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GLOSARIO

Analisis de densidad por Kernel: Son un método de estimacién de densidad que
permite solucionar las limitantes de otros andlisis de distribucion de datos como los
histogramas y los poligonos de frecuencia. Las limitantes de dichos métodos incluyen el

punto de origen, la discontinuidad y el ancho de banda/intervalo fija/o.

Ballena madura: Individuo foto-identificado con una edad minima de 5 afios, edad
considerada a partir de una hembra conocida desde cria, y que a la edad real de 5 afios

fue vista con su propia cria (Gendron, Com. Pers).

Ballena lactante: Ballena en periodo de lactancia caracterizada por estar acompafiada

de una cria.

Cria: Ballena recién nacida o con una edad menor a 7 meses, se encuentra aacompafada

de un adulto, que suponemos es su madre.

Edad minima: Edad considerada a partir del afio en que una ballena azul es foto-

identificada.

EIA: Es un método que utiliza una enzima unida covalentemente a un anticuerpo como
marcador, se utiliza para la determinacién cuantitativa de sustancias quimicas a partir de

las propiedades especificas de la union entre un antigeno y su correspondiente anticuerpo.

Espectro de masas: Es un gréfico de barras, en el que cada una de las barras
corresponde a un i6n. La informacion proporcionada incluye la relacion masa/carga (m/z)

y la intensidad relativa de cada sefial.
Foto-identificacion: Identificacion de individuos mediante fotografias. Para las ballenas

azules se usa la comparacion de manchas en el dorso, ya que cada individuo tiene un

patron de pigmentacion uUnico desde el nacimiento.
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Gonadas: Son los 6rganos reproductores, los cuales producen los gametos, o células

sexuales. También desempefian una funcién hormonal, por lo cual también se les llama

glandulas genitales.

Hormonas esteroides: Son hormonas lipofilicas derivadas del nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno y son sintetizadas a partir del colesterol. En los mamiferos

cumplen importantes funciones como de regulacién, estructurales y hormonales.

Hormonas de referencia: Hormonas esteroides utilizadas para contrastar sus espectros
con los espectros obtenidos para muestras de ballena azul y de esta forma identificar los

picos de cada una de las hormonas esteroides.

Rango de sensibilidad: Es el limite minimo de deteccién de un sistema, en este caso del

inmunoensayo enzimatico.
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RESUMEN

El presente trabajo evalla el potencial de la cuantificacion de las hormonas
esteroides como indicadores del estado reproductivo de las ballenas azules del Golfo de
California. Se cuantificaron los contenidos hormonales de progestagenos, andrdgenos,
estrogenos y glucocorticoides por medio de la técnica de inmunoensayo enzimatico (EIA)
en 71 biopsias de grasa de ballenas azules foto-identificadas a lo largo del Golfo de
California entre enero y abril de las temporadas 2002 a 2008, y de las cuales se tienen
datos de sexo, edad minima y en algunos casos el estado reproductivo. Los resultados
mostraron asociaciones entre las hormonas esteroides, asi como diferencias en las
concentraciones con respecto al sexo. Se encontré una proporcion andrégenos/estrégenos
mayor en hembras con respecto a los machos. También se presenté una diferencia
significativa en la concentracion de glucocorticoides (n=77; H= 10.79 P=0.0010), siendo
los machos quienes presentaron las mayores concentraciones. Con respecto al estado
reproductivo, las crias tuvieron las mayores concentraciones y variaciones para todas las
hormonas esteroides, mientras las hembras lactantes, formaron el grupo mas homogéneo
con las menores variaciones intra grupo, siendo mas evidente en los progestagenos y los
estrogenos. Las relativamente bajas concentraciones de progestagenos cuantificadas en
las hembras sugieren que ninguna de las 34 hembras analizadas pudiera estar prefiada.
En los machos se observd una tendencia hacia una menor concentracion de los
andrégenos en relacion al estado reproductivo, donde las crias mostraron la mayor
concentracion y los machos maduros las menores concentraciones. Dentro de las muestras
analizadas, se encuentra la de una madre y su cria, las cuales presentaron
concentraciones muy similares para todas las hormonas cuantificadas, indicando la
transferencia de hormonas via lactancia. Finalmente, los resultados obtenidos fueron
validados mediante andlisis por Cromatografia Gases-Masas en muestras representativas
para cada estado reproductivo, verificando asi la presencia de las hormonas esteroides en
la grasa de la ballena azul. El contenido de hormonas esteroides en este trabajo es similar
al reportado para la ballena franca (Eubalaena glacialis) y representa el primer trabajo

sobre valoracion de hormonas esteroides para la ballena azul.




SUMMARY

The present study assesses the potential of steroids hormones quantification as
indicators of the reproductive status of blue whales in the Gulf of California. Progestins,
androgens, estrogens and glucocorticoids were quantified using enzyme immunoassay kits
(EIA) in 71 biopsies of fat of photo-identified blue whales obtained along the Gulf of
California between January and April 2002 to 2008 and from which we have data of sex,
minimum age and in some cases their reproductive status. The results showed
associations between steroids hormones as well as differences in the concentrations with
respect to sex. The ratio of androgen to estrogen concentration was higher in females
compared to males. A significative difference in the concentration of glucocorticoids (n=
77; H=10.79 P=0.0010) was found with males having the highest concentrations. With
regard to reproductive status, calves had the highest concentrations and variations for all
steroids hormones, while lactating females formed the most homogeneous group with the
lowest intra-group variation, being more evident in the estrogens and progestins. The
relative low progestins”s concentrations in the females, suggest that none of the 34
females analyzed were pregnant. In the males, there was a trend towards lower
concentrations of androgens with respect to reproductive status with the calves showing
the highest concentrations, and the mature males the lowest concentrations. Among the
samples, there were samples from a female and her calf that showed very similar
concentrations for all quantified hormones, indicating the transfer of these hormones via
milk fat. Finally, the results were validated by the analysis Gas Chromatography-Mass
Spectrometry on representative samples of each reproductive category verifying in that
way the presence of steroid hormones in the fat of the blue whale. The content of steroids
hormones in blue whale fat biopsies is also similar to that reported in the right whale
(Eubalaena glacialis) and it represents the first study on the content of steroids hormones

in the blue whale.
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INTRODUCCION

La ballena azul (Balaenoptera musculus), la mas grande de las ballenas barbadas
(Familia Balaenopteridae), es una especie con una distribuciéon cosmopolita. Realiza una
migracion anual que va de zonas de alimentacion en latitudes altas durante el verano,
hacia zonas de alta productividad en latitudes bajas durante el invierno (Reeves et al.,
1998). Al igual que ocurre con otros balenopteridos, los habitos migratorios de la ballena
azul, gran velocidad de nado, y agregaciones en grupo poco frecuentes, han limitado su

estudio, por lo que existe poca informacién sobre su historia de vida (Gendron, 2002).

El Golfo de California (GC) representa una zona de gran importancia para la ballena
azul ya que es una zona de congregacion durante el invierno, donde la especie se
alimenta y lleva a cabo actividades reproductivas como crianza y posiblemente
apareamiento (Yohem y Leatherwood, 1985; Gendron, 2002). Lo anterior ha permitido
obtener informacion asi como inferir algunos parametros poblacionales de la especie
mediante la técnica de foto-identificacién, sin embargo, su distribucién oceénica y habitos

poco gregarios, limitan el alcance de esta técnica (Gendron, 2002).

Con respecto a la biologia reproductiva de la ballena azul mucho de lo que se
conoce actualmente se debe a pardmetros reproductivos que fueron obtenidos durante el
periodo de la caza moderna, hasta su proteccion por la Comisidn Internacional Ballenera
(IWC) en 1965 (Reeves et al., 1998). Informacibn mas reciente, es la obtenida por
Gendron (2002) para las ballenas azules del GC, donde se obtuvieron algunos paradmetros
poblacionales como la tasa reproductiva anual, la proporcion entre sexos y el intervalo de
crianza. Pero como ocurre con gran parte de las especies en vida libre y en particular con
los cetaceos, la obtencion de datos para la ballena azul que permitan responder cuestiones

relacionada con su reproduccién es alin escasa.

En la actualidad, una alternativa para describir procesos endocrinos, mismos que
reflejan respuestas fisiologicas y conductuales como aquellas que ocurren durante la
reproduccién, es la cuantificacion de hormonas esteroides como por ejemplo en excretas

de animales de vida silvestre (Pietraszek y Atkinson, 1994; Voigt et al., 2004) y grasa
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(Tsujioka, 1992), por mencionar algunos ejemplos. Sin embargo, esta técnica ha sido poco
utilizada en estudios de cetaceos, ya que sus habitos acuaticos y su comportamiento,
restringen la toma de muestras para valoracion hormonal (Rolland et al., 2005; Hunt et
al., 2006).

Otra forma de obtener muestras en cetaceos, es la toma de biopsias de piel y
tejido graso. El tejido adiposo en la ballena azul, como en otros mamiferos, acumula
sustancias lipofilicas, contaminantes plaguicidas organoclorados y bifenil policlorados
(Metcalfe et al., 2004; Valdez-Marquez et al., 2004; Flores-Lozano, 2006), asi como
hormonas (Mansour et al., 2002; Kellar et al., 2006). Estos ultimos estudios mostraron una

relacion entre altas concentraciones de progesterona y la gravidez en cetaceos.

El presente trabajo explora el uso de biopsias para la descripcion del contenido de
hormonas esteroides en grasa de ballena azul del Golfo de California, lugar de importancia
por ser reconocido como una zona de crianza para la poblacion del Pacifico Noreste y
donde se observan hembras lactantes con sus crias, hembras y machos adultos e
inmaduros (Gendron, 2002). Este trabajo evalGa los contenidos hormonales en muestras
de grasa de 71 ballenas azules que visitaron el GC durante las temporadas 2002-2008.
Con base en los historiales de vida de los individuos foto-identificados por un monitoreo
continuo realizado por el CICIMAR-IPN desde 1993, se consideran ademas aspectos
biolégicos de edad minima, sexo y en el caso de las hembras, lactancia por la presencia de

crias.



ANTECEDENTES
Distribucion, migraciéon y abundancia de la Ballena Azul

La ballena azul presenta una distribucién cosmopolita. En el Pacifico Nororiental se
distribuye desde la region sur de las Islas Aleutianas y el Golfo de Alaska hasta la regién

del Domo de Costa Rica (Reilly y Thayer, 1990; Reeves et al., 1998).

Las ballenas azules que visitan aguas mexicanas durante el invierno, se distribuyen
principalmente en la costa occidental de la Peninsula de Baja California (BC) y el Golfo de
California (GC) (Gendron, 2002). Estos movimientos dentro y fuera del Golfo estan
claramente relacionados con un cambio en la productividad del océano en la regién
(Gendron, 2002). En contraste, las mayores concentraciones durante el verano se

registran en la costa central de California donde se alimentan (Fiedler et al. 1998).

El Golfo de California es reconocido como una zona de crianza y probablemente de
nacimiento para la ballena azul, idea que se ve fortalecida por el hecho de que se cuenta
con el registro fotografico de una ballena azul que nacié durante el invierno de 2006 en el
Golfo de California (GC) (Gendron, Com. Pers. *). Las madres lactantes y sus crias se
encuentran dentro del Golfo de California entre diciembre y mayo, prefiriendo las zonas

cercanas a la costa; al igual que otras ballenas barbadas (Gendron, 2002).

El comportamiento reproductivo de la Ballena Azul ha sido poco estudiado hasta el
momento, sobretodo en lo que respecta al comportamiento de cortejo (/. e., parejas o
trios). Sin embargo, con base en lo que se sabe sobre el tiempo de gestacion, el intervalo
de crianza y la alta ocurrencia de pares de individuos en la costa oeste de la Peninsula de
Baja California en comparacion con el GC, se sugiere que el periodo de cortejo y
apareamiento ocurre en los meses de marzo y abril, cuando las ballenas salen del GC y se

dirigen hacia la costa occidental de la peninsula (Gendron, 2002).

