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Resumen

La capacidad del sistema inmune para reconocer antigenos depende de caracteristicas del
hospedero y de condiciones externas. En este trabajo se exploré la relacion entre inmunidad,
clima y susceptibilidad a patégeno usando como modelo de estudio al lobo marino de
California (LMC), quien habita la costa del Pacifico nororiental, donde se han registrado
anomalias climaticas que limitan la disponibilidad de alimentos y la supervivencia. EI LMC es
una especie sexualmente dimérfica y centinela que tiene un sistema inusual de generacion
de polimorfismos en el MHC: la poligenia. El MHC en LMC es empleado para evaluaciones
aproximadas de la salud poblacional y, por ende, del ecosistema al revelar en la especie las
secuelas a mediano plazo de las anomalias climéticas oceanicas. El objetivo es investigar
si la conformacion y expresion del MHC clase Il y la salud de crias del Lobo marino de
California es influida por la anomalia de la temperatura superficial del mar y por el sexo de
las crias. La salud se estudié mediante el calculo de la condicion corporal, la determinacion
de la presencia de seis patdégenos y la cuantificacion de la diversidad constitutiva y expresada
del MHC-DRB en 165 crias de LMC nacidas en Benito del Oeste entre 2014 y 2019. Ademas,
se registré la anomalia en la temperatura superficial del mar (ATSM) en tres periodos de la
gestacion y en el periodo de neonatos. Para desafiar las hipotesis planteadas se
construyeron modelos generalizados lineales. Se observo que la diversidad constitutiva del
MHC-DRB de las crias fue menor al incrementar la ATSM, sugiriendo que en esas
condiciones ambientales los machos adultos con mayor variabilidad genética fueron
desplazados por individuos con menor diversidad. Igualmente, se encontré que la diversidad
expresada del MHC-DRB cambi6 de acuerdo con la ATSM, lo que sugiere una remodelacién
epigenética por la vulnerabilidad a los factores ambientales por parte de las madres de las
cuales dependen las crias para su alimentacion y supervivencia. Ademas, se encontré que
las reservas energéticas de los cachorros se asociaron con el numero de genes del MHC-
DRB expresados, lo que refleja el alto costo de implementar respuestas inmunes. También,
se observo que la presencia de los patogenos fue influenciada por la diversidad del MHC-
DRB, y por la presencia de genes especificos, de forma diferente entre sexos, lo que sugiere
gue existe dimorfismo sexual inmune neonatal en esta especie. Concluimos que el impacto

del clima altera la conformacién del MHC y que se diversidad esta relaciona con la



susceptibilidad a patdgenos de forma diferencial entre sexos. Este es el primer estudio que
examina aspectos de inmunogenética de un mamifero marino en un contexto de historia de

vida temprana y cambios ambientales.



Abstract

The ability of the immune system to recognize antigens depends on host characteristics and
external conditions. In this work, the relationship between immunity, climate and susceptibility
to pathogens was explored using the California sea lion (LMC) as a study model, which
inhabits the northeastern Pacific coast, where climatic anomalies have been recorded that
limit the availability of food and survival. The LMC is a sexually dimorphic and sentinel species
that has an unusual system of generation of polymorphisms in the MHC: polygenicy. The
MHC in LMC is used for approximate assessments of population health and, therefore, of the
ecosystem by revealing in the species the medium-term sequelae of oceanic climate
anomalies. The objective is to investigate whether the conformation and expression of MHC
class Il and the health of California sea lion pups is influenced by the sea surface temperature
anomaly and by the sex of the pups. Health was studied by calculating body condition,
determining the presence of six pathogens, and quantifying the constitutive and expressed
diversity of the MHC-DRB in 165 LMC pups born in Benito del Oeste between 2014 and 2019.
In addition, The anomaly in the sea surface temperature (ATSM) was recorded in three
gestation periods and in the neonate period. To challenge the hypotheses, generalized linear
models were built. It was observed that the constitutive diversity of the MHC-DRB of the pups
was lower with increasing ATSM, suggesting that in these environmental conditions adult
males with greater genetic variability were displaced by individuals with less diversity.
Likewise, it was found that the expressed diversity of the MHC-DRB changed according to
the ATSM, which suggests an epigenetic remodeling due to the vulnerability to environmental
factors on the part of the mothers on whom the pups depend for their feeding and survival.
Furthermore, pup energy reserves were found to be associated with the number of MHC-DRB
genes expressed, reflecting the high cost of implementing immune responses. Also, it was
observed that the presence of the pathogens was influenced by the diversity of the MHC-
DRB, and by the presence of specific genes, differently between sexes, which suggests that
there is neonatal immune sexual dimorphism in this species. We conclude that the impact of
climate alters the conformation of the MHC and that its diversity is related to the susceptibility

to pathogens in a differential way between sexes. This is the first study to examine aspects



of marine mammal immunogenetics in the context of early life history and environmental

changes.



“Cuando uno jala una sola cosa en la naturaleza, se encuentra que esta agarrada
del resto del mundo”
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1. Introduccion

La variabilidad genética permite la plasticidad fenotipica frente a circunstancias
ambientales cambiantes (Hangartner et al., 2022). En el contexto inmune y
ecologico, la variabilidad genética se puede estudiar a través de los polimorfismos
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), un grupo de genes que se
encargan del reconocimiento especifico de antigenos y que responden a las
presiones ambientales (Sommer, 2005).

El MHC se organiza principalmente en la clase | y Il. Los genes MHC clase |,
codifican glicoproteinas expresadas en todas las células nucleadas, mientras que
los genes MHC clase Il, codifican glicoproteinas expresadas en células
presentadoras de antigenos que median la respuesta inmune adaptativa (Janeway
et al., 2001). En los vertebrados, la secuencia DRB del MHC clase Il codifica al sitio
de unién al antigeno y es de las regiones genéticas mas polimorficas, por ende, su
diversidad puede abordar la susceptibilidad a patégenos (Acevedo-Whitehouse et
al., 2003).

Como modelo de estudio silvestre, el lobo marino de California (Zalophus
californianus) es una especie centinela con dimorfismo sexual y un mecanismo
inusual de generacion de polimorfismos en el MHC: la poliginia (Bowen et al., 2004;
CONANP, 2013). Este mecanismo permite estudiar, a través de la técnica de
amplificacion por cebadores especificos, la configuracion de la diversidad del DRB,
conocido para esta especie como Zaca-DRB (Bowen et al., 2004). De este modo,
el lobo marino de California nos permite contrastar la configuracion del Zaca-DRB
entre periodos con anomalias climaticas y el registro de infecciones de acuerdo con

el sexo.

Asi, esta tesis aborda el primer estudio eco-inmunoldgico con lobo marino de
California que brinda una amplia y mejor comprension del impacto de los desafios

ambientales en la importancia de la diversidad del MHC entre sexo para la
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susceptibilidad a patdgenos virales y bacterianos, lo que ofrece una alerta

anticipada de las posibles amenazas para otras especies silvestres.

En esta tesis se investigo la influencia de las anomalias de la temperatura superficial
del mar en la constitucion y expresion de genes Zaca-DRB del MHC clase Il y la
salud de crias hembras y machos del Lobo marino de California nacidos entre 2014

y 2019 en el Archipiélago Benito del oeste de la peninsula de Baja California.

2. Antecedentes

2. 1. Anomalias climaticas oceanicas

La temperatura es la magnitud que expresa el grado de calor de un sistema, y tiene
mucha relevancia a nivel ecoldgico. De acuerdo con Stenseth y colaboradores
(2002), el impacto de la temperatura sobre una especie puede operar directamente
a través de la fisiologia (procesos metabdlicos y reproductivos) o indirectamente a
través del ecosistema, al afectar a las presas, los depredadores y los competidores
(Stenseth et al., 2002). En el contexto marino, conforme los océanos absorben mas
calor, la temperatura aumenta y los patrones de circulacion oceanica que
transportan agua fria y caliente cambian, lo que, a largo plazo, altera el suministro

de nutrientes en los ecosistemas marinos (Pershing et al., 2018).

En el ecosistema marino costero, la temperatura superficial del mar (TSM) es
considerado un buen indicador del calor que absorbe el agua, ya que cambia con la
latitud y las estaciones, debido a la esfericidad de la tierra, la rotacion alrededor del
sol y el angulo de inclinacion; de igual manera, la TSM varia con las corrientes

marinas y masas continentales (Iglesias et al., 2010).

Para estudios del ecosistema marino costero conviene emplear la diferencia entre
las TSM con respecto a una temperatura de referencia, calculada como el promedio
de las temperaturas de 30 afios 0 mas. Esta diferencia es conocida como la
anomalia de la temperatura superficial del mar (ATSM) y es un indicador proxy de
cambios en el ecosistema. El valor de las ATSM puede ser positivo 0 negativo; si

es positivo indica que la TSM observada es mas célida que la de referencia, y si es

15



negativa indica que la TSM observada es mas fria que la de referencia (NOAA,
2009).

En el 2013, al sur de Alaska se desarrollé un cuerpo de agua anormalmente calido
gue fue llamado “La Mancha”, por su tamafio de 500 km de diametro y 90 m de
profundidad, asi como su desplazamiento progresivo a lo largo de la costa (Ramos-
Rodriguez et al., 2020). Represent6 un evento historico sin precedentes, y entre
2014 y 2015 sus efectos se extendieron hasta la Peninsula de Baja California,
registrando durante su desplazamiento aumentos en la ATSM de entre 2y 3 °C
(Bond et al., 2015; Ramos-Rodriguez et al., 2020). Sumado a esto, entre 2015 y
2016 se presento el fendmeno El Nifio-Oscilacion del Sur (ENSO), por lo que los
efectos de ambos eventos de calentamiento provocaron incrementos en la ATSM
de entre 2 y 5 °C en la Peninsula de Baja California (Banuet-Martinez et al., 2017;
Tseng et al., 2017).

Las consecuencias ecoldgicas del aumento de la ATSM en el Pacifico norte, fueron
una disminucion de la productividad primaria y en la abundancia de peces (Chust et
al., 2014; McClatchie et al., 2016), ademas, de favorecer el florecimiento de algas
productoras de toxinas del género Pseudo-nitzschia (McCabe et al., 2016). Para las
hembras de lobo marino de California, Zalophus californianus, esta situaciéon
representd un mayor esfuerzo en el forrajeo y una modificacion de la dieta
(Elorriaga-Verplancken et al., 2016), lo que limitd las reservas energéticas de las
crias, impactd negativamente en su condicién corporal, provocO alteraciones
celulares eritrocitarias y una disminucion en la capacidad de algunas respuestas
inmunes (Banuet-Martinez et al., 2017; Flores-Moran et al., 2017). También se
reporté un incremento en el numero de varamientos (McClatchie et al., 2016) y un
decremento del 52% en la abundancia de la poblacion de lobo marino de California
en el Pacifico Mexicano (Elorriaga-Verplancken et al., 2016; McClatchie et al.,
2016).
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A la fecha, se desconoce si las ATSM pueden impactar la diversidad genética
funcional de las crias, y si esto, a su vez, podria influir en la magnitud del impacto

fisioldgico en relacion con la condicion corporal y las respuestas a patégenos.

2. 2. El complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es una familia de genes
estrechamente ligados y altamente polimérficos. Por ello, son propuestos como
genes funcionales bajo seleccién (Cohen, 2002), que reflejan procesos evolutivos
relevantes y adaptativos dentro y entre poblaciones (Sommer, 2005). En el contexto
inmune, los genes MHC participan en el reconocimiento inmune, la susceptibilidad
a infecciones y las enfermedades autoinmunes (Kubinak et al., 2011). Los genes
MHC se unen a antigenos y los presentan a los linfocitos T, proceso crucial para
desencadenar la respuesta inmune adaptativa (Alberts et al., 2002), ya que los
receptores de los linfocitos T sdélo reconocen los antigenos cuando estan anclados
al MHC (Janeway et al., 2001).

El MHC se organiza principalmente en clase | y Il. El MHC clase Il codifica
glicoproteinas Unicamente en macrofagos, células dendriticas y linfocitos B, y
presenta antigenos a los linfocitos-CD4 (Janeway et al., 2001). Para el estudio del
MHC clase Il, la diversidad (nUmero de genes) se divide en constitutiva o genémica
y expresada o transcriptomica. La diversidad constitutiva representa a los genes
constitutivos del genoma (ADN) generados por la recombinacion del évulo con el
esperma, y la diversidad expresada representa a los genes expresados o transcritos
(ARNm) para codificar a proteinas (Tumer et al., 2022).
Se ha demostrado que, la presencia de genes dominantes en el MHC clase I
otorgan resistencia contra infecciones especificas o susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes (Hughes and Nei, 1989). Asi, en un individuo heterocigoto con
multiples infecciones, la combinacion de genes del MHC clase Il de resistencia y
susceptibilidad, tendra mayores beneficios inmunes en comparacion a un
homocigoto (McClelland et al., 2003). Sin embargo, se predice que el costo

energético es mayor en heterocigotos que en homocigotos (llmonen et al., 2007).
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En los vertebrados, la alta diversidad constitutiva del MHC es impulsada por la
seleccibn basada en patdogenos (BODMER, 1972), y como mecanismos
complementarios es favorecida por las interacciones de apareamiento y materno-
fetales, por ejemplo: los olores individuales (Eggert, 1998), las preferencias de
apareamiento (Penn and Potts, 1999), el reconocimiento de parentesco (Brown and
Eklund, 1994), la fecundacion selectiva (Wedekind et al., 1996; Rilicke et al., 1998)
y el aborto selectivo (Alberts and Ober, 1993).

