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Resumen

El cambio climatico ha impactado la cadena trofica, principalmente a depredadores
de habitos costeros como el lobo marino de California. Existe evidencia indirecta de
desnutricion en crias de esta especie cuando incrementan las anomalias en la
temperatura superficial del mar (aTSM). Se cree que la disminucién en la
productividad primaria en las zonas de alimentacion de las madres provoca
modificaciones en la cantidad y calidad de la leche para sus crias. En este trabajo
evaluamos el efecto de las aTSM sobre diversos parametros fisioldgicos, corporales
y de salud de las crias, utilizando muestras bioldgicas colectadas entre 2012 y 2020,
en colonias reproductivas del Golfo de California y del Archipiélago de San Benito.
A partir de muestras de suero y utilizando un glucometro comercial, se cuantificé la
glucosa sanguinea de las crias. También se calcul6 la condiciéon corporal como
indicador de las reservas energéticas. Se contaron leucocitos y eritrocitos en frotis
sanguineos, con la finalidad de encontrar morfologias atipicas y anormalidades
indicativas de desnutricion en los conteos. Se determind la habilidad del suero de
las crias de inhibir el crecimiento de E. coli, mediante ensayos ex vivo, como un
indicador fisioldgico de su competencia inmune innata. Se determinaron las aTSM
dentro de 100 km alrededor de cada colonia reproductiva. El aumento en la aTSM
se asocid a una menor condicion corporal (GLM, p<0.05) y a un aumento en glucosa
(GLM, p<0.05), no obstante, el efecto fue diferente dependiendo del periodo de la
gestacion materna en que ocurrié la anomalia. Los conteos elevados de diversos
leucocitos asi como morfologias atipicas de eritrocitos encontradas, fueron
explicadas por la aTSM (GLM, p<0.05). La inhibicion bacteriana fue explicada por
la condicion corporal de las crias (GLM, p<0.05) y se observd una disminucion en
las categorias de inhibicion conforme aumentaron las aTSM a lo largo de los afos
de muestreo. La glucosa y condicion corporal de las crias también varié entre
regiones, colonias y afos. Con base en los resultados, se propone que los
parametros clinico-fisiolégicos pueden ser indicadores de cambios ambientales
ecosistémicos para su monitoreo oportuno en especies centinelas costeros.
Palabras clave: Anomalia climatica, glucosa, condicion corporal, bioindicadores,
Zalophus californianus.



Summary

Climate change has impacted the marine food web, mainly predators with coastal
habits such as the California sea lion. There is indirect evidence of malnutrition in
offspring of this species when sea surface temperature (SST) anomalies increase.
It is believed that the decrease in primary productivity in the feeding areas of the
mothers causes changes in the quantity and quality of milk for the pups. We
evaluated the effect of SST anomaly on physiological, body and health parameters
of the pups, using biological samples collected between 2012 and 2020, in breeding
colonies of the Gulf of California and the San Benito Archipelago. Using serum
samples and a commercial glucometer, the blood glucose of the pups was
quantified. Body condition was also calculated as an indicator of energy reserves.
Leukocytes and erythrocytes were counted in blood smears, in order to find atypical
morphologies and abnormalities indicative of malnutrition in the counts. The ability
of pup serum to inhibit E. coli growth was determined by ex vivo assays as a
physiological indicator of their innate immune competence. SST anomalies within
100 km around each breeding colony were determined. The increase in the SST
anomaly was associated with a lower body condition (GLM, p<0.05) and an increase
in glucose (GLM, p<0.05), however, the direction of the effect changed depending
on the period of maternal gestation in which the anomaly occurred. The elevated
counts of various leukocytes as well as atypical erythrocyte morphologies found
were explained by the increase in SST anomalies (GLM, p<0.05). Bacterial inhibition
was explained by the body condition of the pups (GLM, p<0.05) and a modification
in the inhibition categories was demonstrated as SST anomalies increased over the
years. The glucose and body condition of the pups also varied between regions.
Based on the results, it is proposed that clinical-physiological parameters can be
indicators of ecosystem environmental changes for timely monitoring in coastal
sentinel species.

Keywords: Climatic anomaly, glucose, body condition, bioindicators, Zalophus

californianus.
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“People protect what they love, they love what they understand and

they understand what they are taught”

Jacques-Yves Cousteau
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l. INTRODUCCION GENERAL

Los ecosistemas marinos se han visto fuertemente afectados por variaciones
climaticas locales y de gran escala, que han incrementado en los ultimos afios y que
han persistido en el Océano Pacifico desde finales de 2013 hasta el presente (Bond
et al., 2014; Kintisch, 2015).

Durante el invierno de 2013, se registré un fendmeno de calentamiento anémalo en
las temperaturas de la superficie del océano Pacifico Noroeste (Bond et al., 2014;
Jiménez-Quiroz et al., 2019). Este fendmeno, conocido como “La Mancha” (The
Blob, en inglés) generd incrementos de entre 2 a 5° C en el mar y se extendié desde
el Golfo de Alaska y el Pacifico norte hasta alcanzar la parte occidental de California
a mediados del 2014 (Jiménez-Quiroz et al., 2019; Zaba y Rudnick, 2016). Por su
parte, el evento de El Nifio-Oscilacion del Sur (ENSO, por sus siglas en inglés), de
2015-2016 gener6 anomalias en la temperatura superficial del mar, registrando una
severidad maxima en noviembre del 2015 (Sakuma et al., 2015). Actualmente se
sabe que ambos eventos (ENSO y La Mancha) incidieron directa y severamente
sobre la Corriente de California (Robinson, 2016), logrando alcanzar temperaturas
superficiales marinas que excedieron en 4°C a la media de los registros histdricos
(Jiménez-Quiroz et al., 2019; Bond et al., 2014).

Las variaciones en la temperatura de la superficie del mar pueden impactar a la
cadena trofica, dadas las extensas implicaciones que representan para diversas
caracteristicas del ecosistema, como la distribucion de peces y zooplancton,
cambios en los flujos de nutrientes (Beaugrand, 2003), distribuciones modificadas
de clorofila (Elorriaga-Verplancken et al., 2016), entre otros. El impacto también se
observa en niveles tréficos altos, sobre todo en aquellos depredadores de habitos

costeros, como los mamiferos marinos de habitos carnivoros.
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El lobo marino de California (Zalophus californianus), pinnipedo que es residente
permanente de la Corriente de California, depende directamente de ella para su
reproduccién y alimentacion. Esto los convierte en excelentes especies indicadoras
de los eslabones superiores de la cadena tréfica (Melin et al., 2012). Tomando esto
en cuenta, en esta tesis se buscé investigar el efecto de las anomalias climaticas

en diversos parametros clinico-fisiolégicos de las crias de esta especie.
Il ANTECEDENTES GENERALES
I.1. El lobo marino de California (Zalophus californianus)

En México, el lobo marino de California habita la costa este y oeste de la Peninsula
de Baja California. En la costa oeste se estima una poblacion de 75,000 a 87,000
individuos (Lowry y Maravilla-Chavez, 2005) que habitan en ocho colonias
reproductivas, mientras que en la costa este se estima que existen entre 24,000 y

31,000 individuos distribuidos en 13 colonias reproductivas (Szteren et al., 2006).

Las poblaciones de Zalophus californianus en el Golfo de California, presentan una
estructura poblacional de acuerdo a la colonia reproductiva a la que pertenecen.
Este fendbmeno de estructuracion se ve influenciado principalmente porque
presentan filopatria a las colonias, es decir, son fieles a los sitios de nacimiento,
reproducciéon y alimentacion (Wolf y Trillmich 2007). Las condiciones
oceanograficas en las distintas regiones del Golfo de California y a nivel local,
determinan el alimento al que las hembras adultas gestantes y lactantes tienen
acceso, tomando en cuenta que ellas restringen su busqueda espacial y
temporalmente para mantenerse cerca (entre 50 y 100 km) de las colonias y
alimentar a las crias que dependen totalmente de ellas (Campbell et al., 2008).
Sumado a esto, se ha registrado que en afios donde hay un decremento en la
cantidad de presas disponibles, las hembras viajan mayores distancias en

busqueda de alimento. Esto implica que tienen la habilidad de responder a la
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variabilidad ambiental y modificar su comportamiento, con la finalidad de encontrar

alimento para ellas y sus crias (Kuhn y Weise, 2007).

La temporada de reproduccion de esta especie comienza a finales de junio. Las
hembras comienzan a ovular aproximadamente 28 dias posparto (Odell, 1981) por
lo que en muchas ocasiones se embarazan pocos dias después de haber parido.
Esta especie presenta implantacién retardada durante 3 meses (Robeck et al.,
2001); a partir de la concepcion, el blastocisto se divide normalmente durante 5-8
dias, después la division celular declina drasticamente (Daniel, 1971) y el embridn
crece muy lentamente por varios meses (Harrison, 1968). El crecimiento normal es
reactivado por la madre a partir de octubre (Robeck et al., 2001) y los nacimientos
ocurren a finales de junio y principios de julio del siguiente afio. Las madres se
quedan con las crias durante un periodo perinatal de 5-9 dias y posteriormente
comienzan a realizar viajes de alimentacion al mar (Oftedal et al. 1987; Boness y
Bowen, 1996). La lactancia puede prolongarse de 6 a 12 meses y después de ser

destetadas, las crias deben alimentarse por si mismas (King 1983; Riedman 1990).
Il.2. Periodos del embarazo

Greig y colaboradores (2007) llevaron a cabo un estudio para evaluar los niveles de
progesterona y estrégeno en suero de hembras de Z.californianus, con la finalidad
de determinar los cambios estacionales. Con base en los niveles hormonales,
también fue posible determinar si las hembras estaban o no embarazadas, asi como
el periodo del embarazo en el que se encontraban (primer, segundo o tercer
trimestre). Se determind que el inicio del embarazo se presenta entre septiembre-
noviembre debido a un fendmeno de implantacion retardada; la mitad del embarazo
se da en febrero-marzo y el final del embarazo ocurre entre abril-mayo. Los
nacimientos ocurren desde inicios de junio hasta finales de julio (King, 1983) y
coinciden con los viajes de investigacion en los que se colectaron las muestras

utilizadas para la presente tesis. Es por eso que los meses identificados en el
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estudio de Greig y colaboradores (2007) se utilizaron para obtener las anomalias en

la temperatura y analizar su efecto en la salud de las crias en estos periodos.
I.3. Amenazas a la especie en aguas mexicanas

Una de las amenazas a Zalophus californianus en aguas mexicanas es el
enmallamiento e interaccion con artes de pesca, aunque varia su riesgo por zonas.
La incidencia de enmalle en la region centro y norte del Golfo de California es muy
baja (Zavala y Mellink ,1997) y aunque en Los Islotes se encuentra el indice de
enmalle mas alto, este no se considera un riesgo para las poblaciones de lobo
marino de California (Elorriaga-Verplancken, 2004). Se cree que los incidentes
ocurren azarosamente y la mayor causa es la sobreposicion de sitios de

alimentacion de la especie con las zonas de pesca (Aurioles-Gamboa et al., 2003).

Otra amenaza es la alimentaria. La especie es considerada generalista, aunque
tiene mayor afinidad por presas como la sardina, anchoveta y macarela. Los estados
de Sonora, Sinaloa, Baja California y Baja California Sur son los de mayor volumen
de produccion pesquera en el pais (CONAPESCA, 2020) y todos abarcan una
porcidn del Golfo de California. Algunas de las presas mayormente consumidas por
el lobo marino se consideran de interés comercial, provocando conflictos con la
poblacién pesquera en la region (Cuadro 1). Sumado a esto, la pesca de tiburén
provocOd un aumento en las poblaciones del calamar gigante, incrementando la
competencia por las mismas presas que consume el lobo marino durante muchos
afos (Markaida, 2006; Gallo-Reynoso, 2019). Este fendmeno, la pesca industrial de
pelagicos menores y los fendmenos de calentamiento (La Mancha y EI Nifio), han
provocado efectos negativos drasticos en las poblaciones del lobo marino de

California en México (Gallo-Reynoso, 2019).
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Los contaminantes también son una amenaza para la salud del lobo marino de
California, dados los impactos que pueden tener sobre su sistema inmune vy su
salud (Desforges et al., 2016; Bouquegneau et al., 2002). El rio Colorado
desemboca en la regién norte del Golfo, donde se han registrado altos niveles de
selenio y pesticidas en animales como consecuencia de algunas practicas agricolas
(Garcia-Hernandez et al., 2001). La actividad minera de la zona también muestra
efectos negativos. En las zonas aledafias a la antigua mina de cobre en Santa
Rosalia se han detectado altas concentraciones de uranio a partir de nucleos de
sedimentos marinos (Shumilin et al., 2012). En La Bahia de la Paz donde se
encontraba una mina de fosforita, también se han registrado altas concentraciones

de Pb y Zn en ostras chocolate (Méndez et al., 2006).

A partir de muestras de pelo de crias de esta especie se han dectectado distintos
metales traza como Hg, Se, Pb, Cu, Fe, y Zn, mostrando distintos valores en cada
colonia reproductiva. En Los Islotes, Isla Granito y Rocas Consag se encontraron
los niveles mas alto de selenio y mercurio, los cuales mostraron una correlacién
positiva con el nivel trofico de las loberas y el tipo de alimentacion (Elorriaga-
Verplancken y Aurioles-Gamboa, 2008). Szteren y Aurioles-Gamboa (2013) también
encontraron metales traza (Al, As, Cd, Co, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Se y Zn) a partir de
muestras de hueso, siendo el aluminio y zinc los elementos encontrados en mayor
cantidad. La region centro tuvo mas arsénico y cadmio, mientras que el norte y
Angel de la Guarda fueron mayormente afectados por el mercurio. A pesar de que
no se cuenta con la informacion necesaria para determinar el dafo real que estos
elementos pueden causar, los autores sugieren que los individuos que habitan en
las regiones con las mayores concentraciones podrian presentar una mayor

susceptibilidad en su salud.
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I.4. Movilidad de la especie

La especie migra de forma diferencial entre sexos, y también varia su ambito
hogarefo. Los machos regresan a las zonas de reproduccion en Baja California y
California (Estados Unidos) durante la temporada reproductiva, posteriormente
migran al Norte del continente (Aurioles et al., 1983). Por su parte, las hembras se
mantienen cerca de las colonias reproductivas toda su vida. Durante el invierno de
2003, 2004 y 2005 en la isla San Nicolas, Costa y colaboradores (2007) llevaron a
cabo un estudio con telemetria para observar la distancia recorrida por las hembras.
El promedio de todos los afos determiné que pueden desplazarse 66.3 £ 11.0 km
durante sus viajes de forrajeo. No obstante, al comparar las diferencias entre afios,
se observo que en 2004 (afio en que aumentd la temperatura del mar y disminuyd
la productividad primaria), las hembras viajaron mayores distancias, obteniendo un
promedio de 102.2 km lejos de la colonia. El tiempo que pasaron viajando también
aumentd en los afos calientes, ya que en 2004 y 2005 se registraron viajes de

alimentaciéon de mas de 50 horas.
I1.5. Regionalizacién ecolégica de las colonias reproductivas

Anteriormente, la poblacién de Z. californianus en el Golfo de California se manejaba
como una sola unidad, sin embargo, se han propuesto regionalizaciones del Golfo
de California, ya que se ha demostrado que distintos parametros biolégicos y
ecoldgicos, tienen un efecto directo en los sitios donde los lobos marinos habitan y
se alimentan (Round, 1967, Alvarez—Borrego, 1983, Santamaria—del-Angel et al.,
1994, Lluch—Cota y Arias—Aréchiga, 2000). Para fines de este trabajo se utilizé la
regionalizacién de Szteren y colaboradores (2011), donde se tomaron en cuenta
diferentes caracteristicas de las colonias reproductivas de Zalophus californianus,
tales como demografia, concentracidon de metales, clorofila y temperatura superficial
del mar, isotopos estables, dieta e incidencia de enfermedades. Se distinguieron 4
regiones para separar a las 13 colonias reproductivas de acuerdo a sus semejanzas

en los diferentes parametros: Golfo Norte (Consag, San Jorge e Isla Lobos), Angel
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de la Guarda (Granito, Los Cantiles, Los Machos y El Partido), Golfo Central (San
Esteban, San Pedro Martir, Nolasco y El Rasito) y Golfo Sur (Faralléon de San Ignacio

y Los Islotes) (figura 1).
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Fig. 1. Colonias reproductivas del lobo marino de California en México y su

regionalizacién. Imagen de Soto-Garcia (2016).

I1.6. Area de estudio

1.6.1. El Océano Pacifico (Archipiélago de San Benito)

Esta colonia reproductiva se encuentra fuera del Golfo de California y esta en
contacto directo con el océano Pacifico. Presenta una gran influencia de la Corriente

de California, la Subcorriente de California y la Contracorriente de California, las

28



cuales son modificadas estacional e interanualmente (Durazo et al., 2005). Las
aguas subarticas predominan durante la primavera y el verano, mientras que las
aguas tropicales se observan principalmente en verano y otofio (Lynn y Simpson,
1987; Durazo, 2009). Ademas, se considera una zona de transicién, donde el agua
fria y fresca de la Corriente de California se mezcla con las aguas tropicales y
subtropicales mas calientes y saladas (Durazo y Baumgartner, 2002). EI
archipiélago San Benito se encuentra en contacto directo con la porcion sur de la
Corriente de California, la cual difiere de la porcion Norte y centro ya que presenta

temperaturas relativamente calientes (Weber et al., 2021).

La corriente de California, en general, se ha visto fuertemente afectada por
fendmenos que han sido recurrentes en los ultimos afos. A finales del 2013 se
registré la formacion de una gran masa de agua caliente conocida como “La
mancha” (Bond et al., 2015) y en 2015-2016 se registré un evento “El Nifo” muy
severo (Jacox et al., 2016). Las condiciones oceanograficas de la corriente de
California se recuperaron durante 2017-2018 (Wells et al., 2017; Thompson et al.,
2018), no obstante, entre 2018-2020 nuevamente se registraron eventos de “El
Nifio” y “La Nifa” (de menor severidad) (Thompson et al., 2019), asi como la
formacion de una ola de calor marina en el Pacifico Norte durante 2019 (Amaya et

al., 2020).

El problema asociado a fendmenos como El Nifio, es que provocan el debilitamiento
de los vientos alisios y el hundimiento de la termoclina en el Pacifico este. Por esta
razon las surgencias costeras no permiten que el agua fria y con nutrientes suba a
la superficie, por lo que la productividad primaria y toda la red trofica se ve afectada
(Arntz et al., 1991). Sumado a esto, se cree que durante fendmenos de
calentamiento, el nucleo de la Corriente de California es desplazado y se favorece
la entrada de aguas tropicales y subtropicales (mas calientes y saladas) a la costa

de Baja California (Durazo y Baumgartner, 2002).
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11.6.2. El Golfo de California

El Golfo de California es una cuenca oceanica semicerrada. Se encuentra entre la
peninsula de Baja California y la porcién continental mexicana, mide 1130 km de
largo y 80-209 km de ancho (Jiménez y Parés-Sierra, 2005). Su circulacion es
provocada principalmente por: (1) la interaccion de la boca del Golfo - océano
Pacifico; (2) los vientos que interactuan con la superficie (Ripa, 1997; Marinone,
2003) y los flujos de evaporacion y precipitacion constantes (Castro et al., 2000;
Lavin, 2002; Jiménez et al., 2005).

También presenta variabilidad estacional. Entre noviembre y mayo, los vientos del
noroeste generan surgencias y esto provoca el aumento en la productividad primaria
en invierno y primavera (Zeitzschel 1969; Merrifield y Winant 1989; Hidalgo-
Gonzalez y Alvarez-Borrego 2004). Entre julio y octubre, los vientos del sureste
provocan la entrada de aire humedo, la temperatura superficial aumenta, y
disminuyen los nutrientes (Merrifield y Winant 1989; Hidalgo-Gonzélez y Alvarez-
Borrego 2004; Roden, 1964). Sumado a esto, el agua Superficial del Pacifico
Tropical entra en el Golfo alcanzando la region de las grandes islas, mientras que
en invierno unicamente alcanza la boca del Golfo (Alvarez-Borrego y Schwartzlose,
1979). En el sur de esta region se encuentra la Zona Minima de Oxigeno, que ha
aumentando drasticamente su temperatura en la capa superior (50 m) de la porcion
sur de la Corriente de California y el Sur del Golfo de California, provocando una
mayor estratificacion de la columna de agua y pérdida de oxigeno (Sanchez-Pérez
etal., 2021).

1.6.2.1. El Norte (Consag, San Jorge e Isla Lobos)

En esta region se encuentran las zonas menos profundas de todo el Golfo (Carrillo
y Palacios-Hernandez, 2002) y existe un giro permanente con circulacion
anticiclonica en invierno y ciclonica en verano (Marinone y Lavin, 1997; Makarov y
Jiménez-lllescas, 2002). Ya que colinda con la desembocadura del Rio Delta, en

esta zona se han detectado elevadas concentraciones de Selenio y organoclorados,
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conviertiéndola en una de las regiones mas contaminadas del Golfo (Garcia-
Hernandez et al, 2001). El viento provoca una circulacién importante y la
productividad es alta debido a las fuertes mezclas de marea (Santa-Maria-Del-Angel
et al., 1994; Maluf 1983; Marinone, 2003). La concentracion de clorofila en invierno
en Consag es de 3.53 mg m=3, en San Jorge 2.21 mg m=3y en Lobos 2.29 mg m~3
(Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011). Las tendencias poblacionales de Z
californianus en esta region actualmente estan incrementando (Szteren y Aurioles-
Gamboa, 2011).