*Diane Gendron, Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Instituto Politécnico Nacional, Apdo. Postal
592, La Paz, Baja California Sur, México. C. p. 23096.



La Biologia reproductiva de la Ballena Azul

Su periodo de reproduccidon es aproximadamente de seis meses sin que se
presenten periodos intermedios, aunque, basado en el tamafio de los fetos y temporada
de capturas, se ha sugerido también que las ballenas azules quizas no tuvieran un periodo
de reproduccion marcado, sino que pudiera ocurrir durante todo el afio (Tomilin, 1967).
Las hembras paren una cria cada dos o tres afios tras un periodo de gestacion de 10 a 12
meses (Lockyer, 1984), al cabo del cual las crias nacen entre 6 y 7m de longitud y son
destetadas cuando miden aproximadamente 16m; longitud que corresponde a individuos
de aproximadamente 6-7 meses de edad (Lockyer, 1984). ElI destete ocurre
probablemente durante la migracibn hacia las zonas de alimentacién (Yochem vy
Leatherwood, 1985).

La edad de madurez sexual no ha sido establecida con precision, sin embargo se
estima entre los 5-15 afios; aunque se piensa que lo mas comin es que alcancen la
madurez sexual entre los 8 y los 10 afios para ambos sexos (Sears, 2002). Esto se
corroboré cuando se registré por primera vez a una hembra foto-identificada como cria en
el Golfo de California, la cual fue foto-recapturada 5 afios después con su propia cria
(Gendron, et al., 2006). La longitud a la cual las ballenas azules alcanzan la madurez
sexual varia entre ambos hemisferios. En el Hemisferio Norte, las ballenas que han
alcanzado la madurez presentan una longitud que va de los 21-23m para hembras y 20m
en los machos. En contraste, en el Hemisferio Sur la longitud que alcanzan las ballenas
sexualmente maduras varia entre los 23-24m para las hembras y los 22m para los machos
(Sears, 2002).

Las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son compuestos de naturaleza lipidica, se caracterizan
por una  estructura basica de cuatro anillos  fusionados llamados
ciclopentanoperhidrofenantreno, la diferencia entre cada una de las hormonas esteroides

radica en la estructura de sus cadenas laterales (Senger, 2003). Tienen como precursor al



colesterol (molécula de 27 atomos de carbono), y son sintetizadas a partir de éste via

accion enzimatica (Senger, 2003).

La progesterona (P,) se biosintetiza a partir de la pregnenolona en las células
esteroidogénicas, la cual ademas de tener funciones biol6gicas, actia como prohormona
para la formacién de otras hormonas esteroides como los corticosteroides en las glandulas
adrenales, y los andrégenos en las génadas (Yen et al., 2001; Senger, 2003). A su vez, el
andrégeno testosterona (T), actia como metabolito intermediario para la formacién de
17R-estradiol (E;), principal hormona sexual femenina, por medio de un proceso de

sintesis llamado aromatizacion (Yen et al., 2001).

Las hormonas esteroides cumplen la funcién de un regulador biol6gico ya sea
estimulando o inhibiendo procesos bioquimicos en el organismo; son sintetizadas vy
secretadas en las glandulas adrenales, las génadas, la placenta, y el cerebro (Kardong,
1999). Son transportadas por medio del torrente sanguineo para ejercer un efecto
especifico en otro tejido u érgano blanco, ya sea de forma libre, o bien, unidas a una

proteina plasmatica (Yen et al., 2001).

Los glucocorticoides son hormonas esteroides sintetizados por las glandulas
adrenales, dentro de estos se encuentra el cortisol, hormona cuya produccion es
estimulada por el estrés fisico, emocional o psicolégico, asi como por la hipoglucemia
(Turner et al.,, 2003; Okeudo y Moss, 2005). Dentro de sus funciones biolégicas se
encuentra el metabolismo de los hidratos de carbono y mantenimiento de la lactancia
(Stelwagen et al., 1998; Kardong, 1999).

Las hormonas esteroides sexuales (HES), por otro lado, son las encargadas de
regular la actividad reproductiva, ya que producen cambios en diversos tejidos, asi como
en el comportamiento de los individuos (Salame-Méndez et al., 2003(a)). La P, es un
esteroide producido en las génadas, glandulas suprarrenales y la placenta. Cuando es
producida por el cuerpo luteo, y durante el embarazo por la placenta, tiene como
funciones bioldgicas permitir la implantacion del ovocito fecundado, y el mantenimiento

del embarazo (Senger, 2003; Salame-Méndez et al., 2004). Entre sus otras funciones se



encuentra la estimulacion de la glandula mamaria durante la lactancia, la estimulacion de
la temperatura corporal basal; junto con los estrégenos induce el comportamiento sexual,

y en concentraciones elevadas inhibe el estro (Senger, 2003).

El E; promueve el desarrollo folicular y actia como un factor luteotropico,
luteolitico, o ambos. El E;, y la P4, coordinadamente con las gonadotropinas (hormona
estimulante del foliculo, FSH y hormona luteinizante LH, por sus siglas en inglés
respectivamente) regulan el ciclo estral o menstrual que consta de foliculogénesis y
ovulacion. Ademas, el E, junto con la P, facilitan la migracion del embrién por el

endometrio (Salame-Méndez et al., 2003(b)).

La testosterona al igual que otras hormonas esteroides, regula diversos procesos
biolégicos; su produccion se coordina con el sistema nervioso central por medio del eje
hipotadlamo-hipofisis-testiculo. Andrégenos como la T provocan en el hipotdlamo la
secrecion del factor liberador de gonadotropinas (GnRH), que en la hipéfisis regula la
secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La FSH
y la T coordinan la espermatogénesis en las células de Sertoli y la LH la produccién de T
en las células de Leydig (Salame-Méndez et al., 2003(b)). La T ademas, actia en el
establecimiento de los érganos accesorios y estimula el crecimiento corporal modulando el
desarrollo muscular y 6seo. Asimismo esta hormona regula, junto con otras hormonas, el

despliegue de la conducta sexual (Salame-Méndez et al., 2003(a)).
Estudios sobre hormonas en mamiferos marinos

La mayor parte de los estudios que existen sobre hormonas en mamiferos marinos
han sido realizados en pinnipedos mediante andlisis sanguineos (Boyd 1984; Reijnders
1990; Atkinson y Gilmartin, 1992). Ademas de estos estudios se han utilizado otras
técnicas en muestras de orina, saliva, citologias vaginales y conductividad eléctrica; las
cuales reflejan cambios fisioldgicos asociados con los ciclos estrales (Robeck et al, 1993;
Pietraszek y Atkinson, 1994). Sin embargo, aunque estos métodos son exactos para
determinar el estado reproductivo, no todos se pueden utilizar facilmente en el estudio de

animales en vida libre (Pietraszek y Atkinson, 1994).



En lo que respecta a la reproducciéon en cetaceos la mayor parte de la informacion
disponible proviene de estudios realizados a partir de cortes histolégicos de goénadas,
mediciones de la masa gonadal o informacién sobre érganos sexuales de individuos
varados o capturados por actividades de pesqueria (Slijper, 1979; Martin et al., 1987). Por
ello la determinacion de las concentraciones de hormonas sexuales para caracterizar y
especificar la funcion reproductiva apenas han sido desarrolladas debido a la dificultad que

representa la toma de biopsias (Desportes et al., 1994).

Pese a esta dificultad inherente a la toma de biopsias en cetaceos que se
encuentran en vida libre, la reciente aplicacion de nuevas técnicas, como el
radioinmunoensayo para la deteccién en sangre de hormonas gonadales y de la pituitaria,
ha favorecido el incremento en el conocimiento disponible sobre la fisiologia de la
reproduccién de cetaceos. Por ejemplo, el estudio semanal de muestras de sangre
tomadas en delfines mantenidos en condiciones de cautiverio, ha probado ser de gran
utilidad para describir las concentraciones hormonales en eventos tales como la ovulacién
y la gravidez (Sawyer-Steffan et al., 1983). Asimismo, otras técnicas como la aplicada por
Robeck et al. (1993), han servido para determinar algunos parametros reproductivos a
partir del monitoreo diario de metabolitos esteroides y gonadotropinas en orina, obtenidas
de orcas (Orcinus orca) mantenidas en condiciones de cautiverio, donde gracias a un
analisis diario de las muestras de orina, llevado a cabo durante varios ciclos estrales, se
determind que la duracion promedio del ciclo estral para esta especie es de 41.6 + 6.72

dias.

En otro estudio, dado que los cambios en la masa testicular y la concentracién de
hormonas se relacionan con el estado gonadal desde el nacimiento hasta la adultez,
Desportes et al. (1994) determinaron las concentraciones de testosterona en plasma en
machos de ballenas piloto (Globicephala melas), y las relacionaron con el peso de la masa
testicular; encontrando que en individuos jovenes, las concentraciones de testosterona
fueron indetectables (menos de 1ng mil™t), mientras que para individuos adultos las

concentraciones fueron muy variables (desde 1ng ml™* a 22 ng ml™).
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Entre los estudios realizados en misticetos, se encuentra el realizado por Olaffson y
Kjeld (1986), quienes determinaron por medio de la técnica de Radioinmunoensayo (RIA)
niveles hormonales en ballenas de aleta (Balaenoptera physalus). A partir de muestras de
sangre en individuos obtenidos por la caza comercial, se determin6 la utilidad de la
cuantificacion hormonal en la evaluacién del desarrollo sexual, y la gravidez en esta
especie. Encontraron que las concentraciones de testosterona en el suero (0.1 — 24.2
nmol/L) reflejan la actividad gonadal en los machos, mientras que las concentraciones de
progesterona (0.1 - 135 nmol/L) reflejan la actividad de cuerpos liuteos en los ovarios, y
de la placenta, mismas que fueron utilizadas para dividir a las hembras en tres grupos:
hembras de todas tallas, inmaduras y algunas que pudieron ser maduras (0.1 — 1.0
nmol/L); hembras de tallas mas grandes, maduras pero no gravidas (1.1 — 10.0 nmol/L); y

hembras con fetos (> 10.1 nmol/L).

La determinacion de hormonas sexuales para esta especie fue nuevamente realizada
por Kjeld et al. (1992), los cuales permitieron concluir que las concentraciones de estas
hormonas pueden ser valiosas en la estimacion de parametros reproductivos para ballena
de aleta. Entre los resultados que obtuvieron, altas concentraciones de progesterona (10
nmol/L) fueron indicativos de gravidez, mientras que valores inferiores a 0.1 (nmol/L)

correspondieron probablemente a hembras jévenes sexualmente inmaduras.

La evaluacién de hormonas por medio de técnicas no invasivas ha sido ampliamente
utilizada (Wasser et al, 1996; Dloniak et al, 2004; Soto et al, 2004; Sanson et al, 2005) sin

embargo, su aplicacién en mamiferos acuaticos ha sido muy limitada.

Mediante la misma técnica utilizada por Kjeld et al. (1992), pero aplicada en
excretas de cetdceos Rolland et al. (2005) realizaron la cuantificacion de metabolitos de
hormonas sexuales (progestagenos, andrégenos y estrégenos) en heces fecales de ballena
franca (Eubalaena glacialis). Comparando los resultados con aquellos obtenidos por foto-
identificacion, encontraron que la cuantificacién de estas hormonas puede ser utilizada en
la evaluacion de su estatus reproductivo. Hunt et al. (2006) evaluaron para la misma
especie la confiabilidad de utilizar la cuantificacion de metabolitos de glucocorticoides

(corticosterona y cortisol) en heces fecales, asi como la relacién entre la concentracion de



estos metabolitos con el género, edad, y estatus reproductivo de individuos con historias
de vida conocidas. Los resultados demostraron que esta cuantificacion es de utilidad para
diferenciar entre edades, sexos y categorias, ademas de que estos metabolitos presentan

una alta asociacién con las hormonas sexuales.