En cambio, cuando hay baja diversidad constitutiva del MHC es debido a cuellos de
botella o deriva génica. Esta reduccion poblacional provoca una disminucion en el
flujo génico de poblaciones (Slade, 1992; Murray and White, 1998), que podria
aumentar la susceptibilidad a enfermedades infecciosas, por la reduccion en la
induccion de células T mediada por los genes del MHC, a largo plazo, desarrollar

enfermedades cronicas (de Assuncao-Franco et al., 2012; Axtner, 2013).

En el lobo marino de California, el MHC clase Il lo conforman 10 genes en la region
DRB (para esta especie, conocido como ZacaDRB) que son originados por
poligenia. Los genes DRB codifican partes de los sitios de unién al antigeno
funcionalmente importantes, por ello, la mayor parte de la investigacion en
mamiferos se centra en esa region (Ohta, 1998). A nivel fisiolégico la ausencia del
gen, o la ausencia de expresion de uno o mas genes DRB que reconocen patbgenos
especificos puede comprometer la competencia inmune de un individuo, y disminuir
la posibilidad de reconocimiento a esos patégenos, aumentando la susceptibilidad
del individuo a enfermar. La expresién del MHC y por lo tanto algunas respuestas
inmunes en el lobo marino de California, también podrian alterarse debido a un
estrés alimentario y energético derivado de un aumento en la TSM (Banuet-Martinez
et al., 2017).

Por otro lado, si las ATSM afectan los patrones de migracion de los machos durante
la temporada reproductiva, la conformacion de los territorios reproductivos podria
verse afectada. Esta especie tiene una estrategia de reproduccion tipo Lek, en
donde un macho defiende un territorio dado, y se aparea con las hembras de ese
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territorio. Normalmente es un namero pequefio de machos adultos los que logran
reproducirse. Bajo la hipotesis de los buenos genes propuesta por Hamilton y Zuk
(Hamilton and Zuk, 1982), se esperaria que los machos exitosos tuvieran mayor
diversidad de MHC. Sin embargo, es posible que, si las ATSM afectan
negativamente la migracion y el establecimiento de los machos, la diversidad

constitutiva fuera reducida.

2. 3. Teoria de compensaciones energéticas en especies sexualmente dimorficas

En un ecosistema los recursos disponibles son finitos y se distribuyen entre todos
los niveles tréficos. A partir de la dieta los organismos adquieren energia, por lo que,
los procesos que demandan energia del estado nutricional dependen. Desde el
punto de vista inmune, el montar o mantener una funcion inmune es
nutricionalmente costoso y requiere de decisiones de canje entre diversos procesos
fisiologicos que tienen demandas de nutrientes. Por ejemplo, Tomkins (1986)
comprobo que existe una relacion entre la desnutricion y la infeccién, debido a que
la infeccion precipita la desnutricién y, estd a su vez, agrava la enfermedad.
También, van Houter y colaboradores (1995) mostraron que la alimentacion proteica
suplementaria en ovejas, Ovis orientalis, se asocid con una disminucién de la carga
parasitaria. Otro ejemplo fue la observacion de Ots y colaboradores (2001) donde
el carbonero azul, Parus major, aumenté en 9% su tasa metabdlica para montar una

respuesta inmune, pero también disminuy6 su condicion corporal en un 3%.

En la funciébn inmune de especies sexualmente dimorficas, la asignacion de
recursos y respuestas estd sesgada para hembras y machos, y se observa durante

la gestacion, la lactancia, el cortejo, y el comportamiento social, entre otros.

Por ejemplo, Meylan y colaboradores (2013) reportaron que, montar una respuesta
inmune durante la gestacion de una lagartija, Zootoca vivipara, reduce la masa
promedio de la camada, disminuye el rendimiento fisiolégico por la demanda de
energia y amplia el tiempo de tomar el sol. En cuanto a la relacion entre lactancia e
inmunidad, Festa-Bianchetls (1989) encontré que, en ovejas de borrego cimarron,

Ovis aries, lactantes presentaban un mayor recuento fecal de larvas de nematodos

19



pulmonares que las ovejas no lactantes, también que entre ovejas lactantes de crias
hembras o machos el recuento de larvas también varid, siendo menor para
hembras. Estas observaciones sugieren que, en una especie sexualmente
dimorfica, la infeccion repercute en el rendimiento fisioldgico de la hembra y la cria,
también que los recursos se asignan a la reproduccion a expensas de la funcion
inmune y que la crianza de hembras puede ser mas barata que la de machos (Festa-
Bianchet, 1989; Meylan et al., 2013).

En el cortejo, la inversion de recursos para desarrollar y mantener la ornamentacion
o caracteres sexuales secundarios de los machos tiene como desventaja una menor
capacidad inmune, o hasta una inmunosupresion. Esto ha sido observado para
diferentes especies de mamiferos y de aves. Por ejemplo, Saino y Moller (1996)
demostraron en la golondrina comun, Hirundo rustica, que, entre mayor o mas
intensa la ornamentacion del macho, disminuye la inmunocompetencia, lo que
podria explicar porque es costosa la ornamenta. Para poner a prueba esta hipétesis,
simularon un desafio inmune en golondrinas machos al inocular eritrocitos de
carnero y medir el cambio en las concentraciones de gammaglobulinas. La
respuesta de golondrinas a las que les cortaron la cola fue de un aumento
significativo de gammaglobulinas tras la inoculacion, mientras que, en las
golondrinas con ornamenta no aumentaron los niveles gammaglobulinas. Sin
embargo, entre golondrinas con cola, los de cola larga respondieron con niveles
altos de gammaglobulina después de la inoculacion (Saino and Mgller, 1996). Estos
resultados sugieren que las hembras, al preferir aparearse con machos de
exagerada ornamentacion estaran eligiendo los mas inmunocompetentes y
corresponde con la hipétesis de “buenos genes” propuesta por Hamilton y Zuk
(1982).

En cuanto al comportamiento sexual, hay una compensacion entre las tasas de
apareamiento poligamo y la funcién inmune. Por ejemplo, en las polillas indias
poligamas, Plodia interpunctella, la actividad de la fenoloxidasa disminuye mas en

los machos de poblaciones con sesgo femenino, que en poblaciones equilibradas o
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con sesgo masculino. Estas observaciones muestran que, el costo mayor en
reproduccion para los machos puede conducir a un sesgo masculino en la
mortalidad (McNamara et al., 2013).En especies mondégamas, los machos se
ahorran los costos de la competencia entre machos y el crecimiento dimorfico, de
modo que, la inversion en apareamiento se reduce y los caracteres de historia de
vida se vuelven similares a los de las hembras (McNamara et al., 2013). Sin
embargo, el costo de reproduccion para las hembras sera similar al de las especies
poligamas; esto conduce a un sesgo femenino en la mortalidad (Promislow, 1992).
De esta manera, la finitud de los recursos nutricionales y energéticos limita la
ejecucion completa de los procesos en el organismo; ademas, por las historias de
vida presenta diferenciacibn en hembras y machos. Sin embargo, las
compensaciones inscritas en el genoma posibilitan la plasticidad frente a cambios
en la disponibilidad energética o dan preferencia a un proceso a expensas de otro,

aungue, en el futuro de estas compensaciones puedan repercutir en la adecuacion.

2. 4. Agentes patdégenos que afectan al Lobo marino de California

2. 4. 1. Rotavirus lobo marino de California (CsIRV)

El rotavirus de lobo marino de California pertenece a la familia Reoviridae,
caracterizados por ser virus de ARN de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en
inglés), segmentado con un tamafio genomico total de 22-27kb, de céapside
icosaédrica, sin envoltura y con polimerasa viral (Flint et al., 2015).

Los viriones de rotavirus tienen triple capside, permite su transmision mediante la
ruta de transmision fecal-oral y brinda estabilidad en el citoplasma de los enterocitos
(Flint et al., 2015). Una vez ocurre la unién entre el viridn y la célula, éste permea la
membrana por endocitosis y pierde la primera capside, seguido, al iniciar la
transcripcion y traduccion, contrarresta las respuestas innatas antivirales y apaga la
transcripcion celular a través de las proteinas NSP1 y la enterotoxina NSP3 (Sherry,
2009). Después de la inhibicion de la respuesta celular, los viriones replican su

genoma y se ensamblan en los viroplasmas evitando que sensores de regulaciéon
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antiviral como PKR, RIG-I, MDA-5 los reconozcan (Arnold et al., 2013). Los viriones
terminan su maduracion en el reticulo endoplasmico y se liberan, tras la lisis de la
membrana celular, hacia la luz intestinal y experimentan una mayor replicacion en

las areas distales del intestino delgado (Ramig, 2004).

Debido a que la defensa innata celular esta bloqueada, la respuesta inmune contra
el virus ocurre cuando al lisar a las células, se generan patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP); lo que activa a neutrdfilos, macrofagos y células
dendriticas (CD) que liberan interferon (IFN) sistémico, logrando a su vez la
activacion de respuestas antivirales adaptativas, de anticuerpos y linfocitos T
citotoxicos (Arnold et al., 2013).

En humanos, los signos de la infeccidn por rotavirus son: fiebre, diarrea, vomitos o
nauseas y malestar general, ademas, en nifios de paises no ecuatorianos la
gastroenteritis en la estacionalidad invernal sugiere la infeccion por rotavirus
(Crawford et al., 2017). Sin embargo, un estudio hecho en crias de lobo marino de
Galapagos, Zalophus wollebaecki, reporté anticuerpos anti-rotavirus en suero de
individuos aparentemente sanos y sin sintomas de diarrea (Coria-Galindo et al.,
2009), lo que sugiere que podria ser un virus comensal para esta especie. Otro
estudio realizado en el lobo marino de California detecto6 ARN de rotavirus en
muestras fecales de crias y juveniles, tras el andlisis filogenético de la proteina VP4
de la capside se encontré cercano al rotavirus diarreico adulto J19/B219, con una
asociacion preferida con los linajes del grupo B (Li et al., 2011). A la fecha se
desconoce el potencial patogénico del virus en los pinnipedos y actualmente no se

ha confirmado un riesgo zoonético (Duignan et al., 2018).

Hay tres formas de diagnosticar una infeccién por rotavirus. La mas comun es la
deteccion rapida del antigeno del rotavirus en una muestra de hecesy las otras dos,
menos comunes, son el analisis inmunoenzimatico y la reaccion en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa(CDC, 2021).
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2. 4. 2. Zalophus californianus papillomavirus 1 (ZcPV-1)

La familia Papillomaviridae agrupa a virus icosaédricos, desnudos y con ADN de
doble cadena (dsDNA, por sus siglas en inglés) circular que transcribe a dos
regiones de genes: los genes tempranos, necesarios para la replicacion y
patogenicidad del virus, y lo genes tardios, necesarias para el ensamblaje de los
viriones (Flint et al., 2015).

Debido a que los viriones de papilomavirus tienen un tropismo hacia queratinocitos
y mucosas que expresan su receptor; el contacto epitelial y materno-neonatal es la
forma de transmision (Altamura et al., 2020). Tan pronto ocurre la unién del
antirreceptor viral y el heparan sulfato celular, los viriones se internalizan por
endocitosis al citoplasma y sus proteinas virales se degradan, entonces el genoma
se transporta al nacleo como episoma (Flint et al., 2015). Una vez en el nicleo, el
genoma viral transcribe genes tempranos que inhiben la produccion de interferén,
regulan a la baja la expresiéon de MHC I, previenen apoptosis y modulan el ciclo
celular (Yousefi et al., 2022).

Cuando el genoma viral por célula esta replicado, empieza la transcripcion de los
genes tardios, mismos que sintetizan la capside. Mas tarde ocurre un montaje
nuclear de la cépside, terminando con la liberacién de viriones hacia otra capa
epitelial. Debido a la evasién inmune, la baja lisis celular y la expresion de E6y E7,
gue induce a la inestabilidad genética, algunos papilomavirus podrian facilitar la
progresion de neoplasias que desarrollen tumores y cancer (Yousefi et al., 2022).
Sin embargo, en el momento que los viriones provocan un lisado celular, también
atraen a CD y células asesinas naturales (NK), asi, el huésped promueve la

respuesta especifica mediada por células T citotoxicas (Amador-Molina et al., 2013).