1.6.2.2. Angel de la Guarda (Granito, Los Cantiles, Los Machos y El Partido)

En esta regién se forma un archipiélago que contiene canales, cuencas y dos
grandes islas: Angel de la Guarda y Tiburén. Las corrientes de marea son muy
intensas por lo que se presenta un efecto constante semejante a las surgencias
(Argote et al., 1995; Alvarez-Borrego, 2010). Por lo tanto, esta regién presenta el
promedio mas alto en la productividad primaria y clorofila (Escalante-Almazan,
2013) y el promedio mas bajo de la temperatura superficial del mar en todo el Golfo
(Alvarez-Borrego y Schwartzlose 1979; Escalante-Almazan, 2013). No obstante, en
verano la clorofila y productividad primaria pueden disminuir hasta un 40%
(Escalante-Almazan, 2013). La concentracién de clorofila en invierno en Granito y
Cantiles es de 1.40 mg m=3, en Machos 1.43 mg m=3 y en Partido 1.49 mg m=

(Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011).

Durante el Nifo 1983-1984, los efectos fueron enmascarados gracias a la gran
mezcla de mareas. En el Canal de Ballenas incluso se registré un aumento en la
cantidad de fitoplancton y clorofila a (Santamaria-del-Angel et al., 1994), razén por
la que se considera que esta regidn podria ser un refugio para muchas especies
ante un fendémeno de calentamiento (Tershy et al, 1991). Las tendencias
poblacionales de Z. californianus en esta region estan disminuyendo (Szteren y
Aurioles-Gamboa, 2011).
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1.6.2.3. El Centro (San Esteban, San Pedro Martir, San Pedro Nolasco
y Rasito)

La region central presenta valores intermedios de temperatura superficial, clorofila
y productividad primaria (Escalante-Almazan, 2013). La concentracién de clorofila
en invierno en San Esteban es de 1.74 mg m=3, en San Pedro Martir de 1.91 mg m-
3, en San Pedro Nolasco de 2.19 mg m= y en Rasito de 1.49 mg m=3 (Sztereny
Aurioles-Gamboa, 2011). En el verano el Agua Superficial Ecuatorial alcanza la
regién central (Alvarez-Borrego y Schwartzlose 1979, Torres-Orozco 1993) por lo
que la temperatura superficial no difiere respecto a la boca del Golfo (Escalante-
Almazan, 2013). No obstante, en invierno y primavera se generan surgencias que
aumentan la clorofila y productividad primaria en el centro (Roden 1964; Escalante-
Almazan, 2013). Durante fendmenos como El Nifio, las condiciones oceanograficas
de esta zona amortiguan sus efectos negativos (Ripa y Marinone, 1989; Valdez-
Holguin y Lara-Lara 1987). Las tendencias poblacionales de Z. californianus en esta
region se modifican, aunque también se consideran en aumento (Szteren y Aurioles-
Gamboa, 2011).

1.6.2.4. El Sur (Islotes y Farallén San Ignacio)

En la boca del golfo, las condiciones son muy parecidas a las del océano Pacifico
ya que ingresa el Agua Superficial Ecuatorial, la cual es mas caliente y baja en
nutrientes (Alvarez-Borrego y Schwartzlose 1979, Torres-Orozco 1993). Ademas,
en esta zona la estratificacion de la columna de agua es mayor (principalmente en
verano) (Alvarez-Borrego y Lara-Lara 1991), por lo que presenta los valores mas
bajos de clorofila y productividad primaria en el Golfo (Escalante-Almazan, 2013).
La concentracion de clorofila en invierno en Islotes es de 1.28 mg m=3y en Farallén
San Ignacio de 1.95 mg m= (Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011). En Islotes la
poblacién de lobo marino actualmente incrementa (Szteren y Aurioles-Gamboa,
2011).
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11.7 Alimentacion

El lobo marino de California se considera un oportunista plastico, es decir, que
consume diversas presas dependiendo de la disponibilidad (Lowry et al. 1991). No
obstante, se ha identificado que su dieta depende principalmente de 2-5 especies
(Lowry et al. 1991; Weise y Harvey 2008; Orr et al. 2011). Las presas consumidas
difieren dependiendo de la colonia reproductiva, dadas las diferencias en la
condiciones oceanograficas. Sumado a esto, la estacionalidad y los patrones
migratorios de los peces también provocan un cambio en la composicion de la dieta
(Garcia-Rodriguez, 1999; Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004). En el
cuadro 2 se muestran las principales presas consumidas por esta especie en las

loberas estudiadas en este trabajo.
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Cuadro 2. Principales presas consumidas por Z. californianus durante 1995-1996,
42001 y 2002 en las colonias reproductivas estudiadas. Cuadro elaborado a partir
de los datos de Garcia-Rodriguez, 1999, Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa,
2004, Porras-Peters y colaboradores (2008), Aurioles-Gamboa y Camacho-Rios,
2007.

Region Colonia PRESAS PRINCIPALES PRESAS PRINCIPALES EN LA
1995-1996 TEMPORADA REPRODUCTIVA 2002
Sur Islotes - Abraliopsis affinis, Engraulis mordax,
Serranus aequidens, Synodus spp.
Sur Farallén - Cynoscion parvipinnis, Porichthys
San spp.
Ignacio

Centro Nolasco - Abraliopsis affinis, Cetengraulis

mysticetus, Haemulopsis leuciscus.

Centro San Pedro Engraulis mordax, Leachia spp.

Martir Porichthys spp.,
Mictofidos

Centro San Sardinops caeruleus 'y Trachurus symmetricus,

Esteban  mictofidos Mycthophidae, Haemulopsis leuciscus,
Merluccius angustimanus.

Centro Rasito Sardinops caeruleus, Sardinops sagax, Trachurus
Trachurus symetricus, symmetricus, Porichthys spp.
mictofidos

Centro Partido - Engraulis mordax, Sardinops sagax,

Scomber japonicus, Haemulon spp.

Angel Cantiles Trichiurus lepturus, Trichiurus lepturus, Citharichthys
Porichthys spp. stigmaeus, Porichthys spp.

Angel Machos  Sardinops caeruleus, -

Scomber japonicus.
Angel Granito  Trichiurus lepturus, -
Engraulis mordax.
Norte Lobos Trichiurus lepturus, Cetengraulis mysticetus,
Porichthys spp., Mycthophidae, Porichthys spp.
Cetengraulis mysticetus
Norte Rocas - Cetengraulis mysticetus, Trichiurus
Consag lepturus, Lolliguncula spp.
Pacifico San Benito - Merluccius angustimanus (2001),
Loligo opalescens (2001), Argentina
sialis (2002).
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Las crias de Z. californianus han experimentado desnutricion asociada a las
variaciones climaticas (Banuet-Martinez et al., 2017) a consecuencia de la
disminucién de productividad primaria en las zonas de alimentacion de las madres
(Elorriaga-Verplancken et al., 2016). Esto conlleva a que sus habitos de
alimentacion sean modificados (Elorriaga-Verplancken et al.,, 2016) y que las
madres tengan la necesidad de desplazarse mayores distancias para hallar a sus
presas primarias o que elijan presas con menor grado alimenticio (Kuhn y Costa,
2014). De esta forma, el decremento del tiempo que las hembras pasan en tierra
alimentando a las crias, asi como la cantidad y calidad de la leche (Rietz-Sapriza et
al., 2012) tienen un impacto negativo directo en los parametros corporales de las

crias de lobo marino de California.

Robinson y colaboradores (2018), compararon las presas consumidas por el lobo
marino de California en la isla Afio Nuevo, Estados Unidos. Ellos observaron que a
finales de los 90’s, la anchoveta y sardina eran las principales presas del lobo
marino de California, pero a partir del 2000 aumenté la cantidad de rocote, calamar
comercial y jurel. La anchoveta y la sardina se consideran alimento con gran
cantidad de grasas y proteinas (Sidwell et al. 1974; Costa et al. 1991), a
comparacién de las otras especies (Costa et al. 1991), por lo que consumir presas
de menor grado alimenticio podria tener efectos negativos. En el lobo marino de
Steller juveniles, se han realizado experimentos donde se manipuld su alimentacién.
Individuos en cautivero comenzaron a ser alimentados con presas de bajo nivel
energético como el pez carbonero y calamar. Tras dos semanas de haber
modificado sus presas, perdieron entre el 7 y 12% de su masa corporal, lo cual fue

provocado por la depresion de su metabolismo (Rosen y Tristes, 2002).

En el Archipiélago San Benito, Elorriaga-Verplancken y colaboradores, registraron
en 2015 un decremento en la presencia de crias del 61.7% y una disminucién de la
masa corporal de éstas (en comparacion a los registros del 2014). En 2016 se
registré una disminucion del 77% de crias, respecto a los registros del 2014 y 2015

(Elorriaga-Verplancken et al., 2016). Sumado a esto, se ha registrado desde 2013
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un decremento en las presas primarias de los lobos marinos de California, entre
ellas Sardinops sagax, Engraulis mordax y Merluccius productus (Sakuma et al.,
2015). Ademas, recientemente, Adame y colaboradores (2020) estimaron la
poblacién total de lobos marinos en el Golfo de California, a partir de una serie
temporal de 42 afos. En los ultimos 28 afos, se estimd un decremento del 65.2%
de la poblacién de lobos marinos, por lo que se propone que la especie es

vulnerable a los cambios ambientales.

ll. JUSTIFICACION

En el contexto actual de cambios ambientales ecosistémicos, es relevante identificar
parametros bioldgicos en especies centinelas que permitan monitorear los cambios
de manera oportuna. Dado que los factores ambientales influyen en la alimentacion
y fisiologia de las hembras de lobo marino de California y que las crias son
dependientes de la leche materna durante sus primeros cinco meses de nacimiento,
parametros fisiolégicos, corporales y de salud de las crias de lobo marino de
California, podrian ser indicadores de las variaciones en la temperatura superficial
del mar. De ser asi, seria posible hacer monitoreos del impacto de las variaciones
climaticas en el ecosistema marino de la Peninsula de Baja California a través de

analisis clinico-fisioldgicos en esta especie.

IV. HIPOTESIS GENERAL

El incremento en las anomalias en la temperatura superficial del mar impacta
negativamente en la condicion corporal y salud de las crias de lobo marino de

California.

V. OBJETIVO GENERAL

Explorar la relacion que existe entre las anomalias en la temperatura superficial del
mar y diversos parametros clinico-fisiologicos en neonatos de Zalophus

californianus.
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VL. METODOLOGIA GENERAL

Durante los veranos de 2012-2020 se llevaron a cabo expediciones cientificas en
las 13 colonias del Golfo de California y en la Isla de San Benito, localizadas dentro
del territorio mexicano y cuyas coordenadas se especifican en el cuadro 3. Durante
estos viajes se capturaron crias neonatas de lobo marino, utilizando redes de
captura para pinnipedos. Cada animal se inmovilizé de forma manual, se tomaron
muestras de sangre y se registraron datos como: edad aproximada (meses), sexo,
longitud total (cm) y masa (kg). También se obtuvieron muestras de sangre, las
cuales se utilizaron para obtener suero y elaborar frotis sanguineos. Con la intencion
de reducir al minimo la fatiga y estrés, se mantuvo a las crias en un espacio con
sombra y agua, hasta el momento de su manejo. En todo momento se supervisaron
parametros directos (temperatura corporal) e indirectos (movilidad, vocalizacion,
entre otros), verificando su bienestar. Todos los muestreos realizados entre el 2012
y el 2020 se llevaron a cabo con aprobacién previa del Comité de Bioética de la
Universidad Autbnoma de Querétaro y bajo los permisos de colecta de la Direccién

General de Vida Silvestre (DGVS) de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT): SGPA/DGVS/11744/2014, SGPA/DGVS/00195/2015,

SGPA/DGVS/00091/2017, SGPA/DGVS/02460/2018,
SGPA/DGVS/06143/2019 y SGPA/DGVS/11794/2020.
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Cuadro 3. Coordenadas geograficas de las colonias reproductivas y afios donde se

llevd a cabo la toma de muestras.

Colonia Regién Latitud Longitud Afo (muestreo)
Coloradito o Lobos | Norte, GDC. 30.051685° -114.48896° 2013, 2016,
San Jorge Norte, GDC. 31.013966° -113.24425° 2016, 2020
Rocas Consag Norte, GDC. 31.2036111° -114.68027° 2013, 2016, 2020
Granito Angel de la 29.564595° -113.53944° 2012, 2013, 2016
Guarda, GDC.
Cantiles Angel de la 29.506521° -113.44709° 2013, 2016, 2020
Guarda, GDC.
Machos Angel de la 29.293359°  -113.50077° 2016
Guarda, GDC.
Partido Angel de la 28.912237° -113.04350° 2013, 2016
Guarda, GDC.
Rasito Centro, GDC. 28.836917° -112.99865° 2016
San Esteban Centro, GDC. 28.700813° -112.57637° 2016, 2020
San Pedro Martir Centro, GDC. 28.380121° -112.30640° 2016
San Pedro Nolasco | Centro, GDC. 27.966621° -111.37827° 2016, 2020
Farallén de San Sur, GDC. 25.437425°  -109.37787° 2016
Ignacio
Los Islotes Sur, GDC. 24.599018° -110.40151° 2014, 2016, 2020
Archipiélago de Pacifico 28.3036° -115.5887° 2014, 2015, 2017,
San Benito 2018, 2019

GDC-= Golfo de California.
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VI. 1. Determinacién de las anomalias en la temperatura superficial del mar

1.- En la biblioteca digital de mapas (INEGI), se descargaron archivos shape de la

divisién politica mexicana, incluyendo las islas e islotes de México.

2.- Las colonias reproductivas que no se encontraron en los archivos fueron
digitalizadas. Para esto, se localizaron los puntos en Google Earth Pro, utilizando la
herramienta “Agregar marca de posicion” y colocando la latitud y longitud de cada

colonia. Posteriormente cada lugar se guardé como un archivo con extension .kmz.

3.- Utilizando QGIS, se generaron archivos shape de cada colonia reproductiva (ya
fueran poligonos o puntos), considerando la zona de proyeccion de la UTM (11N o
12N).

4.- Utilizando la opcién “Buffer”, se generaron poligonos que incluyeran un radio de
100 km a la redonda de cada colonia reproductiva, considerando que se ha
demostrado que las hembras de Z. californianus pueden recorrer distancias <100
km en busqueda de alimento cuando incrementa la TSM (Costa et al., 2007).
Mediante la herramienta “Diferencia”, se eliminaron las zonas del buffer que
pertenecian al continente, obteniendo un area que solo incluyera datos oceanicos.
Para aquellos buffer donde se intersectaron temperaturas del océano Pacifico, se
utilizé la herramienta de geometria “Multiparte a monoparte”. Se selecciond
unicamente el poligono con las temperaturas deseadas, y se cre6 un nuevo shape

guardando los objetos espaciales seleccionados.

4.- Se accedio a NOAA ERDDAP (Simons, 2020), donde se eligio la base de datos
“SST, Daily Optimum Interpolation (Ol), AVHRR Only, Version 2.1, Final, Global,
0.25°, 1981-present, Lon+/-180 “ (NOAA/NCEI, 2021). Utilizando la herramienta
“Make a graph”, se seleccion6 una zona en la que se incluyera al Pacifico y Golfo
de California (fig. 2). Se seleccionaron tres periodos para cada afo (2012-2020) que
corresponden al inicio, mediados y finales del embarazo de las hembras

(septiembre-noviembre, enero-febrero, abril-mayo), asi como la temporada en que
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nacieron las crias y se obtuvieron las muestras (junio-julio). Se descargaron las

bases de datos en formato .csv, y se eliminaron las celdas vacias.

0 B 8 12 16 24 28 32

Daily sea surface temperature (degree_C)

SST, Daily Optimum Interpolation (Ol), AVHRR Only, Version
2.1, Final, Global, 0.25°, 1981-present, Lon4/-180
(2022-02-26T12:00:00Z, zlev=0.0 m)

Data courtesy of NOAA NCEI
Latitud (Grados Norte) 21.125 33.875
Longitude (Grados Este) -118.625 -105.875

Fig. 2. Coordenadas seleccionadas para la descarga de las anomalias en la TSM

en el Golfo de California y el Archipiélago San Benito.

5.- Mediante QGIS, las bases de datos se afiadieron como capas de texto delimitado

y se generaron shapes de puntos.
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6.- Usando la herramienta de “Corte”, se extrajeron las anomalias de temperatura
que se encontraran dentro de los buffer (con radio de 100 km) previamente

generados para cada colonia reproductiva.

7.- A partir de la tabla de atributos de cada buffer de las colonias, se obtuvieron las
anomalias en la TSM para cada periodo del embarazo de las hembras, desde 2012-
2020.
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CAPITULO 1: CONDICION CORPORAL Y CONCENTRACION SANGUINEA DE
GLUCOSA EN CRIAS DE Zalophus californianus

1.1 INTRODUCCION

Durante el primer trimestre de la gestacion humana, ocurre el desarrollo completo
de los organos fetales, posteriormente, en el segundo y tercer trimestre,
aumentan su tamafo y masa corporal (Bogin, 1999). Dado que el utero provee un
ambiente estéril para el embridn, esto les permite utilizar toda la energia para crecer
y desarrollarse. No obstante, el momento del parto representa un cambio abrupto
para las crias recién nacidas, ya que deben enfrentarse a un ambiente totalmente
nuevo (Wilson, 1990). De acuerdo a Oftendal (1987), la mayor parte de la energia
transferida a través de la leche en lobo marino es utilizada para los procesos
metabdlicos necesarios (ej. termorregulacién) y muy poca para crecer. Sumando al
estrés post-parto, en afios donde se presentan anomalias en la temperatura, las
hembras deben aumentar su esfuerzo alimenticio y por lo tanto pasar mas tiempo
lejos de sus crias, por lo que aumenta la probabilidad de que las crias mueran por

hipotermia, trauma, infecciones o desnutricion (Ono et al., 1987; Trillmich, 1985).

El impacto de las anomalias climaticas parece ir mas alla de la demografia. Un
estudio que se llevd a cabo con crias neonatas de lobo marino de California en el
Archipiélago de San Benito reportd una reduccion del 15% en los niveles de glucosa
en 2014 y 2015 (afios con anomalias en las temperaturas de la superficie del mar),
respecto a los datos del 2012 (afio de temperaturas normales) en Granito. La
condicion corporal de las crias que nacieron en 2014 y 2015 fue menor con respecto
a las que nacieron en 2012. Ademas, la condicién corporal de las crias predijo la
cantidad de glucosa en los individuos (Banuet-Martinez et al., 2017). En otro estudio
se estudiaron marcadores de estrés y metabolismo en lobos marinos de California
juveniles. Los resultados mostraron que el cortisol y la glucosa se encuentran

positivamente correlacionados y ambos fueron mas altos en 2015 respecto a 2016,
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por la posible supresién del eje hipotalamico-pituitario-adrenal en el segundo afio

de muestreo (DeRango et al., 2019).

En mamiferos marinos, como los elefantes marinos y los delfines, se ha observado
un aumento en la produccion enddgena de glucosa, asi como hiperglucemia
moderada a consecuencia del ayuno (Houser et al., 2013; Houser et al., 2021;
Champagne et al., 2005; Champagne et al., 2006). En crias de lobo marino de
Steller en cautiverio no se observé un cambio en la concentracion de glucosa en
plasma durante los 2.5 dias de ayuno, pero si una disminucion respecto a los

animales que tenian poco tiempo de haber comido (Rea et al., 2000).

Fravel y colaboradores (2012) administraron dextrosa en lobos marinos de
California juveniles con la finalidad de comprender la cinética de la glucosa. Se
observd un aumento en la glucosa en sangre tras una noche de ayuno, por lo que
dicha respuesta fue comparada con el metabolismo del delfin (Tursiops truncatus)
en el que se ha observado resistencia a insulina e hiperglicemia bajo estas
condiciones (Venn-Watson et al., 2011). Durante los 90’s se registré un aumento en
la concentracién de glucosa en crias huérfanas (n=4) con ayuno prolongado
respecto a neonatos sanos de la misma region (n=29), sin embargo, las diferencias
entre ambos grupos no fueron significativas. No obstante, en el mismo estudio se
encontraron diferencias en la concentracion de glucosa de las crias dependiendo

del area en que se hicieron los muestreos (Rea et al., 1998; Strick, 1997).

Por otro lado, el hecho de que los estresores se vuelvan cada vez mas recurrentes
y por lo tanto ciclicos, puede provocar un cambio adaptativo en las especies
(Boonstra, 2013). Esto puede ocurrir incluso desde el desarrollo embrionario de un
organismo. Una dieta baja en proteina durante la gestacion en ratas, mostré un
aumento de los hepatocitos periportales (las cuales producen la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa) y una disminucion de los hepatocitos perivenales

(que producen la enzima glucoquinasa). El resultado de esto, es un aumento de la

43



glucosa en el organismo y una menor degradacion de ésta al nacer (Desai et al.,
1995; Jungermann, 1986).