El tejido adiposo es un tejido dinamico que puede reflejar el estado nutricional y la
historia de vida de los individuos. Se conoce ademas que este tejido acumula hormonas
esteroides (Hamudikuwanda et al., 1996). Lo anterior ha llevado a que recientemente se
considere la cuantificaciébn de algunas hormonas como la progesterona en la grasa
obtenida a partir de biopsias como una alternativa practica en la determinacién del estado
de gravidez en cetaceos de vida libre. Mansour et al. (2002) evaluaron la concentracion de
progesterona en grasa a partir de organismos capturados de ballenas minke (Balaenoptera
acutorostrata). Determinaron que altas concentraciones de progesterona permiten
diferenciar entre hembras gravidas y aquellas que no lo estan. Posteriormente, Kellar et al.
(a)(2006) utilizaron igualmente grasa para determinar por medio de la técnica de
inmunoensayo enzimatico (EIA) los niveles de progesterona en tres especies de delfines.
Encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de hembras gravidas y
aquellas que no lo estaban; ademads, encontraron que la concentracién de dicha hormona
no depende de la zona del cuerpo de la cual se obtiene la biopsia. Posteriormente, estos
mismo autores (Kellar et al., 2006 (b)) evaluaron las concentraciones de testosterona para

delfines machos, encontrando una relacion de esta hormona con el estado reproductivo.
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JUSTIFICACION

La biologia reproductiva de los cetaceos, asi como los procesos endocrinos
involucrados en ello han sido poco estudiados, siendo que esta informacion es parte
béasica de la historia de vida de las especies, y por lo tanto, su estudio es critico para la
conservacion y manejo de poblaciones de vida silvestre. Gran parte de la informacion
sobre la endocrinologia de los cetaceos provienen de estudios realizados en organismos en
cautiverio o bien de aquellos varados u obtenidos por la pesca incidental. En lo que
respecta al grupo de los balenopteridos, los estudios al respecto son aln mas escasos
debido a sus habitos migratorios y poco gregarios. El reciente desarrollo de técnicas no
invasivas para la cuantificacién hormonal, ha permitido obtener algunos datos sobre la
endocrinologia de este grupo, sin embargo no existen alin datos para la ballena azul. Por
tal motivo, este trabajo presenta los primeros datos sobre valoracion de hormonas
esteroides en ballena azul Balaenoptera musculus. Los datos corresponden al Golfo de
California que representa una zona de crianza, y donde se cuenta con registros de
individuos de los cuales se conoce su historia de vida y en algunos casos su estatus
reproductivo, por lo que ofrecen la valiosa oportunidad de unir estos datos con datos
fisioldgicos, y en consecuencia, evaluar la utilidad y eficiencia de métodos no invasivos
(como la cuantificacion de hormonas por inmunoandlisis enzimatico en grasa) como una
herramienta practica en el estudio de poblaciones de esta especie. De esta forma, este

trabajo contribuira al conocimiento de la biologia reproductiva de la ballena azul.
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HIPOTESIS GENERAL

En las ballenas azules (Balaenoptera musculus) presentes en el Golfo de California
durante su temporada invernal (enero a abril), se encontraran diferencias en el contenido
de progestagenos, andrégenos y estrégenos en grasa, de acuerdo al género, edad y

estatus reproductivo.

PARTICULARES

- En las hembras maduras de ballena azul durante su temporada invernal (enero a
abril), se encontraran concentraciones mayores de estrégenos y progestagenos en

comparacion con hembras inmaduras sexualmente.
- En los machos maduros de ballena azul durante la temporada invernal (enero a

abril) se encontrara una mayor concentracion de andrégenos que en los machos

sexualmente inmaduros.
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OBJETIVOS

GENERAL
Valorar los contenidos de hormonas esteroides en bhiopsias de grasa de ballenas
azules (Balaenoptera musculus) del Golfo de California durante la temporada de crianza

(enero-abril) mediante un ensayo inmunoenzimatico.

PARTICULARES

Valorar el contenido de progestagenos, andrégenos, estrogenos y glucocorticoides

en hembras lactantes, no lactantes y crias hembras.
- Discernir entre las hembras no lactantes aquellas que pudieran estar gravidas por
medio del contenido diferencial de progestagenos y estrgenos, asi tener un

método para determinar la gravidez.

- Valorar el contenido de progestagenos, andrégenos, estrogenos y glucocorticoides

en machos adultos, pubertos, inmaduros y crias.

- Discernir entre los machos maduros y aquellos que no lo estan por el contenido

diferencial de andrdgenos.
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AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California (GC) se localiza entre las latitudes 23° norte hasta 32° norte,
limitado al oeste por la Peninsula de Baja California, y al este por los estados de Sonora y
Sinaloa, con una orientacion noroeste-sureste. El Golfo se extiende desde la boca hasta la
desembocadura del rio Colorado en una distancia aproximada de 1000Km, separandose en
dos provincias fisiograficas y oceanogréaficas por las islas Angel de la Guarda y Tiburén
(Alvarez- Borrego, 1983; Alvarez- Borrego y Schwartzlose, 1979). El Alto Golfo, situado al
norte de estas grandes islas, representa un cuerpo de agua somero de 300 Km de largo y
125 Km de ancho, con un 75% del area con profundidades menores a los 200 m. La parte
sur, consiste en una serie de cuencas que aumentan progresivamente en profundidad,
desde los 2000 m en la cuenca de Guaymas hasta los 3000 m en la boca del Golfo. La
estructura termohalina de la parte sur del Golfo es basicamente igual a la del Pacifico

Ecuatorial, con modificaciones en la superficie debido a la evaporacion (Roden, 1964).

La temperatura superficial del agua en el GC es mas calida que en las regiones de
latitudes similares durante abril-septiembre, y es similar durante el resto del afio. El
intervalo anual es muy grande hasta 22 °C en la region norte del Golfo (Alvarez- Borrego,
1983).

La circulacién superficial general esta fuertemente relacionada con los patrones de
viento regionales, los cuales presentan dos direcciones predominantes en el transcurso del
afo. Durante el verano predominan los vientos del sureste y del este con intensidades de
moderado a débil; en tanto que en invierno y principios de primavera, los vientos
dominantes soplan del noroeste y del norte con intensidades de moderado a fuerte
(Roden, 1964; Lavin et al., 1997).

El GC se considera como una zona subtropical con altos indices de productividad
primaria de diciembre a junio, seguido de bajos indices hasta el mes de octubre

(Santamaria-del-Angel et al,. 1994). Esta alta productividad resulta de una circulacion de
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agua profunda rica en nutrientes que alcanza la zona eufética, y donde los nutrientes

pueden ser utilizados por el fitoplancton (Luch-Cota, 2000).

Este enriquecimiento se lleva a cabo por dos procesos: un sistema de mezcla
vertical permanente por los cambios de marea en las grandes islas, y por surgencias
costeras causadas por el viento a lo largo de todo el afio pero con mayor intensidad en
inverno (Lluch-Cota, 2000).

El GC representa un lugar Unico debido a su elevada diversidad en cetaceos, que
incluye tanto a especies residentes como aquellas que llegan a la regiébn como parte de su
comportamiento migratorio; siendo comun la presencia de todas las especies durante la
temporada de invierno (diciembre-mayo) (Alvarez-Castafieda y Patton, 2000). Las
principales caracteristicas del Golfo que permiten esta elevada diversidad, incluyen la
elevada productividad, que puede sustentar complejas redes troficas; la diversidad de
habitat debido a su topografia y oceanografia; sus caracteristicas subtropicales, con aguas
relativamente céalidas durante el invierno; y su alta variacion estacional en cuanto a

temperatura, productividad y circulacion ocednica (Acevedo-Gutiérrez, et al., 2002).
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Figura 1. Regiones, cuencas y plataforma continental del Golfo de California. Las zonas
sombreadas indican la isobata del umbral mas profundo. Tomado de Lavin, M.F., Beber, E. y
Badan, A.. 1997. Estructura hidrografica y circulacion del Golfo de California. Escalas estacional e
interanual, en: M.F. Lavin, editor. Contribuciones a la Oceanografia Fisica en México. Monografia
No. 3. Union Geofisica Mexicana. p. 142.



MATERIAL Y METODOS
Obtencién de biopsias

Las muestras de grasa utilizadas en este trabajo corresponden a biopsias obtenidas
de ballenas foto-identificadas durante salidas de campo a lo largo del Golfo de California
entre enero y abril de las temporadas 2002 a 2008 (por el Centro Interdisciplinario de
Ciencias Marinas, CICIMAR-IPN). Para extraer el tejido se utilizaron puntas de acero
inoxidable de 7 mm de diametro y 40 mm de largo con barbas dirigidas hacia el interior, y
lanzadas con una flecha por medio de una ballesta a una distancia aproximada de 10 a 20
m de la ballena (Ver descripciébn en Gendron, 2002). Inmediatamente después de su
obtencién se colocaron en papel aluminio y dentro de viales criogénicos para ser
congeladas en nitrégeno liquido o en un congelador. Las biopsias fueron mantenidas a -70

°C hasta su procesamiento.

Los individuos de los cuales fueron tomadas las biopsias presentan un historial de
avistamientos obtenido mediante foto-identificacion realizada desde 1993 por el grupo del
Laboratorio de Ecologia de Mamiferos Marinos del CICIMAR. Ademas, para la mayoria de
los individuos también se encuentra determinado el género mediante andlisis genéticos
realizados en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad Auténoma de Baja

California (UABC) (ver método en Enriquez-Paredes, 2005).
Seleccidn de biopsias

El criterio utilizado para la seleccion de las biopsias fue la cantidad de tejido
adiposo disponible y la informacion de su historial de vida disponible, como el sexo,
hembras lactante, y la edad minima (afio que se tomdé la primera fotografia de

identificacion).
Las biopsias fueron cortadas con ayuda de un bisturi y sobre papel aluminio,

realizando cortes longitudinales procurando tomar Unicamente tejido adiposo. El peso del

corte fue de aproximadamente 0.010 a 0.070 g. Una vez realizado el corte fueron
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colocadas en viales para su traslado en congelacion, al Laboratorio del Departamento de
Biologia de la Reproduccién de la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM) unidad

Iztapalapa.
Cuantificacion de las hormonas esteroides (HE)
Extraccion tota del esteroides

La extraccidon total de esteroides se realiz6 siguiendo la técnica descrita por

Salame-Méndez et al, (2004) con algunas modificaciones.

Las muestras de tejido graso fueron cortadas en pedazos pequefios con un bisturi
y colocadas en tubos de ensayo de 10 ml con tapon esmerilado. Cada tubo fue
previamente pesado sin el tapon en una balanza analitica. Una vez colocado el tejido en
cada uno de los tubos, estos fueron pesados nuevamente con la finalidad de conocer el
peso de la muestra. Posteriormente se agregd aproximadamente 1 ml de agua destilada a
cada tubo y 3 volumenes de éter dietilico para ser agitados a continuacion en un vortex
(Vortex Thermolyme 37600 Mixer) a velocidad media por 20-30 segundos. Los tubos se
dejaron reposar unos segundos hasta verse formadas dos fases, el sobrenadante, que
corresponde al solventen organico con el extracto total de esteroides (ETE), se separé
utilizando una pipeta y colocé en otros tubos de ensayo de 10 ml. Al sedimento se agreg6
de nuevo 3 volumenes de éter dietilico y se repitioé el procedimiento anterior. Los tubos de
ensayo con la fase organica fueron colocados en Bafio Maria a una temperatura de 40 °C
hasta la evaporacion total del disolvente (de 1 a 2 horas aproximadamente). Una vez
evaporado el disolvente, el extracto total de esteroides (ETE) fue trasferido a tubos
Eppendorff de 1.5 ml. Para ello se realizaron de 4 a 5 lavados utilizando una pipeta y éter
dietilico. Una vez transferido el ETE el éter utilizado para ello se dejé evaporar a
sequedad. ElI promedio de eficiencia total de extracciéon fue del 98.5+0.8% (Salame-
Méndez et al., 2004).
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Los tubos Eppendorff con el ETE se almacenaron en un lugar fresco y protegido de

la luz hasta la cuantificacion del contenido de esteroides.