El diagndstico de infecciones por papilomavirus en mamiferos marinos consiste en
la identificacion de: papilomas cutaneos, genitales y linguales, y en el lobo marino
de california se llegan a presentar papilomas axilares de color blanco o rosa
(Duignan et al., 2018). Para la confirmacion de la infeccion se lleva a cabo una

inmunohistoquimica del antigeno de la capside especifico al género, asi como

23



técnicas moleculares, incluidas la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por

sus siglas en inglés), clonacién y secuenciacion (Duignan et al., 2018).

Para el lobo marino de California, actualmente no hay un tratamiento especifico.
Puede haber persistencia de los papilomas, mismos que pueden involucionar y
revertirse hacia un epitelio sano debido a la accion del sistema inmune (Rivera et
al., 2012), o puede darse una transformacion neoplasica invasiva (Bossart et al.,
2005).

A la fecha se desconoce el potencial patogénico del virus en los pinnipedos y

actualmente no representan un riesgo zoonotico (Duignan et al., 2018).

2. 4. 3. Gammaherpesvirus otarino tipo | (OtHV-1)

El gammaherpesvirus otarino tipo | pertenece a la familia Herpesviridae
caracterizada por tener ADN de doble cadena (dsDNA, por sus siglas en inglés)
lineal de 120-240 kb, una capside icosaédrica y un tegumento anterior a la envoltura
(Flint et al., 2015). Las subfamilias que se han reportado en especies de mamiferos
marinos son Alphaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae (Duignan et al., 2018), este

altimo de especial interés para esta tesis.

Los gammaherpesvirus presentan un tropismo linfoepitelial, lo que favorece su
transmision transplacentaria y mediante el contacto con lesiones y fluidos
corporales. Una vez que se da la union entre los antireceptores virales y los
receptores celulares, el virus entra mediante la fusion con la membrana plasmaétic;:
es decir, la envoltura se une a la membrana celular y el tegumento y la
nucleocapside son liberados al citoplasma. Las proteinas del tegumento degradan
los ARNm del huésped, dirigen la capside al nucleo y es liberado el genoma,
permitiendo la transcripcion de los genes virales tempranos que evaden la
inmunidad innata del huésped. Cuando el viridn esta en el nucleo puede integrarse
como provirus al genoma del huésped, permitiendo asi su replicacion durante la

division celular del huésped, y conservarse latente hasta que una sefal de estrés
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celular promueve la reactivacion del provirus (Bento et al., 2019). Cuando el provirus
es reactivado, la transcripcion tardia codifica proteinas estructurales, mismas que,
se ensamblan en fabricas virales nucleares para finalmente reclutar componentes
del sistema celular ESCRT y mediar la gemacion asistida por el huésped (Flint et
al., 2015). Tras la liberacion, los viriones pueden infectar linfocitos B ingenuos y
cambiar el patrén de expresion bloqueando la apoptosis y continuar su circulacion,
diseminando viriones (Preston, 2008). La medida inmune de atenuar la infeccién es

a partir de NK y la liberacién de IFN-gamma (Ike et al., 2020).

Los signos clinicos reportados para gammaherpesvirus en mamiferos marinos
abarcan; ampollas orales, Ulceras genitales, placas y lesiones tipo verrugas (King et
al., 2002). No obstante, se ha asociado la presencia del gammaherpesvirus OtHV-
1 en el lobo marino de California a la ocurrencia de carcinomas urogenitales y

lesiones intraepiteliales, causado por la inestabilidad gendmica (King et al., 2002).

Los gammaherpesvirus aislados de las lesiones genitales han sido diagnosticados
a partir de: la deteccion de inclusiones intracelulares anfofilicas, pruebas de
antigeno viral por microscopia de luz, inmunohistoquimica y la reaccion en cadena
de la polimerasa (Duignan et al., 2018). Pese a ello, actualmente se desconoce la
importancia de OtVH-1 en la salud publica (Duignan et al., 2018).

2. 4. 4. Adenovirus otarino 1 (OtAdV-1)

Los Adenovirus son virus de ADN de doble cadena (dsDNA, por sus siglas en inglés)
lineal de 36-38 kb, desnudos, de simetria icosaédrica, con fibras de proteinas
pentonas en cada vértice (Flint et al., 2015). Su genoma se divide en cuatro grupos
de genes, de acuerdo con los tiempos de transcripcion durante su ciclo de
replicacion: gen temprano inmediato, que activa promotores virales tempranos;
genes tempranos, que codifican para proteinas de replicacion y evasion inmune;
genes tempranos intermedios, activadores de los promotores tardios; y genes

tardios, que expresan proteinas de ensamblaje (Flint et al., 2015).
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Una vez que las fibras de la capside se acoplan con los receptores celulares, el
viridn se internaliza por endocitosis, libera las fibras y lisa el endosoma. Después,
en el citoplasma, el virion migra mediante los microtibulos del citoesqueleto hacia
el nucleoy libera su genoma a través del poro nuclear, formando un mini cromosoma
(Trotman et al., 2001). Durante la fase temprana, el virus obliga a la célula a dividirse
y la incapacita de responder a las sefiales apoptéticas, este estado aumenta la
disponibilidad de nucledtidos y sustratos proteicos que utiliza el virus (King et al.,
2018; Dodge et al., 2021). Los productos de la expresion temprana mantienen la
viabilidad celular, bloquean el transporte del MHC, generan productos para la
replicacion e interrumpen la sintesis celular que posteriormente lisara a la célula
(Dodge et al., 2021). Finalmente, durante la fase tardia ocurre el proceso de
ensamblaje. Para esto, primero se ensamblan las proteinas estructurales y las
proteinas no estructurales, seguido del empaquetamiento del genoma vy la
maduraciéon del virion, concluyendo con la salida viral a través de viroporinas
(Ostapchuk and Hearing, 2005).

Los adenovirus que infectan a los mamiferos marinos, presentan un tropismo hacia
hepatocitos y ocasionalmente a macréfagos hepaticos, por ello, en muestras
gastrointestinales se han podido aislar viriones, explicando asi su transmision por la

via fecal-oral y mediante aerosoles (Inoshima et al., 2013).

La hepatitis por Adenovirus tipo 1 fue la primera enfermedad letal reportada para
mamiferos marinos, aislada del lobo marino de California. En el lobo marino de
California, los signos y lesiones que provoca son: ictericia, esplenomegalia,
linfadenopatia mesentérica y palidez hepatica con necrosis centrolobulillar (Britt and
Howard, 1983). Su diagndstico consiste en los hallazgos clinicos, como enzimas
hepaticas alteradas, y la identificacion de cuerpos de inclusidon intranucleares
anfifilicas en hepatocitos, ademas de su deteccion mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) o el aislamiento del virus (Inoshima
et al., 2013; Radwan et al., 2019).
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El virus no ha ocasionado, a la fecha, eventos de mortalidad o morbilidad en otaridos
de vida libre, pero se considera una amenaza potencial para la salud de otaridos

silvestres y en cautiverio (Duignan et al., 2018).

2. 4. 5. Parapoxvirus

La familia Poxviridae se divide en dos subfamilias, Entomopoxvirinae y
Chordopoxvirinae, y en este Ultimo se encuentra el género Parapoxvirus, que puede
infectar a diversas especies de mamiferos marinos (Duignan et al., 2018). Los
poxvirus se caracterizan por ser virus de dsDNA lineal de 130-375 kb, de simetria
ovoide, envueltos y con su propia polimerasa viral contenida dentro de la capside
(Flint et al., 2015). Los viriones tienen un tropismo a células dendriticas dérmicas,
monocitos, linfocitos B y linfocitos T activados (Haig and McInnes, 2002). La infeccién
celular empieza con la unién del viribn con los receptores celulares de
glicosaminoglicanos. El viridon se fusiona a la membrana celular por endocitosis y
replica en el citoplasma, en un espacio conocido como viroplasma, donde expresan
sus genes de la fase temprana, intermedia y tardia (Flint et al., 2015). Durante la
fase temprana del ciclo de replicacion, se expresan factores de transcripcion,
factores moduladores del huésped y enzimas asociadas al virion. En la fase
intermedia se empaqueta el ADN y proteinas no enzimaticas, y en la fase tardia se
expresan enzimas y componentes de la entrada y fusion. Los viriones de poxvirus
pueden estar como viribn maduro intracelular o viriébn con envoltura externa, siendo
el primero para la transmision entre célula y célula y el segundo entre hospederos
(Flint et al., 2015).

El diagnéstico de la infeccion puede realizarse mediante biopsia dérmica con
identificacion de los viriones en microscopia electrénica, cultivo en células
susceptibles, como son los fibroblastos humanos, células de rifibn de mono o
bovino, y la amplificacion por PCR, siendo el diagndstico mas rapido y sensible
(Alvarez-Arguielles et al., 2015).

Los pinnipedos infectados con Parapoxvirus desarrollan nédulos cutaneos que

pueden ulcerar, especificamente en la cabeza, el cuello, las aletas y/o en la mucosa
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de la cavidad oral (Duignan et al., 2018). En cetaceos, se ha reportado que los
nodulos pueden ser colonizados por bacterias oportunistas y, de ese modo,

comprometer la supervivencia del individuo (Nettleton et al., 1995).

2. 4. 6. Streptococcus beta hemolitico

Streptococcus pertenece a la familia Streptococcaceae, al orden Lactobacillales, a
la clase Bacilli y al phylum Firmicutes (Garrity et al., 2004). Los Streptococcus son
inmoviles, Gram positivos, catalasa negativos, no formadores de esporas y

guimioorganotroficos con un metabolismo fermentativo(Liu and Nizet, 2004).

Los Streptococcus patdgenos expresan factores de virulencia como estreptolisina,
que es responsable de la hemdlisis, estreptoquinasa, factores de evasion del
complemento, las cdpsulas antifagociticas, y la proteina M antifagocitica, entre otros
(Liu and Nizet, 2004).

En diversas especies de mamiferos marinos, los Streptococcus son patdégenos
oportunistas, que se asocian a enfermedades cuando la salud del individuo esta
inmunocomprometida por una infeccion secundaria o por la perturbacion del
ambiente (Numberger et al., 2021). Las hipétesis de transmisién sugieren que la
bacteria se ha introducido por el trafico maritimo y agua de lastre, la actividad y
desperdicio de agua humana y el medio ambiente terrestre, incluidos los rios
(Numberger et al., 2021).

A lo que respecta al desarrollo de la infeccidén, después de la evasion de efectores
inmunes innatos, la bacteria se adhiere al epitelio y provoca dafio celular; ademas,
puede diseminarse por via sanguinea si logra penetrar hacia el endotelio
(Numberger et al., 2021).

En lobo marino de California se han reportado dos especies de Streptococcus beta
hemolitico: Streptococcus canis; aislado del derrame peritoneal de un individuo con
ulceracion corneal bilateral del zoologico de Londres, Reino Unido(van Bonn et al.,
1995) y Streptococcus phocae; aislado de individuos varados entre del Pacifico

nororiental y el Artico de Canada (Taurisano et al., 2018). De acuerdo con Johnson
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y colaboradores, en el lobo marino de California, S. phocae esta significativamente
asociada con los carcinomas genitales, pero solo en las hembras (Johnson et al.,
2006).

Al ser una bacteria oportunista, los signos que ocasiona no son especificos; sin
embargo, en focas de puerto, Phoca vitulina, se ha encontrado S. phocae en tejdos
pulmon, higado y ovarios, asociado a cuadros de neumonia, septicemia y piometra
(Lee et al., 2016). Para Callorhinus ursinus, las necropsias revelan signos de
neumonia con abscesos y necrosis masiva de rifion e higado asociados a estas
bacterias (lwao et al.). Recientemente Volokhov y colaboradores (2021) publicaron
dos nuevas especies de Streptococcus, S. zalophi sp. nov., y S. pacificus sp. nov
aisladas del tracto respiratorio de lobo marino de California (Volokhov et al., 2021).

En el cuadro 1 se muestra un resumen comparativo de los patégenos anteriormente

descritos.

Cuadro 1. Patégenos detectados en Lobo marino de California.

Patdégeno Molécula Tropismo Replicacion Afeccién
CsIRV dsRNA Enterocitos Citoplasmatica Diarrea
ZcPV-1 dsDNA Queratinocitos Nuclear Papilomas
cutaneos
OtHV-1 dsDNA Linfoepitelial Nuclear Carcinoma
urogenital
OtAdV-1 dsDNA Hepatocitos Nuclear Hepatitis
Parapoxvirus dsDNA Células Citoplasmatica Ndédulos cutaneos
dérmicas,
células
presentadoras
de antigenos
y linfocitos
Streptococcus DNA Epitelios Citoplasmatica Neumonia,
beta septicemia, factor
hemolitico de riesgo para
carcinoma
urogenital
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Pregunta de investigacion

Esta tesis investigo la relacion entre la diversidad del MHC y la salud de crias macho
y hembra de lobo marino de California, en el contexto de las anomalias climaticas.
La pregunta de investigacion es la siguiente: ¢la relacion entre la conformacion y
expresion del MHC clase Il y la salud de crias del lobo marino de California es

influida por la anomalia de la temperatura superficial del mar y por el sexo?