1.1.1. La leche materna y su relacion con la condicién corporal de las crias

La lactancia es uno de los momentos energéticamente mas costosos durante la
reproduccién de los mamiferos (Gittleman y Thompson, 1988) ya que las crias
demandan una gran cantidad de nutrientes para su crecimiento. Si dicha demanda
no puede cumplirse a partir del alimento consumido por la madre, es necesario que

las reservas energéticas de sus tejidos sean movilizadas (Oftendal, 2000).

La composicion de la leche materna puede variar de acuerdo a la etapa de lactancia
en que se encuentre la cria, asi como la condicion y dieta de la madre (Oftendal,
2011). El aporte caldrico de cada presa consumida por la hembra lactante
dependera de la proporcion de macronutrientes (Cuadro 4), donde que las grasas
aportan la mayor cantidad de calorias (9.0 kcal/g), seguido por las proteinas y
carbohidratos (4.0 kcal/g) (FAO, 2003).

Cuadro 4. Informacién nutrimental de las principales presas consumidas por el lobo
marino de California. Los valores corresponden al contenido de nutrientes en una
porcion de 100g. Elaborado a partir de los datos de NOAA Fisheries (2022).

Especie Calorias Proteinas Grasas Carbohidratos
Sardina del Pacifico 217 2458g 1237g O0g
(Sardinops sagax)

Anchoveta (Engraulis 131 20.35¢ 484 g Og
mordax)

Macarela del Pacifico 158 20.07 g 7.89¢ O0g
(Scomber japonicus)

Merluza (Mercluccius sp.) 90 18.31¢ 1.31¢g O0g
Calamar (Loligo 92 15.58 g 1.38¢ 3.08¢g
opalescens)
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Las hembras lactantes de lobo marino de California buscan alimento cerca de las
colonias reproductivas, ya que los neonatos se alimentan unicamente de la leche
(Feldkamp et al., 1989). De esta manera, el tamafio de las crias al nacer refleja el
éxito alimenticio que tuvieron las hembras durante todo su embarazo (Le Boeuf et
al., 1972; Crocker et al., 2001; Le Boeuf y Crocker, 2005), mientras que el
crecimiento durante la lactancia es un reflejo directo de la energia que le esta
transfiriendo su madre y del alimento disponible localmente (Costa et al. 1989,
Boness et al. 1991, Lunn y Boyd 1993).

Las crias no reciben alimento durante los viajes de sus madres al mar, por lo que
pueden pasar periodos de ayuno cortos a prolongados, dependiendo del alimento
disponible en las zonas aledanas (Oftendal et al., 1987; Rea et al., 2000). Cuanto
mayores sean las reservas de grasa proporcionadas por la leche materna, los
neonatos podran ahorrar mas proteinas e incluso tolerar periodos de ayuno mas
prolongados (Arnould et al., 2001; Carlini et al., 2001; Noren et al., 2003, 2008; Rea
y Costa, 1992).

La composicion de la leche en el lobo marino de Nueva Zelanda se ve afectada por
las caracteristicas maternas y por variaciones interanuales. Riet-Sapriza vy
colaboradores (2012) encontraron una correlacion positiva entre la condicion
corporal de las hembras lactantes y la concentracion de lipidos, proteina y energia
en la leche, por lo que a mayor condicién corporal mayor calidad en la leche.
También observaron que los afios donde la leche tuvo menos proteinas, lipidos y
energia, coincidieron con los afios con menores tasas de crecimiento reportadas en

las crias.

Rea y colaboradores (2000), determinaron una pérdida del 5.1 £ 0.3% de la masa
de las crias de lobo marino de Steller, tras un ayuno de dos dias. Ademas se
observé un aumento del nitrégeno uréico, lo cual indica que las crias habian
comenzado a degradar sus reservas de proteinas a los 2.5 dias tras el agotamiento

de sus lipidos. Esto es totalmente contrario a lo que ocurre con algunas especies
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de focas, donde su mayor tamafo y reservas de lipidos, les permite “ahorrar”
proteinas y sobrellevar un ayuno mas prolongado. Por ejemplo, en las crias de
elefante marino del norte se ha observado que aquellos individuos con mayor masa
(al destete) tienen una mejor capacidad para ahorrar sus reservas proteicas (Rea
1995).

Por esta razones, la morfometria de las crias de otaridos es de gran importancia y
utilidad para detectar modificaciones en las presas que estan consumiendo las
madres (Luque y Aurioles-Gamboa, 2001). En este trabajo se utilizd la condicién
corporal para determinar las reservas energéticas de las crias de lobo marino de
California. Este indice refleja la energia acumulada en el cuerpo obtenida a partir de
la alimentacion (Peig y Green, 2009) y se calcula a partir de la masa y longitud total
del individuo, por lo que es un método eficaz y poco intrusivo en animales de vida

libre.
1.1.2. La glucosa sanguinea y su metabolismo

La leche de Z. californianus esta compuesta por un 45.8% de agua, 43.7% grasas,
8.9% proteinas y 0.6% azucares. Ya que carece de lactosa se cree que el
carbohidrato principal es el inositol (Dosako et al., 1983), sin embargo, el contenido
es minimo, por lo que la gluconeogénesis juega un papel fundamental al obtener la
glucosa que necesita el cerebro, las células rojas y otros tejidos en la cria. Por esta
razon, la oxidacién de grasas y proteinas son fundamentales para obtener glicerol
y aminodacidos glucogénicos, los cuales son los precursores para la sintesis de
glucosa (Hall et al., 1976; Jungas et al., 1992).

La gluconeogénesis es el proceso mediante el cual se obtiene glucosa a partir de
sustratos no-carbohidratos y ocurre en muchos organismos, por ejemplo, durante
periodos de ayuno o cuando los carbohidratos en la dieta no son suficientes. Este

proceso conlleva diferentes reacciones (Melkonian et al., 2022):
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1. El piruvato es carboxilado para formar oxalacetato en la mitocondria,
después se descarboxila para formar fosfoenolpiruvato (PEP) en el citosol.

2. El fosfoenolpiruvato (PEP) es hidratado para formar 2-fosfoglicerato, el cual
sera convertido a 3-fosfoglicerato y posteriormente sera fosforilado para
obtener 1,3-bifosfoglicerato.

3. El 1,3-bifosfoglicerato sera reducido a gliceraldehido 3-fosfato, que sera
isomerizado en dihidroxiacetona-fosfato.

4. El gliceraldehido 3-fosfato y la dihidroxiacetona-fosfato seran combinados
para formar fructosa 1,6-bifosfato, que sera desfosforilada para crear
fructosa-6-fosfato.

5. La fructosa-6-fosfato es convertida en glucosa-6-fosfato que al ser

desfosforilada forma la glucosa que circula en el torrente sanguineo.

La lipdlisis es la via mediante la cual las lipasas hidrolizan los triglicéridos (TAG) a
acidos grasos no esterificados (NEFAS) y glicerol, los cuales circularan en el
torrente sanguineo hasta llegar al higado (Grabnet et al., 2021). Durante la
gluconeogénesis, el glicerol es fosforilado a glicerol-3-fosfato y se oxida a
dihidroxiacetona-fosfato, el cual funcionara como intermediario en las reacciones
de la gluconeogénesis descritas anteriormente (Bhagavan y Ha, 2011). También la
glucosa se obtiene a partir de los aminoacidos glucogénicos. Estos se obtienen del
catabolismo de las proteinas y a partir de cada aminoacido, dependiendo de su
estructura, se obtendran sustratos que funcionaran como precursores de la glucosa
(a-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, piruvato y oxalacetato) (Newsholme et al.,
2011).

Muchos animales pasan por procesos de ayuno, principalmente por la variacién
temporal de alimento y procesos naturales de crecimiento-reproduccion. Esto
conlleva una disminucion de la tasa metabdlica y modificaciones en la forma en que
se utilizan las reservas corporales (Adams y Costa, 1993). En el caso del elefante

marino del norte, la mayor parte de su energia se provee a partir de la oxidacion de
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acidos grasos (Houser et al., 2013), donde los acidos grasos no esterificados
(producidos mediante la lipdlisis) se oxidan y generan acetil-coenzima A, la cual

entrara a ciclo de Krebs y permitira producir ATP (Kumari, 2018).

De esta manera, en las primeras etapas del ayuno en pinnipedos se observa un
aumento de los acidos grasos circulantes, un incremento en la tasa de lipdlisis y la
oxidacion de acidos grasos, asi como una reduccion de insulina, de la oxidacion de
glucosa y catabolismo proteico. Esto en conjunto provoca hiperglicemia en
mamiferos marinos que estan pasando por un proceso de ayuno (Venn-Watson et
al., 2011; Houser et al., 2012; Houser et al., 2021; Crocker et al., 2014). Ademas, la
disminucién en el catabolismo proteico les da una mayor capacidad para “ahorrar”
proteinas (Houser et al., 2013) que forman parte de sus musculos y que permiten el
funcionamiento de érganos vitales. No obstante, en las etapas avanzadas, cuando
el ayuno es muy prolongado y las reservas de grasa se han agotado, las proteinas
comienzan a utilizarse para la obtencién de energia (Le Maho et al., 1988). El estrés
también puede provocar un incremento de la glucosa en plasma, donde las
hormonas producidas (cortisol, hormona del crecimiento, entre otras) incrementan
la resistencia a insulina y la gluconeogénesis (Kuo et al., 2015). Si la exposicion a
glucocorticoides es prolongada (crénica) puede generar hiperglucemia y resistencia

a la insulina (Andrews y Walker, 1999).

Tomando esto en cuenta, en este capitulo se buscé investigar cual es el efecto de
las anomalias climaticas en la glucosa y condicion corporal de las crias de lobo
marino de California, asi como la relacién que existe entre la cantidad de glucosa y

la condicion corporal de los individuos.
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1.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. La concentracion sanguinea de glucosa predice la condicién corporal en
neonatos de Z. californianus.

2. El aumento en las anomalias de la temperatura superficial del mar provoca
una disminucién en la concentracion sanguinea de glucosa.

3. Elaumento en las anomalias en la temperatura superficial del mar disminuye

la condicidén corporal.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si la condicion corporal de las crias de Zalophus californianus
predice la concentracion sanguinea de glucosa.

2. Investigar si las anomalias en la temperatura superficial del mar modifican la
cantidad de glucosa en las crias de Zalophus californianus.

3. Investigar la relacion que existe entre las anomalias en la temperatura
superficial del mar y la condicion corporal de neonatos de lobo marino de

California.
1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Condicioén corporal

Para determinar la condicion corporal, se utilizaron los datos de longitud total (cm)
y masa (kg) de 614 crias, obtenidos mediante muestreos realizados entre 2012-
2020, en las 13 colonias del Golfo de California y el Archipiélago San Benito. Se
utilizé el indice de Masa Escalado (Peig y Green, 2009), que fue propuesto como
una alternativa a los métodos clasicos para el célculo de la condicion corporal en

animales, y se calcula mediante la siguiente formula:
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Donde,

Mi representa el valor de la masa de cada individuo

Li representa el valor de la longitud total de cada individuo
LO representa el promedio de la longitud de la poblacion

bSMA representa el valor de pendiente obtenido mediante la regresion del eje

mayor estandarizado (SMA)

Para obtener el exponente bSMA, fue necesario transformar todos los valores de
longitud total y masa a su logaritmo natural, y llevar a cabo una regresion utilizando
el paquete estadistico “Imodel2” (Legendre, 2014), mediante el programa
estadistico R studio 1.3.959 (R Core Team, 2020).

1.4.2. Toma de muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena glutea caudal, utilizando una aguja
de calibre 18 y tubos de vacio sin anticoagulante (Vacutainer, BD Biosciences, EE.
UU.). Se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos para la obtencion del suero.
Este se mantuvo en congelacion a -80°C hasta el momento de su analisis. Todos
los estudios se llevaron a cabo bajo los permisos emitidos por la Direccién General
de Vida Silvestre (DGVS) de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT).

50



1.4.3. Cuantificacion de glucosa en suero

La toma de muestras sanguineas para determinar la glucosa en sangre puede
realizarse con facilidad en animales domésticos y en cautiverio. En muchas clinicas
o laboratorios se cuenta con analizadores bioquimicos, pero los analisis en este tipo
de equipo requieren una mayor cantidad de muestra, presupuesto y tiempo
(Suchowersky et al., 2021). Sumado a esto, se necesita siempre de una persona

especializada en el procedimiento y las herramientas a utilizar.

El espectrometro es un analizador bioquimico que determina la concentracion de
glucosa a partir de muestras de suero o plasma. Su funcionamiento requiere la
catalizacion de la glucosa a acido glucoénico, formando perdxido de hidrégeno. La
intensidad del color que se genera, es proporcional a la cantidad de glucosa en la
muestra (Trinder, 1969; Spinreact S.A.U. Ctra Santa Coloma 7, E-17176 Sant

Esteve de Bas, Spain).

Las concentraciones de glucosa son mayores en el plasma que en la sangre entera,
dado que su contenido de agua es mayor (y con menor variacién) en plasma que
en eritrocitos. Ademas la glucosa en sangre depende del hematocrito, mientras que
el plasma es independiente de éste. Por esta razdn, se sugiere reportar la glucosa
en plasma, ya que proporciona un valor mas acertado que refleja la actividad de la
glucosa (D’Orazio et al., 2006). La diferencia entre la glucosa en suero y plasma es
muy baja, siendo menor en suero solo por un 1.15% (Frank et al., 2012). En
muestras de sangre en perros, se ha determinado que existe una excelente
correlacién entre la glucosa de suero y plasma medida con el glucémetro y un
analizador bioquimico, incluso mayor que en muestras obtenidas a partir de sangre
entera (Tauk et al., 2015).

El glucometro es un método de medicion de la concentracion sanguinea de glucosa,
a partir de la cual se puede obtener un resultado en segundos. No requiere de una

persona especializada, tiene un costo bajo y es facil de utilizar. Es importante tener
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en cuenta que este método no tiene la misma precision que un analizador
bioquimico, ya que algunos parametros pueden influir en las mediciones,
dependiendo de la técnica de medicién del glucometro. OneTouch Ultra utilizado
en este trabajo, es un aparato fotométrico que utiliza la glucosa oxidasa para
catalizar la conversion de glucosa a acido glucénico y peroxido de hidrégeno. La
concentracion de glucosa en la muestra, sera proporcional a la cantidad de perdxido
de hidrégeno y provocara un cambio de color en la banda de medicién (Rebel et al.,
2012; Demitri y Zoubir, 2017). Las mediciones utilizando este mecanismo pueden
verse influenciadas por la concentracion de oxigeno en sangre, sin embargo, se

cree que este efecto es minimo (Tang et al., 2000).

Para medir la glucosa en el suero, en este caso se utilizaron muestras de suero
congelado de 461 crias nacidas entre 2012-2020, en las 13 colonias reproductivas
del Golfo de California y San Benito. Utilizando una micropipeta, se tomaron 5 ul de

suero previamente descongelado y se coloco una gota en papel PARAFILM limpio.

Para la medicidn, se utilizo el glucometro ONETOUCH Ultra mini y las tiras reactivas
de la misma marca, codigo 25. La tira se inserté con cuidado en el glucometro,
tomandola por los lados y evitando tocar las zonas de medicion. El extremo de la
tira se coloco dentro de la gota, permitiendo que el suero subiera por capilaridad.
Se esperd 5 segundos, y se registré el resultado mostrado en la pantalla del

dispositivo.
1.4.4. Andlisis estadisticos

Los analisis se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico R studio 1.3.959
(R Core Team, 2022), utilizando todos los datos obtenidos (n=+600). La normalidad
de las variables de respuesta se comprobé utilizando el test de Shapiro y analizando
los datos graficamente. Aquellas variables que no presentaron una distribucién
normal, fueron analizadas mediante graficos de Cullen y Frey para determinar su

distribucion. Se construyeron modelos lineales generalizados (GLM) para examinar:
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1. Larelacion que existe entre la glucosa y la condicion corporal de las crias
2. El efecto del lugar/afio de nacimiento y de las anomalias en temperatura

superficial del mar, sobre la condicidén corporal y la glucosa de las crias.

Se llevaron a cabo pruebas post-hoc para determinar las diferencias en las colonias
a través de los afios y entre regiones. Para analizar la relacion entre las mediciones
de glucosa en espectrofotometro y glucometro, se llevd a cabo una regresion lineal
simple. Para esto, unicamente se usaron los valores de glucosa que se habian
cuantificado anteriormente en el espectrofotometro (Banuet-Martinez, 2017) y las

mediciones que se obtuvieron mediante el glucometro para este trabajo.

1.5 RESULTADOS

En el cuadro 5 y en la figura 3 se muestran las anomalias en la temperatura
superficial del mar durante los periodos del embarazo de la hembra a través de los
afos. Durante todos los afios se encontraron anomalias, pero se observd un
incremento de éstas entre 2013-2016. A pesar de haber disminuido un poco a partir
de 2017, las anomalias climaticas persistieron a lo largo de todos los afios

estudiados.

Cuadro 5. Promedio de las anomalias en la TSM (°C) de acuerdo al periodo de

embarazo y afio de nacimiento de las crias.

Periodo
Aio Septiembre Enero Abril Junio Promedio por
Noviembre Febrero Mayo Julio aino
2012 0.32°C 0.79°C 0.23°C 0.61°C 0.49°C
2013 1.13°C -0.41°C 0.86 °C 2.68°C 1.07 °C
2014 0.11°C 0.09°C 1.50 °C 2.08°C 0.95°C
2015 1.48 °C 1.14 °C 1.51°C 1.75°C 1.47 °C
2016 2.04 °C 1.57 °C 1.55°C 1.76 °C 1.73°C
2017 0.25°C -0.03 °C 0.48 °C 1.18 °C 0.47 °C
2018 0.92°C 1.13°C -0.12°C 0.51°C 0.61°C
2019 0.96 °C 0.36 °C 0.43°C 0.35°C 0.52 °C
2020 0.14 °C 0.27 °C 1.16 °C 1.79°C 0.84 °C
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Fig. 3. Anomalias en la temperatura superficial del mar entre 2012-2020 en los

periodos del embarazo.

El modelo que se realizd permitié determinar la validez del uso del glucémetro para
cuantificar los valores de glucosa en sangre. Se observo una relacion lineal entre
las mediciones de glucosa, utilizando el espectrofotometro y glucémetro (F1,70 =
385, p=<2.21%, R?= 0.844; Fig. 4).
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Fig. 4. Regresion lineal entre las mediciones de glucosa de sangre de crias de Z

californianus en espectrofotometro y glucometro.

Si se desea convertir una medicién de glucosa cuantificada con glucometro a una
medicion semejante a la que se obtendria si se utilizara el espectrofotdmetro, los
valores de la pendiente y la ordenada al origen de esta regresion pueden sustituirse

en la ecuacion de la recta:

y=mx+b

Donde,

y representa el valor que se desea obtener (glucosa en espectrofotometro)
m representa la medicion de glucosa real (cuantificada en glucémetro)

X representa a la pendiente

b representa al intercepto
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Si es necesario convertir los valores obtenidos en el espectrofotometro a valores
semejantes a los del glucometro, unicamente debe despejarse la ecuacién de la

recta y sustituir los valores del intercepto y la pendiente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de la pendiente e intercepto, obtenidos mediante la regresién
lineal. Estos pueden sustituirse en la ecuacion de la recta para convertir las

mediciones de glucosa.

Variables Valor
Intercepto u ordenada al 40.90920
origen
Pendiente 0.48875

No se encontrd una relacion significativa entre la glucosa y la condicién corporal (F
1439 = 0.616, p = 0.433, R? = -0.0008735). De esta manera, la condicién corporal de
las crias no predice la concentracion sanguinea de glucosa. El aumento en la
anomalia de la TSM a mediados y finales del embarazo provoca la disminucién en
la glucosa sanguinea de las crias (Cuadro 7, modelo 1, 2.1y 2.2). En el caso de la
temporada de muestreo, se observa que al aumentar la anomalia en la TSM

incrementa la glucosa (Cuadro 7, modelo 3).
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Cuadro 7. Modelo lineal generalizado construido para explorar la relacion entre las

anomalias en la TSM y la concentracion sanguinea de glucosa.

Modelo 1. Glucosa ~ Region + Ao + Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df F P
Region NA 13 4.9340 4.103:08 **=
Afio NA 8 3.7899 0.0002574 ***
Anomalia (Mediados -79.868 1 8.8617 0.0030737 **

del embarazo)

Modelo 2.1. Glucosa ~ Region + Ano + Anomalia(Abril-Mayo)

Término Estimado Df F P
Region NA 4 7.1262 1.438705 ***
Afo NA 8 4.3618 4.374:05 ***
Anomalia (Final del -20.021 1 4.9083 0.02723 *
embarazo)

Modelo 2.2. Glucosa ~ Colonia + Afio + Anomalia(Abril-Mayo)

Término Estimado Df F P
Colonia NA 13 5.0875 1.982:08 *x*
Afo + 8 3.9078  0.0001794 ***
Anomalia (Final) -96.42 1 22.7618 2.502°06 ***
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Modelo 3. Glucosa ~ Colonia + Afio + Anomalia(Junio-Julio)

Término Estimado Df F P
Colonia NA 13 5.1065 1.811:08 *x
Ano NA 8 3.9224 0.0001715 ***
Anomalia (Temporada 243.07 1 24.4881 1.06806 ***

de muestreo)

NA= No aplica dado que son variables categéricas.