Inmunoensayo enzimatico (EIA)

Previo al analisis, los extractos esteroidales (ETE) depositados en los tubos
Eppendorff fueron preparados agregando 100 pl de etanol al 100% y 400 ul de agua
destilada, para ser mezclados en seguida en un vortex a velocidad media durante 30
segundos.

Las hormonas en el ETE fueron cuantificadas por medio de un andlisis
inmunoenzimatico (EIA). Este andlisis esta basado en el principio de unién competitiva que
consiste en lo siguiente: el antigeno en la muestra (la hormona a cuantificar o analito)
compite con un antigeno marcado con una enzima (hormona conjugada con peroxidasa de
rdbano, proporcionado en el kit para EIA) y el cual produce una reaccion de color (al
reaccionar con una solucion de tetrametilbenzidina; TMB). Estos antigenos compiten por
un namero limitado de sitios de unién en los anticuerpos adheridos a los pocillos incluidos
en el kit. Cabe destacar que los kits utilizan anticuerpos especificos frente a cada tipo de
hormona. El antigeno unido (hormona) es separado de aquel que se encuentra en exceso
y no unido al anticuerpo. La cantidad de hormona en la muestra es inversamente
proporcional a la cantidad de antigeno marcado que se adhiere a los pocillos y que genera
la reaccién de color. La cantidad de hormona es medida indirectamente por medio de un

espectrofotocolorimetro.

Los kits utilizados para la cuantificacibn hormonal incluyen estandares, que son
viales con diferentes concentraciones de la hormona. Asimismo incluyen dos controles, un

vial que contiene concentraciones bajas y otro que contiene concentraciones altas.

La cuantificacion de progestagenos se realizé con un kit comercial de EIA para
progesterona (2077Z; Diagnostic Automation Inc.), con una curva estandar con rangos
entre 0 y 50 ng/ml, un coeficiente de variacion intra ensayos (CV) reportado entre 2.4% y
7.1%, un CV inter ensayos entre 2.6% y 12.6% Yy una sensibilidad de 0.3 ng/ml. Para la

cuantificacion de estrogenos se utilizd igualmente un kit comercial (2046Z; Diagnostic
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Automation Inc.) para estradiol con una curva estandar con rangos entre 0 y 1000 pg/ml.
El coeficiente de variacion intra ensayos (CV) reportado entre 4.9% y 24.1%, un CV inter
ensayos entre 6.6% y 26.7%; y una sensibilidad de 10 pg/ml. Los andrégenos se
cuantificaron con un kit para testosterona (3725-300; AccuBind Elisa Microwells, Monobind
Inc.), con una curva estandar entre 0.1 y 12.0 ng/ml, un CV intra ensayos entre 6.0% y
6.6%, un CV inter ensayos de 4.5% y 7.3%; y una sensibilidad de 0.38 ng/ml. En el caso
de los glucocorticoides se empledé un kit Cortisol EIA DSL-10-2000 (Diagnostic System
Laboratorios, Inc.) con una curva estandar entre 0.5 y 60.0 ug/dl, un CV intra ensayos de

2.4% y 10.3%, un CV inter ensayos entre 8% y 12%; y una sensibilidad de 0.1 pg/dl.

Los procedimientos seguidos en el analisis inmunoenzimatico para cada una de las
hormonas, fueron aquellos descritos por el proveedor. Para controlar los errores durante el

procedimiento de cuantificacion, cada muestra fue analizada por duplicado.

Finalmente, para la cuantificacion de los esteroides una vez realizado el
procedimiento descrito en cada kit, se utilizé6 un Lector de Microplaca Stat Fax-303 Plus,

con un rango de onda de 400 a 750 nm.
Cromatografia de Gases-Masas

Con la finalidad de explorar la composicion de las muestras analizadas se realizaron
también analisis por cromatografia de Gases-Masas para algunas muestras representativas
de los diferentes estados reproductivos. Se utilizé el extracto total de esteroides (ETE) de
las muestras correspondientes a una hembra madura, una lactante, una cria hembra, un
macho maduro, un puberto y una cria macho. Estos extractos se utilizaron ya disueltos en
etanol y agua destilada. Este proceso se realizo en el laboratorio de Espectrometria de

masas del Instituto de Quimica de la UNAM.
Los extractos fueron centrifugados por 15 minutos, posteriormente se retiré con

una punta de jeringa la grasa sobrenadante. Una vez retirada la grasa sobrenadante, las

muestras fueron filtradas utilizando para ello un filtro de 0.22 pum.

19



Se utilizaron como referencia hormonas proporcionadas por SIGMA Aldrich. Las
hormonas utilizadas fueron progesterona (Pregn-4-ene-3, 20 dione), testosterona (1703-
Hidroxyandrost-4-en-3 one), estradiol (Estra- 1,3,5 (10)-triene-3, 17(-diol), y cortisol
(113, 17alfa, 21- trihidroxipregn-4-ene-3, 20 dione). Estas hormonas fueron pesadas
(aproximadamente se utilizé 0.0005 gr de cada hormona) y posteriormente fueron
disueltas. El estradiol se disolvié en 500 pl de acetona, mientras que la testosterona, el
cortisol y la progesterona fueron disueltos en 500 pl de etanol. Posteriormente las

hormonas de referencia fueron filtradas por medio de un filtro de 0.22 pm.

Los analisis fueron realizados en un equipo de masas en trampa de iones marca
Bruker, modelo Esquirer 6000. Para los andlisis se inyectaron en el aparato
aproximadamente 20 pl de cada muestra asi como de cada hormona de referencia,

utilizando para ello un disolvente volatil.

Una vez obtenidos los espectros de masas para cada una de las hormonas de
referencia, éstos fueron contrastados con los espectros resultantes de las 6 muestras
analizadas. Para ello se consideré en los espectros de las hormonas de referencia la
formacion de iones y sus respectivos pesos moleculares, que fueron posteriormente
utilizados para localizar las hormonas esteroides en las muestras de ballenas azules. Cabe
mencionar que los estandares utilizados, al ser mas econémicos que otros, contienen
varios compuestos por lo que no son totalmente puros, es decir, hay contaminacién por

isémeros, lo que afectd la comparacion con las muestras.

Resonancia magnética nuclear

Con la finalidad de determinar la estructura de las hormonas de referencia, se
realizaron analisis de éstas en un espectrémetro de resonancia magnética nuclear marca
Varian Inova de 500 MHz para determinar la estructura de estos productos a partir de los
carbonos e hidrégenos. Para ello se utilizaron aproximadamente 1 ml de cada hormona de
referencia, las cuales igualmente fueron disueltas en etanol, en el caso de progesterona,

testosterona y cortisol, y en acetona en el caso del estradiol.
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Analisis estadistico.

De las muestras analizadas se considerd la informacién disponible sobre sus
historias de vida, como el sexo, estado reproductivo (macho maduro, hembra madura,
lactante y cria) y la edad minima de los individuos. En el caso de la edad minima, esta fue
considerada de 1 afio para las ballenas fotografiadas por primera vez, y de 5 afios si la
hembra fotografiada iba acompafiada de una cria. El estado de los individuos fue
catalogado como maduro, para aquellas hembras con una edad minima de 5 afios 0 mas,
para los machos, la edad de 8 afios fue la que se utiliz6 para considerar a un macho
maduro, por debajo de esta edad se consideraron pubertos o bien inmaduros si se conocia
la edad real y estaba por debajo de los 6 afios. En los individuos no conocidos se ignora si

se trataba de ballenas jévenes o viejas pero se sabe que no eran crias.

Con fines estadisticos las concentraciones obtenidas fueron estandarizadas con
base al peso de cada muestra quedando la concentracion final expresada en ng/gr de
muestra. Aquellas concentraciones por debajo del limite de deteccion fueron reemplazadas
por la concentracion minima detectable (sensibilidad del kit) reportada para cada ensayo.
Se realizé también la transformacion de los datos obtenidos a logaritmo base 10 (Logi0),

con el propésito de homogenizar la varianza de los datos.

Se realizé un andlisis de densidad por Kernel con la finalidad de conocer la
distribucién de los datos obtenidos para cada una de las hormonas cuantificadas, asi como
para la sumatoria de estas hormonas. Este procedimiento estadistico da indicacién del
sesgo, multimodalidad y grosor de las colas de distribucién de los datos, ademas de
presentar algunas ventajas frente a otros andlisis de distribucion como los histogramas y

poligonos de frecuencia (Salgado-Ugarte, 2002).

Para conocer la relacion entre las hormonas cuantificadas se realizaron gréaficas de
dispersion y se obtuvieron los coeficientes de correlaciébn, mientras que para determinar
las interacciones entre el estado reproductivo, los progestagenos, andrégenos, estrégenos,
glucocorticoides y algunas proporciones de ellas, se realizaron andlisis por Componentes

principales (ACP). Asimismo se realizaron analisis discriminantes para conocer si los
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contenidos hormonales permiten agrupar a las ballenas azules por género o categoria

reproductiva. Las concentraciones fueron utilizadas en logaritmo base 10.

Debido a que se desconoce gran parte de la endocrinologia de la ballena azul, se
decidié considerar la influencia de los datos extraordinarios sobre los promedios para cada
categoria. Para ello se analizé la distribucién de las hormonas esteroides considerando el
estado reproductivo por medio de gréaficas de violin, las cuales grafican la mediana en

lugar de la media

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa estadistico STATA
9.0.
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RESULTADOS

Cromatografia de Gases-Masas

Se contrastaron los resultados obtenidos para las muestras elegidas con aquellos

obtenidos para las hormonas esteroides utilizadas de referencia (Figuras 2 y 3),

corroborando de esta forma el método de inmunoensayo enzimatico (Anexo VIII).

ntens.
x108

-

Figura 2. Espectro de masas de progesterona (Pregn-4-ene-3, 20 dione) utilizado como referencia
para la identificacion de los picos.

Intens
x104

Figura 3. Espectro de masas a partir de grasa de hembra
Biopsia 456).

lactante de ballena azul (ID 0451;



Aunque todas las muestras mostraron la presencia de las hormonas esteroides las

concentraciones fueron mucho menores por el método de inmunoensayo enzimatico (EIA)
en comparacion con el de cromatografia de Gases-Masas. No obstante, se obtuvieron
perfiles similares en las concentraciones para cada muestra, siendo mas evidentes en las
concentraciones de progestagenos y andrégenos (Figuras 4 y 5). Lo anterior refuerza la
eficiencia del método de EIA, ya que aunque las magnitudes son diferentes, los perfiles en

las concentraciones se mantienen en ambos métodos (Anexo VIII).

Progestigenos

O EIA
B Gases-Masas

higr
(Logl0)
EEEEEEEE

na/ar
{Lagii)

O EIA
Bl Gases-Masas

Figuras 4 y 5 Comparacion entre las concentraciones de progestagenos y andrégenos obtenidas
por el método de EIA y cromatografia Gases-Masas en grasa de ballenas azules, hembras maduras
(Ma), lactantes (L), crias (CH), machos maduros (Mo), pubertos (P) y crias (CM).
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Andlisis de densidad por Kernel

En general se observé una alta variacidon en las concentraciones de las hormonas
analizadas, corroborada mediante andlisis de densidad por Kernel (Figuras 6 y 7). Con la
finalidad de reducir la variacion en los datos y obtener una estandarizacion de los mismos,
se realizd la transformacion de las concentraciones a logaritmo base 10 (Logio). Una vez
realizada la estandarizacién, se observé mediante los analisis por Kernel una disminucion
significativa en los sesgos (Figuras 8 y 9) (Anexo ), por tal motivo se utilizd esta

estandarizacion para todos los analisis posteriores.
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Figuras 6 y 7. Andlisis de densidad por Kernel para la sumatoria de las hormonas cuantificadas
(2PAEG; progestagenos, andrégenos, estrogenos y glucocorticoides) sin considerar sexo, en grasa
de ballena azul del Golfo de California. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con amplitud
de banda éptima de Silverman (a) y con amplitud Optima Gaussiana de Scott (b). Eje vertical
representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion ng/gr de tejido.
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Figuras 8 y 9. Analisis de densidad por Kernel para la sumatoria de las hormonas cuantificadas
(2PAEG, progestagenos, andrdgenos, estrégenos y glucocorticoides) sin considerar sexo, en grasa
de ballena azul del Golfo de California. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con amplitud
de banda éptima de Silverman (a) y con amplitud Optima Gaussiana de Scott (b). Eje vertical
representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion ng/gr de tejido transformada
a Log 10.

