; Fig. 70).
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Figura 68. Masa escalar de las crias de elefante marino machos (M) y hembras (H)

recién destetadas.
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Figura 69. Masa escalar de las crias de elefante marino machos (M) y hembras (H)

durante el destete tardio.
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Figura 70. Cambio en la masa escalar de las crias de elefante marino machos (M) y

hembras (H) entre las etapas de muestreo.

La gravedad especifica no varid entre sexos en la etapa de recién destetados
(Prueba de t de dos colas, t= -0.826, gl=34.17, p=0.414; Fig. 71) y en a los 34
dias post-destete (Rango Wilcoxon, W=156.5, p=0.276; Fig. 72). Ademas, el
cambio en la gravedad especifica no vari6 entre sexos (Rango Wilcoxon,
W=163.5, p=0.176; Fig. 73).
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Figura 71. Gravedad especifica del plasma de crias de elefante marino hembra (H) y

macho (M) al inicio del destete.
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Figura 72. Gravedad especifica del plasma de crias de elefante marino hembra (H) y

macho (M) en el destete tardio
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Figura 73. Cambio en la gravedad especifica del plasma de crias de elefante marino

hembra (H) y macho (M) entre las etapas de muestreo.
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La concentracion sérica de glucosa en la etapa de recién destetados no vario
entre hembras y machos (Prueba de t de dos colas, t=-1.179, gl=32.05, p=0.247;
Fig. 74). El mismo patron se observo para la etapa de destete tardio (Prueba de
t de dos colas, t=0.411, gl=30.30, p=0.683; Fig. 75). Tampoco se se encontraron
diferencias en el cambio de la concentracion de glucosa entre hembras y machos
(Prueba de t de dos colas, t=-1.257, gl=28.78, p=0.218; Fig.76).
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Figura 74. Concentracion de glucosa en suero de crias de elefante marino machos

(M) y hembras (H) recién destetados.
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Figura 75. Concentracion de glucosa en suero de crias de elefante marino machos

(M) y hembras (H) en el destete tardio.
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Figura 76. Cambio en la concentracion de glucosa sérica de crias de elefante marino

en machos (M) y hembras (H) entre las etapas de muestreo.

El isotopo 815N no varid entre sexos en la etapa de recién destetados
(Prueba de t de dos colas, t=-0.324, gl=31.39, p=0.747; Fig. 77) ni en la etapa de
destete tardio (Prueba de t de dos colas, t= -1.025, gl=24.38, p=0.315; Fig.78).
El cambio de los valores del isotopo 815N no vario entre sexos (Prueba de t de
dos colas, t=-0.828, gl=30.19, p=0.413; Fig. 79).
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Figura 77. Sefial isotdpica de 5'°N de las vibrisas de crias de elefante marino del

Norte hembras (H) y machos (M) al inicio del destete (0 dias).
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Figura 78. Sefial isot6pica de §'°N de las vibrisas de crias de elefante marino del

Norte hembras (H) y machos (M) en el destete tardio.
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Figura 79. Cambio en la sefial isotépica de 3*°N de las vibrisas de crias de elefante

marino del Norte hembras (H) y machos (M) entre etapas de muestreo.
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ANEXO IV

Los niveles de hierro incrementaron en 25% en la etapa del destete tardio con
respecto a la etapa inmediata al destete. En el caso del conteo total de células
blancas, no se detectaron diferencias entre ambos periodos; sin embargo, las
crias recién destetadas tenian conteos mas altos de neutréfilos en banda y
monocitos, mientras que los numeros de eosindfilos eran mayores en crias

durante el destete tardio (Cuadro 16).

Cuadro 16. Resultados de los analisis sanguineos de las crias del elefante marino del

Norte. El asterisco denota significancia estadistica

Variable Valores de referencia Destete Post-destete Valor de p
(Yochem et al., 2008) (0 dias) (34 dias)
Hematocrito(%) 45-66 63 69 0.1807
Células blancas 7,000 - 20,700 15,374 12,909 0.2754
Neutrdfilos band. 0-1,035 405* 144* 0.0026
Neutréfilos seg. 4,141-11,592 6,812 5,174 0.0848
Linfocitos 1,260-5,983 4,790 4,814 0.6310
Monocitos 228-3,312 2,606* 1,540%* 0.0077
Eosindfilos 207-2,123 665* 1160* 0.0003
Basofilos 0-114 0 0 0
Hierro (pg/dL) 96-505 200* 251* 0.0001
Variable Valores de referencia Destete Post-destete Valorde p
(Castellini et al., 1990) (0 dias) (34 dias)
Gravedad esp. 1.071 1.053 1.049 0.608
(g/ml)

De acuerdo a los parAmetros hematoldgicos, se identificaron tres condiciones
clinicas en las crias incluidas en este estudio: crias clinicamente sanas, crias
con infecciones agudas o abscesos (IAA), y crias con infecciones por
microparasitos como bacterias o virus (IPM) como se puede observar en las

figuras 80 y 81.
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Figura 80. Condiciodn clinica de las crias del elefante marino del Norte recién

destetadas.
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Figura 81. Condicion clinica de enfermos de las crias del elefante marino del Norte
durante el destete tardio.
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