La glucosa sanguinea en el sur presentod los valores mas bajos de glucosa y fue
significativamente diferente a lo que se obtuvo en Angel de la Guarda, zona Centro
y zona Norte. No se encontraron diferencias entre las demas regiones (Cuadro 8,
Fig. 5).

Cuadro 8. Media y desviacion estandar de la glucosa para las regiones del Golfo
de California y el Archipiélago San Benito. Las letras iguales representan las

diferencias significativas encontradas.

Region Media SD

Norte 206 (c) 53.8

Angel de la Guarda 216 (a) 48.1
Centro 215 (b) 65.6

Sur 193 (a, b, ) 62.6

San Benito (Pacifico) 168 73.7
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Fig. 5. Comparacion de la glucosa sanguinea de las crias de Z. californianus entre

regiones.
En el caso de los afios, unicamente se encontraron diferencias significativas a través

de los afios en Islotes (2016-2020) y Rocas Consag (2013-2016) (Cuadro 9, Fig.6).

Islotes (2016) fue la colonia con la menor media de glucosa.
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Cuadro 9. Media y desviacion estandar de la glucosa para las colonias
reproductivas estudiadas. Las letras iguales representan las diferencias

significativas encontradas.

Colonia/Aiho Media SD Colonia/Aio Media SD
BE14 174 70.9 MA16 191 48.7
BE15 172 60.7 PA13 177 33.6
BE17 201 75.1 PA16 222 33.1
BE18 197 394 RA16 188 48.9
BE19 220 58.4 RC13 145 (b) 60.6
CA13 223 57.1 RC16 265 (b) 66.8
CA16 203 52.5 RC20 179 24.4
CA20 278 60.9 SE16 211 54
CO13 146 41.9 SE20 212 53.2
CO16 216 39.8 SJ16 241 59.5
FSI16 216 56 SJ20 249 44
GR12 208 52.4 SPM16 220 39.8
GR13 201 61.2 SPN20 231 39.4
GR16 200 46.9 SPN16 228 53.9
IS14 145 78
IS16 84.5 (a) 39.8
1S20 194 (a) 43.9

BE=Archipiélago de San Benito, CA=Cantiles, CO=Coloradito, FSI=Farallén San
Ignacio, GR=Granito, I1S=lIslotes, MA=Machos, PA=Partido, RA=Rasito, RC=Rocas
Consag, SE=San Esteban, SJ=San Jorge, SPM=San Pedro Martir, SPN=San Pedro

Nolasco.
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El afo de nacimiento, la region, colonia reproductiva y las anomalias en la TSM a
inicios (Cuadro 10; modelo 1 y 2), mediados (Cuadro 10; modelo 3 y 4), finales del
embarazo (Cuadro 10; modelo 5 y 6) y durante el periodo de muestreo (Cuadro 10;
modelo 7 y 8) explican la condicién corporal. En todos los casos se observo que
cuando aumenta la anomalia en la TSM disminuye la condicion corporal de los

individuos.

Cuadro 10. Modelo lineal generalizado construido para explorar la relacion entre las

anomalias en la TSM y la condicién corporal de las crias.

Modelo 1. Condicién corporal ~ Region + Ao + Anomalia (Septiembre-

Noviembre)
Término Estimado Df Resid.Dev P
Region NA 4 25072 < D D16 xxx
Ao NA 8 16.810 < 2.2716 wxx
Anomalia (Inicio)  -0.24691 1 15.966 8.68609 ***

Modelo 2. Condicién corporal ~ Colonia + Afio + Anomalia(Septiembre-

Noviembre)
Término Estimado Df Resid.Dev P
Colonia NA 13 23.551 < D 916 *xx
Ao NA 1 23.306 0.001355 **
Anomalia (Inicio)  -0.408668 8 14.743 < 2.2716 xxx
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Modelo 3. Condicién corporal ~ Region + Ao + Anomalia(Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid.Dev P
Region NA 4 25.072 < D D16 wxx
Afo NA 8 16.810 < 2.2-16 *xx
Anomalia -0.27258 1 16.365 3.668°05 ***
(Mediados)

Modelo 4. Condicién corporal ~ Colonia + Afio + Anomalia(Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid.Dev P
Colonia NA 13 23.551 < 2,216 xxx
Afo NA 8 15.836 < 22716 *xx
Anomalia -0.48730 1 15.373 1.544705 ***
(Mediados)

Modelo 5. Condicién corporal ~ Region + Aio + Anomalia(Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid.Dev P
Region NA 4 25.072 < D D16 xxx
Afo NA 8 16.810 < 22716 *xx
Anomalia (Final) -0.15679 1 16.445 0.0001921 ***
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Modelo 6. Condicién corporal ~ Colonia + Afio + Anomalia(Abril-Mayo)

Término Estimado Df

Resid.Dev P
Colonia NA 13 23.551 < 2,216 xxx
Afo NA 8 15.836 < 2.2-16 *xx
Anomalia (Final) - 1 15.545  0.0006584 ***

0.2964112

Modelo 7. Condicién corporal ~ Region + Aio + Anomalia(Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid.Dev P
Region NA 4 25.072 < 2,216 xxx
Ano NA 8 16.810 < 22716 %%
Anomalia (Periodo  -0.23270 1 16.427 0.0001315 ***

de muestreo)

Modelo 8. Condicién corporal ~ Colonia + Afio + Anomalia(Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid.Dev P
Colonia NA 13 23.551 < 2,216 xxx
Afo NA 8 15.836 < 22716 *xx
Anomalia (Periodo  -0.93887 1 14.873 2.584710 *xx

de muestreo)

NA= no aplica dado que son variables categéricas.
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El centro, sur y Pacifico se comportaron como una misma unidad ya que
presentaron los valores mas bajos de condicion corporal y no hubo diferencias
significativas entre ellos. Norte y Angel de la Guarda presentaron los valores mas
altos de condicién corporal y no se encontraron diferencias entre ellos (Tukey HSD;
p>0.05 en todos los casos; fig. 7). En el cuadro 11 se muestran los valores promedio
y desviacién estandar de la condicién corporal para las regiones del Golfo de

California y el Archipiélago San Benito.

Las medias mas altas de condicién corporal (indice de Masa Escalado) fueron
encontradas en Cantiles, Coloradito y Partido durante 2013, ademas, este afo
también fue el mejor para Granito y Partido (Cuadro 12). A partir de los siguientes
afos, la condicion corporal disminuy6 en todas estas colonias. En el Archipiélago
de San Benito, 2014 fue el afio con la mayor condicidn corporal y disminuyo en los
siguientes afos. No obstante, para 2019 la condicion corporal incrementd
nuevamente, por lo que no hubo diferencias entre el primer y ultimo afio de
muestreo. En Islotes, 2014 mostré valores bajos de condicion corporal, se recuperé
para 2016 y disminuyé nuevamente en 2020. Las medias mas bajas de condicion
corporal se encontraron en el Archipiélago de San Benito (2015, 2017) e Islotes
(2020) (Fig.8).
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Cuadro 11. Media y desviacion estandar de condicién corporal para las regiones
del Golfo de California y el Archipiélago San Benito. Las letras iguales representan

las diferencias significativas encontradas.

Region Media SD
Norte 12.9 (d, e, f) 2.1
Angel de la 12.7 (a, b, ¢) 1.36
Guarda
Centro 11.5 (a, d) 1.89
Sur 11.4 (c, f) 1.43
Benitos 11.4 (b, e) 1.49
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Fig. 7. Comparacion de la condicion corporal de las crias de Z. californianus entre

regiones.
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Cuadro 12. Media y desviacidn estandar de la condicion corporal para las colonias
reproductivas estudiadas. Las letras iguales representan las diferencias

significativas encontradas.

Colonia/Aio Media SD Colonia/Aino Media SD
BE14 129 (a, b, c) 1.52 MA15 111 1.8
BE15 10.6 (a, d) 0.779 MA16 12.4 1.5
BE17 10.6 (b) 1.05 PA13 16.1 (m, n) 1.3
BE18 11.2 (c) 1.07 PA15 12.9 (m) 2.41
BE19 11.8 (d) 1.19 PA16 12.1 (n) 1.37
CA13 16.4 (e, f, Q) 0.597 RA15 12.4 1.28
CA15 11.8 (e) 1.48 RA16 11.7 2.4
CA16 11.9 (f) 0.868 RC13 14.5 (o, p) 2.06
CA20 11.5 (9) 1.05 RC16 12.3 (0) 1.51
CO13 16.3 (h) 1.21 RC20 11.8 (p) 0.923
CO16 12.6 (h) 0.956 SE16 111 0.904
FSI16 11.4 0.831 SE20 11.1 1.2
GR12 10.9 (i) 0.845 SJ16 12.4 1.29
GR13 13.9 (i, j, k) 1.92 SJ20 11.3 0.898
GR15 11.7 (j) 1.56 SMP16 11.9 1.14
GR16 12.1 (k) 1.01 SPN16 11.5 1.75
IS14 11.2 1.06 SPN20 11.5 0.782
IS16 13.9 () 0.982
1S20 10.1 (1) 0.943

BE=Archipiélago de San Benito, CA=Cantiles, CO=Coloradito, FSI=Farallén San
Ignacio, GR=Granito, I1S=lIslotes, MA=Machos, PA=Partido, RA=Rasito, RC=Rocas
Consag, SE=San Esteban, SJ=San Jorge, SPM=San Pedro Martir, SPN=San Pedro

Nolasco.
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de los anos.
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1.6 DISCUSION

En este capitulo se investigo el efecto del aumento en las anomalias en la TSM en
la concentracion sanguinea de glucosa y la condicion corporal. Para esto fue
necesario obtener los valores de glucosa a partir de muestras de suero, por lo que
el primer objetivo de esta tesis fue analizar la relacién entre las mediciones de
glucosa obtenidas mediante dos métodos distintos: el glucometro y el
espectrofotometro. Se esperaba que el glucédmetro tuviera una alta exactitud
respecto a los valores obtenidos en el espectrofotometro, a pesar de ser un

instrumento con menor precision.

Se obtuvo una relacion significativa entre los valores de glucosa obtenidos mediante
ambos métodos. Esto indica que las muestras de suero obtenidas en los muestreos
se pueden utilizar para medir la glucosa en el laboratorio, asi como para multiples
fines. Generalmente la glucosa se mide en el glucometro a partir de una muestra de
sangre tomada en el momento, no obstante, en animales de vida libre esto implica
aumentar el tiempo de manejo y estrés en el animal, dificultando aun mas el trabajo
en campo. Tauk y colaboradores (2015) encontraron que la glucosa obtenida
mediante glucémetro con muestras de suero/plasma, estuvo altamente
correlacionada con la glucosa obtenida mediante un analizador bioquimico. Este es
un antecedente importante, ya que demuestra que obtener la glucosa a partir de
suero y plasma es un método eficaz, y que no necesariamente debe realizarse en

el momento.

Bennet y colaboradores (2017) compararon la cantidad de glucosa en hembras
adultas y crias de focas grises (Halichoerus grypus) obtenida mediante glucometro
(sangre) y estudios en laboratorio (plasma). Dado que no encontraron una
correlacién entre ambos métodos, no consideran al glucémetro una alternativa
eficaz. No obstante, se ha demostrado que la cantidad de glucosa en sangre es

distinta al plasma debido a que la glucosa en sangre depende del hematocrito
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(D’Orazio et al., 2006). Por esta razén, no es conveniente comparar componentes
sanguineos tan distintos. En este trabajo unicamente se utilizaron muestras de
suero y se uso un glucémetro cuya técnica se basa en las mismas bases de
fotometria que el espectrofotometro (Rebel et al., 2012; Demitri y Zoubir, 2017;
Trinder, 1969). Esto pudo haber influenciado el resultado de la regresion, ya que si
se hubiera utilizado un glucémetro que usara una técnica de medicion distinta, los

resultados no habrian sido los mismos.

1.6.1. Concentracién sanguinea de glucosa

El primer objetivo de este capitulo fue investigar la relacion entre la condicién
corporal y la concentracién sanguinea de glucosa. Banuet-Martinez y colaboradores
(2017) encontraron una relacion entre la glucosa y la condicion corporal de las crias
nacidas durante anos de alta temperatura de la superficie corporal del mar, pero en
los resultados de este capitulo no hubo tal relacion entre ambos parametros. Esto
puede deberse a que anteriormente se compararon los datos de glucosa y condicion
corporal utilizando unicamente a las crias de Granito en el Golfo de California (2012)
y del Archipiélago San Benito en el Pacifico Mexicano (2014 y 2015). Para este
capitulo se utilizaron los mismos datos y se observé que tanto la glucosa como la
condicion corporal fueron mas altos en Granito (2012) respecto a San Benito (2014
y 2015), corroborando los resultados de Banuet-Martinez. No obstante, al agregar
una mayor cantidad de datos pertenecientes a mas individuos, afos, colonias
reproductivas y regiones, ya no fue posible observar la relacion entre ambos
parametros, dado que probablemente aumento la variabilidad en los parametros

bioldgicos de las crias.

Otra razén por la que no observamos la relacion entre la glucosa y la condicién
corporal, podria ser la alta complejidad en el metabolismo de la glucosa, la cual
puede verse afectada por el tiempo en que se realizé la ultima comida, por los

ayunos e incluso estrés (Houser et al., 2013; Houser et al., 2021; Champagne et al.,
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2005; Champagne et al., 2006; Kuo et al., 2015; Andrews y Walker, 1999; Rea et
al., 2000).

La segunda prediccion de este capitulo fue que la concentracién sanguinea de
glucosa disminuiria con el aumento de las anomalias en la TSM, no obstante, los
resultados obtenidos variaron dependiendo de la época de embarazo. A mediados
y finales del embarazo, la disminucion de la glucosa esta asociada al aumento en la
temperatura superficial del mar. Esto podria deberse a la capacidad de los fetos
para adaptar su metabolismo a cambios agudos o crénicos, dependiendo del
suministro de glucosa por parte de la madre, ya que la glucemia depende

completamente de la transferencia placentaria (Hay, 1991; Hay, 2006).

El aporte caldrico del alimento varia en cuanto a su composicién de grasas,
proteinas y carbohidratos, ya que cada macronutriente aporta diferente cantidad de
energia (FAO, 2003); no obstante, las presas que consume esta especie no son una
fuente de carbohidratos, por lo que la madre debe generar glucosa mediante
gluconeogénesis (Eisert, 2011). De esta manera, si las presas que consume son de
menor contenido energético, entonces debera aumentar su esfuerzo alimenticio
(Rosen y Trites, 2000). Por otro lado, si se presentan temporadas donde el alimento
es insuficiente y las unicas presas disponibles no brindan suficiente energia, sus
reservas de grasa y su masa se veran disminuidas, afectando su capacidad para
generar glucosa (Scholl et al., 2001). Estas podrian ser algunas de las razones por
las que se observa una disminucion de la glucosa sérica de las madres durante el
embarazo, donde la disminucién en la produccién de glucosa por parte de la madre

tendria un efecto directo en la glucosa que recibe el feto en desarrollo.

En crias recién nacidas (es decir, durante los meses de junio-julio), se vio que el
aumento en la TSM se asocié al incremento en la concentracion sanguinea de
glucosa. Se ha encontrado que en ratas embarazadas que han tenido una dieta baja
en proteinas, las crias nacen con una mayor cantidad de hepatocitos periportales,

lo que aumenta la concentracién sanguinea de glucosa y disminuye su capacidad
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para degradarla (Desai et al., 1995). Por lo tanto, el aumento en la glucosa sérica
que se observo durante el desarrollo temprano de las crias podria afectar a largo

plazo el metabolismo de la glucosa.

Al momento del nacimiento, las crias dependen completamente de si mismas y de
su capacidad para generar glucosa a partir de la gluconeogénesis (Warnes et al.,
1977; Eisert et al., 2017). La energia y glucosa seran obtenidas a partir de lipidos y
proteinas presentes en la leche materna, pero en aquellos casos donde la madre
pasa muchos dias buscando alimento, la cria comienza a ayunar (Rea et al., 2000)
e incrementa la glucosa en sangre (Houser et al., 2013; Houser et al., 2021;
Champagne et al., 2005; Champagne et al., 2006). Por esta razén, el aumento de
la glucosa y su relacion con el incremento de la TSM durante junio-julio, también
podrian ser indicativos de un aumento en los periodos de ayuno por parte de las
crias. De la misma manera, el aumento en la produccién de cortisol y hormona del
crecimiento debido al estrés crénico pueden promover el aumento en la glucosa
(Kuo et al., 2015; Andrews y Walker, 1999).

En crias de lobo marino de Steller que se encuentran en ayuno, se ha observado
que comienzan a degradar sus reservas de proteinas rapidamente, lo que indica
que las reservas de grasa son escasas a esa corta edad y se agotan faciimente
(Rea et al., 2000). A pesar de que en algunos mamiferos marinos los periodos de
ayuno son parte de la historia de vida (Rea, 1995; Champagne et al., 2012), en las
crias neonatas de Z. californianus no se conoce la respuesta ante ayunos cortos y
prolongados. Por esta razon se necesita mayor investigacion respecto a la cinética
de la glucosa en esta especie, ya que si facilmente agotan sus reservas de grasas
y proteinas como se observo en el lobo marino de Steller, se esperaria que en algun

momento la glucosa sanguinea disminuyera drasticamente.

Es importante tomar en cuenta que los modelos lineales generalizados muestran la
relacion que se observa entre los parametros y las anomalias en la TSM, no

obstante, en este capitulo se compararon las concentraciones sanguineas de
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glucosa que se obtuvieron en cada region, sin tomar en cuenta otro factor. La
glucosa también puede incrementar si las crias fueron recientemente alimentadas
(Rea et al., 2000), por ejemplo, Seguel y colaboradores (2018) encontraron que las
crias de lobo marino sudamericano con mayor cuidado materno tuvieron
concentraciones sanguineas de glucosa mas elevadas, por lo que probablemente
recibieron una mayor cantidad de leche. Y si existe la posibilidad de que se den
variaciones geograficas en la cantidad de leche que reciben las crias ya que se ha
determinado que la lactancia en el Golfo de California tiene diferente duracion
dependiendo de la regidn, siendo mas corta en el sur y mas larga en el centro y

norte (Elorriaga-Verplancken, 2009).

Esto es lo que se podria estar reflejando en la fig. 5, donde se muestra la glucosa
de acuerdo a la region a la que pertenecen las crias. El sur del Golfo de California
asi como el Archipiélago San Benito tuvieron las menores concentraciones de
glucosa, respecto a las otras regiones. Sumado a esto, Islotes fue la colonia
reproductiva con las menores concentraciones de glucosa en 2016, siendo el afio
con la mayor anomalia en la TSM encontrada en este trabajo. El sur y el Archipiélago
San Benito tienen una gran influencia del océano Pacifico y la corriente de California
(Alvarez-Borrego 'y Schwartzlose 1979, Torres-Orozco 1993; Durazo vy
Baumgartner, 2002), ademas de estar en contacto directo con la zona minima de
oxigeno que se encuentra al sur del Golfo de California (Sanchez-Pérez et al., 2021;
Aurioles-Gamboa et al., 2017). Esto en conjunto podria modificar la cantidad de
alimento disponible para las madres, disminuyendo el tiempo que pasan con las

crias y la cantidad de glucosa que pueden generar a partir de la leche.

La regién Centro presenta valores intermedios de temperatura superficial y
productividad primaria, aunque dichas caracteristicas pueden variar en verano o
invierno (Escalante-Almazan, 2013; Roden 1964; Escalante-Almazan, 2013), razén
por la cual podrian diferir sus concentraciones de glucosa respecto al Norte y Angel
de la Guarda. Estas ultimas dos regiones mantienen condiciones oceanograficas

que pueden neutralizar los efectos del calentamiento en el Pacifico y la Corriente de
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California, aumentando la disponibilidad de presas para las madres (Santa-Maria-
Del-Angel et al., 1994; Maluf 1983; Marinone, 2003; Alvarez-Borrego y Schwartzlose
1979; Escalante-Almazan, 2013) y aumentando la disponibilidad de leche para las

crias en estas regiones.
1.6.2. Condicion corporal o indice de Masa Escalado

La tercera prediccion de este capitulo fue que la condicién corporal de las crias
disminuiria respecto al aumento en la TSM. Esto se cumplid, ya que la condicion
corporal disminuy6 en relacién con el aumento de la TSM a inicios, mediados,
finales del embarazo y en la época en que se realizaron los muestreos. Esto
concuerda con los hallazgos de Banuet-Martinez y colaboradores (2017), quienes
observaron que la condicidn corporal disminuyé en las crias que nacieron en 2014
y 2015 (afios con anomalias climaticas), respecto a 2012 que se considera un ano
normal en cuanto a la TSM. Como se ha observado en el lobo marino de Steller,
alimentarse de presas con menor contenido energético disminuye su masa corporal
(Rosen y Tristes, 2002). Esto podria afectar a las madres desde el embarazo, hasta
el nacimiento y la lactancia, ya que: 1) se disminuye la energia disponible para la
cria en el utero, 2) afecta el peso de la cria al nacer (Boyd y McCann, 1989) y 3)

modifica la calidad de la leche disponible (Riet-Sapriza et al., 2012).