Correlacion entre hormonas

Se observaron asociaciones entre las hormonas esteroides cuantificadas (Figura 10,
Tabla 1). Se encontré una asociacién positiva y con un alto nivel de significancia entre los
estrogenos y los androgenos (n= 77; r = 0.6314, P< 0.000). Estas dos hormonas a su
vez, presentaron una correlacion positiva y significativa con los glucocorticoides, siendo la
relacion de los estrogenos con los glucocorticoides la mas alta (/= 0.7348 A< 0.000).
También se encontré una correlacion positiva y significativa de los progestagenos con los
estrégenos (r= 0.40 A< 0.000), de los progestagenos con los andrégenos (r= 0.25 A<

0.001) y de los progestagenos con los glucocorticoides (/= 0.25 A< 0.026).
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Figura 10. Relacion entre las hormonas esteroides cuantificadas en grasa de ballenas azules del
Golfo de California.

Tabla I. Correlacion entre las hormonas esteroides (ng/gr tejido) en grasa de ballenas azules en el
Golfo de California. Datos en Logsp.

Progestagenos Andrégenos Estrégenos Glucocorticoides
Progestagenos 1.0000
Sign.
Andrdégenos 0.3714 1.0000
Sign. 0.001*
Estrégenos 0.4096 0.6114 1.0000
Sign. 0.000* 0.000*
Glucocorticoides 0.2550 0.5012 0.7348 1.0000
Sign. 0.0262* 0.000* 0.000*

Sign. = significancia; * = con (P < 0.05)
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Estas mismas asociaciones fueron analizadas mediante andlisis de regresion mas
robustos, con la finalidad de determinar si los datos extraordinarios (outliers) afectaban las
asociaciones antes mencionadas. De acuerdo a estos analisis, se encontr6 que la
asociacion entre progestagenos y glucocorticoides no fue significativa (7= 75; /= 2.42;
P< 0.1242), mientras que el resto de las asociaciones mostraron ser significativas. Lo que
demuestra que las asociaciones no fueron afectadas por los datos extraordinarios salvo el

caso antes mencionado (Anexo II).

Las asociaciones fueron evaluadas posteriormente considerando el sexo. Se
encontr6 que estas mismas asociaciones se mantienen, siendo la asociacion entre
andrégenos y estrogenos de las mas significativas (n= 38; r= 0.8134 P= 0.000 para
hembras y n=39; r=0.3836, P=0.0439 para machos) al igual que entre los andrégenos y
los glucocorticoides (r= 0.7059 P= 0.000 para hembras; r= 0.4104, P= 0.0095 para
machos). Sin embargo, al volver a realizar los andlisis de regresion robustos, la asociacion
entre los progestagenos y los glucocorticoides solo fue significativo en las hembras (/=

38; /= 8.96; P< 0.0050), contrastando con los machos (/7= 38; /= 3.82; £< 0.0585).

Sin considerar el estado reproductivo, se encontré una diferencia significativa de
progestagenos, estrégenos y glucocorticoides entre sexos (n=77; H = 12.69 P= 0.0004
para progestagenos, A = 14.94 P=0.0001 para estrégenos, y H = 10.79 P=0.0010 para
glucocorticoides), lo que no ocurri6 para los andrégenos, donde no se encontraron
diferencias significativas entre sexos. También se analizd la proporcién andrégenos/
estrégenos con respecto al sexo, y se encontré que las hembras tienen una mayor
proporcion que los machos (n=77; H= 11.37 P=0.0007) (Figura 11).
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Figura 11. Relacién entre los andrégenos y estrégenos con respecto al sexo en grasa de ballenas
azules del Golfo de California.

Todos los machos en general presentaron una concentracion significativamente
mayor de glucocorticoides en comparacion con las hembras(n=77; H= 10.79 £P=0.0010)
(Figura 12), aunque cabe mencionar que se encontraron concentraciones muy altas para

éstas hormonas en una hembra lactante (ID# 0050) y una hembra madura (ID# 0124).
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Figura 12. Concentracion de andrdgenos y estrogenos en hembras y machos de ballenas azules
del Golfo de California.

Historial de avistamientos

En este trabajo se analizaron 70 ballenas azules foto-identificadas durante los afios
2002-2008 en el Golfo de California, incluyen 36 hembras con 2 individuos biopsiados 2
veces, y 34 machos con 3 individuos biopsiados dos veces el mismo dia y 2 en diferentes
dias. Del total de ballenas analizadas 33 individuos (17 hembras y 16 machos) cuentan
con un historial de avistamientos (Tabla VI). De estos individuos conocidos, se encuentra
una hembra que se biopsié en dos ocasiones en estado de lactancia (ID# 0050) una
durante marzo del 2004 (biopsia 416) y posteriormente en febrero del 2008 (biopsia 690),
presentando en esta Ultima concentraciones hormonales mucho mayores en comparacion
con la primer muestra. Se tiene igualmente dos biopsias (biopsia 459 del 2005 y 711 del
2008) de una hembra madura (ID# 0127), ambas muestras presentaron concentraciones

muy similares de estrégenos y andrégenos, pero con variaciones en los glucocorticoides y
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en los progestagenos. Se analizé también la muestra de una hembra lactante (ID# 0451)
y de su cria (ID# 0478) muestreadas en febrero del 2005. Ambas muestras presentaron
concentraciones similares en todas las hormonas esteroides, siendo ligeramente mayores

en la hembra lactante los progestagenos y glucocorticoides (Tabla I, 111).

Se determinaron las concentraciones de una cria macho (ID# 0454) y dos afios
después como inmaduro (biopsia 415 y 549, respectivamente). Ambas muestras
presentaron concentraciones similares para los glucocorticoides, pero para el resto de las
hormonas esteroides fueron mayores las concentraciones cuando esta era cria (Tabla V).
De igual forma se obtuvieron muestras de un macho puberto con edad minima de 5 afios
(ID# 0240) y posteriormente como adulto (biopsias 350 y 550), con edad minima de 9
afios (Tabla V). Los resultados mostraron concentraciones hormonales diferentes en
ambas etapas, siendo mas elevadas en la ballena azul en su etapa como macho inmaduro
de 6 afos de edad. Se incluye también la cuantificacion hormonal de un macho maduro
con edad minima de 20 afios, foto-identificado en 1988 (ID# 142), individuo que presenté
concentraciones muy bajas para todas las hormonas esteroides, resultados que fueron

obtenidos igualmente por medio de la cromatografia de Gases-Masas (Anexo VIl y VIII).

Tabla 11 y 111. Concentracion promedio de las hormonas esteroides (ng/gr tejido) en grasa de una
hembra lactante y hembra madura de ballenas azules foto-identificadas en el Golfo de California
avistadas en dos ocasiones.

Hembra lactante (I1D# 0050)

Edad Glucocorticoides | Estrégenos | Progestagenos | Andrégenos
Minima| Afo (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
16 2004 54.46 0.11 130.71 2.17
20 2008 1415.40 0.73 223.09 91.80
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Hembra madura (ID# 0127)

Edad Glucocorticoides |Estrogenos| Progestagenos | Andrégenos
Minima] Afo (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
10 2005 21.69 0.11 131.01 1.73
13 2008 42.86 0.06 56.64 1.02

Tabla IV y V. Concentracién promedio de las hormonas esteroides (ng/gr tejido) en grasa de un macho cria y

después como inmaduro, asi como de un macho puberto y después como maduro.

Macho cria-inmaduro (ID# 0454)

Edad Glucocorticoides |Estrégenos | Progestagenos | Andrégenos
Minima] Afo (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
0-1 |2004 526.31 1.05 3494.73 7.16

2 2006 0.40 87.39 3.97
Macho puberto-maduro (ID# 0240)
Edad Glucocorticoides |Estrogenos | Progestagenos | Andrégenos
Minima] Afo (ng /gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
5 2002 369.45 0.49 5206.89 4.90
9 2006 112.17 0.32 62.50 2.96
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Tabla VI. Historial de avistamiento de las ballenas azules del Golfo de California, con informacién sobre sexo, numero de biopsia y edad
minima basada en el afio de primer avistamiento. M= madura o maduro, In= inmaduro, P= puberto, L= lactante, C=cria. Cuadros gris claro =
afio avistado; gris oscuro = afio de la toma de biopsia.

AVISTAMIENTOS
Sexo| ID | Biopsias |Edad Min 1988] 1989] 1990 1991] 1992] 1993] 1994] 1995[ 1996] 1997] 1998] 1999] 2000] 2001] 2002] 2003] 2004] 2005] 2006
H [0175] 484 9
H [0127] 459, 711 | 13
H [ 47 | s 13
H [02s3| sot 11
H (o124 717 17
H [os2| 703 15
H [oo23| 361 14 | Ma |
H [0304| 469 5
H (408 | 552 5
H [ooo4| 410 24
H [o13s] 365 11 [
H [ooso | 416,690 | 20 |
H (11| s15 12
H (o451 456 11
H (0420 379 4
H [o4sa| 450 3
H (0334 387 6
M [ 473 | 565 4
M [0363| 348 2
M [0303| 462 5
m [1s2 | sap 20 | Mo |
M [o012| 463 18
M [0007 | 461 19
M | 189 | 503 10
M [0240 | 350,550 | 9 C
M [0374| 329 2
M [0376 | 353 3
M [0454| 415,549 | 2 .
M | 379 | 5% 5
M [0425 | 397 4
M [0243 | 389 5
M [0355 | 34 3
m o374 329 3
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Concentracion de hormonas esteroides en hembras de ballena azul y su

relacidon con el estado reproductivo

Se analizaron un total de 38 muestras de grasa provenientes de 11 hembras
maduras, 5 lactantes y 3 crias, para el resto de las muestras se desconoce su estado

reproductivo (Anexo I11).

Aungue no hubo diferencia significativa entre las hembras con diferente estado
reproductivo las crias presentaron altas concentraciones y variaciones para todas las
hormonas cuantificadas. Las hembras maduras sexualmente en cambio, mostraron
concentraciones menores pero la mayor variacion para todas las hormonas cuantificadas
(Tabla VII).

Tabla VII. Concentracion promedio de las hormonas esteroides (ng/gr tejido) en grasa de hembras de
ballenas azules foto-identificadas en el Golfo de California referentes al estado reproductivo.

Glucocorticoides | Estrogenos | Progestagenos Andrégenos
Categoria n (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
Lactante 5 329.12 + 607.61 0.30 + 0.29 168.48 + 38.30 20.29+ 39.97
Madura 11 224,77 + 505.57 0.29 + 0.33 | 235.81 + 273.05 8.99 +18.04
Cria 3 95.54 + 93.06 0.38+0.18 | 269.47 + 166.38 5.35 + 2.53
Desconocido | 19 62.68 + 48.74 0.21 +0.10 165.40 + 89.35 3.00 +1.61

En contraste, las hembras lactantes fueron el grupo mas homogéneo con las

menores variaciones intra grupo, siendo mas evidente en los progestagenos (Figuras 13,

14, 15y 16).
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Figuras 13, 14, 15 y 16. Concentraciones de hormas esteroides en grasa de hembras lactantes,
maduras y de las que se desconoce su estado, de ballenas azules en el Golfo de California. La linea
dentro de la caja representa el 50% de los datos y la caja abarca el 25-75%, mientras que los
bigotes representan los valores minimos y maximos. Los puntos representan datos extraordinarios
(outliers). Datos en Logso.
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Se analiz6 la distribucién de las hormonas esteroides considerando el estado
reproductivo por medio de gréficas de violin (Anexo V). Los resultados mostraron que las
diferencias entre las medianas y las medias de las concentraciones por categoria no fueron
grandes, y en general se presentd una tendencia en la media a ser mas grande que la
mediana debido a la presencia de un dato extraordinario en las hembras lactantes, y 2 en

las hembras maduras (Tabla VIII).