3. Hipdtesis

Dado que las condiciones climaticas atipicas pueden afectar todos los niveles
troficos, se predice que las anomalias de la temperatura superficial del mar durante
la gestacion comprometen la habilidad del sistema inmune adaptativo de identificar
antigenos, y, dado el dimorfismo sexual y restricciones energéticas que plantea la
teoria de historia de vida, dicho efecto seria diferente entre sexos. A partir de esta

prediccidn, se plantean las siguientes dos hipétesis de trabajo:

e La constitucion y expresion del MHC clase Il de crias del lobo marino de
California covarian con las anomalias de la temperatura superficial del mar del

ambito hogarefio de las hembras adultas.

e Larelacion entre la expresion del MHC clase Il y las anomalias de la temperatura

superficial del mar es diferente entre crias hembras y machos.

Dado que los procesos que demandan energia dependen de las reservas
energeéticas, se predice que la expresion del MHC clase Il sera 6ptima y no maxima,
y estara relaciona con la condicion corporal. A partir de esta prediccion, se plantea
la tercera hipétesis de trabajo:

e La condicién corporal de las crias explica la expresion del MHC clase Il del lobo
marino de California.

Dado que una mayor cantidad de genes expresados del MHC clase Il aumenta la
posibilidad de presentar antigenos, se predice que la diversidad y la conformacion
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del MHC clase Il influye en la susceptibilidad a patégenos especificos. A partir de

esta prediccion, se plantean las siguientes dos hipotesis de trabajo:

A mayor numero de genes del MHC clase Il expresados en leucocitos
circulantes, menor diversidad parasitaria en las crias de lobo marino de
California

Los genes expresados del MHC clase Il del lobo marino de California se asocian

con la presencia de patégenos especificos.

4. Objetivos

Objetivo general

Estudiar la relacién de la conformacion constitutiva y expresada del MHC clase Il y

la diversidad parasitaria del lobo marino de California entre sexos, en el contexto de

las anomalias climéaticas.

Objetivos especificos

Investigar la relacion entre las anomalias climaticas oceanogréficas y la
conformacion constitutiva y expresada del MHC clase Il del lobo marino de
California.

Comprender la importancia del sexo en la relacién de la diversidad de genes
expresados del MHC clase Il del lobo marino de California y las anomalias
climéticas.

Comparar la composicién y diversidad del MHC clase Il de las crias de lobo
marino de California en relacion con su condicion corporal

Comparar la diversidad de genes del MHC clase Il expresados en los leucocitos
circulantes con relacion a la diversidad parasitaria de las crias de lobo marino de
California.

Comparar la diversidad de genes del MHC clase Il expresados en relacion con

la presencia de patdgenos especificos en crias de lobo marino de California.
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5. Métodos

5. 1. Modelo de estudio: El lobo marino de California

El lobo marino de California, Zalophus californianus, es un mamifero carnivoro
perteneciente a la superfamilia de los pinnipedos, caracterizados por tener las
extremidades traseras en forma de aletas. Los pinnipedos incluyen a las familias:
Odobenidae (morsa); Phocidae (focas) y Otaridae (lobos finos y lobos marinos)
(King 1983).

El lobo marino de California se congrega en colonias terrestres establecidas
alrededor de la costa del noroeste del pacifico donde los individuos llevan a cabo la
reproduccion, muda y crianza (Peterson and Bartholomew, 1969). Durante la etapa
reproductiva, de junio a agosto, los machos adultos delimitan un territorio, del cual
las hembras adultas pueden entrar y salir, ya que el sistema es de tipo ‘Lek’; es
decir, que el macho cuida el territorio, pero no a las hembras (Peterson and
Bartholomew, 1969; Hernandez-Camacho, 2009).

Cuando finaliza la etapa reproductiva, la mayoria de los machos migran hacia el
norte de Washington y centro de California para invernar, mientras que unos pocos
permanecen dentro del Golfo de California. En contraste, las hembras adultas
permanecen todo el afio en la lobera reproductiva de la peninsula de Baja California,
y sus viajes de forrajeo ocurren a una distancia de entre 50 a 100 km alrededor de
la lobera (Kuhn et al., 2004).

Las diferencias morfol6gicas entre sexos son reconocibles a simple vista en
animales adultos (Figura 1). El macho adulto tiene mayor tamafio, aproximadamente
2.4 m de largo y alcanza 350 kg de peso; ademas, tiene una cresta sagital
prominente, un cuello grueso, y un pelaje mas oscuro (Bartholomew, 1970). Las
hembras miden, en promedio, 1.8 my llegan a pesar 110 kg, sin cresta sagital y con

un pelaje mas claro (Heath and Perrin, 2009).

La inversion de recursos maternos es diferencial de acuerdo con el sexo de las

crias; durante la gestacién y lactancia la madre destina mayores recursos
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energéticos a los machos, los cuales reducen su tasa metabdlica para aumentar sus
reservas de grasas y lograr una condicion corporal mayor (Ono and Boness, 1996).
Es decir, también desde cachorros las diferencias morfométricas existen, aunque

son mas sutiles.

Como modelo de estudio y especie centinela del ambiente marino costero, el lobo
marino de California puede reflejar los efectos de las anomalias climéticas, mediante

modificaciones en las reservas energeéticas y las respuestas fisiologicas.

© Cas 0B

Figura 1. Hembra y macho de Lobo marino de California.

5. 2. Sitio de estudio: Archipiélago San Benito

Las islas San Benito conforman un archipiélago de origen volcanico asociado a
margenes continentales en el Pacifico Norte, se sitian en la zona marina costera
de la peninsula de Baja California frente al municipio de Ensenada (Figura 2). Esta
formado por tres islas: San Benito del medio, ubicada en las coordenadas 28° 18
32.990" N 115° 33' 57.536" O, con una superficie de 0.48 km? y un perimetro de
3.67 km; San Benito del Oeste, ubicada a 28° 18' 15.274" N 115° 35' 23.926" O, con

una superficie de 3.89 km? y un perimetro de 11.86 Km; y la isla San Benito Este
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ubicada a 28° 18' 3.992" N 115° 32' 31.398" O, con una superficie de 1.48 km?y un
perimetro de 7.17 km.
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115.62° W 115.57° W 115.52° W

Figura 2. Islas del Archipiélago San Benito.
Modificada de Elorriaga-Verplancken et al. 2005.

5. 3. Muestras biologicas utilizadas
Se trabajé con muestras que fueron colectadas durante investigaciones realizadas
entre 2014 y 2019. Para fines didacticos, se describe la forma en la que fueron

colectadas las muestras.

Durante julio de 2014, 2015, 2017, 2018 y 2019 se colectaron muestras de
cachorros nacidos en la Isla San Benito del Oeste. Se capturaron y se manejaron
por contencion manual 165 crias. A cada cria se le tomaron medidas morfométricas

y se les determiné la masa mediante una bascula vertical.
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Se colectaron aproximadamente 10 ml de sangre de la vena glutea caudal de cada
cria, utilizando en un tubo sellado al vacio Vacutainer® con heparina sodicay 5 ml
de sangre en un tubo Vacutainer® con EDTA. El tubo con heparina sédica se
centrifug6 a 4000 RPM durante 15 minutos en una centrifuga clinica, y se separo la
capa leucocitaria en un criotubo estéril con 500 L de solucién de RNAlater (Qiagen)
y se mantuvieron en nitrégeno liquido en el campo y durante su traslado al

laboratorio, donde se mantuvieron en ultracongelacion hasta ser procesadas.

Las muestras de sangre con EDTA se usaron para realizar conteos leucocitarios,

que fueron previamente realizados por la M.C. Marina Banuet-Martinez.

También se colectaron muestras de piel (3 mm?) por medio de una incisién en la

aleta y se almacenaron en criotubos estériles con 750 pL de alcohol al 96%.

5. 4. Andlisis de la conformacion y expresion del MHC clase Il

Se extrajo ADN de las muestras de piel, el ADN se amplific6 con cebadores
especificos para cada gen de la A a la J de la region DRB y se comprobo la
presencia de los mismos por electroforesis. Para la sangre se extrajo el ARN y se
transformé a ADNCc, y se continu6 el procedimiento de amplificacion y comprobacion

por electroforesis.

V. 4. 1. Extraccion de ADN

A partir de muestras de piel preservadas en etanol al 96%, se extrajo el ADN total
mediante el protocolo fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Para esto, el tejido se
macero con apoyo de navajas estériles, se lisé con una solucién de Chelex al 5%,
SDS al 20% y Proteinasa K (20 mg/mL), y se incub6 a 60° C por 24h. Transcurrida
la incubacién, la separacion de proteinas y lipidos se llevd a cabo con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (Sambrook et al., 1989) y se llevé a voértex por
30 s, seguida de una centrifugacion a 13000 rpm por 15 min, y se recuperé del
sobrenadante. Una vez recuperado el sobrenadante, la precipitacion de ADN se
hizo con 120 ul de acetato de amonio y 400 pl de EtOH al 95% y se incubd por 30

min a -20° C. Después de la incubacién, se elimind los contaminantes potenciales
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mediante tres lavados sucesivos de EtOH al 70% seguido de una aglomeracion del
pellet por centrifugacion a 13,000 rpm. Una vez limpias las muestras se decanto el
EtOH y el pellet se secé a temperatura ambiente y se re suspendié en ddH:0. El
ADN obtenido se cuantific6 con un NanoDrop y se almacen6 a -20° hasta su

amplificacion.

V. 4. 2. Extraccion de ARN y transformacion a ADNc

A partir de la capa leucocitaria almacenada a -80°C en RNAlater se extrajo el ARN
total con el protocolo TRIZOL® (Qiagen). Para esto, la muestra recuperada se
suspendio en TRIZOL®, se agité en el disruptor y se incubd por 1 h a temperatura
ambiente. Pasada la incubacién, con apoyo de jeringas estériles se homogenizo la
muestra para apoyar mecanicamente la lisis de las células. A continuacion, para
separar las proteinas del material genético, se afiadio cloroformo (200 uL por cada
mL de TRIZOL®), se incub6 de 2 a 3 min a temperatura ambiente y se centrifugé a
19,000 G, seguido, en la precipitacion del ARN se agreg6 el 10% del volumen del
tubo de acetato de sodio 3M y un volumen igual de isopropanol frio antes de incubar
a -20°C. Tras la incubacion, la limpieza de las muestras se hizo con tres lavados
sucesivos con EtOH al 75% y la aglomeracion del pellet por centrifugacién a 19,000
G. Después de los lavados se decanté el alcohol y el pellet se sec6 a temperatura
ambiente y se re suspendi6 en ddH20. EI ARN se cuantific6 con un
espectrofotometro NanoDrop y se almacen6 a -80°C hasta su transformaciéon a ADN

complementario (ADNCc).

La transformacién a ADNc se llevo a cabo con el kit comercial para transcripcion
inversa QuantiTect® (Qiagen). EI ARN previamente extraido se diluyé a una
concentracion de 15 ng/uL y se incub6 a 42°C por 2 min con 2 uL de la soluciéon
amortiguadora parala eliminacion de ADN genomico. Transcurrida la incubacion,
para la sintesis del ADNc se afiadio un coctel preparado con 1 pL Quantiscript
Reverse Transcriptase, 4 pL Quantiscript RT Buffer 5x y 1 uL RT Primer Mix y se

incubo a 42°C por 15 min seguida por una inactivacion a 95°C por 3 min. EIl ADNc
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obtenido se cuantificé con un espectrofotdmetro NanoDrop y se almacené a -20°

hasta su amplificacion.

V. 4. 3. Amplificacion de Zaca-DRB y comprobacién por electroforesis

La amplificacion de la region Zaca-DRB en ADN y en ADNc se hizo siguiendo el
mismo procedimiento que a continuacion se describe. Cada reaccion de 12 pL
contenia <1 pg de templete, uno de los diez cebadores especificos de Zaca-DRB
(Cuadro 2) a una concentracion del10 pM, cebador inverso 10 pM, Buffer 10x, MgCI2
25 nM, dNTPs, Tag DNA Polymerase y ddH20. Una vez preparada la reaccion el
termociclador 3700 Applied Biosystems se configurd con las siguientes condiciones:
3 min a 95°C, seguido por 35 ciclos de 45s a 94°C, 30s a 58°C y 60s a 72°,
finalizando con un ciclo de extension a 72° por 10 min. El producto resultante (de
249 pb) se carg6 con TBE y amortiguador de carga 6X en un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. El gel se corrié a 100 V durante 35 min, y se visualizé

en un fotodocumentador con luz ultravioleta.

Cuadro 2. Secuencias de cebadores especificos para la amplificacion de genes
del MHC clase Il (Bowen et al., 2004).