El aumento en los periodos de ayuno en las crias, también podrian estar provocando
una pérdida de peso constante, tal como se observé en las crias de lobo marino de
Steller, las cuales perdieron 5.1% de su masa después de ayunar dos dias (Rea et
al., 2000). Las crias de esta especie deben utilizar la mayor parte de su energia
para realizar las actividades basicas, como movimiento y termorregulacion; la
energia restante sera utilizada para su crecimiento (Oftendal et al., 1987). Si las
hembras proporcionan una cantidad adecuada de nutrientes, el neonato podra
aumentar su masa corporal y tolerar ayunos mas prolongados (Arnould et al. 2001;
Carlini et al. 2001; Noren et al. 2003, 2008; Rea y Costa, 1992). No obstante, si la

hembra tarda mas dias en llevar alimento o la leche no es tan rica en grasas y
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proteinas, la cria debera utilizar aquellos recursos restantes para sobrevivir
(Harcourt, 1992) y tendra menor energia para crecer y depositar grasa en sus tejidos
(Oftendal et al., 1987).

Las colonias de Z. californianus del Pacifico Mexicano (San Benito), asi como la
region sur y centro del Golfo de California tuvieron los valores mas bajos de
condicion corporal. Probablemente esto es un reflejo de su cercania al océano
Pacifico y de la variacién en sus presas respecto a las otras regiones (Aurioles-
Gamboa et al., 2017; Aurioles-Gamboa y Camacho-Rios, 2007). La corriente de
California ha sido afectada por fendmenos de calentamiento de distinta severidad
entre 2013 y 2019 (Bond et al., 2015; Jacox et al., 2016; Wells et al., 2017;
Thompson et al., 2018; Thompson et al., 2019; Amaya et al., 2020). La zona minima
de oxigeno que se encuentra al sur del Golfo de california también es un factor que
debe considerarse como un riesgo, ya que puede afectar drasticamente a los
organismos que habitan en esta zona (Sanchez-Pérez et al., 2021, Aurioles-
Gamboa et al., 2017). Si hay menos alimento o presas de menor valor nutricional,
la hembra producira leche de menor calidad; si la hembra debe desplazarse
mayores distancias para alimentarse entonces la cria tendra que pasar mas tiempo
sola. Esto aumenta sus necesidades de termorregulacion y supervivencia, asi como
la pérdida de sus reservas propias como consecuencia de tener ayunos
prolongados (Oftendal et al., 1987; Rea et al., 2000). Por el contrario, la region norte
y Angel de la Guarda mostraron la condicién corporal mas alta, por lo que
posiblemente, la mayor productividad primaria y menores temperaturas
superficiales de estas zonas (Santa-Maria-Del-Angel et al., 1994; Maluf 1983;
Marinone, 2003; Alvarez-Borrego y Schwartzlose 1979; Escalante-Almazan,
2013), podrian favorecer al alimento disponible y mejorar la capacidad de la cria

para depositar grasa y aumentar su condicion corporal.

Cabe mencionar que 2013 fue el afio de estudio en el que las crias presentaron la

mayor condicion corporal en diversas colonias reproductivas. Precisamente, 2012 y
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2013 fueron anos en los que se capturaron altas cantidades de pelagicos menores
(sardina, anchoveta y macarela) (Cuadro 1), lo que podria reflejar la alta
disponibilidad de alimento para las hembras embarazadas durante 2012, cuyas
crias nacieron en 2013 con una alta condicion corporal. No obstante, el esfuerzo
pesquero deberia ser constante durante todos los afios para poder hacer la
comparacién entre la produccién pesquera y la abundancia de estas presas en el

ecosistema.

En Cantiles, Coloradito, Partido, Granito y Rocas Consag (colonias que pertenecen
al Norte y Angel de la Guarda) se observé una disminucion a través de los afios.
Esto podria ser resultado del aumento en las anomalias en la TSM, las cuales
incrementaron drasticamente a partir de 2013 (Cuadro 4). Sumado a esto, entre
2013/2014 se registré una disminucion severa en la pesca de sardina (Velarde y
Ezcurra, 2015) e incluso en el cuadro 1 se puede ver el decremento en la pesca de
sardina, anchoveta y macarela entre 2014 y 2016. La disminucién de estas presas
ya ha sido considerada como un factor de riesgo para las poblaciones que habitan
desde el Norte al centro del Golfo (Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004), por
lo que probablemente también podria afectar la condicion corporal de los individuos

que habitan en esta zona.

En Islotes, la condicion corporal fluctué entre los afios de muestreo, ya que durante
2014 se presentaron los valores mas bajos de condicion corporal, aumentaron para
2016 y disminuyeron nuevamente en 2020. Lo mismo ocurrié en el Archipiélago San
Benito, ya que la condicion corporal disminuy6 a partir de 2014 e incrementé en
2019. Ademas, las medias mas bajas de la condicién corporal se encontraron en
crias del Archipiélago de San Benito (2015, 2017) e Islotes (2020). Se sabe que las
hembras que habitan en Islotes se alimentan de presas muy distintas respecto a las
otras colonias (Pelayo-Gonzalez et al., 2020; Aurioles-Gamboa et al., 2017). De esta
manera, a pesar de tener alimento, si éste es de menor contenido energético o

contiene menos grasas puede disminuir la masa de las madres y crias (Rosen vy,
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Trites, 1999; Donnelly et al., 2003; McClatchie et al. 2016). A pesar de no conocer
las especies que se consumieron en San Benito durante los afios donde se encontré
la menor condicion corporal, en 2001 se determiné que sus principales presas
fueron Merluccius angustimanus y Loligo opalescens (Aurioles-Gamboa vy
Camacho-Rios, 2007), las cuales brindan nueve veces menos grasas y casi tres
veces menos calorias que la sardina (cuadro 4). Sumado a esto, si el incremento en
las anomalias en la TSM durante estos afios provocé la disminucion en las presas,

se afectaria aun mas a este parametro (McClatchie et al. 2016).
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CAPITULO 2: CAPACIDAD SERICA DE INHIBICION BACTERIANA
2.1 INTRODUCCION
2.1.1. Sistema inmune

El sistema inmune es una parte fundamental de los sistemas vivos, ya que asegura
la proteccion y supervivencia de los organismos en un ambiente con alta cantidad
de patégenos. El entorno intrauterino estéril en el que se encuentra el feto durante
el desarrollo, provee al organismo de un sistema inmunitario preparado pero inactivo
en el momento del nacimiento (McDade, 2004). Esto puede aumentar la
susceptibilidad de los neonatos a adquirir enfermedades e infecciones (Kai-Larsen
etal., 2014).

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa del organismo, e incluye la
participacion de barreras anatémicas (piel y membranas mucosas), proteinas
antimicrobianas y células de defensa (McDade, 2004). Por su parte, el sistema
inmune adaptativo incluye moléculas y células especificas: linfocitos (T), linfocitos
(B), el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) e inmunoglobulinas (Smith et
al., 2019).

2.1.2. Sistema del complemento

Hace mas de un siglo, Hans Christian Gram distinguié en las bacterias dos tipos de
paredes celulares, basandose en la capacidad de éstas para tefirse. Las paredes
de bacterias gram negativas presentan una membrana externa compuesta por
lipoproteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos, una pared delgada con capas de
peptidoglicanos (<10 nm) y una membrana citoplasmatica. Las bacterias Gram
positivas, por su parte, poseen una pared gruesa (20—80 nm) con multiples capas
de peptidoglicanos y la membrana citoplasmatica. Estas caracteristicas permiten
que cada tipo de célula responda de diferente manera al medio o en este caso, al

sistema inmune (Cabeen y Jacobs-Wagner, 2005).
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A finales de los afos 90 se descubrié que el suero humano tiene la capacidad para
reconocer y eliminar bacterias, hongos y otros microorganismos (Rapp y Borsos,
1970). Poco tiempo después se determiné que esto sucede gracias a 40 proteinas
0 enzimas inactivas, es decir, que circulan como zimogenos (Owen et al., 2013)
producidas por el higado, que forman parte del sistema inmune innato y que
actualmente son conocidas como el sistema del complemento (Gasque et al., 2000).
Este sistema se desarrolla muy pronto durante el embarazo. La transferencia de los
componentes del complemento de la madre al feto es muy baja (Lewis y Wilson,
2006), no obstante, la sintesis fetal de dichos componentes ya se puede detectar a

las 6-14 semanas de gestacion (Kohler, 1973; Gitlin y Biasucci, 1969).

Existen tres vias del complemento conocidas en la actualidad: la clasica, la
alternativa y la via de las lectinas (fig. 9). La via clasica activa al primer componente
del complemento (C1) en presencia de anticuerpos (IgG1, 19gG2, IgG3 o IgM) unidos
a antigenos. La formacion del primer complejo activa una cascada de
reaccion, donde la porcion “s” de C1 activa a C4 y lo corta en dos partes. C4b se
pega a la membrana del patégeno y con ayuda de C1s, corta a C2 (en dos partes).
C2b se une a C4b (formando la convertasa de C3) y dividen a C3 en dos partes.
C3b se une al patégeno y se combina con la convertasa de C3 (formando la
convertasa de C5) (Seelen et tal., 2005). A partir de este momento, se forma el
complejo de ataque a la membrana (MAC) que perfora la membrana de la célula y

provoca su lisis mediante 6smosis (Morgan, 1999).

La via alternativa juega un papel muy importante en la defensa contra infecciones
bacterianas, ademas, se estimula por la presencia de microorganismos y sin
anticuerpos especificos. Todo comienza cuando el componente C3b se modifica y
forma C3(H20), proteina que se une a B (formando C3B). El factor D corta a la
proteina B en dos partes y la porcién “b” se une a C3B formando la convertasa de
C3 (C3bB). Esta corta a C3 y la porcién “b” se une a la convertasa de C3 formando
la convertasa de C5. Posteriormente, se forma el complejo de ataque a membrana
(Lutz et al., 2007).
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La via de las lectinas comienza cuando la lectina de unién a manosa (MBL) se une
a una bacteria con carbohidratos en su superficie. Esto activa a la proteina MASP,

la cual corta a C4 y C2 (Harmat et al., 2004). Posteriormente, el proceso es igual a
la via clasica.

classical pathway
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Cl1 COl’IlplCX 1gG1,1gG2, MBL Ficolins of C3b fcc:::'(ajlt(liol?;
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C4b2a3b ‘/(BbBbf— Factor H
i s N
C5 convertase C5 convertase acids
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MAC - membrane attack complex (C5b678-9)

Bacterial cell lysis by C5b-9

Insertion of MAC into the lipid bilayer
and cooperation with lysozyme allow
the movement of ions and water, which
results in a rapid loss in osmotic
gradient and bacterial cell lysis

Fig. 9. Mecanismos del sistema del complemento: via clasica, alternativa y via de

las lectinas. Imagen de Bugla-Ploskonska y colaboradores (2009).
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2.1.3. Péptidos y proteinas antimicrobianas

Los péptidos antimicrobianos (AMP’s por sus siglas en inglés) forman parte del
sistema inmune innato. Estas son moléculas producidas por tejidos o diferentes
células y también cuentan con propiedades bactericidas. Su carga catidnica y su
naturaleza anfipatica permite que los AMP’s se interserten en las membranas
citoplasmaticas de bacterias, generando poros y provocando asi la eliminacion de
los patdégenos. Se sabe que también pueden alterar la formacién de la membrana
citoplasmatica y sintesis de la pared celular, entre otras acciones (Brodgen, 2005;
Patrzykat et al., 2006). También son conocidos como péptidos de defensa del
huésped, ya que ademas de su capacidad antimicrobiana, son mediadores inmunes
y permiten establecer respuestas inmunes adaptativas (Hancock et al., 2016).

La desregulacién de estas moléculas se asocia con varios efectos negativos, tales
como el desarrollo de cancer, enfermedades respiratorias y patologias autoinmunes
(Hancock et al., 2016). La nutricion se considera sumamente importante para
modular estos mecanismos. Los aminoacidos ramificados basicos y esenciales,
acidos grasos de cadena corta, zinc y la vitamina D3 aumentan la expresion de una
gran cantidad de péptidos, fortaleciendo asi la defensa inmunoldgica (Liu et al.,
2006; Zeng et al., 2013; Ren et al., 2016; Talukder et a., 2011; Wu et al., 2020).

Los AMP’s se producen desde el embarazo en el ser humano. Se sabe que son
expresados por el corion y amnios (membranas que brindan proteccién al feto
durante su desarrollo), en la placenta, el cordén umbilical y liquido amnidtico (Feng
et al., 2003; King et al., 2007; Yoshio et al., 2003). Ya que se desarrollan muy pronto
en la gestacion y ya estan presentes al momento del nacimiento, se consideran una
defensa fundamental contra patégenos (Kai-Larsen, 2014). La leche materna
también provee de péptidos antimicrobianos y proteinas antimicrobianas como las
lisozimas (Woodward y, Draper, 2001; Armogida et al., 2004). Estas son proteinas
que destruyen los enlaces que mantienen la conformacion de la pared celular de
peptidoglicanos, por lo que son fundamentales para la accion bactericida del suero

en bacterias Gram positivas y negativas (Ogundele, 1998). No obstante, estas

81



enzimas por si solas no tienen actividad bactericida en bacterias gram-negativas
(Facon et al., 1996) y en algunos casos se ha determinado que el complemento no
las necesita para eliminar bacterias. Las B-lisinas también juegan un papel
importante ya que son componentes bactericidas del suero y pueden ser generadas

por plaquetas o tener un origen diferente (Petterson, 1926).

2.1.4. Capacidad antimicrobiana del suero

Los experimentos para demostrar la capacidad del suero animal para eliminar
patdgenos, han sido extensos. Donaldson y colaboradores (1974) demostraron que
la capacidad del suero de conejo para eliminar bacterias gram-negativas, ocurre
cuando actuan en conjunto las lisozimas, el sistema del complemento y la beta-lisina
producida por plaquetas. En su estudio, la actividad bactericida desaparecié por
completo cuando se inactivo al sistema del complemento (via clasica). Finalmente,
mediante microscopia electronica, los autores determinan que el principal efecto del
complemento ocurre en la pared celular de lipopolisacaridos y fosfolipidos, las
lisozimas atacan la capa interna (peptidoglicanos) de la pared celular y por ultimo,

la beta lisina a la membrana citoplasmatica.

Bugla-Ploskonska y colaboradores (2009) mezclaron diferentes serovariedades de
Salmonella O48 con suero humano y bovino. Posteriormente esta mezcla se inoculd
en placas de agar y se estimo el numero promedio de colonias que habian crecido.
Para comparar la efectividad del suero, en algunos experimentos se eliminaron las
lisozimas o algunos componentes del complemento. Los resultados mostraron que
tanto en el suero humano como bovino, la eliminacion de siete cepas de Salmonella
048 solo ocurrié cuando trabajaron en conjunto las lisozimas y las proteinas del
complemento. Nueve de las cepas de Salmonella mostraron resistencia al suero
humano después de bloquear al complemento en su via clasica o alternativa y
eliminar a las lisozimas. Salmonella Erlangen fue sensible al suero humano cuando
se eliminaron las lisozimas y la via alternativa del complemento. Los escritores

concluyen que la sensibilidad al suero difiere entre las serovariedades, ya que
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existen diferencias en su contenido de proteinas (Bugla-Ploskonska et al., 2004,
Bugla-Ploskonska et al., 2009).

Existe un costo energético asociado a la activacion del sistema inmune. En un
estudio que se llevd a cabo por Moret y Schmid-Hempel (2000) pusieron a prueba
esta teoria inyectando abejorros con lipopolisacaridos y perlas de microlatex,
provocando la activaciéon del sistema inmune. El resultado mostré que la capacidad
para sobrevivir disminuy6 en animales con inanicion, respecto a los abejorros bien
alimentados. En ratas que han sido expuestas a una dieta con pocas proteinas, se
ha observado una disminucién en la respuesta del complemento; lo contrario se
observa en ratas bien alimentadas, donde al ser expuestas a inyecciones de S.
aureus se observa un aumento en su respuesta (Sakamoto y Nishioka, 1992) (fig.
10).
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Fig. 10. Respuesta del complemento después de una infeccién severa con S.
aureus en ratas bien alimentadas y mal alimentadas. 1 milimetro de 2x109/ml de S.
aureus en buffer fosfato salino se inyectd en la cavidad peritoneal en ratas de dos
grupos: 1) Ratas con dieta a base de proteina (18%) (linea negra) y 2) Ratas con

dieta a base de proteina (0.5%) (linea punteada). Imagen tomada de (Sakamoto y
Nishioka, 1992).
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De la misma manera, la capacidad de Z. californianus para sobrellevar la
enfermedad puede verse afectada por la inmunosupresion o desnutricion (Gilmartin
etal., 1976; Gulland et al., 1996). Los estudios con fitohemaglutinina (PHA) han sido
utilizados para evaluar la eficacia del organismo para responder ante desafios
inmunoldgicos (Lawlorjr et al., 1973). Banuet-Martinez y colaboradores (2017),
compararon diversos marcadores de nutricion e inmunidad en crias que nacieron
en 2012 (un ano sin anomalias climaticas), respecto a 2014 y 2015 (afios en que
aumentdé drasticamente la TSM). Se observé que la cantidad de anticuerpos (IgG,
IgA) asi como la respuesta a PHA, fueron menores en los afios con anomalias en
la TSM. Morales-Duran (2018) utilizé suero de crias neonatas de elefante marino
del norte (Mirounga angustirostris), para inhibir el crecimiento de E. coli, Candida
albicans y Staphylococcus aureus. Se observd que las crias recién destetadas
tienen una capacidad mayor para inhibir el crecimiento de E. coli, respecto a las
crias con destete tardio. En el caso de Candida albicans y Staphylococcus aureus,

no se observo inhibicidn bacteriana para ninguna muestra.

Tomando esto en cuenta, en este capitulo se busco investigar el efecto de las
anomalias climaticas en la capacidad de inhibicion sérica del suero de las crias, asi
como la relacion que existe entre las reservas energéticas de los individuos

(condicién corporal) y su capacidad de inhibicion.

2.2 HIPOTESIS

El aumento en las anomalias de la temperatura superficial del mar provoca una
disminucién en la capacidad de inhibir a E.coli en neonatos de lobo marino de

California.

2.3 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar si las anomalias en la temperatura superficial del mar modifican la

capacidad de inhibir a E.coli en neonatos de Z. californianus.
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2.4 METODOLOGIA
2.4.1. Inhibicion del crecimiento bacteriano

Para la inhibicidn bacteriana, se utilizd un cultivo puro de la cepa de Escherichia coli
(Topo 10, Invitrogen). Con un asa bacteriolégica se tomaron colonias aisladas de la
bacteria y se inocularon en placas de medio sélido LB (cada tres dias, con la
finalidad de mantener colonias de reciente crecimiento a lo largo de todo el
experimento). Se tomd una colonia de bacterias con un asa bacteriolégica y se
suspendid en un tubo Falcon con 20 ml de medio liquido Mueller Hinton. Los tubos
se incubaron a 37°C en agitacion (250 rpm), durante un periodo de 1-2 horas.
Posteriormente se midié 1 ml del cultivo en el espectrofotometro para verificar que
el cultivo alcanzara una densidad éptica de 0.08 - 0.1 (equivalente a la escala 0.5
de McFarland). En caso de que la densidad superara lo deseado, se ajusto
agregando medio liquido Mueller Hinton. El tubo falcon con la bacteria se mantuvo
en hielo, junto con las muestras de suero. Se sumergio un hisopo de algodon estéril
en el cultivo de E. coli, oprimiendo contra las paredes del tubo para eliminar el
exceso. Para inocular, se paso el hisopo cubriendo toda la superficie de la placa, en

zigzag y en tres direcciones.

Se prepararon placas con aproximadamente 25 ml de medio solido Mueller Hinton.
Se cortaron discos de papel para cromatografia (Whatman 3mm), utilizando una
perforadora. Se colocaron los discos estériles sobre la superficie del agar utilizando
unas pinzas. Se oprimio ligeramente el disco sobre la superficie del agar, y se
agregaron 30 pl de suero en total (haciéndolo en 3 ciclos de 10 ul, para evitar que
los discos se sobresaturaran). En el ultimo papel filtro se agregaron 30 pl de solucion
salina estéril como control negativo. Se utilizaron 270 muestras de suero
descongelado de crias y para cada ensayo se realizd un duplicado. Las placas se
incubaron en posiciéon invertida a 37°C por 20 horas. Se midieron los halos de

inhibicién utilizando un Bernier y se tomaron fotografias para analizar el diametro de
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los halos, utilizando el programa ImagedJ. Este protocolo es una modificacién del
método de Kirby Bauer (Bauer et al., 1966).