Tabla VIII. Mediana y media de las concentraciones de hormonas esteroides en hembras de ballenas azules

por categoria y la diferencia entre ambas.
Cria Lactante
Media Mediana | Diferencia Media Mediana | Diferencia
Progestagenos | 2.3435 2.5086 0.1651 2.2179 2.1696 0.0483
Andrégenos 0.6904 0.7444 0.0540 0.6989 0.3840 0.3149
Estrégenos 0.4577 0.3855 0.0722 -0.6475 | -0.7785 0.1310
Glucocorticoides | 1.8347 1.7594 0.0753 2.0070 1.8686 0.1384
Sin categoria Madura
Media Mediana | Diferencia Media Mediana | Diferencia
Progestagenos | 2.1430 2.2173 0.0743 2.2061 2.1426 0.0635
Andrégenos 0.4262 0.3851 0.0411 0.5654 0.4130 0.1524
Estrégenos -0.7269 | -0.6994 0.0275 -0.6923 | -0.7980 0.1057
Glucocorticoides | 1.7100 1.6055 0.1045 1.8161 1.6321 0.1840

A pesar de las diferencias encontradas entre la mediana y la media de las
concentraciones analizadas, las tendencias observadas para cada categoria permanecieron
iguales, con excepcion de los andrégenos, donde la media se muestra sesgada de forma
considerable por la presencia de una hembra madura con una concentracion muy elevada
en comparacion con el resto de su categoria ( ID# 0282). Lo mismo ocurre en el caso de
las lactantes donde una hembra con concentraciones elevadas sesg6 la media de los

andrégenos y el resto de las hormonas esteroides (ID# 0050) (Figuras 17 y18).
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Figuras 17 y 18. Mediana y media de la concentracién de andrégenos por categoria en hembras.
Cria (C), lactante (L), madura (Ma) y sin categoria (SinH).

Con respecto a los meses de muestreo, para ver si existia tendencia en algunos
esteroides, se analizaron las muestras cuantificadas excluyendo a las crias y las hembras
lactantes. Aunque se observa una mayor concentracion en todas las hormonas durante el
mes de febrero, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre meses
(Figura 19). No obstante tomando en cuenta cada una de las biopsias tomadas en
distintos fechas, en general, se observa una menor variacion en las hormonas esteroides
al final de la temporada, con excepcion de los progestagenos, los cuales presentan una
gran variacion durante toda la temporada aunque es mas evidente al principio de esta
(Figuras 20, 21, 22 y 23). Lo anterior pudo estar sesgado debido a la presencia de un dato
extraordinario, que corresponde a una hembra madura (ID# 0124) biopsiada el 21 de
febrero del 2008 cuyas concentraciones hormonales de progestagenos, estrégenos y

glucocorticoides se encuentran por fuera del resto de las hembras.
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Figura 19. Gréfica de las concentraciones de a) glucocorticoides b) progestagenos c) estrégenos y
d) androgenos en grasa de hembras maduras y desconocidas de ballenas azules, en el Golfo de
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Figura 20, 21, 22 y 23. Concentracion de a) estrégenos b) andrégenos y c) glucocorticoides y d)
progestagenos en grasa de hembras maduras y desconocidas de ballena azul en el Golfo de
California. El dia uno se considera el 29 de enero.

Dentro de las muestras analizadas, se encuentra la de una madre y su cria (ID#
0451 y 0478), las cuales presentaron concentraciones muy similares para todas las
hormonas cuantificadas siendo ligeramente mayores en los progestagenos y

glucocorticoides para la hembra lactante (Figura 24).
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Figura 24. Concentraciones de esteroides en grasa de una hembra lactante y su cria.

Concentracion de hormonas esteroides en machos de ballena azul y su relacién

con el estado reproductivo.

Se analizaron un total de 39 muestras de grasa provenientes de 5 machos
maduros, 5 pubertos, 1 inmaduro y 6 crias, para las muestras restantes se desconoce su

estado reproductivo (Anexo IlI).

Al igual que en las hembras no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los estado reproductivos, pero si algunas tendencias. Las crias
presentaron las mayores concentraciones para las hormonas cuantificadas, con excepcién
de los progestagenos, donde los machos pubertos (uno de ellos foto-identificado desde
cria ID# 0240 y menor a 8 afios) presentaron las mayores concentraciones (Tabla IX).
Este grupo de machos, presenté mayores concentraciones de estrégenos, progestagenos y

andrégenos, frente a los machos maduros. EI macho inmaduro foto-identificado desde
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cria, tuvo 2 afios de edad al momento de la toma de biopsia (ID# 0454) y presento las

concentraciones de andrdgenos y estrégenos similares a los machos pubertos (3.9754 ng
/gr grasa para andrégenos y 0.4065 ng/gr grasa para estrégenos), una concentracion de
progestagenos similar a los machos maduros (87.3984 ng/gr grasa), y la mayor

concentracién de glucocorticoides (569.1057 ng/gr grasa).

Tabla IX. Concentracion promedio de las hormonas esteroides (ng/gr tejido) referentes al estado
reproductivo en machos de ballenas azules foto-identificadas en el Golfo de California.

Glucocorticoides Estrégenos Progestagenos Andrégenos
Categoria | N (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr) (ng/gr)
Maduro 5 | 267.39+177.31 0.29 + 0.08 63.51 + 32.73 2.54 + 0.85
Puberto 5 219 + 212.27 0.42 + 0.26 1180 + 2258.79 4.22 + 2.67
Inmaduro | 1 569.1057 0.4065 87.3984 3.9754
Cria 6 | 303.49 + 168.92 0.54+0.29 |726.16 +1369.16| 4.67 +1.99
Desconoce | 22 | 203.36 + 338.69 0.39 +0.27 83.74 +94.10 21.60 + 80.30

Los machos en general presentaron altas concentraciones de glucocorticoides
siendo los machos pubertos quienes presentaron la mayor variacion para estas hormonas.
Con respecto a los andrégenos, se observé una tendencia de estos hacia una menor
concentracion en relacion al estado reproductivo, donde las crias mostraron la mayor
concentracion y los machos maduros las menores concentraciones (Figuras 25, 26, 27 y
28).

42




Figuras 25, 26, 27 y 28. Concentraciones de hormonas esteroides en grasa de machos maduros,
inmaduros, pubertos y de los que se desconoce su estado, de ballenas azules en el Golfo de
California. La linea dentro de la caja representa el 50% de los datos y la caja abarca el 25-75%,
mientras que los bigotes representan los valores minimos y maximos. Los puntos representan
datos extraordinarios (outliers). Datos en Logjo.
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Se analiz6 la influencia de los datos extraordinarios sobre los promedios por medio
de graficas de violin. Los resultados mostraron que las medianas para las concentraciones
hormonales en los machos fueron muy similares a las medias, aunque ligeramente
mayores en algunos casos, lo contrario a lo observado en las categorias de las hembras
donde todas las concentraciones por categoria fueron mayores considerando la media en

lugar de la mediana (Tabla X).

Las tendencias por categoria permanecieron iguales al considerar la media o la
mediana, salvo para el caso de los andrégenos, donde la mediana para los andrégenos fue
mayor en los machos maduros en comparacion con los machos sin categoria, lo que no
ocurre al considerar la media (Figuras 29 y 30). Lo anterior se debe a la presencia de una
macho cuya categoria se desconoce (ID# 0374) y que presenta la mayor concentracion de

andrégenos encontrada en las ballenas azules (380.20 ng/gr grasa).

Tabla X. Mediana y media de las concentraciones de hormonas esteroides en machos de ballenas azules por
categoria y la diferencia entre ambas.

Cria Pubertos
Media Mediana Diferencia Media Mediana Diferencia
Progestagenos | 2.2640 | 2.0900 0.1740 2.3308 | 2.1500 0.1808
Andrégenos 0.6332 0.6583 0.0251 0.5575 0.5896 0.0321
Estrégenos 0.2664 | 0.3266 0.0602 0.4246 | 0.4524 0.0278
Glucocorticoide
S 2.4104 2.4922 0.0818 2.1387 2.2695 0.1308
Sin categoria Maduros
Media Mediana Diferencia Media Mediana Diferencia
Progestagenos | 1.7124 | 1.6600 0.0524 1.7575 | 1.7000 0.0575
Andrégenos 0.5153 | 0.3531 0.1622 0.3846 | 0.4672 0.0826
Estréogenos 0.4526 | 0.4736 0.0210 0.5507 | 0.5172 0.0335
Glucocorticoide
S 1.9912 1.9394 0.0518 2.3501 2.4301 0.0800
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Figuras 29 y 30. Mediana y media de la concentracion de andrégenos por categoria en machos.
Cria (C), inmaduro (In), maduro (Mo) y sin categoria (SinM).

Se analiz6 igualmente la diferencia en las concentraciones de las hormonas
esteroides con relacibn a los meses de muestreo y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, se observé la mayor variacion para todas las
hormonas en el mes de marzo, y una tendencia de los andrégenos y progestagenos a
disminuir hacia el fin de la temporada no asi para los estrogenos y glucocorticoides (Figura
31).
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Figura 31. Gréfica de las concentraciones de a) glucocorticoides b) progestagenos c) estrégenos y
d) androgenos en grasa de machos de ballena azul en el Golfo de California en relacion a los meses
de muestreo.

Variacion de las hormonas esteroides en las ballenas azules

Se organizd6 una matriz de datos considerando las 4 hormonas esteroides
cuantificadas, asi como la proporcion androégenos/estrégenos,
androgenos/glucocorticoides y estrégenos/glucocorticoides. El resultado del analisis de
componentes principales (ACP) mostré que los glucocorticoides, los estrégenos y los
androégenos separaron las biopsias de acuerdo al sexo (Figura 32, Tabla XlI). Donde el
componente principal 1 esta determinado por los estrégenos, andrégenos y

glucocorticoides, mientras que en el componente 2 actian los progestagenos.
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Tabla XI. Eigenvalores y porcentaje de variacion total en los componentes del ACP.

Eigenvalor | %6 Varianza total | % acumulado

Componente 1 2.93955 41.99 41.99

Componente 2 2.28391 32.63 74.62

Componente 3 1.20545 17.22 91.84

Componente 4 .570916 0.00 100.00
7.25289 - "
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Figura 32. Ordenacion de los individuos de ballena azul en funcién de las variables activas (H=
Hembra, M= Macho).
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Se realiz6 también un andlisis discriminante con la finalidad de clasificar

nuevamente a las biopsias de acuerdo al sexo. Para ello se utiliz6 un total de 65 casos
conformados por 38 hembras y 27 machos para las cuales se consideré a las cuatro
hormonas esteroides cuantificadas como predictores. De los 65 casos, el analisis
discriminante identific6 correctamente el sexo de 54 individuos, con una proporcién
correcta de 0.831. La asignacion correcta del sexo para las hembras fue del 86% (33
aciertos de 38 biopsias), mientras que para los machos fue de 77% (21/27 biopsias)

(Tabla XI1 y XI11).

Tabla XI1 y XIIl Analisis discriminante: sexo contra andrégenos, progestagenos, estrogenos y
glucocorticoides.

Distancia cuadrada entre grupos

H M
H 0.00000 2.83115
M 2.83115 0.00000

Funcidn lineal discriminante por grupos

Constante -67.098 -61.491
Glucocorticoides 22.569 24.915
Estr6genos -65.051 -59.289
Progestagenos 20.411 17.22
Andrégenos 8.785 7.22

Este mismo andlisis se realiz6 para clasificar a las hembras de acuerdo al estado
reproductivo, para ello se utilizaron 19 biopsias con categoria conocida (3 crias, 5
lactantes y 11 maduras). Los analisis mostraron una asignacion correcta de 11 biopsias,
donde las 3 crias fueron asignadas correctamente a la categoria de crias (100%), de las 5
hembras lactantes 3 fueron asignadas correctamente (60%), y solo 5 hembras maduras se
asignaron correctamente (45%) (Tabla XIV, XV y XVI). De las hembras asignadas
incorrectamente se encuentran algunas cuyas concentraciones hormonales fueron muy
elevadas en comparacion con el resto de las hembras de su categoria (ID# 0253, 0124,

0282, 0050), dichas muestras fueron asignadas como crias (Tabla XVII).