Nombre del Cebador Secuencia

ZCDRB194A TCATTT CTT GGA GCT GTT GAA GGG
ZCDRB194B TCATTT CTT GCT CCT GTT TAA GG
ZCDRB194C TCATTT CTT GGA GCT GTT GAA GGG
ZCDRB194D TCATTT CTT GCT CCT GTG TAAGTC
ZCDRB194E TCATTT CTT GCA CCT GTG TAA GGG
ZCDRB194F TCATTT CTT GCA CCT GTT TAA GGC
ZCDRB194G TCATTT CTT GGA GCT GTT TAA GGC
ZCDRB194H TCATTT CTT GCT CCT GTG TAA GGC
ZCDRB194l| TCATTT CTT GCT CCT GTG TAA GGG
ZCDRB194J TCATTT CTT GCT CCT GTG TAA GGG
ZCDRB194R CTC GCC GCT GCR CCR KGA AG
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5. 5. Deteccién de patdgenos

Se utilizaron los resultados de deteccion de patégenos en las muestras de crias de
lobo marino de California que fueron realizados por miembros del Laboratorio de
Ecoinmunologia y Fisiologia de la Conservacion para sus trabajos de investigacion.
Se describe a continuacion los procedimientos que fueron utilizados para la
deteccidon de los patdégenos (Barragan Vargas, 2015; Soto Garcia, 2016; Nieves
Martinez, 2022).

5. 5. 1. Deteccion de ADN de OtHV-1, ZcPV-1, OtAdV-1y CsIRV

Para la amplificacion de fragmentos de OtHV-1 se usaron oligonucledtidos
especificos para el gen Dpol 697 (5 GCGGGAACGCAACTATATCCT) y Dpol 65
(3 TCTTCGTCCAGTATCATTG) para obtener un producto de 510 pb (Vélez, 2012).
Cada reaccion de 12.5 pL contenian 2 puL de muestra de ADN (> 0.01 ug), Buffer
2X, DNTPs, MgClz 2.5 uM, Dpol 697 10 uM, Dpol 65 10 uM, Hotstar taq (Qiagen) y
ddH20 (Barragan-Vargas, 2015). Las condiciones fueron 95 °C durante 15 min, 30
ciclos de 94 °C durante 40 s, 52 °C durante 30 sy 72 °C durante 40 s y un paso de
extension final de 72 °C durante 10 min. Los productos amplificados se verificaron
por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio

(Barragan-Vargas, 2013; Barragan-Vargas, 2015).

La detecciébn de ZcPV-1 se hizo por oligonucleétidos especificos del gen L1
(secuencia HQ293213.1) de GenBank F (5’ATACAGGACGGGGACATGG) vy R
(5'TCATATTCCTCAGCGTGCCT) (Nieves-Martinez, 2022). Las condiciones fueron
95° durante 3 min, 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 52 °C durante 30 sy 72 °C
durante 15 s y un paso de extension final de 72 °C durante 15 min. Los productos
amplificados se comprobaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio(Nieves Martinez, 2022).

A partir de muestras de heces y pozas de marea se extrajo el ADN viral con el kit
QIAmp Fast DNA Stool® (QIAGEN) y se disefiaron oligonucle6tidos consenso
(PolFourter  5-TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC-3° 'y  PolRouter 5-
GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT-3") para la deteccion del Adenovirus de
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Lobo marino de California, Adenovirus Canino tipo 2 y el gen pol de Adenovirus
(Soto-Garcia 2016). Para cada reaccion de 20 plLse utilizaron 2 pLde ADN, 2 uLde
polRouter 10 mM, 2 pLde polFourter 10 mM, 0.4 pLde dNTPs 10 mM, 0.08 pL de
Taq polimerasa (Invitrogen), 0.6 pLde MgCl2 50 mM, 1 uLde dimetil sulfoxido y 2
puLde Buffer 10X (Soto-Garcia, 2016). Las condiciones utilizadas para las reacciones
fueron 94 °C durante 5 min, 45 ciclos a 94 °C por 30 s, 46 °C durante 60 sy 72 °C
por 60s y un paso de extension de 72 °C por 10 min. Los amplicones se verificaron
por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio (Soto-
Garcia, 2016).

Para el diagnoéstico de Rotavirus, se colectaron muestras de heces y se analizaron
inmediatamente en el campo mediante la prueba VIKIA ® Rota-Adeno, la cual

reporta una sensibilidad de 100% para Rotavirus (Soto-Garcia, 2014).

5. 5. 2. Deteccion de Parapoxvirus

Durante el manejo de las crias en campo, se examinaron en busca de lesiones
caracteristicas de parapoxivus en el vientre, las axilas, la zona plantar de las aletas
y el dorso. Se busco y reporté la presencia de nodulos cutaneos ulcerados o

ampollas.

5. 5. 3. Deteccion de ADN de Streptococcus beta hemolitico

En la amplificacién de Streptococcus beta hemolitico se usaron oligonucle6tidos
especificos para la unidad ribosomal pequefia del ARN de 547 pb. Los
oligonucledtidos fueron StreF (5’'TGCTAGGTGTTAGGCCCTTT) vy StreR
(3’CTTGCGACTCGTTGTACCAA) (Ahmet et al., 1999). Cada reaccion de 12.5 ul
contenian 2.5 puL de muestra de ADN, Buffer 1X, DNTPs, StreF 0.3 uM, StreR 0.3
UM, Hotstar Taq (Qiagen) y ddH20 (Barragan-Vargas, 2015). Las condiciones
fueron 95 °C durante 15 min, 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s y
72 °C durante 45 s y un paso de extension final de 72 °C durante 10 min. La
comprobacién de la amplificacién se llevd a cabo por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio(Barragan-Vargas, 2013; Barragan-
Vargas, 2015).
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En el Cuadro 3 se presentan las secuencias de oligonucledtidos que fueron
utilizados para la deteccion de la presencia de material genético de patdégenos
especificos en las muestras de crias de lobo marino de California, cuyos resultados

se utilizaron en la presente tesis.

Cuadro 3. Secuencias de oligonucleotidos especificos para la amplificacion de

genes de patogenos identificados por PCR.

Patogeno Nombre del Secuencia
detectado Cebador
OtHV-1 Dpol 697 GCGGGAACGCAACTATATCCT
OtHV-1 Dpol 65 TCTTCGTCCAGTATCATTG
ZcPV-1 L1F ATACAGGACGGGGACATGG
ZcPV-1 L1IR TCATATTCCTCAGCGTGCCT
OtAdV-1 PolFourter TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC
OtAdV-1 PolRouter GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT
Streptococcus StreF TGCTAGGTGTTAGGCCCTTT
beta hemolitico
Streptococcus StreR CTTGCGACTCGTTGTACCAA

beta hemolitico

5. 6. Calculo de la condicion corporal

La condicién corporal como medida del estado nutricional, representa el capital
energético resultado de la alimentacion (Schulte-Hostedde et al., 2005), por lo que
es Util como un indicador de reservas energéticas y salud. Para cada cria se tomé
la longitud de la nariz a la aleta caudal asi como la masa corporal,; con base en
estos dos valores se calculo el indice de Masa Escalado de Peig y Green (2009). El
indice se hizo a partir de la regresion entre In(masa) y el In(longitud) para obtener el
exponente de escala b(SMA), al que se afiadi6 el divisor Lo como valor arbitrario de
la longitud poblacional y el valor de la masa (M) y longitud (L) para cada individuo
() (Peig and Green, 2009; Soto-Garcia, 2016), de acuerdo a la siguiente formula:
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5. 7. Registro de las anomalias climéaticas
Se utilizé el Programa de Acceso a Datos de la Division de Investigacion Ambiental
(ERDDAP) de la Administracién Nacional Oceanica y Atmosférica (NOAA) y se
selecciono el titulo del conjunto de datos: SST, Daily Optimum Interpolation (Ol),
AVHRR Only, Version 2.1, Final, Global, 0.25°, 1981-present, Lon+/-180. Dentro del
conjunto de datos se definié un area de 100 km a la redonda del Archipiélago San
Benito, que corresponde a las latitudes de: 27.875° y 28.875°, y longitudes de:
-116.125°y -115.125°. Las ATSM se tomaron de cuatro etapas que refiere a las tres
etapas de gestacidon de septiembre a noviembre, enero a febrero y marzo a junio, y

a la etapa de neonatos de junio a julio, misma que coincide con la captura en campo.

5. 8. Analisis estadistico

Se construy6 una base de datos binaria con los datos de presencia o ausencia de
los 10 genes (A-J) en la regiéon DRB del MHC clase Il y con los datos de la presencia
0 ausencia de los patdgenos arriba descritos. La base de datos se complementé
con los datos continuos de la condicion corporal y las ATSM durante tres etapas de

gestacién y otra de neonatos, asi como los datos del sexo de cada individuo.

Utilizando el software estadistico R 4.2.2 (R Core Team, 2022), se determind si la
distribucion de las variables continuas era normal con la prueba Shapiro-Wilk, y se
observo una desviaciéon de la normalidad para los datos de condicion corporal, que

fue sensible a una transformacién por logaritmo natural.

Para determinar (1) el efecto de las ATSM sobre la diversidad del MHC clase Il, (2)
la relacién de la diversidad del MHC clase Il entre los sexos en cada etapa
gestacional y de neonatos, (3) la relacion de la diversidad del MHC clase Il de
acuerdo a la condicion corporal y (4) para conocer la relacion de la ocurrencia de la
infeccion y la expresion del MHC clase Il se construyeron modelos lineales

generalizados (GLM, por sus siglas en inglés). Se indicé una distribucién de
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probabilidad de error binomial y una funcion de enlace logit para las variables
dicotomicas de presencia/ausencia de parasitos, y la significancia del modelo se
analizé mediante la T de student o Chi-cuadrada, de acuerdo con la distribucion de
las variables. La significancia estadistica se determin6 con P < 0.05.

Para determinar la razon de momios (OR, por sus siglas en inglés) como
aproximacion para conocer (5) el incremento o reduccién en el riesgo de infectarse
para cada genotipo, se analizaron las variables dicotdbmicas por tablas de
contingencia de dos por dos y se calculo la significancia mediante Chi-cuadrada en

el programa SISA.
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6. Resultados

6. 1. Las anomalias climaticas oceanograficas y la conformacion constitutiva y
expresada del MHC clase Il

Se encontro evidencia marginalmente significativa de que la diversidad constitutiva
de genes variara entre afios, pero no se encontré evidencia significativa en la
diversidad expresada (Diversidad constitutiva: GLM; Estimado= 0.1338, Std
error=0.0712, Desv Res=447.16, gl=162, p=0.062, Fig. 3A, diversidad expresada:
GLM; Estimado= -0.1124, Std error=0.1247, Desv Res=425.65, gl=102, p=0.369,
Fig. 3B).

A) B)

'
—

Numero de genes constitutivos MHC-II
6
1

Numero de genes expresados MHC-II

T T T T T T T

T T
2014 2015 2017 2018 2019 2014 2015 2017 2018
Afos de muestreo Afcs de muestreo

Figura 3. Numero de genes constitutivos (A) y expresados (B) del MHC clase Il por
afios de muestreo, no se encontraron diferencias significativas entre los afios
muestreados.

Sin embargo, al investigar si la diversidad del MHC clase |l variaba de acuerdo con
la ATSM durante los meses de gestacion, se encontro que entre mayor es la ATSM,
menor es la diversidad constitutiva y expresada del MHC clase Il para todas las
crias (Cuadro 4, Fig. 4).
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Cuadro 4. Genes constitutivos y expresados en relacion con las ATSM.

Constitutivo Expresado
Variable Periodo Devs. gl p Devs. gl p
Rev Rev
ATSM septiembre- Gestacion 390.01 162 404.22 102 0.011
noviembre <0.001

ATSM enero-febrero Gestacion 382.07 161 0.061 388.09 101 0.041
ATSM marzo-junio Gestacion 372.57 160 0.041 387.78 100 0.777

ATSM junio-julio Neonatos 361.56 159 0.027 | 387.78 100 NS
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6. 2. Relacion entre el sexo y la diversidad de genes expresados del MHC clase Il
y las anomalias climaticas

Al investigar las diferencias en la diversidad de expresion del MHC clase Il de
acuerdo con el sexo, no se encontro evidencia de diferencias en la expresion del
MHC clase Il entre hembras y machos (Diversidad expresada: GLM; Estimado=
0.5232, Std Error=0.4016, Desv. Rev=422.01, gl=102, p=0.192, Fig. 5).

10

Numero de genes expresados MHC-II

I I
Hembras Machos

Figura 5. Expresion del MHC clase Il de acuerdo con el sexo de las crias de lobo
marino de California.

No obstante, se encontr6 que entre mayor era la ATSM en la primera (Fig. 6A) y
segunda etapa de gestacion (Fig. 6B), la diversidad de la expresién del MHC clase

Il era menor para machos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Modelo lineal generalizado construido para explorar la relacion de cada
sexo y la diversidad expresada del MHC clase Il en cada etapa de la ATSM.