2.4.2. Analisis estadisticos

Se determinaron cuatro categorias, dependiendo del nivel de inhibicidbn que se
obtuvo en los ensayos. Dichas categorias fueron las siguientes: 0 (Sin inhibicidn), 1
(Inhibicién incompleta), 2 (Inhibicién con colonias aisladas) y 3 (Inhibicion completa)
(Fig. 11). Se llevaron a cabo modelos CLM (Cumulative Link Models, por sus siglas
en inglés) para determinar la relacion entre las anomalias en la TSM vy los niveles
de inhibicion bacteriana (ya que las categorias son variables ordinales). Se

construyé un modelo lineal generalizado (GLM) para determinar el efecto de la

condicion corporal en la inhibicion sérica.

Fig. 11. Se muestran las categorias que se obtuvieron tras realizar los ensayos de
inhibicion. Se dividieron en 4 niveles: 1 (Sin inhibicidn), 2 (Inhibicién incompleta), 3

(Inhibicién con colonias aisladas) y 4 (Inhibicion completa).
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2.5 RESULTADOS
2.5.1. Inhibicién bacteriana

En el cuadro 15 (fig. 12) se muestra el porcentaje de cada categoria de inhibicién
que se obtuvo en cada ano de estudio. Durante 2012 se observaron la mayoria de
crias que no inhibieron (20%), no obstante, la inhibicion completa fue mas elevada
(40%). 2013 fue el afio en que se observaron mas casos de inhibicion completa
(72%) e inhibicion con colonias aisladas (28%), pero a partir de 2014 los niveles de
inhibicion completa no volvieron a ser tan altos, ya que los afios siguientes tuvieron
porcentajes mas altos de inhibicidon incompleta respecto a otras categorias altas.
2015 fue el afilo con mayor inhibicidon sérica incompleta (87.5%). El incremento en
la anomalia a inicios y mediados del embarazo aumenta la inhibicion bacteriana
(Cuadro 13, modelo 1 y 2) y la disminuye durante el periodo de muestreo o al
momento de nacer (junio-julio) (Cuadro 13, modelo 3). El incremento en la condicién

corporal de las crias, aumenta su capacidad para inhibir a E. coli (Cuadro 14).
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Cuadro 13. Regresién ordinal construida para explorar la relacion de las anomalias

en la TSMy el nivel de inhibicion.

Modelo 1. Nivel de Inhibicién ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre) + Afio

Término Estimado Df Chisq P
Anomalia(lnicio) 1.6104 1 5.3442 0.02079 *
Ano NA 8 44.8665 3.901-07 **x

Modelo 2. Nivel de Inhibicion ~ Anomalia (Enero-Febrero) + Ao

Término Estimado Df Chisq P
Anomalia(Mediados) 1.9829 1 7.2818 0.006966 **
Aio NA 8 40.2297 2.903-06 ***

Modelo 3. Nivel de Inhibicion ~ Anomalia (Junio-Julio) + Afio

Término Estimado Df Chisq P
Anomalia(Periodo de -0.23983 1 5.4022 0.02011 *
muestreo)

Ano NA 8 34.1673 3.789705 **x

NA= No aplica dado que son variables categéricas.
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Cuadro 14. Modelo lineal generalizado construido para determinar la relacion entre

la inhibicion sérica y la condicion corporal.

Modelo 4. Nivel de Inhibicion ~ Condicion corporal

Término Estimado Df Chisq

Condicion corporal 0.20763 1 21.222

P

4,096 *+*
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Cuadro 15. Se muestra el porcentaje de inhibicion por categoria, en cada afio de estudio (2012-2020).

Ano
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Sin inhibicion 20.00 0.00 690 6.25 1.87 0.00 0.00 0.00 0.00
Categoria Inhibiciéon incompleta 13.33 0.00 2068 8750 4393 43.75 5714 7857 37.78
Inhibicion con colonias 26.67 28.57 345 000 2150 3125 1429 2143 2444
aisladas
Inhibicion completa 40.00 71.43 68.97 6.25 3271 25.00 28.57 0.00 37.78
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 Nivel de inhibicién
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Fig. 12. Comparaciéon de los niveles de inhibicién respecto a los afios de nacimiento de las crias. Los colores
representan la proporcion total de cada categoria. El ancho de las barras corresponde al numero de muestras

analizadas.
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2.6 DISCUSION

La primera prediccion de este capitulo fue que la inhibicién bacteriana del suero de
las crias disminuiria conforme aumentaba la TSM. Lo que se observé fue que la
inhibicion sérica aumento a inicios y mediados del embarazo a pesar del incremento
de la TSM. Durante el embarazo, el feto comienza a desarrollar los sistemas de
defensa que necesitara para el resto de su vida, es por esto que muy pronto durante
la gestacion ya pueden detectarse ciertos péptidos antimicrobianos, asi como
componentes del complemento (Kohler, 1973; Gitlin y Biasucci, 1969; Kai-Larsen,
2014). Al comienzo del embarazo (primer y segundo trimestre), la formacion de la
placenta incrementa las células apoptéticas, fragmentos de ADN libre y otros
procesos que requieren el aumento en la activacion de ciertos componentes del
complemento (He et al., 2020). Lo mismo ocurre con diversos péptidos microbianos,
los cuales son necesarios para mantener un embarazo saludable. En este caso,
muchas de estas moléculas se expresan en diversas estructuras o tejidos de la
madre y el feto, como parte de una estrategia natural de defensa (Kai-Larsen et al.,
2014).

Por otro lado, el incremento en las anomalias en la TSM provocaron una
disminucién en la capacidad de inhibir a E.coli en las crias ya nacidas (junio-julio).
Las anomalias climaticas y los eventos de calentamiento cortos como EIl Nifio, se
consideran estresores para diversas especies de otaridos y fécidos (Trillmich et al.,
1991). Se ha determinado que el estrés cronico en ratas perjudica su respuesta
inmune, provocando una disminucién en los niveles de CH50 (molécula que refleja
la funcién completa de la via clasica del complemento) (Ayensu et al., 1995). De la
misma manera, el estrés podria disminuir los niveles del complemento en el suero
de las crias de lobo marino, los cuales son necesarios para destruir bacterias gram

negativas y otros patégenos.
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El estrés provoca la liberacion de glucocorticoides, los cuales son
inmunomoduladores que pueden afectar a diversas células inmunes y al sistema
inmune en general (Bellavance y Rivest, 2014). No existe ningun trabajo previo
donde haya estudiado el sistema del complemento en Z. califoranianus, no obstante,
ya se ha propuesto que el estrés cronico (provocado por los eventos de
calentamiento), puede generar la desregulacion del eje Hipotalamo-Pituitario-
Adrenal (HPA) y por lo tanto, de ciertas hormonas y marcadores inmunes (DeRango
et al., 2019). Por otro lado esta el efecto de la alimentaciéon en el desarrollo
temprano. Las proteinas del complemento son sintetizadas en el higado (Owen et
al., 2013; Gasque et al., 2000) y tomando en cuenta que puede existir un cambio en
las células hepaticas tras condiciones de desnutricion (Desai et al., 1995;
Jungermann, 1986), no puede descartarse la idea de que las proteinas del
complemento también podrian verse afectadas por la mala alimentacion durante la

gestacion.

En este trabajo, la inhibicion bacteriana del suero vari6 dependiendo del afio de
nacimiento de la cria. Durante 2012 la inhibicion completa fue elevada y aumenté
para 2013 y 2014, por lo que ambos afos tuvieron la mayor cantidad de casos con
inhibicion completa. A partir de 2015 incrementaron los porcentajes de inhibicién
incompleta y continué siendo la categoria dominante hasta el ultimo ano de
muestreo (2020), por lo que los niveles de inhibicion completa no se recuperaron.
Esto concuerda con los resultados obtenidos en el capitulo 1, donde se observé que
2013 fue el afio con mayor condicidén corporal y en los siguientes afios comenzé a

disminuir.

La pesca de pelagicos menores como la sardina, es una actividad econémica
importante en el Golfo de California, que se basa en la demanda y que actualmente
no considera las variables oceanograficas interanuales, afectando aun mas a la
cantidad de alimento disponible para el lobo marino en afos con anomalias

climaticas (Gallo-Reynoso, 2019). De esta manera, los fendmenos de calentamiento
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que se presentaron entre 2013-2015 como “La Mancha” y “El Nifo” (Bond et al.,
2015; Jacox et al., 2016), el aumento en la temperatura de la zona minima de
oxigeno ubicada en el sur del Golfo de California (Sanchez-Pérez et al., 2021),
sumado al esfuerzo pesquero en toda la regién (Velarde y Ezcurra, 2015; Gallo-
Reynoso, 2019), podrian estar modificando el ecosistema en el que habita el lobo

marino de California y provocando la disminucion en la inhibicion sérica bacteriana.

Banuet-Martinez y colaboradores (2017) pusieron a prueba la eficacia para
responder a desafios inmunoldgicos en crias de esta especie y observaron que las
respuestas disminuyeron drasticamente en 2015. De la misma manera, en la fig. 12
se observa que 2015 fue el afio con mayor inhibicion sérica incompleta, lo que indica
una deficiencia en la eliminacién de patégenos en la mayoria de las crias

muestreadas durante esa época.

Los resultados de este capitulo también demostraron que el aumento de la
condicion corporal de las crias incrementa la inhibicién de E. coli, por lo que a
mayores reservas energéticas mayor es la capacidad para responder ante desafios
inmunes. Esto concuerda con los hallazgos de Morales-Duran (2018), quien
observo que la capacidad de inhibir a E. coli, fue mayor en crias de elefante marino
del norte (Mirounga angustirostris) recién destetadas que en aquellas que tenian
menores recursos debido al destete tardio. Seguel y colaboradores (2018),
encontraron que en el lobo marino sudamericano, el tiempo que las madres pasan
con las crias determina la capacidad de éstas para combatir infecciones. En los
afios en que incrementa la TSM, la productividad primaria se ve afectada y
disminuyen las presas disponibles para las hembras embarazadas y lactantes
(Elorriaga-Verplancken et al., 2016), por lo que las crias no tienen una alimentacion
adecuada y su capacidad para establecer respuestas inmunes disminuye (Marcos
et al., 2003).
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La inhibicion sérica es un reflejo indirecto de la calidad y cantidad de la leche que
produjeron las madres, asi como de las reservas energéticas de la cria en los
momentos en que se realizaron los muestreos. En un neonato sano, los niveles de
los componentes del complemento (ya sea de la vida clasica o alternativa), se
encuentran dentro del rango normal para un adulto (Lewis y Wilson, 2006). En ratas
bien nutridas, la respuesta del sistema del complemento aumenta al ser inyectadas
con patdégenos (Sakamoto y Nishioka, 1992) y disminuye cuando su dieta es baja
en proteinas. Lo contrario sucede cuando la alimentacion es rica en ciertos
macronutrientes y micronutrientes, como se ha visto con los péptidos
antimicrobianos, los cuales aumentan su expresion tras ingerir cantidades
adecuadas de vitamina D3 y otras moléculas (Liu et al., 2006; Zeng et al., 2013; Ren
etal., 2016; Talukder et a., 2011; Wu et al., 2020). De esta manera, los componentes
del completo y los péptidos antimicrobianos que se encuentran en el suero pueden
modificarse dependiendo de estos factores, razén por la cual se encontraron

diferencias en la inhibicion entre los anos de estudio.

Los sitios de nacimiento de las crias tienen caracteristicas individuales
oceanograficas e incluso genéticas que podrian enmascarar los efectos negativos
de las anomalias climaticas, dandoles a ciertos individuos una mejor capacidad para
montar respuestas inmunes y deshacerse de los patégenos con mayor facilidad. Por
esta razon, el aumento en la TSM no debe considerarse el unico factor limitante de
la inhibicion bacteriana, dado que se trata de un estudio ecoldgico que involucra una

gran cantidad de variables y procesos estocasticos.
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CAPITULO 3: CONTEOS CELULARES DE ERITROCITOS Y LEUCOCITOS
3.1 INTRODUCCION
3.1.1. Los eritrocitos

Los eritrocitos son las células rojas que proveen de oxigeno a los 6rganos y tejidos
del cuerpo gracias a la proteina hemoglobina. Estas células tienen una forma
bicobncava y carecen de nucleo. Cuentan con una membrana compuesta por
colesterol y fosfolipidos (en cantidades equilibradas) y con un citoesqueleto que
mantiene la forma de la célula y permite que recuperen su forma original después
de pasar por los estrechos capilares durante la circulaciéon (Christopher, 2004).
Estas células se producen en la médula é6sea a partir de células madre
hematopoyéticas y se diferencian hasta formar un eritrocito maduro, mediante un

proceso conocido como eritropoyesis (Koury et al., 2002).

Este proceso se activa muy pronto durante el embarazo, ya que durante el
desarrollo se requieren niveles adecuados de oxigeno para el embridn. La
hematopoyesis embrionaria ocurre en el saco vitelino y provee de células eritroides
“primitivas” desde el primer mes de desarrollo (Tavian y Peault, 2005; Tavian et al.,
1999). Posteriormente, las células madre migran al higado, donde los eritrocitos
definitivos (no primitivos) comienzan a diferenciarse y a circular en el embrién
(Peschle et al., 1985). Poco tiempo después las células madre hematopoyéticas se
establecen en la médula 6sea y estas seguiran produciendo los eritrocitos

necesarios para la vida post-natal (Tavian y Peault, 2005; fig. 13).
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Fig. 13. Cronologia de la aparicion de las células madre hematopoyéticas en el

embrién humano en desarrollo. Imagen tomada de Tavian y Peault, 2005.

Para que la eritropoyesis se cumpla efectivamente es necesario que el organismo
cuente con cantidades adecuadas de nutrientes, entre ellos, folato, vitamina B12 y
hierro. El folato y vitamina B12 juegan un papel muy importante, siendo
indispensables en la sintesis de nucleétidos. Una carencia de ambos nutrientes
afecta la sintesis/reparacion de ADN, por lo que se provoca la muerte prematura de
las células rojas (Koury y Ponka, 2004). El hierro es fundamental en la sintesis de
los grupos hemo, los cuales conforman la estructura de la hemoglobina. La carencia
de este nutriente provoca la produccion retardada de reticulocitos, asi como una
disminucién en el tamafo y cantidad de hemoglobina en las células (Koury y Ponka,
2004). Los cambios en la composicion de acidos grasos saturados o insaturados en
la membrana celular afecta a su fluidez y deformabilidad (la capacidad para
recuperar su forma original) (Else y Hulbert, 2003; Witte et al., 2010; Radzikowska
et al., 2019; Kamada et al., 1986; Hessel et al., 1990). La deformabilidad también
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se puede ver afectada por la composicidon de lipidos en la membrana y las

interacciones entre éstos con las proteinas (Lee y Shin, 2015).

El estrés oxidativo es un fendmeno que puede ser provocado por envejecimiento,
desnutricion, inflamacion y enfermedades cronicas (Liguori et al., 2018).
Este modifica el equilibrio entre los radicales libres (oxidantes) y reductores en un
organismo, provocando dafos principalmente en ADN, proteinas y acidos grasos
insaturados (Granot y Cohen, 2004). Debido a los radicales libres producidos, la
peroxidacién lipidica es activada, por lo que se genera dafio en membranas
celulares, lipoproteinas y otras moléculas que contengan lipidos (Jancic & Stosic,
2014). Existen micronutrientes considerados agentes reductores, ya que tienen la
capacidad de contrarrestar la formacion de los radicales libres (Shite et al., 2001).
La vitamina E (o tocoferol), por ejemplo, es el antioxidante mas efectivo en las
células ya que inhibe la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (Benitez,
2006), por lo que se considera un nutriente esencial para mantener la integridad

estructural de las membranas (Tesoriere et al., 1995; Tesoriere L, 1996).

En general, la deformacion de la membrana de las células rojas puede ser
provocada por diversas razones; la carencia de diversos nutrientes, desnutricion,
problemas hereditarios (Gallagher, 2013), enfermedades autoinmunes o
fragmentacién mecanica (Christopher, 2004). Esto genera un incremento en las
morfologias atipicas que se observan en un frotis sanguineo normal, por lo que se
considera una herramienta eficaz al diagnosticar una patologia (Adewoyin et al.,
2019). Algunas de las morfologias atipicas de eritrocitos se resumen en el cuadro

16, asi como las posibles patologias asociadas.
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3.1.2. Los leucocitos

Los leucocitos son las células blancas que se encargan de las respuestas inmunes
innatas y humorales en el organismo (Tigner et al., 2021). Se pueden dividir en
granulocitos y agranulocitos, los cuales son originados en la médula 6sea a partir
de células madre hematopoyéticas que dan lugar a los dos linajes de leucocitos: la

linea mieloide y linfoide (Granick et al., 2012).

Dentro de los granulocitos se encuentran los neutrofilos, basofilos y eosindfilos.
Estos contienen granulos azuréfilos (lisozimas) y otros tipos granulos, los cuales
varian dependiendo de la funcion del tipo celular (Tigner et al., 2021). Los neutrdfilos
tienen un nucleo multilobulado (con 3-5 segmentos) que se tifie de purpura. Su
citoplasma usualmente es de color claro, no obstante, presenta multiples granulos
intracitoplasmaticos (Cowell et al., 2008; Tigner et al., 2021). Representan la mayor
parte de los leucocitos (hasta 50-70%) y son la primera linea de defensa celular, por
lo que son fundamentales para controlar infecciones bacterianas y fungicas (Kruger
et al., 2015; Carrick y Begg, 2008). Algunas situaciones como infecciones agudas e
inflamacion requieren que la médula ésea envie una mayor cantidad de neutréfilos
maduros, no obstante, las reservas son limitadas. Cuando la necesidad supera la
capacidad de produccion de neutrofilos maduros, comienzan a enviarse neutroéfilos
inmaduros o en banda al torrente sanguineo. Estos tienen un nucleo no
segmentado (en forma de banda), cromatina nuclear menos densa y tamano
semejante al de un neutréfilo maduro. Generalmente, mientras la inflamacion se
vuelve mas severa, comienzan a enviarse formas cada vez mas inmaduras. Los
neutréfilos también pueden hipersegmentarse debido a ciertas razones, como la
edad de las células, deficiencia de vitamina B12 y acido fdlico e incluso como un

artefacto en la preparacion de los frotis sanguineos (Valenciano et al., 2014).

Los eosindfilos tienen un mayor tamafio que los neutréfilos y un nucleo
generalmente bilobulado. El citoplasma se encuentra lleno de granulos de color rojo-

rosado, aunque las caracteristicas de los granulos puede modificarse dependiendo
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de la especie (Cowell et al., 2008). Estos granulos pueden ser primarios o
secundarios y tienen efectos citotoxicos, por lo que son liberados como mecanismos
de defensa contra parasitos, virus y bacterias (Shamri et al., 2011; Ravin y Loy,
2015).

Los basdfilos tienen un nudcleo bilobulado y su citoplasma contiene multiples
granulos que se tifien de color azul-purpura (Tigner et al., 2021). Son las células
efectoras de las reacciones alérgicas y presentan diversos receptores que son
activados por compuestos especificos, los cuales inician cascadas bioquimicas

especificas y liberan mediadores inflamatorios (Valent y Battelheim, 1990).

Los agranulocitos son los monocitos y linfocitos. Los monocitos cuentan con
abundante citoplasma que puede presentar extensiones y vacuolas, con un nucleo
muy grande con forma de “C” o “U” y granulos de color azul-gris muy tenue
(Valenciano et al., 2014). Representan menos del 10% del total de leucocitos
circulantes (Théry y Amigorena, 2001). Estas células circulan por poco tiempo en el
torrente sanguineo y cumplen diferentes funciones, como la eliminacién de células
senescentes y patégenos, remodelacion de tejidos y regulacion de respuestas
inmunes e inflamatorias (Yona y Jung, 2010). Se encargan de activar a los linfocitos

T, iniciando asi las respuestas inmunes adaptativas (Théry y Amigorena, 2001).

Los linfocitos representan hasta el 25% del total de los leucocitos y se dividen en
diferentes grupos, como los linfocitos T y B (Tigner et al., 2021). Su tamano es
menor que los neutréfilos, su nucleo es redondeado (aunque generalmente
presenta hendiduras) y su citoplasma escasamente basdfilo. El nucleo cubre casi
toda la superficie de la célula, por lo que muchas veces unicamente se observa una

pequefia porcion del citoplasma (Cowell et al., 2008).

Los conteos de estas células en los frotis sanguineos permiten determinar la salud
de los individuos. Si los conteos se encuentran por encima o por debajo de los

rangos normales, es posible determinar una patologia que puede ser causada por
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un aumento en el numero de cierto tipo celular o una combinacion de tipos celulares.
En el cuadro 17 se observan las desviaciones de los conteos de leucocitos respecto

a la referencia, asi como las posibles causas.
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Los leucocitos se desarrollan muy temprano en el embarazo al igual que los
eritrocitos. Los precursores de neutrofilos se detectan prematuramente en el saco
vitelino y posteriormente en el higado, bazo y médula 6sea; para las 14-16 semanas
de gestacioén estas células ya son maduras (Christensen, 1989; Playfair et al., 1963;
Lewis y Wilson, 2006). Durante el segundo trimestre, ya estan presentes todos los
linajes de las células hematopoyéticas que daran lugar a las células involucradas
en las respuestas inmunes (Lewis y Wilson, 2006). Los linfocitos T y B, se
encuentran circulando en el feto al final del primer trimestre y alcanzan niveles de
adulto durante el segundo trimestre. Las proteinas del complemento y monocitos se
han identificado después de siete semanas de gestacion (Wilson, 1990; Blackburn
y Loper, 1992).