48



7

Tabla X1V, XV y XVI. Andlisis discriminante: estado reproductivo en hembras contra andrégenos,

progestagenos, estrogenos y glucocorticoides.

Sumario de clasificacion

Grupos formado Grupo verdadero
cria lactante | madura
Cria 3 0 3
lactante 0 3 3
Madura 0 2 5
Total 3 5 11
Aciertos 3 3 5
Proporcién 1.000 0.600 0.455
N 19
N correctos 11
Proporcion correcta 0.579
Distancia cuadrada entre grupos
cria lactante madura
cria 0.0000 3.8003 2.4144
lactante 3.8003 0.0000 0.2482
madura 2.4144 0.2482 0.0000
Funcién lineal discriminante por grupos
cria lactante madura
Constante -163.44 -191.96 -185.32
Glucocorticoides 34.65 40.22 38.82
Estrégenos -153.59 -170.20 -166.87
Progestagenos 70.49 73.22 72.70
Andrégenos 40.29 43.79 42.85

49




Tabla XVI1. Observaciones de hembras asignadas incorrectamente por el andlisis discriminante.

Grupo Grupo Distancia
ID verdadero asignado cuadrada Probabilidad

0175 madura lactante cria 12.781 0.012
lactante 5.018 0.600

madura 5.894 0.387

0136 lactante madura cria 1.035 0.373
lactante 1.866 0.246

madura 0.990 0.381

0127 madura lactante cria 17.023 0.003
lactante 5.957 0.644

madura 7.160 0.353

0111 lactante madura cria 1.131 0.390
lactante 2.341 0.213

madura 1.092 0.397

0253 madura cria cria 3.830 0.377
lactante 4,365 0.289

madura 4.076 0.334

0124 madura cria cria 7.954 0.372
lactante 8.163 0.335

madura 8.424 0.294

0282 madura lactante cria 12.353 0.097
lactante 8.982 0.524

madura 9.629 0.379

0004 madura cria cria 0.323 0.533
lactante 2.631 0.168

madura 1.474 0.300

Este mismo andlisis fue realizado en los machos, para ello se utilizaron 16 biopsias
con categoria conocida de las cuales solo 7 fueron asignadas correctamente (47%). Las
crias fueron asignadas correctamente en un 50%, los machos pubertos en un 40% y los

machos maduros en solo un 25% (Tabla XVIII, XIX'y XX).
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Tabla XVIII, XIX y XX. Andlisis discriminante: estado reproductivo en machos contra
andrégenos, progestagenos, estrégenos y glucocorticoides.

Sumario de clasificaciéon
Grupos formado Grupo verdadero
cria |inmaduro puberto | maduro
cria 3 0 2 1
Inmaduro 1 2 0 1
puberto 0 0 2 1
maduro 2 0 1 1
N 5 2 5 4
N correctos 3 2 2 1
Proporcién 0.50 1.0 0.40 0.25
N 17
N correctos 8
Proporcién correcta 0.47
Distancia cuadrada entre grupos
cria inmaduro puberto maduro
Cria 0.0000 2.5346 2.1695 1.1798
inmaduro 2.5346 0.0000 8.6239 2.4499
puberto 2.1695 8.6239 0.0000 2.9221
maduro 1.1798 2.4499 2.9221 0.0000
Funcion lineal discriminante por grupos
cria inmaduro puberto maduro
Constante -69.19 -77.37 -69.77 -72.01
Glucocorticoides 16.47 21.42 12.58 1751
Estrégenos -97.25 -96.23 -104.29 -100.53
Progestagenos 7.21 4.02 10.79 7.25
Andrégenos 79.87 83.88 77.46 77.63

Tanto el ACP asi como los andlisis discriminantes resultan muy similares, ya que

logran separan a los individuos de acuerdo al sexo dejando algunos casos ambiguos.
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DISCUSION

En la actualidad existe poca informacion sobre la fisiologia reproductiva en
cetaceos (Mansour et al., 2002), y en lo que respecta a su endocrinologia, la
determinacién de hormonas sexuales para evaluar su funcion reproductiva apenas esta
desarrolldndose debido a las dificultades de muestreo en estas especies. Se han realizado
valoraciones hormonales en algunas especies de ballenas (Kjeld et al., 1992; Toshihiro et
al., 2000; Rolland et al, 2005; Hunt et al, 2006) pero hasta ahora no existen
cuantificaciones de hormonas esteroides en la ballena azul, por lo que este trabajo

representa la primera descripcion del contenido de hormonas esteroides en la especie.

Con la finalidad de explorar la composicién de las muestras analizadas y comprobar
la eficiencia de la técnica de inmunoensayo enzimético (EIA) en la cuantificacion de
hormonas esteroides en grasa de ballena azul, se realizaron analisis por cromatografia de
Gases-Masas (GC-MS por sus siglas en inglés), que es una técnica con alta sensibilidad y
precision (Ming-Ren et al., 2004). Por medio de estos analisis, se detectd la presencia de
las hormonas esteroides en las muestras representativas para los diferentes estados
reproductivos de la ballena azul (Anexo VI y VII). Estas muestras analizadas mostraron un
perfil similar en cuanto a las concentraciones obtenidas para las mismas muestras por el
método de EIA, sin embargo, como se esperaba, los analisis por Gases-Masas presentaron
concentraciones cuyos Ordenes de magnitud fueron mucho mayores al método de EIA
(Anexo VIII). En este dltimo analisis, se utilizan anticuerpos especificos, los cuales
reconocen y se unen a las hormonas esteroides y probablemente a ciertos metabolitos,
aunque las reacciones cruzadas son desconocidas debido a que las pruebas tipicamente se
llevan a cabo para las hormonas mas conocidas y para pocos metabolitos
(Schwarzenberger, 2007). Los analisis GC-MS en cambio, son de gran sensibilidad, por lo
gue detectan tanto a las hormonas esteroides, como a otras sustancias como los

metabolitos (Ming-Ren et al., 2004).
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Los analisis de EIA se realizaron a partir del extracto total esteroides (ETE), este
extracto contiene otras sustancias ademas de las hormonas esteroides las cuales pueden
interferir en el analisis, considerando los principios de unién competencia que utiliza este
método. Mientras que para los analisis de GC-MS se realiz6 previamente una filtracion al

ETE lo que se suma a la alta sensibilidad del analisis.

Ambos métodos fueron eficientes para la cuantificacibn de hormonas esteroides,
sin embargo, el analisis por EIA es una practica alternativa para la cuantificacién hormonal
ya que requiere un minimo de equipo, por lo que pueden ser cuantificados en el mismo
sitio, reduciendo asi el costo de los analisis asi como el tiempo transcurrido entre la toma

de las muestras y la obtencion de los resultados (Graham, et al., 2001).

Las hormonas esteroides cuantificadas en las ballenas azules presentaron
asociaciones entre si. Entre estas asociaciones la mas evidente y persistente para todas las
muestras fue la asociacién que mostraron los andrdégenos y estrogenos(n=77; r = 0.6314,
P< 0.000), asi como la de estas mismas hormonas con los glucocorticoides (r= 0.7348 P<
0.000 y r= 0.5012 P< 0.000, para estrégenos y andrdégenos respectivamente). Aungue
estas mismas asociaciones fueron reportadas en heces de ballena franca (Rolland et al.,
2005; Hunt et al., 2006), estas mostraron algunas variaciones. En el caso de los
andrégenos y estrogenos, en este trabajo se encontrdé una mayor proporcion andrégenos/
estrogenos en las hembras, a diferencia de lo encontrado por Rolland et al. (2005),

guienes encontraron la mayor proporcién en los machos.

Las diferencias en las proporciones hormonales reportadas para ambos estudios,
pueden deberse a diversos factores. Uno de ellos es que las cuantificaciones fueron
realizadas en diferentes tipos de muestras (grasas Yy excretas). Estudios de
radiometabolismo en excretas de mamiferos afirman que los estrégenos en la forma de
estradiol y/o estrona estan presentes en las excretas, pero por el contrario, la
testosterona, progesterona, y en especial el cortisol y la corticosterona son metabolizados
en el tracto intestinal, por lo que estos esteroides son escasos en las heces fecales, en
comparacién con lo metabolitos que son mas abundantes y son estos los que se

cuantifican en dichas muestras (Schwarzenberger, 2007). En este trabajo en cambio, se
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reportan las cuantificaciones hormonales realizadas con kits de inmunoensayo enzimatico

especificos para la cuantificacion de progesterona, testosterona, estradiol y cortisol.

Otra explicacién pudieran ser las diferencias en los métodos de extraccién y la
técnica utilizada en ambos estudios, por lo que los resultados son dificiles de comparar
(Schwarzenberger, 2007; Schwarzenberger, et al., 1996). Finalmente, también se
consideran las variaciones que pudieran existir entre las dos especie, o bien, que las
muestras fueron tomadas bajo condiciones diferentes. Las muestras de ballena franca
fueron obtenidas durante los meses de primavera-verano en que las ballenas francas se
congregan en la Bahia de Fundy para alimentarse (Rolland et al., 2005) y llevar acabo
actividades de reproduccion (Hunt et al., 2006) En cambio las muestras obtenidas para
las ballenas azules fueron obtenidas en la misma temporada pero en una zona de crianza

y de alimentacion para la especie (Gendron, 2002).
Concentraciones de hormonas esteroides en ballenas azules

Los resultados sobre hormonas esteroides en ballena azul, coinciden con lo
reportado por estudios previos para otras especies de cetaceos, sin embargo, la
cuantificacibn de estas hormonas no permiti6 determinar la presencia de hembras
gravidas. A pesar de conocer a mas de 550 individuos en esta zona (Gendron et al.,
2006), se observan cada afio individuos nuevo de los que no se conocen su madurez
sexual, lo que no permite diferenciar a todos los individuos entre maduros (as) e
inmaduros (as). Del mismo modo, el obtener biopsias de una hembra sola y el afo
siguiente vista con una cria, podria proporcionar informacion sobre un posible estado de
gravidez, sin embargo la probabilidad de tomar biopsias de una de las 60 hembras
maduras sexualmente, las cuales solo tienen crias cada 2 o 3 afios (Gendron, 2002) y que
ademas fuese gravida es simplemente muy baja. No obstante, falta corroborar si la
hembra #124, la cual presento las mayores concentraciones para todas las hormonas

esteroides, se observa el proximo afio 2009 con una cria.
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Dentro del grupo de hembras se encontraron una hembra madura (ID# 0253) y
otra de madurez sexual desconocida (ID# 0385) que presentaron aproximadamente el
doble de estr6genos (0.456 ng/gr grasa) en comparacién con el promedio encontrado en
las hembras maduras, y que son similares a la concentracion promedio de las crias. Es
posible que estos datos estuvieran reflejando condiciones cercanas a un estro, donde las
concentraciones de estrégenos son elevadas y producida por parte de los foliculos ovaricos
en desarrollo (Senger 2003). Sin embargo, cabe mencionar que es dificil determinar la
presencia de un estro si no se tienen mas datos de las historias de vida los individuos que
permitan unir los contenidos hormonales con otros datos fisiologicos o de
comportamiento, 0 bien, mas muestras de un mismo individuo. Por ejemplo, en leopardos
(Pantera pardus nimr) en cautiverio, De Haas van Dorsser et al. (2007) reportan altas
variaciones en los estrdgenos entre individuos y entre dias en una misma hembra, lo que
dificulta alin mas la determinacion de los valores basales de estas hormonas y por lo tanto

la determinacion de un estro en ballena azul.