Hembras Machos
Variable Periodo Devs. gl p Devs. gl p
Rev Rev
ATSM septiembre- Gestacion 163.85 44 | 0.482 197.69 56 <0.001
noviembre

ATSM enero-febrero Gestacion 162.96 43 0.629 169.38 55 0.002
ATSM marzo-junio Gestacion 160.67 42 | 0.438 164.73 54 0.217

ATSM junio-julio Neonatos 160.67 42 NS 164.73 54 NS
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Figura 5. Impacto de las ATSM de A) enero-febrero y de B) septiembre-octubre
sobre la diversidad de la expresion del MHC clase Il de crias machos de lobo

marino de California.

6. 3. La composiciéon y la diversidad del MHC clase Il con relacién a la condicion
corporal

Al investigar la relacion entre la condicién corporal y la expresion del MHC clase I,
se encontrd una correlacion lineal significativa, donde a mayor condicioén corporal,
mayor era la expresion del MHC clase Il (sqrt (Diversidad de expresion MHC-11+0.5):
LM; Estimado= 0.7651, Std error= 0.345, R? ajustada= 0.04, p= 0.029, Fig.7a). En
contraste, se encontré un mayor namero de individuos con la expresion 6ptima del
namero de genes del MHC clase I, con relacion a una condicién corporal media.
También, un menor nimero de individuos en la expresion maxima y minima al
namero de genes del MHC clase II, en correspondencia a una condicion corporal
baja (In Condicion corporal: GLM; Desv res=411.09, gl=102, p=0.034, Fig.7B).
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Figura 6. Relacién entre la condicion corporal y la expresion del MHC clase Il. A)
Correlacion positiva y significativa entre la condicion corporal y la expresion del MHC
clase Il. B) ElI niumero de genes expresados del MHC clase Il en relacién con la
condicion corporal es 6ptimo (valores intermedios) y no maximo (extremo derecho)
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6. 4. La diversidad de genes del MHC clase Il constitutivos y expresados en los
leucocitos circulantes con relacion a la diversidad parasitaria

Primero, se construyeron modelos lineales generalizados para cada patégeno
detectado en funcion de la expresion del MHC clase Il (ver Cuadro 6). Se encontré
evidencia de mayor diversidad de expresion del MHC clase Il en crias infectadas
por CslRV; sin embargo, era menor en infecciones de OtHV-1 y Streptoccocus beta

hemolitico (Fig. 8).
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Cuadro 6. Patégenos que se relacionaron estadisticamente con la diversidad

expresada del MHC en crias de lobo marino de California.

Modelo: Diversidad expresada~ CsIRV + OtAdV-1 + Parapoxvirus +

Streptococcus beta hemolitico + ZcPV-1 + OtHV-1

Variable Desv. Rev gl P
CsIRV 149.49 44 0.032
OtAdV-1 145.21 43 0.236
Parapoxvirus 144.09 42 0.544
Streptococcus 131.28 41 0.047
beta hemolitico

ZcPV-1 129.53 40 0.449
OtHV-1 119.22 39 0.066

Figura 7. Relacion entre la ocurrencia de la infeccion y la expresion del MHC clase

Il en crias de lobo marino de California.

Se construyeron 240 modelos independientes para analizar individualmente la
relevancia de cada gen del MHC (tanto constitutivo como expresado) para la
presencia o ausencia de cada patdgeno en crias macho y en crias hembra (Anexos
1-4). Se encontraron asociaciones entre la presencia de un gen y la posibilidad de

presentar una infeccion (Cuadro 7). De esta forma se pudo inferir en qué porcentaje,
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la presencia o ausencia de un gen, se relacionaba con la probabilidad de estar

infectado por un patégeno dado (Figs. 9-12).

Se encontré evidencia de que genes especificos del MHC se relacionaban con el

establecimiento de la infeccién de patégenos especificos, de manera diferente en

hembras, como en machos (Cuadro 7 y Figs. 9-12).

Cuadro 7. Probabilidad de que la presencia de un gen se relacione con la presencia

de patdégenos especificos en crias de lobo marino de california. Los valores

significativos se encuentran en negritas.

Sexo

Hembras

Machos

Tipo de
diversidad
Constitutivo

Expresado

Constitutivo

Expresado

Gen

A

us]

® o

T

Patégeno
POX
POX

CsIRV
ZcPV-1
EBH
POX
CsIRV
CsIRV
OtHV-1
OtHV-1

CsIRV
CsIRV

CsIRV

CsIRV

CsIRV
OtAdV-1
OtAdV-1

ZcPV-1

Infectadas
Gen+ Gen-
18 0
18 0
7 3
0 6
25 1
13 4
7 0
2 5
4 0
5 0
11 1
1 11
12 0
8 4
10 2
3 20
19 4
0 1

No infectadas

Gen +
34

33

19

12

9

11

13

29

18

23

Gen -
5

6

0

11

18

13

11

17

Pr

0.267

0.189

0.027

0.049

0.017

0.011

0.038

0.089

0.184

0.227

0.047
0.047

0.08

0.044

0.014

0.024

0.141

0.029

Odds

Ratio
3.257
3.911

0.1

0.132
11.111
5.318

9.142

4.285

3.6

8.25
0.121

6.5

0.12

0.187

0.210

0.083

Intervalo de
confianza 95%
0.36 >3.25> 29.08
0.44 >3.91> 34.23
0.01>0.1>1.03
0.01>0.13>1.23
1.09 >11.11>113.06
1.38 >5.31> 20.48
0.90 >9.14> 92.39
10.6 >7> 81.68
0.43 >4.28> 41.95

0.4 >3.6> 32.36

0.82 > 8.25> 82.66
0.01>0.12>1.21

0.65 >6.5> 64.82

0.01>0.12>1.19

1.38 >9> 58.44

0.04 >0.18> 0.86

0.02 >0.21> 1.97

0.006 >0.08> 1.14
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Figura 8. Prevalencia de genes A, B, E, G y J del MHC constitutivos presentes y
ausentes en crias hembras de lobo marino de California, con relaciobn a las

infecciones por Parapoxvirus, CsIRV, ZcPV1y Streptococcus beta hemoliticos.
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Figura 9. Prevalencia de genes G, F e | del MHC expresados en crias hembras de
lobo marino de California, con relacion a la infeccion por Parapoxvirus, CsIRV y
OtHV-1.
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Figura 10. Prevalencia del gen B del MHC constitutivo en crias macho de lobo

marino de California, al haber infeccion por OtHV-1.
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Figura 11. Prevalencia de genes C, D, F, H y J expresados y no expresados en
machos, cuando fue detectado CsIRV, OtHV-1y ZcPV1.
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7. Discusion

7. 1. Las anomalias climaticas oceanogréficas y la conformacién constitutiva y
expresada del MHC clase Il

La primera hipotesis que se desafio fue que la constitucién y expresion del MHC
clase Il de las crias de lobo marino de California varia con las anomalias de la
temperatura superficial del mar que habia en el ambito hogarefio de las hembras

adultas durante las distintas etapas de la gestacion y el nacimiento.

Se esperaba que, de manera complementaria al andlisis de las ATSM, para las
muestras obtenidas de 2014-2019, hubiera diferencias significativas en la
constitucion o expresion del MHC clase Il, como consecuencia de las anomalias
positivas provocadas por La Mancha y ENSO (Elorriaga-Verplancken et al., 2016).
Sin embargo, se encontrd diferencias marginalmente significativas. Esto podria
indicar que el efecto provocado por los fendmenos de La Mancha y de ENSO, tanto
en magnitud como en extension, varié dentro de cada afio para el Archipiélago San
Benito y no se reflejé significativamente en el MHC clase Il por afio (Ramos-
Rodriguez et al., 2020).

No obstante, en todas las etapas de la gestacion y del desarrollo neonatal de las
crias se encontrd que la constitucion del MHC clase Il variaba en relacion con las
ATSM. En las crias, el MHC clase Il constitutivo surge por la recombinacion genética
del 6vulo y el esperma; esto sugiere que en crias, la alteraciébn de los genes
constitutivos del MHC clase Il es un efecto reproductivo (Schaschl et al., 2005). Es
decir, es posible que, se recombinen espermas de machos adultos con menor
variabilidad genética. Esto indica una posible sefial de mortalidad durante la
migracion en los machos adultos de mayor variabilidad genética por el aumento en
las ATSM del ecosistema marino (Altizer et al., 2013; Gearin et al., 2017). Esta
eliminacion de machos con mayor variabilidad genética abre un nicho para los
machos adultos con menor variabilidad genética que sobreviven ante el aumento en
las ATSM; sin embargo, los machos sobrevivientes heredan un menor repertorio

geneético a las crias.
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Por su parte, la diversidad expresada del MHC clase I, se relacion6 a las ATSM en
las primeras etapas de gestacion. Es plausible que, con el fin de prepararse para la
vida extrauterina, el genoma fetal sufra una remodelacién epigenética por la
vulnerabilidad a los factores ambientales maternos (Dahlen et al., 2013). Esto
sugiere que las sefales de las ATSM pueden actuar a través de sefales
epigenéticas intrauterinas (Bonasio et al., 2010; Odom and Taylor, 2010), y alterar
la expresion del MHC clase Il en neonatos (Zika and Ting, 2005; Wright and Ting,
2006; Odom and Taylor, 2010; Sandovici et al., 2012).
La hipoétesis de Barker se ha proporcionado como una explicacion a que, en el utero,
la exposicion al entorno materno afecta la salud y la enfermedad de los adultos
(Kimm, 2004) Se ha demostrado que el estado nutricional materno, el estrés y las
toxinas en fases gestacionales especificas puede alterar el comportamiento de la
descendencia (Welberg and Seckl, 2001; FISH et al., 2006; Breton et al., 2009). Se
cree que, en las dos primeras etapas de gestacion, la expresion del MHC es clave
para el proceso de formacion de los precursores de los linfocitos T (Anderson et al.,
1993), por lo que las ATSM ocurridas durante esta etapa podrian estar alterando la
expresion del MHC clase Il de las crias de lobo marino de California, lo que

corresponderia a lo que aqui se identifico.

También, se observo que en condiciones de ATSM negativas, mayor era la cantidad
de genes del MHC clase Il de las crias, tanto a nivel constitutivo como a nivel
expresado. A partir de estos resultados, se propone que, dado que en las ATSM
mas frias la productividad en el Archipiélago de San Benito es mayor, la
alimentacion de los lobos adultos se incrementa (Reimer et al., 2015; NOAA, 2017).
De esta forma, los machos adultos con buena calidad, teéricamente de mayor
variabilidad genética, serian mas dados a llegar a las zonas de reproduccion y
mantener sus territorios (Brown, 1997; Cotton et al., 2004; Eizaguirre et al., 2009; E
et al., 2017). Ademas, las madres tendrian buen estado nutricio y menor necesidad
de forrajear mas lejos para procurar comida, por lo que sus crias recibirian mas

energia (Garcia-Aguilar and Aurioles-Gamboa, 2003) permitiendo una mayor

55



expresion de genes del MHC clase Il en la etapa neonatal (Camus et al., 2019). Esto
es importante, ya que el reclutamiento de células presentadoras de antigeno y la
activacion de la expresion de genes del MHC clase Il demanda el suministro de
energia, un consumo alrededor de 5 ATP por enlace peptidico (Lévy et al., 1991;
Princiotta et al., 2003).

7. 2. El sexo en la relacion de la diversidad de genes expresados del MHC clase |l
y las anomalias climaticas

Aungque es mas evidente durante la etapa adulta, el dimorfismo sexual del lobo
marino de California también se observa en la etapa neonatal, en particular en una
tasa diferencial de crecimiento y acumulacion de grasa (Cappozzo et al., 1991), asi
como en la tasa metabdlica (Ono and Boness, 1996). Esto se debe, al menos en
parte, a que, durante la gestacion las madres destinan mas nutrientes a los fetos
macho, y durante la lactancia, las crias de este mismo sexo reciben méas leche de
la madre (Ono and Boness, 1996). En esta tesis se observd un dimorfismo sexual
temprano en pardmetros inmunes, que era observable solamente en términos de
las anomalias en la temperatura, y, también, en términos de la expresion de genes

particulares del MHC de clase Il ante la infeccion por patégenos especificos.