3.1.3. Infecciones de relevancia en el lobo marino de California

El estrés cronico puede generar un cambio adaptativo en las especies (Boonstra,
2013). También provoca una disminucién en la capacidad del sistema inmune para
responder a los desafios del medio, ya que ciertas respuestas suelen tener un alto
costo energético (McEwen et al., 1997; McDade et al., 2016). Sumado a esto, los
efectos del aumento en la TSM aumentan la susceptibilidad de estos animales a
contraer enfermedades o modifican la relacion patégeno-hospedero (Marcogliese,
2001, 2008). Previamente se ha considerado que algunas bacterias aisladas en
crias de Z. californianus podrian volverse patogénicas para individuos

inmunosuprimidos (Zavala-Norzagaray et al., 2022).

Uncinaria spp. es un patdégeno que se ha encontrado en crias de esta especie y se
transmite a partir de la orina de individuos infectados y de madre a cria a partir del
calostro (Lyons et al., 2001). La incidencia de enfermedades como la Leptospirosis,
una enfermedad bacteriana ocasionada por la espiroqueta Leptospira interrogans,
ha sido asociada a la cercania con parques de perros y por lo tanto con areas

metropolitanas densamente pobladas (Norman et al., 2008). No obstante, de
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acuerdo a Acevedo-Whitehouse y colaboradores (2003) las serovariedades que se
han detectado en el Golfo de California no han provocado efectos negativos en esta
especie, sugiriendo una posible adaptacion entre patégeno-hospedero. También ha
sido aislada en fetos abortados de la misma especie, donde se encontraron lesiones
asociadas (Gilmartin et al., 1976). La Brucella se registro en la colonia San Esteban,
Golfo de California (Avalos-Téllez et al., 2014) y junto con T. gondii se consideran
causa de abortos en las hembras (Goldstein et al., 2008; Carlson-Bremer et al.,
2015). También se ha determinado la presencia de Salmonella, E. coli y P.
aeruginosa en la cavidad rectal/oral de crias de lobo marino de California en Farallén
San Ignacio, Golfo de California (Zavala-Norzagaray et al., 2022). Altas cargas
parasitarias de gusanos (Filariasis) también se han registrado en el Golfo de
California, sin mostrar efectos negativos en la salud de las hembras adultas de esta

especie (Farriols et al., 2020).

En crias muestreadas entre 2015-2016 en el Archipiélago San Benito y Golfo de
California se encontré que el 50% de los individuos tenian infeccion por Adenovirus,
sin mostrar algun efecto negativo en la salud de los animales (Soto-Garcia, 2016).
Rotavirus también ha sido detectado en crias del Golfo de California, teniendo una
mayor prevalencia en la colonia El Partido, seguido por Islotes (Soto-Garcia, 2014).
Poxvirus se ha detectado en lobos marinos de California (Estados Unidos)
hospitalizados, donde las lesiones asociadas se observaron en crias de un afio y
subadultos. Actualmente se considera una enfermedad comun en las poblaciones

silvestres, aunque se desconoce su prevalencia (Nollens et al., 2005).
3.1.4. Nutricién y células sanguineas

La nutricion durante el embarazo juega un papel fundamental en el desarrollo de la
inmunidad, ya que provee de nutrientes y antigenos que permiten la maduracion del
sistema inmune y sus tejidos, asi como el desarrollo de la microbiota y la modulacion
de las respuestas autoinmunes (Calder et al., 2006). Ya que el sistema inmune

comienza a desarrollarse muy pronto durante el embarazo, cualquier problema que
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se presente durante esta etapa tendra mayor impacto que lo que ocurra en la vida
postnatal y determinara la capacidad del organismo para establecer respuestas
inmunes adecuadas (McDade, 2004). En el Golfo de California, la disminucion de la
productividad primaria en las zonas de alimentacion de las madres (Elorriaga-
Verplancken et al., 2016) ha tenido un efecto negativo en el sistema inmune de las
crias que se desarrollan y nacen en estas temporadas. En un estudio que se llevo
a cabo por Banuet-Martinez y colaboradores (2017), se contabilizaron las células
blancas que se encontraron en crias que nacieron en 2012, 2014 y 2015. No se
encontraron basdfilos en crias nacidas en 2015, se observaron nueve veces mas
neutréfilos en banda en crias que nacieron en 2014 y 2015, el 50% de las crias que
nacieron en 2015 tuvieron neutrofilos hipersegmentados y se observé una gran
cantidad de células inmaduras y eosindfilos en los afios con mayor severidad

climatica (Banuet-Martinez et al., 2017).

También se han observado morfologias atipicas de eritrocitos en crias neonatas de
Z. californianus que nacieron en anos caracterizados por eventos climaticos
anomalos. En una comparacién entre frotis sanguineos de crias que nacieron en
Isla Granito (2012) respecto a las que nacieron en el Archipiélago San Benito (2014
y 2015), se encontr6 mayor cantidad de células atipicas como reticulocitos,
acantocitos, excentrocitos, equinocitos, eliptocitos, queratocitos y esferocitos en
2014 y 2015. En crias que nacieron durante 2015 se hallaron mas codocitos y
queratocitos, mientras que en 2014 se encontraron mas reticulocitos, microcitos y
eliptocitos. Los dacrocitos, esquistocitos y cuerpos de Heinz, no mostraron
diferencias significativas entre los afios, por lo que se considera que a pesar de ser
morfologias atipicas, son normales durante el desarrollo de las crias (Flores-Moran
etal., 2017).
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3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. Elincremento en las anomalias en la temperatura superficial del mar explica
los conteos elevados o disminuidos de leucocitos en las crias de Z.

californianus.

2. Elincremento en las anomalias en la temperatura superficial del mar predicen
las morfologias atipicas de eritrocitos encontradas en las crias de lobo marino

de California.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar si las anomalias en la temperatura superficial del mar predicen las
alteraciones en los conteos de leucocitos en crias neonatas de Z.
Californianus.

2. Investigar la relacion que existe entre la temperatura superficial del mar vy las
morfologias atipicas de eritrocitos encontradas en las crias de lobo marino

de California.
3.4 METODOLOGIA

Las muestras de sangre (5-7 ml) se obtuvieron de la vena glutea caudal, utilizando
una aguja de calibre 18 y tubos de vacio con anticoagulante (Vacutainer, BD
Biosciences, EE. UU.). Las muestras se homogeneizaron invirtiendo los tubos
inmediatamente después de su colecta y posteriormente se mantuvieron en
posicion vertical en una hielera. En un plazo menor a 8 horas después de la colecta,
se realizaron dos frotis sanguineos por muestra de sangre y se fijaron en metanol
al 90% durante 10 minutos. Las muestras se tifieron utilizando hemocolorante

rapido.
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3.4.1. Conteos celulares

Utilizando el microscopio 6ptico, en la monocapa de cada frotis sanguineo se
contabilizaron todas las células rojas (normales o atipicas) que se encontraron en
10 campos a 100x. Las morfologias atipicas que se tomaron en cuenta fueron:
equinocitos, acantocitos, codocitos, esquistocitos, microcitos, queratocitos,
dacriocitos, esferocitos, macrocitos, eliptocitos, excentrocitos, asi como hipocromia
y policromasia. Los valores obtenidos se dividieron entre 10 para calcular la

proporcion que representa cada tipo celular.

Para los leucocitos se realizdé un conteo a 100x hasta alcanzar 100 células por frotis
sanguineo. Los tipos celulares que se tomaron en cuenta fueron: linfocitos,
neutréfilos en banda, neutréfilos segmentados, neutréfilos hipersegmentados,
basofilos o eosindfilos. Para obtener el estimado de conteo de leucocitos, se
contabilizaron todas las células blancas que se encontraron en 3 campos a 10x y
se calcul6é un promedio. Se obtuvo el conteo de leucocitos de cada frotis sanguineo,

mediante el siguiente calculo:

(Promedio) x (0.36) x (1,000) = Estimado de conteo de leucocitos

A partir del estimado de cada frotis sanguineo, se calculd la proporcion
que representa cada tipo celular, tomando en cuenta que el estimado equivale al
100%. A partir de los valores finales, se determiné si los conteos se encontraban
dentro del rango normal, utilizando como referencia los valores de las crias que
nacieron en un afio con condiciones climaticas normales (2012). Tomando en
cuenta los datos de todos los afios, se obtuvieron conteos de eritrocitos en 214

individuos y de linfocitos en 469 crias.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1. Células sanguineas: Leucocitos

No se encontré una relacién entre la anomalia en la TSM y la presencia de
neutréfilos hipersegmentados, a pesar de que se encontraron 77 casos con conteos
por encima del intervalo normal. Se encontraron dos casos de neutropenia (conteo
de neutréfilos por debajo de lo normal) y no se encontré ningun caso de linfopenia

(conteo de linfocitos por debajo de lo normal).
3.5.1.1. Linfocitosis

Se encontraron 146 individuos con linfocitosis. Conforme incrementaron las
anomalias en la TSM a mediados y finales del embarazo, también aumentaron los
casos de crias con linfocitosis (Cuadro 18; fig. 14). La anomalia en la TSM a inicios

del embarazo y durante el periodo de muestreo no tuvo un efecto.

Cuadro 18. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en la linfocitosis de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Linfocitosis ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Mediados del 0.6506 1 555.24 3.991-07 ***
embarazo)

Modelo 2. Linfocitosis ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Final del 0.3897 1 572.55 0.003776 **

embarazo)
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Fig. 14. Comparacion de los casos de linfocitosis respecto a las anomalias de la

TSM a mediados y finales del embarazo. 0= Ausencia de linfocitosis, 1=Presencia
de linfocitosis.

3.5.1.2. Monocitosis

Se encontraron 52 individuos con monocitosis. Conforme incrementaron las
anomalias en la TSM a finales del embarazo y en el periodo de muestreos,
aumentaron los casos de crias con monocitosis (Cuadro 19; fig. 15). La anomalia

en la TSM a inicios y mediados del embarazo no tuvo un efecto.

Cuadro 19. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en la monocitosis de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Monocitosis ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia 0.5007 1 320.34 0.01302 *
(Final del embarazo)
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Modelo 2. Monocitosis ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia 0.4157 1 322.16 0.03711 *
(Periodo de muestreo)
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Fig. 15. Comparacion de los casos de monocitosis respecto a las anomalias de la

TSM a finales del embarazo y durante el periodo de muestreo. 0= Ausencia de

monocitosis, 1=Presencia de monocitosis.
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3.5.1.3. Eosinofilia

Se encontraron 159 crias con eosinofilia. Cuando incrementd la anomalia durante
los tres periodos del embarazo también aumentaron los casos de eosinofilia (Cuadro

20; fig. 16). La anomalia durante el periodo de muestreo no tuvo un efecto.

Cuadro 20. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en la eosinofilia de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Eosinofilia ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P
Anomalia (Inicio del 0.3479 1 587.82 0.0005222 ***
embarazo)

Modelo 2. Eosincofilia ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P
Anomalia (Mediados del 0.6148 1 575.45 7.834:07 *xx
embarazo)

Modelo 3. Eosinofilia ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final del 0.3482 1 592.80 0.007928 **

embarazo)
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Fig. 16. Comparacién de los casos de eosinofilia respecto a las anomalias de la

TSM a inicios, mediados y finales del embarazo. 0= Ausencia de eosinofilia
1=Presencia de eosinofilia.

Se encontraron multiples diferencias significativas entre colonias/anos (Cuadro 21;
fig. 17). Los conteos mas elevados de eosindfilos se encontraron en Granito,
Machos, Coloradito, San Esteban, Partido, Nolasco y Cantiles durante 2016; no

hubo diferencias entre estas colonias durante 2016.
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Fig. 17. Comparacion de los conteos de eosindfilos de acuerdo a la colonia reproductiva y el afio de muestreo.
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3.5.1.4. Basofilia

Se encontraron 11 crias con basofilia. Cuando increment6 la anomalia en la TSM a
mediados y finales del embarazo, aumentaron los casos de crias con conteos de

basofilos dentro del intervalo normal (Cuadro 22; fig. 18).

Cuadro 22. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en la basofilia de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Basofiia ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) -0.9823 1 97.566 0.009717 **

Modelo 2. Basofiia ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) -0.9576 1 98.809 0.01965 *
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Fig. 18. Comparacion de los casos de basofilia respecto a las anomalias de la TSM
a mediados y finales del embarazo. 0=Ausencia de basofilia 1=Presencia de

basofilia.

3.5.1.5. Neutroéfilos en banda

Se encontraron 114 crias con un conteo de neutréfilos en banda por encima del
rango normal. La anomalia a inicios y mediados del embarazo tuvieron una
asociacion positiva, es decir, cuando aumentoé la temperatura incrementaron los
casos de crias con bandas. Lo contrario ocurrié en el periodo de muestreo, ya que
conforme aumentaron las anomalias disminuyeron los casos de crias con neutrofilos
en banda (Cuadro 23; fig. 19).
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Cuadro 23. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de
las anomalias en la TSM en los conteos de neutrdéfilos en banda de las crias de Z.

californianus.

Modelo 1. Neutrofilia (bandas) ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Inicio) 0.2435 1 514.75 0.02684 *

Modelo 2. Neutrofilia (bandas) ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Mediados) 0.3902 1 511.35 0.003955 **

Modelo 3. Neutrofilia (bandas) ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Periodo de -0.5492 1 507.39 0.0004622 ***
muestreo)
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Fig. 19. Comparacion de los conteos de neutréfilos en banda respecto a las
anomalias de la TSM en el embarazo y el periodo de muestreo. 0= Conteo de
neutréfilos en banda dentro del rango normal, 1= Conteo de neutréfilos en banda

por encima del rango normal.
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3.5.1.6. Neutrofilia

Se encontraron 263 crias con neutrofilia total. EI aumento en la anomalia durante
los tres periodos del embarazo provocod el aumento de los casos de crias con
neutrofilia (Cuadro 24; fig.20).

Cuadro 24. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en la neutrofilia de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Neutrofilia (total) ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Inicio) 0.29789 1 631.49 0.001489 **

Modelo 2. Neutrofilia (total) ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) 0.6434 1 610.65 2.67308***

Modelo 3. Neutrofilia (total) ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) 0.4790 1 626.96 0.0001314 ***
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Fig. 20. Comparacion de los casos de neutrofilia total respecto a las anomalias de

la TSM a inicios, mediados y finales del embarazo.
3.5.2. Células sanguineas: Eritrocitos

La anomalia en la TSM durante el embarazo y en el periodo de muestreo, no explicé
la presencia de equinocitos, queratocitos y dacriocitos, asi como la hipocromia y
policromasia (GLM; p>0.05 en todos los casos). En el caso de las demas
morfologias atipicas, el efecto de la TSM difirid dependiendo del periodo del

embarazo (Cuadro 25).
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3.5.2.1. Acantocitos

La presencia de acantocitos fue explicada por la anomalia en la TSM a inicios del
embarazo y durante el periodo de muestreo; cuando aumentan las anomalias en la

temperatura incrementa la cantidad de acantocitos (Cuadro 26).

Cuadro 26. Modelo lineal generalizado construido para explorar el efecto de las

anomalias en la TSM en los acantocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Acantocitos ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Inicio) 1.3776 1 28.971 4.708°07 ***

Modelo 2. Acantocitos ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Periodo 1.240 1 33.595 0.03075 *

de muestreo)
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3.5.2.2. Esquistocitos
El aumento en anomalia a finales del embarazo y durante el periodo de muestreo

provoca un incremento en los esquistocitos (Cuadro 27).

Cuadro 27. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los esquistocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Esquistocitos ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Final) 0.9120 1 24.540 8.781-08 ***

Modelo 2. Esquistocitos ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. P
Dev
Anomalia (Periodo de 0.9625 1 27.491 0.0003329 ***
muestreo)
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3.5.2.3. Microcitos

La anomalia durante los tres periodos del embarazo tuvo relacién con los microcitos.
El aumento en la anomalia a inicios del embarazo provoca una disminucion en los
microcitos, no obstante, el aumento en la anomalia a mediados y finales del

embarazo incrementa la presencia de microcitos (Cuadro 28).

Cuadro 28. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los microcitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Microcitos ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Inicio) -0.5050 1 26.890 0.03713 *

Modelo 2. Microcitos ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P
Anomalia 0.8495 1 25.311 0.0006323 ***
(Mediados)

Modelo 3. Microcitos ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) 0.4032 1 26.540 0.01363 *
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3.5.2.4. Esferocitos

El aumento en la anomalia de los tres periodos del embarazo, provoca un

incremento en la cantidad de esferocitos (Cuadro 29).

Cuadro 29. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los esferocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Esferocitos ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Inicio) 0.5616 1 49.766 0.01372*

Modelo 2. Esferocitos ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) 0.7522 1 50.661 0.02679 *

Modelo 3. Esferocitos ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) 0.6064 1 48.380 0.00129 **
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3.5.2.5. Eliptocitos
El aumento de la anomalia a final del embarazo y durante la temporada de muestreo

provoca el incremento de los eliptocitos (Cuadro 30).

Cuadro 30. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los eliptocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Eliptocitos ~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) 0.6504 1 37.911 0.01488 *

Modelo 2. Eliptocitos ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Periodo 0.8750 1 36.465 0.005376 **

de muestreo)
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3.5.2.6. Excentrocitos

La anomalia al inicio del embarazo y durante el periodo de muestreo provocan el

incremento de excentrocitos. El aumento en la anomalia a mediados del embarazo

provoca la disminucion de esta morfologia atipica (Cuadro 31).

Cuadro 31. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los excentrocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Excentrocitos ~ Anomalia (Septiembre-Noviembre)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Inicio) 0.7302 1 31.099 0.03551 *

Modelo 2. Excentrocitos ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) -1.7029 1 30.996 0.03267 *

Modelo 3. Excentrocitos ~ Anomalia (Junio-Julio)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Periodo de muestreo)  1.5459 1 27.659 0.0001715 ***
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3.5.2.7. Codocitos

El aumento en la anomalia a mediados y finales del embarazo, provoca la

disminucion de codocitos (Cuadro 32).

Cuadro 32. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los codocitos de las crias de Z. californianus.

Modelo 1. Codocitos ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) -2.4178 1 29.199 2.671705 **=

Modelo 2. Codocitos~ Anomalia (Abril-Mayo)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Final) -0.8735 1 33.039 0.009634 **

131



3.5.2.8. Macrocitos
El aumento en la anomalia a mediados del embarazo provoca la disminucion de los

macrocitos (Cuadro 33).

Cuadro 33. Modelos lineales generalizados construidos para explorar el efecto de

las anomalias en la TSM en los macrocitos.

Modelo 1. Macrocitos ~ Anomalia (Enero-Febrero)

Término Estimado Df Resid. Dev P

Anomalia (Mediados) -0.9973 1 23.575 0.02824 *
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3.6 DISCUSION

La primera prediccion de este capitulo fue que el aumento en las anomalias en la
temperatura superficial del mar incrementarian las alteraciones en los conteos de
leucocitos. Esta hipotesis se cumplié en el caso de la linfocitosis, monocitosis,
eosinofilia y neutrofilia, ya que incrementaron los casos conforme aumenté la
temperatura en diferentes periodos del embarazo. La TSM al final del desarrollo

(mayo-junio) afecto6 a todos estos tipos celulares.

Las actividades humanas han provocado el aumento de la temperatura del océano,
asi como su acidificacion, eutroficacion, contaminacién y otros fendmenos. Aunque
resulta complicado realizar predicciones sobre el comportamiento de los patégenos
ante estos cambios, se cree que podrian potenciar su desarrollo y supervivencia, su
capacidad para transmitir enfermedad o afectar la susceptibilidad de los huéspedes
(Marcogliese, 2001; Harvell, 2002). De esta manera, el aumento en la TSM podria
incrementar la susceptibilidad de las madres y crias de lobo marino a contraer
enfermedades provocadas por patdégenos que ya se han identificado en el Golfo de
California (Salmonella, E. coliy P. aeruginosa, entre otros) (Zavala-Norzagaray et
al., 2022).

Conteos elevados de neutrdfilos y linfocitos se han observado en Zalophus
californianus y crias de lobo fino con infecciones parasitarias (Roletto, 1993; Seguel
et al., 2018). La monocitosis podria indicar una infeccion bacteriana, estrés e
inflamacion aguda y crénica (Carrick y Begg, 2008). Por otro lado, la edad de las
crias también debe tomarse en cuenta dado que la cantidad de leucocitos puede
aumentar o disminuir en los siguientes dias al nacimiento. Por ejemplo, las crias de
lobo fino (A. australis) nacen con bajos numeros de ciertos leucocitos y estos
aumentan conforme pasan los dias; en el lobo marino de Steller (E. jubatus), las
crias nacen con numeros elevados de leucocitos y neutroéfilos y éstos disminuyen al

crecer, mientras que los linfocitos, eosindéfilos y monocitos se mantienen constantes
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(Keogh et al., 2010). En el caso del lobo marino de Galapagos (Z. wollebaeki) las
crias también nacen con altas cantidades de leucocitos, eosindfilos y neutrdfilos,

pero también disminuyen con el paso de los dias (Brock et al., 2013).