Se esperaba que en crias hembra y macho hubiera diferencias en la diversidad
expresada del MHC clase Il. Sin embargo, no se encontré evidencia de que machos
y hembras expresaran un nimero diferente de genes. Esto podria indicar que, para
ambos sexos, durante la etapa de neonatos en la que permanecen en la lobera y
solamente se alimentan de leche materna, la exposicion a antigenos es semejante,
y que la activaciéon de la expresion de los genes de MHC clase Il no difieren entre
sexos, al menos en esta etapa del desarrollo. Asimismo, se encontré que las
anomalias climaticas afectan la diversidad de los genes del MHC clase Il que son
expresados, disminuyendo la diversidad expresada entre mayor era la ATSM. Esto
no se observd para las hembras, lo que sugiere que, para las crias machos, los

desafios ambientales comprometen la diversidad de expresion del MHC clase |l
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durante la gestacion. Esto puede deberse a que las ATSM cambian la cadena trofica
y por ende el entorno nutricional (Banuet-Martinez et al., 2017), esto puede limitar
la ingesta de reservas y provocar un canje bioenergético entre la activacion de la
expresion (Camus et al., 2019), y formacion de una condicion corporal mayor (Ono
and Boness, 1996); sin embargo, es posible que la formacion de la condicidon
corporal sea favorecida. Ya que, una reduccion en la condicién corporal podria
representar, a largo plazo, un cambio mayor en el éxito reproductivo de los machos
(Trivers, 1996). Por su parte, las hembras presentan una respuesta mas plastica
ante desafios ambientales durante la gestacion y la etapa neonatal. Quizas esto se
deba a que en las hembras de especies sexualmente dimorfica no ocurra un canje
entre la activacion de la expresion y la inversion en rasgos sexuales (Parker et al.,
2021; Hangartner et al., 2022)

7.3. La composicion y diversidad del MHC clase Il en relacion con la condicion
corporal

En la tercera hipétesis se desafio si la condicion corporal de las crias predice la
expresion del MHC clase 1l del lobo marino de California. Esto se hizo tomando en
cuenta que la condicidon corporal es un buen indicador indirecto de las reservas
energéticas (Peig and Green, 2009). Dada la historia natural temprana de las crias,
la condicion corporal depende de Unicamente de las reservas acumuladas durante
la gestacion y luego del nacimiento, a la lactancia, ya que no comienzan a cazar su
alimento hasta los cinco o seis meses (Ono and Boness, 1996). En este sentido, la
condicién corporal y la energia disponible para realizar procesos metabdlicamente
demandantes, como el crecimiento y las respuestas inmunes (Demas et al., 2011)
de las crias dependen de la dieta de la madre (McClatchie et al., 2016). Bajo este
escenario, se esperaria una correlacion significativa entre la expresion del MHC
clase Il y la condicidn corporal, y esto se encontrd, donde las crias de menor
condicion corporal tienden a expresar menos genes del MHC. Esto refuerza la
evidencia de que la expresion del MHC des energéticamente demandante (Lévy et

al., 1991; Princiotta et al., 2003), y remarca la importancia de las condiciones
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ambientales a las que se enfrentan las madres lactantes para asegurar la

alimentacion de sus crias.

Resulta interesante observar que la relacion entre la diversidad de genes del MHC
clase Il que eran expresados y la condicion corporal de las crias no es lineal, sino
gue se encontrd que las crias con mejor condicion corporal tenian una diversidad
intermedia de genes del MHC clase Il que expresaban. Este resultado podria ser
evidencia de que la inversion energética en respuestas inmunes es hacia una
optimizacién, y no una maximizacion. El sistema inmune administra los recursos
energéticos disponibles para una expresion 6ptima del MHC clase Il, para asi
maximizar los beneficios asociados, minimizar los costos energéticos (Wegner et
al., 2003), y evitar riesgos de inmunopatologia (Gianfrani et al., 2018). Una
expresion de demasiados genes del MHC clase Il podria reducir los linajes de
células T (Kubinak et al., 2011). Si esto ocurriera, a largo plazo, el repertorio
antigénico de los linfocitos T y la habilidad de coordinar respuestas inmunes se
verian comprometidas (Goldrath and Bevan, 1999; Kubinak et al., 2011).

7. 4. La diversidad de genes del MHC clase Il constitutivos y expresados en los
leucocitos circulantes en relaciéon con la diversidad parasitaria y la presencia de
parasitos especificos

La cuarta hipé6tesis plantea que a mayor niumero de genes del MHC clase Il
expresados en leucocitos circulantes, menos diversidad parasitaria tendran en las

crias de lobo marino de California.

Se encontr6 que en los leucocitos circulantes la transcripcién relativa de los genes
del MHC clase Il eran mayores al haber presencia de CsIRV en el intestino. Aunque
no es posible determinar la causalidad, la relacion observada sugiere que hay un
proceso de reconocimiento de péptidos virales a través del MHC clase Il de las
células presentadoras de antigenos, como células dendriticas, que se sabe que
sobreregulan la expresion del MHC al haber procesado antigenos de rotavirus
(Rosales-Martinez et al., 2016; Holloway et al., 2018). Sin embargo, en esta tesis se

midio la expresion genética de células sanguineas, mientras que la infeccion de
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rotavirus se da en el epitelio intestinal. Es posible que algunos viriones logren entrar
en la circulacion sanguinea y, asi estimulen la expresién del MHC clase Il de los
leucocitos circulantes (Crawford et al., 2017). Alternativamente, es posible que la
infeccion intestinal con rotavirus se correlacione con la presencia de otro patdégeno,
agui no identificado, que sea la causa de la mayor expresion de los genes del MHC

clase Il en sangre.

No obstante, no todos los genes que se tienen son expresados en presencia de la
infeccion. Se observo que cuando hay infeccion de OtHV-1 y Streptococcus beta
hemolitico, se reduce ligeramente la expresion de los genes del MHC, que cuando
no hay infeccion. Esto sugiere dos escenarios posibles que no son mutuamente
excluyentes: 1) los animales infectados tienen menos recursos bioenergéticos para
destinar a la expresion, muy costosa, del MHC (Lochmiller and Deerenberg, 2000),
y 2) OtHV-1 y Streptococcus beta hemolitico cuentan con mecanismos para reducir
la expresion del MHC, como estrategia de evasion inmune (Zuo and Rowe, 2012).
Aunque esto no se ha reportado para las infecciones de Streptococcus beta
hemolitico en otras especies, si se han reportado mecanismos de evasion del
sistema inmune, como el escape a la opsonizacion o el secuestro y degradacion de
los componentes del complemento (Akesson et al., 2006; Hyams et al., 2010; Syed
et al., 2020).

Al explorar mas profundamente las asociaciones entre la presencia de genes
especificos del MHC clase Il y la ocurrencia de patdgenos, se observo que si existen
relaciones, y también que algunos patégenos pueden estar asociados con una
sobre o subexpresion de genes especificos del MHC clase |l para asegurar su
establecimiento (McClelland et al., 2003; Borghans et al., 2004).

Ademas, las hembras y machos pueden presentar, debido a sus historias de vida
diferentes, variaciones en sus respuestas inmunes (Klein and Flanagan, 2016).
Encontramos evidencia de genes constitutivos y expresados asociados con la

presencia de patdégenos especificos de forma diferente entre sexos.
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Primero, se encontrd6 que la ausencia de algunos genes del MHC clase Il se
asociaron a un mayor riesgo de infeccion por patégenos especificos. Por ejemplo,
la ausencia del gen ZacaDRB-B de crias hembras y la reduccion en la expresion del
gen ZacaDRB-H de crias machos esta asociado con mayor riesgo de infeccion por
ZcPV-1. Lo anterior sugiere que ZcPV-1 tiene mecanismos de interrupcion en la
expresion de genes particulares del MHC de clase Il. Se ha demostrado que la
proteina E5 del virus del papiloma humano tipo 16 altera la maduracion del antigeno
MHC de clase Il en queratinocitos de prepucio humano (Zhang et al., 2003),
creemos que este proceso podria tener relacion con la reduccion en la expresion
del MHC clase Il en el lobo marino de California. Sin embargo, se requiere de

estudios controlados para dilucidar el motivo de la subexpresion.

Segundo, se encontré que la presencia de algunos genes del MHC clase 1l se
asociaron a un mayor riesgo de infeccién. Este caso ocurrid con la infeccién por
OtHV-1, donde el establecimiento de OtHV-1 se relacion6 con la expresion de
ZacaDRB-G en las crias hembras y con la presencia de ZacaDRB-B en crias
machos. De acuerdo con Matzaraki y colaboradores (2017) la diversidad del MHC
es un factor de riesgo para infecciones que pueden estar involucradas en
enfermedades autoinmunes de mujeres (Matzaraki et al., 2017). Lo cual es
relevante para las crias hembras, ya que, OtHV-1 es un virus oncogénico y ha sido
correlacionado como factor de riesgo al cancer urogenital en lobo marino de
California(Bowen et al., 2005; Gulland et al., 2020).

Tercero, se observo que la presencia o ausencia de algunos genes del MHC clase
Il se asociaron a un mayor riesgo de infeccién por patdégenos especificos. Este
fenédmeno ocurrié en la infeccién por CsIRV, donde, al igual que con ZcPV-1y OtHV-
1, se hallaron patrones de configuracion del MHC clase Il diferenciales para crias
hembra y macho. Especificamente, en crias hembras la presencia del gen
ZacaDRB-J, la expresion de ZacaDRB-F y la ausencia de expresion del gen
ZacaDRB-I estaba asociado con un mayor riesgo de infeccién por CsIRV. Mientras

que, en machos, la expresion de los genes ZacaDRB-C, ZacaDRB-F, ZacaDRB-H

60



y ZacaDRB-J, con la ausencia de la expresado del gen ZacaDRB-D se relacion6
con un mayor riesgo de infeccién por CsIRV. Lo que plantea que, la interaccion de
multiples genes de susceptibilidad del MHC clase Il estan involucrados con el
establecimiento de patdgenos (Froeschke and Sommer, 2012). Posiblemente, los
efectos combinados de genes de susceptibilidad pueden influir en el fenotipo y la
gravedad de la enfermedad, de manera diferente en crias hembras y crias
machos(Acevedo-Whitehouse et al., 2018). No obstante, de acuerdo con
McClelland y colaboradores (2003), la combinacion de genes del MHC clase |l de

susceptibilidad tiene beneficios ante coinfecciones (McClelland et al., 2003).

En la cuarta asociacion, se observé un sesgo hacia crias hembras en las infecciones

por Parapoxvirus y Streptococcus beta hemolitico, no asi en machos.

Parapoxvirus se asoci6 a la presencia de ZacaDRB-A y ZacaDRB -E. Este sesgo
femenino de infeccién por Parapoxvirus se puede deber a los cambios en la
concentracion hormonal entre hembras y machos (Klein, 2000). En las hembras, los
estrogenos tienen efectos de sobre la produccién de citoquinas y quimioquinas que
promueven un ambiente antiinflamatorio (Fish, 2008), . Se ha reportado que, en
diferentes especies los machos y las hembras varian en su susceptibilidad a varios
virus de ADN y ARN, como el HSV-2, el VIH, el virus del sarampion, los hantavirus

y el virus de la estomatitis vesicular (VSV)(Klein, 2000)

Mientras tanto, la infeccion por Streptococcus beta hemolitico se asocié con la
presencia de ZacaDRB-G. Estadisticamente, la constitucion del gen ZacaDRB-G
confirié un riesgo de hasta 113 veces mayor de infeccion, que el carecer del gen.
Esto es relevante porque, adicional a OtHV-1, se trata de un patégeno que esta
fuertemente vinculado con el cancer urogenital (Bowen et al., 2005; Gulland et al.,
2020), sugerimos que, el mecanismo por el que Streptococcus beta hemolitico
subyace al cancer urogenital en crias de lobo marino se debe a la incidencia de
cuadros inflamatorios en cuello uterino que pueden provocar reacciones

autoinmunes (Cybulski et al., 2019).
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8. Conclusién

Con este estudio se ha demostrado que el aumento en las anomalias climaticas
modifica la conformacion constitutiva del MHC clase Il, posiblemente reflejando un
impacto en los apareamientos de la poblacién. Si, debido a la anomalia climatica los
machos de buena calidad genética son menos capaces de completar su migracion
reproductiva, y, como consecuencia, los machos de menor calidad son los que se

reproducen, heredaran a las crias su limitado repertorio.

Igualmente, se encontr6 evidencia de que en las primeras etapas de gestacion el
aumento en las anomalias climaticas cambia el patrén de expresion del MHC clase
Il de neonatos. Esto indica sefiales epigenéticas intrauterinas por la vulnerabilidad
a los factores ambientales maternos. Para las dos primeras etapas de gestacion, se
sugiere que la remodelacion epigenética ocurre durante la formacion de precursores

de linfocitos T que media el MHC.

Ademas, se observé que aumenta la cantidad de genes constitutivos y expresados
del MHC clase Il en condiciones de ATSM negativas. Esto corresponde al
afloramiento de aguas, donde las temperaturas frias, ricas en nutrientes, mejoran la
productividad y por ende la alimentacién de los lobos marinos de California. Asi, los
machos adultos de mayor calidad, normalmente con mayor variabilidad genética,
tendran mayor posibilidad de concluir su migracion para regresar a sus territorios, y
las hembras adultas tendrdn mejor nutricibn y disminucién en su esfuerzo de

forrajeo.

Se encontrd6 que en las etapas intrauterinas hay un dimorfismo sexual en la
expresion del MHC clase Il por influencia de las anomalias climéticas. Durante la
gestacion, los machos son susceptibles a los cambios en las ATSM, mientras que,

las hembras presentan una respuesta plastica ante los desafios climaticos.

También, se concluyd que la condicién corporal depende la expresion del MHC

clase Il. Se observo que en las crias de condicion corporal alta hay una expresion
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optima y no maxima de genes del MHC clase Il. Esto demuestra que la respuesta

inmune se enfoca en maximizar los beneficios y minimizar los costos energéticos.

Finalmente, se encontrd que existen cuatro tipos de asociaciones entre la presencia
de genes especificos del MHC clase Il y la ocurrencia de patdgenos, de forma
diferencial en sexos. las relaciones encontradas variaron de acuerdo con el

patégeno del cuél se trataba.

La primera asociacion se hall6 con la ausencia de genes, la segunda con la
presencia de genes, la siguiente con la combinacion de la ausencia y presencia de

genes y la dltima fue un sesgo de infecciones hacia hembras.

La infeccion de ZcPV1 se relaciond solo con la ausencia especifica de genes
constitutivos de hembras y de genes expresados en machos. Mientras que la
infeccion de OtHV-1 se asoci6 con la presencia particular de genes expresados de
hembras y genes constitutivos de machos. Por otro lado, la infeccién de CsIRV se
relacion6 tanto con la presencia como con la ausencia de genes especificos
constitutivos y expresados de hembras y machos. Finalmente, las infecciones de
Parapoxvirus y Streptococcus beta hemolitico tuvieron un sesgo hacia hembras con

la asociacion a genes constitutivos.

Dada la importancia del lobo marino de California como especie centinela del
ecosistema marino costero, los indicadores inmunes son un monitor de alerta
anticipada de los desafios que enfrenta fisiolégicamente y los posibles fenbmenos
gue puede haber en especies silvestres con una potencial relevancia para la

conservacion y manejo de sus poblaciones.
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Anexos
Anexo 1. Valores de significancia de la constitucién genética de las crias hembras de acuerdo al
modelo: Enfermedad ~ Presencia del Gen * Diversidad constitutiva

Enfermedad Presencia del gen Gen Diversidad Interaccion
Parapoxvirus A 0.04515* 0.24542 0.99993
B 0.73773 0.14143 0.02417*
Cc 0.85385 0.08557 0.2771
D 0.191 0.4913 0.9925
E 0.02727* 0.30541 0.99996
F 0.94669 0.1448 0.08287
G 0.9022 0.1045 0.1235
H 0.3811 0.2214
| 0.4986 0.1634 0.1306
J 0.7646 0.1638 0.832
Rotavirus del lobo A 0.22899 0.13771 0.01094*
marino de B 0.8679 0.0847 0.8933
California C 0.3778 0.1761 0.7949
D 0.8679 0.04766* 0.10939
E 0.9469 0.1072 0.1209
F 0.6402 0.1214 0.1222
G 0.19786 0.26189 0.09638
H 0.1382 0.2692
| 0.89278 0.02936* 0.36043
J 0.007825* 0.292155 0.999921
Adenovirus A 0.1656 0.9714 1
Otarino 1 B 0.4699 0.6676 0.3797
C 0.5428 0.8111 0.807
D 0.932 0.7411 0.2598
E 0.5428 0.9281 0.3308
F 0.2615 0.9784 1
G 0.47228 0.51024 0.05881
H 0.4309 0.926
| 0.4307 0.2823 0.2041
J 0.1656 0.8515 1
OtHV-1 A 0.5031 0.5849 0.0606
B 0.45171 0.63555 0.01359*
C 0.3178 0.9749 0.1872
D 0.35641 0.97282 0.01341*
E 0.1067 0.4014 1
F 0.2865 0.6749 0.1019
G 0.8994 0.4717 0.6196
H 0.5264 0.337
| 0.79286 0.48198 0.01501*
J 0.2654 0.3057 0.9999
Papilomavirus A 0.224 0.1963 0.9999
B 0.009889* 0.50182 0.999959
C 0.4105 0.4424 0.9891
D 0.4985 0.3744 0.3946
E 0.7806 0.266 0.4241
F 0.3259 0.2086 1
G 0.2709 0.5274 0.8233
H 0.4917 0.1298
| 0.3084 0.5727 0.3586
J 0.224 0.1282 1
Streptococcus A 1 0.8225 0.9441
beta B 0.2514 0.5253 0.5573
hemolitico C 0.06774 0.19517 0.52148
D 0.8022 0.95 0.808
E 1 0.824 0.1529
F 0.1955 0.6377 1
G 0.02078* 0.18471 0.78615
H 0.1336 0.6561
| 0.15374 0.05579 0.2784
J 1 0.81619 0.04904*
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Anexo 2. Valores de significancia de la constitucién genética de las crias hembras de acuerdo al
modelo: Enfermedad ~ Presencia del Gen * Diversidad expresada

Enfermedad Presencia del gen Gen Diversidad Interaccién
Parapoxvirus A 0.3085 0.2133 0.1386
B 1 0.06086 0.76259
C 0.5245 0.3681 0.5145
D 0.68227 0.17423 0.07688
E 0.7469 0.2412 0.1399
F 0.7222 0.2733 0.6256
G 0.009992* 0.901839 0.749559
H 0.2444 0.4385 0.8928
I 0.607 0.3225 0.9924
J 0.70788 0.09664 0.60439
Rotavirus del lobo A 0.6556 0.3196 0.2851
marino de B 0.2235 0.8771 0.2702
California c 0.8875 0.3212 0.3898
D 0.2723 0.2256 0.3943
E 0.8485 0.3615 0.3141
F 0.004801* 0.434787 0.999969
G 0.4231 0.2171 0.1409
H 0.9475 0.3495 0.3522
I 0.03146* 0.96837 1
J 0.8875 0.19841 0.09044
Adenovirus A 0.23998 0.07278 0.29987
Otarino 1 B 0.82374 0.07015 0.07959
c 0.22025 0.28409 0.02822*
D 0.9742 0.1049 0.2879
E 0.9742 0.1036 0.493
F 0.23998 0.25784 0.05347
G 0.527027 0.138223 0.006792*
H 0.58175 0.13072 0.02359*
I 0.225 0.1812 0.9999
J 0.90057 0.04661* 0.16044
OtHV-1 A 0.7363 0.5259 0.4825
B 0.5361 0.7959 0.6578
c 0.4237 0.9415 0.8937
D 0.6209 0.5196 0.4729
E 0.5268 0.4509 0.4254
F 0.7363 0.6433 0.2906
G 0.0356* 0.8002 1
H 0.1038 0.1321 0.1483
I 0.4231 0.4201 1
J 0.2707 0.9563 0.3475
Papilomavirus A 0.241863 0.855411 0.005862*
B 0.1245 0.5599 1
c 0.7689 0.8631 0.1425
D 0.4888 0.8499 0.6523
E 0.55213 0.78082 0.05836
F 0.3627 0.7576 0.6332
G 0.48876 0.5633 0.08401
H 0.8922 0.7796 0.2892
I 0.2176 0.91 1
J 0.2006 0.1226 0.38
Streptocuccus A 0.856 0.1624 0.1948
beta B 0.62087 0.17654 0.05511
hemolitico c 0.1717 0.4995 0.9367
D 0.7251 0.1481 0.1434
E 0.6359 0.1217 0.607
F 0.1351 0.5217 0.803
G 0.09486 0.45204 0.74521
H 0.82643 0.15378 0.09053
I 0.66791 0.09575 0.15616
J 0.429051 0.244512 0.003843*
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Anexo 3. Valores de significancia de la constitucion genética de las crias macho de acuerdo al
modelo: Enfermedad ~ Presencia del Gen * Diversidad constitutiva

Enfermedad Presencia del gen Gen Diversidad Interaccién
Parapoxvirus A 0.07015 0.81788 0.30478
B 0.5993 0.1538 0.8898
C 0.7834 0.3156 0.5439
D 0.1104 0.8206 0.5419
E 0.85087 0.31445 0.02586*
F 0.1156 0.1613 1
G 0.94776 0.12998 0.01148*
H 0.2684 0.2137
| 0.1992 0.6736 0.5786
J 0.44908 0.47825 0.06442
Rotavirus del lobo A 0.1228 0.5928 1
marino de B 0.54771 0.08874 0.07214
California C 0.23135 0.39345 0.03832*
D 0.85851 0.09175 0.1111
E 0.70938 0.20001 0.01818*
F 0.1839
G 0.4146 0.2697 0.5474
H 0.1839
| 0.06062 0.68909 0.09498
J 0.0557 0.7747 1
Adenovirus A 0.8269 0.5317 0.8129
Otarino 1 B 0.631 0.354 0.4803
C 0.8269 0.5217 0.7498
D 0.9783 0.4446 0.3097
E 0.45314 0.67019 0.03854*
F 0.5118
G 0.8615 0.4286 0.7108
H 0.5118
| 0.1838 0.9573 0.7449
J 0.4531 0.8162 0.9311
OtHV-1 A 0.2116 0.0142* 1
B 0.03763* 0.04375* 0.99988
C 0.21162 0.01504* 1
D 0.761367 0.001055* 0.99997
E 0.42403 0.009537* 1
F 0.006729*
G 0.3533 0.01088* 0.99983
H 0.006729*
| 0.05425 0.04133* 0.99986
J 0.42403 0.009606* 1
Papilomavirus A 0.7126 0.7215 1
B 0.2918 0.8878 1
Cc 0.0503 0.02529* 0.99997
D 0.3173 1 1
E 0.649 0.709 1
F 0.6245
G 0.5959 0.8315 1
H 0.6245
| 0.3727 0.9306 1
J 0.649 0.7586 1
Streptococcus A 0.753 0.4583 0.9814
beta B 0.7725 0.3159 0.8502
hemolitico c 0.1135 0.9577 0.4799
D 0.8558 0.4036 0.9218
E 0.41497 0.57855 0.05811
F 0.424
G 0.8017 0.3618 0.1501
H 0.424
| 0.3851 0.6876 0.3722
J 0.6976 0.17285 0.09603
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Anexo 4. Valores de significancia de la constitucion genética de las crias macho de acuerdo al
modelo: Enfermedad ~ Presencia del Gen * Diversidad expresada

Enfermedad Presencia del gen Gen Diversidad Interaccién
Parapoxvirus A 0.9131 0.1218 0.2895
B 0.9629 0.0492* 0.1897
o] 0.09576 0.87102 0.16475
D 0.4426 0.2436 0.31
E 0.27828 0.06519 0.81268
F 0.5987 0.2083 0.3154
G 0.2339 0.4634 0.0639
H 0.5453 0.2277 0.7931
| 0.424417 0.284243 0.009203*
J 0.7183 0.1809 0.7461
Rotavirus del lobo A 0.268 0.2031 0.2449
marino de B 0.63205 0.06015 0.43744
California C 0.03847* 0.69507 0.51256
D 0.03847* 0.04903* 0.04877*
E 0.268 0.1815 0.4884
F 0.00726* 0.72682 0.99998
G 0.1772 0.2834 0.604
H 0.0079334* 0.0008405* 0.9999104
| 0.11343 0.3554 0.09625
J 0.01165* 0.56932 0.63896
Adenovirus A 0.7743 0.3979 0.9588
Otarino 1 B 0.1837 0.6055 0.91
C 0.3017 0.81612 0.06147
D 0.02331* 0.62667 0.39197
E 0.6993 0.2313 0.2767
F 0.07787 0.01598* 0.27968
G 0.5682 0.5109 0.3494
H 0.02593* 0.8243 0.99999
| 0.3829 0.6928 0.2128
J 0.12093 0.02888* 0.14925
OtHV-1 A 0.4313 0.8922 0.5064
B 0.3137 0.8764 1
C 0.7793 0.441 0.176
D 0.6899 0.7772 0.4451
E 0.9118 0.732 0.829
F 0.2569 0.3461 1
G 0.1738 0.2026 0.9999
H 0.4197 0.9462 0.7353
| 0.05235 0.48842 0.99998
J 0.5317 0.3914 0.4874
Papilomavirus A 0.09353 0.53365 0.99997
B 0.624 0.1483 1
Cc 0.09353 0.64569 0.99998
D 0.4335 0.1052 0.9999
E 0.4335 0.0679 1
F 0.51781 0.00434* 0.99999
G 0.05954 0.84643 0.99999
H 0.04403* 0.03392* 0.99995
| 0.3965 0.2024 1
J 0.300305 0.006234* 0.999971
Streptoouccus A 0.1143 0.8165 0.4073
beta B 0.7737 0.4044 0.0613
hemolitico C 0.8607 0.3986 0.3649
D 0.4153 0.5747 0.4529
E 0.668 0.55318 0.01734*
F 0.2474 0.1133 0.211
G 0.09917 0.6556 0.80671
H 0.1753 0.7695 0.1964
| 0.6813 0.5529 0.2907
J 0.17544 0.05649 0.41945
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