El aumento en la eosinofilia ya se habia observado previamente en crias de lobo
marino que nacieron en el Archipiélago San Benito en afos con anomalias
climaticas (2014 y 2015) (Banuet-Martinez et al., 2017). Esto podria indicar una
mayor exposicion a parasitos durante los afos calientes (Pickles et al., 2013) e
incluso una exposicién a acido domoico a través de la leche materna (Gulland et al.,
2002). Sumado a esto, se encontré que los conteos mas elevados de eosindfilos se
presentaron en diversas colonias del Golfo de California durante 2016, que fue el
afio con la mayor anomalia climatica encontrada en este trabajo. Lyons y
colaboradores (2016), encontraron larvas de vida libre de Uncinaria spp. en
muestras de arena, donde aparentemente estos individuos logran sobrevivir. En
este caso, Granito (2016) que es una colonia con sustrato arenoso, tuvo la media
mas alta de eosindfilos. Las crias de Coloradito, Cantiles y Partido también tuvieron
la mayor media de eosindfilos en 2016. Estas colonias se encuentran dentro de un
rango de 100km a la redonda de Granito, por lo que no podria descartarse que
algunas hembras pudieran contagiarse y transmitir el parasito a las crias. Por otro
lado, a pesar de que los conteos mas elevados se encontraron en Granito (2016),
no se encontraron diferencias significativas respecto a colonias mas alejadas como
Islotes, Machos, Rasito, San Esteban, S. P. Martir y S. P. Nolasco (2016 en todos

los casos).

Previamente se ha determinado una disminucién de basdfilos en crias de Zalophus
californianus y Arctocephalus australis que nacieron en afios con anomalias
climaticas (Banuet-Martinez et al 2017; Seguel et al., 2018). Esto concuerda con los
resultados obtenidos en este capitulo, ya que se observd una reduccién en los
basofilos tras el incremento de las anomalias en la TSM, lo cual podria estar

relacionado con estrés e inmunosupresion (Jeklova et al., 2008). En crias de
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A. australis que sobrevivieron a una infeccién parasitaria se han encontrado
cantidades elevadas de basofilos en diferentes fases de la infeccidn; lo contrario se
observé en crias que murieron por la infeccion, dado que los conteos de baséfilos

fueron bajos (Seguel et al., 2018).

Los neutréfilos en banda tuvieron un efecto diferente dependiendo de la época del
embarazo; al inicio y mediados del desarrollo se observa una correlacion positiva,
donde el incremento en la TSM aumentaria los conteos. Los neutréfilos en banda
son enviados al torrente sanguineo cuando las reservas de neutréfilos maduros no
son suficientes para combatir una infeccion. Esto habla de una médula 6sea que
puede responder eficazmente ante estos estimulos, por lo que un conteo bajo de
neutrofilos en banda se considera una respuesta normal a la inflamacién. No
obstante, el aumento en la temperatura a final del embarazo disminuyd los
neutréfilos en banda, lo cual podria significar dos cosas: 1) que la médula 6sea
cuenta con las reservas necesarias de neutrofilos maduros para combatir
infecciones o 2) que el incremento en la TSM disminuye la capacidad de la médula

Osea para cumplir la demanda de neutrdfilos (Valenciano et al., 2014).
3.6.1. Eritrocitos

La segunda prediccién de este capitulo, fue que el incremento en las anomalias en
la TSM aumentaria las morfologias atipicas de eritrocitos. Los resultados mostraron
que las relaciones difieren dependiendo del tipo celular y los periodos del embarazo,
no obstante, dado que las células rojas circulan durante 70 dias en el torrente
sanguineo de neonatos (Pearson,1967), es importante considerar que las
anomalias en la TSM a finales del embarazo o en el momento de muestreo seran

las que mayor impacto tengan en los conteos de estos tipos celulares.
Los acantocitos, esferocitos, eliptocitos, excentrocitos, microcitos y esquistocitos

incrementaron conforme aumenté la TSM a final del embarazo (mayo-junio) o en el

periodo de nacimiento (junio-julio). Los acantocitos, esferocitos y eliptocitos ya
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habian sido observados en mayores cantidades en crias de lobo marino que
nacieron en el Archipiélago San Benito en afios andmalos (2014 y 2015) (Flores-
Moran et al., 2017).

Los microcitos, esquistocitos y eliptocitos pueden ser provocados por una
deficiencia de hierro, la cual es necesaria para sintetizar los grupos hemo que
conforman a la hemoglobina (Koury y Ponka, 2004; Nagababu et al., 2008). Los
acantocitos, por su parte, son células que pueden incrementar debido al desbalance
entre colesterol-lipidos, asi como una deficiencia de vitamina E (Cochran-Black,
2015; Manchanda, 2015; Turgeon, 1999; Harmening, 2009; Palmer et al., 2015). La
cantidad y tipo de lipidos consumidos en la dieta determinan la morfologia de la
membrana de las células y su composicion lipidica (Christopher, 2004), por lo que
una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados mejora las propiedades
membranales y aumenta la capacidad de deformabilidad (de regresar a su forma
normal después de pasar por el torrente sanguineo) (Hessel et al., 1990). La leche
de los mamiferos marinos presenta una gran cantidad de lipidos poliinsaturados de
cadena larga (como Omega 3 y 6), asi como magnesio, hierro, zinc y selenio. En la
leche de cetaceos también se ha encontrado vitamina A, tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina B6, acido pantoténico, biotina, vitamina B12, vitamina E e incluso
vitamina C (Oftendal, 2011). En aquellas temporadas donde el alimento disponible
es abundante, la leche que producen las hembras lactantes sera de mayor calidad,
pero en anos con anomalias climaticas cuando se consumen presas con una menor
cantidad de acidos grasos y nutrientes en general, es muy posible que también se
modifique la calidad de leche que consume la cria, generando defectos en la
membrana celular de algunos eritrocitos. También se ha propuesto que los cambios
en las presas pueden modificar otros parametros eritrocitarios (Thompson et al.,
1997).

Por otro lado, la falta de alimento y los ayunos prolongados en afios con anomalias

climaticas también podria ser un factor importante. Los esferocitos pueden ser
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provocados por la destruccidon parcial de su membrana e incluso por toxinas de
bacterias (Bain, 2006); la falta de fésforo en el organismo también puede ser una
causa (Byers, 2016; Gallagher, 2012) y esto a su vez, puede ser provocado por una
baja ingesta de este nutriente, asi como por ayunos prolongados e hipotermia
(Armitage-Chan et al., 2016). Los excentrocitos, son eritrocitos dafados por el
estrés oxidativo, el cual se ha visto que es mayor en humanos recién nacidos
prematuros (Collard et a., 2004). El estrés oxidativo también puede incrementar
debido a la desnutricion y carencia de hierro (Nagababu et al., 2008) e incluso
algunas especies pueden tener una mayor predisposicion natural a este tipo de
dafio (Snow., 1962; Byers, 2016). Algunas vitaminas como la E, permiten reducir la
susceptibilidad al estrés oxidativo en las células, por lo que su consumo y
mantenimiento de niveles adecuados también es indispensable para las
membranas de los eritrocitos (Tesoriere et al., 1995; Tesoriere L, 1996; Benitez,
2006).

Los codocitos y macrocitos son las unicas células que sélo tuvieron una relacién
negativa con la temperatura, ya que a mayor TSM menores conteos. Los macrocitos
unicamente tuvieron efecto de la TSM a mediados del embarazo, por lo que es poco
probable que dichos efectos se presentaran en los frotis sanguineos (debido al corto
tiempo que transcurren estas células en el torrente sanguineo). En el caso de los
codocitos, estos ya habian sido observados en mayor cantidad en un afio con
temperaturas normales (2012) respecto a afios con anomalias climaticas (Flores-
Moran et al., 2017). Ademas, es importante considerar que este hematie se
considera un artefacto, por lo que a mayor humedad en el ambiente mayor es la
probabilidad de que se encuentren estas morfologias en los frotis sanguineos
(Landis-Piwowar et al., 2015).
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VI. DISCUSION GENERAL

En este capitulo se estudiaron los efectos de las anomalias en la TSM sobre
diversos parametros clinico-fisiolégicos de crias de lobo marino de California. Se

encontré que algunos parametros son sensibles a las variaciones climaticas.

Los efectos del aumento de la temperatura del mar son diversos, dado que pueden
cambiar el flujo de nutrientes y clorofila, afectando la distribucidén de zooplancton y
peces (Beaugrand, 2003; Elorriaga-Verplancken et al., 2016). Sumado a esto, el
calentamiento del océano y los ecosistemas, puede hacer mas propensos a los
animales a adquirir enfermedades (Marcogliese, 2001, 2008). En el caso del lobo
marino de California, los eventos de calentamiento han provocado una disminucién
en su inmunocompetencia (Banuet-Martinez et al., 2017), incrementos en las
morfologias atipicas de eritrocitos (Flores-Moran et al., 2017) y menores tasas de

supervivencia de las crias (Trillmich y Limberger, 1985).

De acuerdo con el presente estudio, la condicién corporal, la glucosa, la inhibicion
bacteriana y diversas células son afectadas por el incremento en las anomalias en
la temperatura superficial del mar. Tomando en cuenta estos resultados y la teoria
de “Trade offs”, si un individuo nace en un ambiente con una gran cantidad de
patdgenos, tendra que invertir mas en sus defensas. Ademas, en entornos con
pocos recursos, la mayor parte de la energia sera utilizada para asegurar el
mantenimiento del sistema inmune, por lo que se tendra menos energia para otros
fines como el crecimiento (Rauw, 2012). La disminucion que observamos en la
condicion corporal posiblemente se deba a todos los canjes energéticos que se
presentan cuando se incrementa la TSM. Los leucocitos (linfocitos, neutrdfilos,
eosindfilos, monocitos) mostraron un incremento ante la TSM, lo que puede indicar
una mayor susceptibilidad tanto en la madre y la cria a desarrollar mas
enfermedades (bacterianas, virales o parasitarias) en anos anémalos (Marcogliese,
2001; Harvell, 2002; Pickles et al., 2013). Utilizar una mayor energia para combatir

una enfermedad puede disminuir el crecimiento de las crias (Rauw., 2012). Sumado
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a esto, la menor calidad de la leche, la pérdida de mayores reservas corporales
conforme aumentan los dias de ayuno, asi como las demandas naturales del
organismo (termorregulacién y supervivencia) pueden afectar aun mas la tasa de
crecimiento (Harcourt, 1992; Rea et al., 2000; Oftendal et al., 1987).

El incremento en la glucosa tras el aumento en la TSM, podria indicar que los
ayunos estan incrementando en las crias, dado que en diversos mamiferos marinos
se han registrado modificaciones en su metabolismo derivado de la falta de
alimento. No obstante, es necesario considerar que la glucosa es una molécula que
puede modificarse facilmente, incluso por estrés y excitacion (Kuo et al., 2015;
Andrews y Walker, 1999; Venn-Watson et al., 2011; Houser et al., 2012; Houser et
al., 2021; Crocker et al., 2014). Ademas, ya que la glucosa durante los ayunos se
obtiene principalmente a partir de la oxidacion de acidos grasos, es probable
que las crias que no cuentan con tantas reservas agoten facilmente sus acidos
grasos Y lipidos (Rea 1995; Le Maho et al., 1988), derivando en una disminucion

drastica de glucosa.

La mayoria de las morfologias atipicas de eritrocitos asociadas a la alimentacién
aumentaron conforme incrementé la TSM. Esto podria ser un efecto de la
modificacion de las presas disponibles para las madres lactantes cuando
incrementa la temperatura, asi como la disminucion en la cantidad de leche que
recibieron las crias (Trillmich et al., 1991; Elorriaga-Verplancken et al., 2016). La
alimentacioén juega un papel fundamental en la formaciéon de la membrana de los
eritrocitos, siendo los acidos grasos, el hierro, la vitamina E y otros nutrientes,
indispensables para mantener la deformabilidad de la membrana celular y permitir
que recuperen su forma normal después de pasar por el torrente sanguineo (Koury
y Ponka, 2004; Nagababu et al., 2008; Christopher, 2004; Thompson et al., 1997;
Hessel et al., 1990). Si las propiedades de la membrana son modificadas, la célula
puede sufrir cambios irreversibles, razén por la que se observaron mayores

cantidades de morfologias atipicas conforme incremento la temperatura.
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Los péptidos antimicrobianos y los componentes del complemento se producen
desde el desarrollo embrionario, por lo que es normal que haya un incremento
durante el embarazo (Kohler, 1973; Gitlin y Biasucci, 1969; Feng et al., 2003; King
et al., 2007; Yoshio et al., 2003). Al nacer, la cria tendra que desarrollar sistemas de
defensa mas complejos (Kai-Larsen et al., 2014) por lo que recibir constantemente
leche de las madres les darad una cantidad adecuada de estas moléculas. Un
ejemplo de esto son las lisozimas, que son indispensables para eliminar bacterias
gram negativas como E.coli (Woodward y Draper, 2001). No obstante, ya se ha visto
que en anos con anomalias climaticas, la lactancia disminuye y se afecta la
capacidad de las crias para montar respuestas inmunes (Banuet-Martinez et al.,
2017; Seqguel et al., 2018). Es probable que por estas razones hayamos observado
que la capacidad para inhibir a E. coli. fue mayor conforme incrementé la condicion

corporal y disminuy6 cuando incrementaron las temperaturas.

Las poblaciones del lobo marino de California en México han disminuido un 65.2%
en los ultimos anos debido al incremento de las temperaturas, por lo que es
necesario conocer los factores que podrian estar ocasionando esto. Pelayo-
Gonzalez y colaboradores (2021) determinaron que el incremento mayor a 1°C
puede disminuir el numero de nacimientos en el norte y centro del Golfo de
California. El cambio en las presas principales también ha sido considerado uno de
las causas de muerte y disminucion de nacimientos, por ejemplo, en el centro del
Golfo se han observado relaciones entre el aumento en la pesca de sardina y la
produccion de crias (Pelayo-Gonzalez et al., 2021). No obstante, el lobo marino de
California es un especialista plastico que puede alimentarse de diversas presas, su
alimento se modifica dependiendo de la regién en que habitan, y sumado a esto,
los registros de peces consumidos por afo y colonia reproductiva no mantienen un
seguimiento, por lo que resulta sumamente complicado comparar las presas que se
consumian antes y después de las modificaciones climaticas. El aumento en la
susceptibilidad a enfermedades también ha sido considerado un factor de riesgo

(Zavala-Norzagaray et al., 2022) y concuerda con el incremento en los conteos de
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células blancas que observamos en este trabajo. La disminucién en la condicion
corporal de las crias también es un factor sumamente importante, ya que forma
parte de la historia de vida de la especie y puede comprometer la supervivencia de

las crias hasta la etapa juvenil e incluso afectar la reproduccion a largo plazo.

VIIl. CONCLUSIONES FINALES

e El glucdmetro es una herramienta eficaz y con gran exactitud, por lo que es
posible utilizarla para la medicion de glucosa en fauna silvestre. No obstante,
la exactitud podria variar dependiendo de la técnica en que se basa la
medicion del aparato elegido.

¢ No se observd una relacion entre la concentracion de glucosa sérica y la
condicion corporal de las crias, posiblemente porque la glucosa es
modificada mediante mecanismos complejos e incluso en condiciones de
ayuno.

e El incremento en la temperatura durante el segundo y tercer trimestre del
embarazo puede provocar una disminucién en la glucosa sanguinea. En las
crias recién nacidas la glucosa incrementa con el aumento en las anomalias
en la TSM, lo que puede deberse a modificaciones en su metabolismo
derivados de un incremento en los ayunos. Se observaron diferentes
patrones en la concentracion de glucosa de acuerdo a la region y colonia
reproductiva a la que pertenecen las crias, lo que a su vez esta relacionado
con las condiciones oceanograficas en las zonas de alimentacion de las
madres.

e La condicién corporal de las crias disminuyé conforme aumentaron las
anomalias en la TSM, aunque también se observaron diferencias
dependiendo de la regién y colonia reproductiva en que nacieron las crias.
La pérdida de reservas energéticas podria estar relacionada con una menor
calidad de la leche producida por las madres, a que las crias pasan ayunos

mas prolongados, asi como al menor tiempo que pasan las hembras en tierra,
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que a su vez, incrementa el estrés y la necesidad de termorregulacién y

supervivencia en los neonatos.

El aumento en las anomalias en la TSM a inicios y mediados del embarazo
pueden incrementar la inhibicidn sérica de las crias, aunque se sabe que el
incremento de los péptidos antimicrobianos y los componentes del
complemento es normal durante la gestacion.

El incremento de la TSM disminuye la inhibicidn sérica en crias ya nacidas.
El sistema inmune de un neonato aun no estd tan desarrollado y sus
demandas energéticas son muy altas, por o que requiere de una lactancia
adecuada para establecer respuestas inmunes. Dado que un ambiente con
mayores temperaturas podria reducir los recursos, es muy posible que la
capacidad de la madre para cumplir con estas demandas se vea disminuida.
No obstante, estas condiciones pueden mejorar o empeorar dependiendo de
la temporada, razdn por la que la inhibicion sérica fue distinta entre los afios
de estudio (2012-2020).

El incremento en la condicion corporal incrementa la inhibicién sérica de las
crias. La falta de ciertos nutrientes puede disminuir los componentes del
complemento, los péptidos y proteinas antimicrobianas, por lo que las
modificaciones en la cantidad, calidad de la leche y las reservas energéticas
de las crias juegan un papel fundamental en el sistema inmune del neonato.
El aumento en las anomalias en la TSM incrementaron los conteos de
linfocitos, neutréfilos, monocitos y eosindfilos, o que podria deberse a un
aumento en la susceptibilidad a desarrollar infecciones por parte de las crias
en afnos andmalos. La basofilia disminuyd, probablemente por el efecto del
estrés e inmunosupresion. En el caso de los neutréfilos en banda, estos
tuvieron un comportamiento distinto dependiendo del periodo del embarazo.
No obstante, en crias recién nacidas el incremento de la TSM disminuyé los
conteos de este tipo celular, o que podria atribuirse a una disminucién en la

capacidad de la médula 6sea para enviar mas neutrofilos.
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Los acantocitos, esferocitos, eliptocitos, excentrocitos, microcitos vy
esquistocitos incrementaron tras el aumento de la TSM. Las modificaciones
en los acidos grasos y otros nutrientes debido a la modificacion de la dieta
en las hembras lactantes podria ser una de las causas. La falta de alimento
(por ayunos prolongados) y el estrés oxidativo también pueden modificar la
membrana de estas células, provocando algunas de las morfologias atipicas
que se encontraron en los frotis sanguineos. En el caso de los codocitos y
macrocitos, estos disminuyeron conforme incrementé la TSM. Los primeros,
son células que se forman debido a la humedad en el ambiente, por lo que
se consideran artefactos. En el caso de los macrocitos, la temperatura solo
tuvo un efecto a mediados del embarazo; dado que estas células transcurren
por poco tiempo en el torrente sanguineo, es poco probable que tal efecto se
refleje en los conteos de estos hematies.

En este trabajo se ha encontrado evidencia que demuestra el efecto negativo
del aumento en la TSM sobre la salud del lobo marino de California y de los
posibles canjes energéticos que se presentan bajo estas circunstancias.
Dicho efecto se observd en todos los parametros estudiados: la condicion
corporal, la concentracién sanguinea de glucosa, la inhibicién sérica y las
morfologias celulares.

Se comprueba que la TSM podria afectar a las crias incluso desde su
desarrollo temprano.

Se propone que estos parametros pueden ser indicadores tempranos de
cambios ambientales ecosistémicos para el monitoreo oportuno de especies
centinelas.

Los resultados obtenidos son parte de diversos descubrimientos que en su
conjunto permitirdn conocer el efecto real del impacto ambiental en la salud

de esta especie e implementar mejores estrategias para su conservacion.
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IX. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo mayores estudios de la cinética de la glucosa, para conocer el
comportamiento de esta molécula en distintas etapas del crecimiento de las
crias, asi como las modificaciones que pueden surgir por estrés, alimentacion
reciente y ayunos.

Medir el cortisol y su correlacion con la concentracién sanguinea de glucosa.
Analizar las muestras disponibles para investigar los cambios que se han
dado en la composicion de presas desde 2012-2020, dado que los registros
existentes son incompletos.

Anadir otras posibles variables que pudieran explicar el efecto en los
parametros medidos, tales como la productividad primaria y clorofila en las
distintas regiones de estudio.

Investigar la presencia de larvas de Uncinaria spp. en muestras de arena y
realizar pruebas seroldgicas en crias nacidas en Granito y aquellas colonias

a menos de 100 km a la redonda.
Estudiar los cambios en los conteos de leucocitos y eritrocitos en diferentes

etapas de vida de las crias.

Determinar el efecto de la urbanizacion, la mineria y acuacultura en la salud
de los individuos que habitan en colonias reproductivas cercanas a estas

fuentes.

Mantener el estudio de estos parametros en los siguientes afios, para
determinar si el efecto de las anomalias climaticas continua afectando a la

especie.
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