Aunque la temporada de muestreo enero a abril posiblemente abarcé los meses de
muestreo donde se cree inicia la copula de la ballena azul, la ausencia de altos niveles de
progestagenos (indicando gravidez) y los bajos niveles de estrégenos (indicando fase de
estro) representa un argumento mas en la idea de que la copulaciébn ocurra mas bien
fuera del Golfo de California a lo largo de la costa occidental durante los meses de abril a
junio (Gendron, 2002).

Las altas concentraciones de todas las hormonas cuantificadas en las crias asi
como la variacién en las mismas ha sido reportada para otros mamiferos (Dehnard et al.,
2006; Hunt et al., 2006) y probablemente se explican por la transferencia de hormonas a
través de la leche materna y su almacenamiento en la grasa por ser sustancias no
metabolizadas. Lo anterior se relaciona con los contenidos hormonales entre una madre y
su cria, los cuales fueron muy similares entre ambos y para todas las hormonas, siendo
ligeramente mayores los progestdgenos y los glucocorticoides en la hembra lactante
(Figura 20). Esta transferencia de madre a cria ha sido reportada en ballena azul para

otras sustancias lipofilicas como los contaminantes organoclorados (Metcalfe et al., 2004;
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Flores-Lozano, 2006), asi como la transferencia y transformacion de algunos &cidos grasos
(Rueda-Flores, 2007).

Las hembras maduras, conformadas por hembras en diferentes etapas de su ciclo
reproductivo, fueron el grupo mas heterogéneo en el contenido de esteroides.
Particularmente, la gran variacion en los contenidos de progestagenos y estrégenos
probablemente es un reflejo de la actividad ovarica (Senger, 2003; Kjeld et al., 2004).
Slijper (1979) menciona que en el caso de la ballena de aleta (Balaenoptera physalus)
12% de las hembras ovulan 2 meses después del parto, mientras que otras ovulan
después del periodo de lactancia, estableciéndose un periodo de anestro durante el tiempo
de lactancia (aproximadamente 5 meses) (Boness, 2002). Esta condicién pudiera estar
ocurriendo en las hembras de ballena azul quienes probablemente presentan un ciclo
reproductivo similar a la ballena de aleta, lo que explicaria la heterogeneidad en el grupo
de las hembras maduras, ya que en el periodo de estro, las concentraciones de estr6genos
son altas, y las de andrdgenos bajas, mientras que durante el anestro, las concentraciones

de ambas hormonas son bajas (Senger, 2003).

El grupo mas homogéneo en cuanto al contenido hormonal fueron las hembras
lactantes, donde todas las muestras presentaron concentraciones muy similares, que son
un reflejo de los cambios hormonales que ocurren durante la lactancia, donde los
estrogenos intervienen en la induccidon de prolactina, promoviendo de esta manera la
secrecion de leche en las glandulas mamarias (Senger, 2003). Las concentraciones de
andrégenos fueron mayores en las hembras lactantes de ballena azul, en comparacion con
las hembras maduras que coincide con lo reportado por Rolland et al. (2005), quienes
reportan para las hembras lactantes de ballena franca mayores concentraciones de
andrégenos en comparacion con las hembras maduras, y que es contrario a lo reportado
por Dloniak et al. (2004) para las hienas (Crocuta crocuta) donde las hembras lactantes
presentaron las menores concentraciones de estas hormonas entre todas las categorias de

adultos.
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Las mayores concentraciones de glucocorticoides en las hembras fueron
encontradas en las hembras lactantes, destacando el caso de una lactante (ID# 0050),
con concentraciones de glucocorticoides aln por encima de los machos. Estas altas
concentraciones pueden ser explicadas debido a que los glucocorticoides, conocidos como
hormonas del estrés, participan en la movilizacion de reservas de energia, necesarias
durante un decremento en el estado nutricional del individuo, como lo que ocurre durante
la lactancia (Huber et al.,, 2003),. La mayoria de las ballenas azules lactando y
acompafiadas de una cria se les observa con las vértebras claramente prominentes en
comparacién con otros individuos sin cria (Gendron, 2002) lo que refleja el alto
requerimiento energético de la lactancia, la cual es solo alrededor de 6 0 7 meses en esta
especie (Lockyer, 1984). Ademas, durante el periodo de lactogénesis es importante la
presencia de glucocorticoides, asi como otras hormonas como la prolactina e insulina
(Stelwagen et al.,, 1998). Estas concentraciones elevadas de glucocorticoides en las
hembras lactantes en comparacién con las hembras en reposo fueron reportadas también
para la ballena franca (Hunt et al.,, 2006), asi como para otras especies de mamiferos
(Millspaugh y Washburn, 2004).

Otro aspecto interesante sobre los glucocorticoides fue encontrar concentraciones
significativamente mayores en los machos que en las hembras, lo que posiblemente indica
gue es una condicion fisiologica en los machos, lo que coincide con los resultados en
ballenas francas (Hunt et al. 2006), quienes encuentran las mayores concentraciones en
machos maduros. En la ballena azul los valores aparentemente mayores se presentaron en
un individuo inmaduro y las crias. Las altas concentraciones en machos maduros de
ballena franca, fueron atribuidos a la intensa competencia reproductiva de esta especie en
los grupos activos en superficie ya que aunque las muestras corresponden a una zona de
alimentacion también llevan a cabo actividades de copulacion (Hunt et al., 2006). Las
mayores concentraciones en el macho inmaduro y las crias pueden deberse a un mayor
estimulo estresante en estos individuos, como pudiera ser un esfuerzo fisico o algin tipo
de amenaza (Kjeld, 2001).
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Estas diferencias en las concentraciones hormonales de glucocorticoides por
género, han sido reportadas para otras especies como roedores, ungulados, perros
primates, y humanos (Wielebnowski et al., 2002) aunque en algunos casos las hembras
son las que presentan las mayores concentraciones de glucocorticoides. Estas diferencias
por género en la actividad adrenal fueron reportadas por Wielebnowski et al. (2002) para
la pantera nebulosa de Norteamérica (Neofelis nebulosa) donde las mayores
concentraciones de glucocorticoides en las hembras se argumentan por una adaptacién
evolutiva en donde las hembras estan adaptadas a un mayor estrés por el cuidado de las
crias y a su menor tamafio en comparacién con los machos, lo que las hace mas

susceptible a la depredacion y a la agresion intersexual.

Las concentraciones hormonales no presentaron tendencia clara en cuanto a
cambios en el tiempo (Figura 31), lo que puede deberse a que el muestreo no abarco el
periodo de la copula de esta especie. Otra posible explicacion son las fluctuaciones
estacionales que se presentan como en el caso de los andrégenos (Kellar et al. 2006(b)) y

lo que no puede ser evidente debido al corto periodo de muestreo

Dentro de los machos, se obtuvieron biopsias de un macho puberto de 6 afios
conocido desde cria (ID# 0240, biopsia 350 tomada en 2004, ver cuadro 8). Este macho
presentd la mayor concentracién de progestdgenos encontrada en las ballenas azules
analizadas, asi como concentraciones elevadas para el resto de las hormonas esteroides.
Este mismo individuo biopsiado nuevamente dos afios después, considerado ya como un
adulto (biopsia 550 tomada en 2006, ver Tabla VI), present6é concentraciones hormonales
menores a las determinadas como inmaduro. Estos cambios en las concentraciones
hormonales de ambas muestras, posiblemente estén relacionados con los procesos
endocrinos que ocurren durante la pubertad. En esta etapa, las altas concentraciones de
andrégenos y estr6genos son necesarias para inhibir las concentraciones de hormonas
liberadoras de gonadotropinas (GnRH), inicialmente necesarias para una retroalimentacion
negativa de las células del hipotalamo con baja sensibilidad, y que son necesarias a su vez
para producir altas concentraciones de hormonas foliculo estimulantes (FSH) vy
luteinizantes (LH) responsables de los procesos reproductivos durante la pubertad junto

con las hormonas esteroides (Senger, 2003).
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En este trabajo se considerd la influencia de los datos extraordinarios sobre los
promedios de las concentraciones hormonales para cada categoria, debido a que no se
cuenta con un marco de referencia en cuanto a estas concentraciones para la ballena azul.
Este es el primer trabajo sobre contenido hormonal, y no es posible hacer comparaciones
en cuanto a las concentraciones con otras especies, debido a las variaciones dentro de la
técnica y de las muestras biolégicas utilizadas, ademas de que se ha observado que
existen variaciones considerables en cuanto a los rangos de concentracion para cada

especie (Schwarzenberger, 2007).

La media es una medida de tendencia central cuya desventaja es que se ve
afectada por los valores extremos, mientras que con la mediana esto no ocurre (Weimer,
2005). Los resultados mostraron que la presencia o ausencia de los datos extraordinarios
no alteraron de manera significativa los promedios (media) de las concentraciones
hormonales, pero si mostraron tener una tendencia en la mayoria de los casos a aumentar

la media de cada categoria, lo que se comprobé al comparar las medias con las medianas.

A pesar de que no se logré determinar las categorias reproductivas intrasexuales
de los individuos no conocidos usando las concentraciones hormonales si se observo una
separacion de las ballenas azules por sexo. Ademas, la menor variacion obtenida en las
concentraciones de las hormonas esteroides de las hembras lactantes, quienes
conformaron el grupo mas homogéneo, sugiere que las concentraciones hormonales
pueden ser buenos indicadores de un estado reproductivo determinado. Lo que se
requiere es tener un mayor numero de muestras de individuos conocidos, para poder

establecer con precisidn las concentraciones hormonales por categoria.

Los estudios sobre valoracion hormonal como lo es el presente trabajo, estan
siendo aplicados a una gran variedad de especies en conjunto con otros parametros, como
el comportamiento u otros aspectos reproductivos (Schwarzenberger et al., 1996). Debido
a que es crucial comprobar que las fluctuaciones en las hormonas esteroides cuantificadas
proveen informacién fisiol6gica relevante, es importante la validacién tanto fisioldgica

como de la técnica a utilizar para cada especie y medio (grasa, excretas, orina, sangre); y
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de esta forma demostrar que las estimaciones sobre la produccion hormonal son
confiables (Monfort, 2002).

Los analisis GC-MS permitieron la validacién del método utilizado al verificar la
presencia de las hormonas esteroides cuantificadas por la técnica de EIA en muestras
representativas de grasa de ballenas azules, y aunque la validacion fisiologica para esta
especie es dificil de realizar, los contenidos hormonales de este trabajo asociados con
algunos estados reproductivos, representan los primeros indicios de la endocrinologia
reproductiva de la especie. Sin embargo, es necesario continuar con estudios de este tipo,
gue cuenten con mas individuos con historias de vida conocidas, asi como de muestras
con origen diferente (excretas y grasas por ejemplo), que permitan realizar una

comparacion de las concentraciones hormonales obtenidas.

No se conoce aun el ciclo reproductivo de la ballena azul, y es aun menor la
informacién que se tiene sobre su endocrinologia reproductiva. Sus largos intervalos entre
nacimientos y su edad de madurez sexual tardia en comparacién con otras especies,
hacen que se requieran muchos afios de estudio para generar informacién sobre su
reproduccién (Gendron, 2002). Los datos de este trabajo representan la primera
descripcion del contenido de hormonas esteroides en esta especie, basado en un
muestreo que considera diferentes categorias de edad, pero que se encuentra restringido

a pocos meses de muestreo (enero-abril).
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CONCLUSIONES

- El método de Inmunoensayo enzimatico es una herramienta util para evaluar el

contenido hormonal en grasa de ballena azul.

- Los perfiles en las concentraciones hormonales determinadas por Cromatografia
por Gases-Masas fueron similares a las obtenidas por el método de Inmunoensayo
enzimatico, lo que permite verificar le eficiencia del método en la valoracion

hormonal para la ballena azul.

- Las concentraciones hormonales permitieron separar por género a las ballenas
azules. Las concentraciones de glucocorticoides fueron significativamente mayores
en los machos, lo que pudiera estar reflejando una condicion fisioldgica del género,

o bien una preparacion de los machos para la reproduccion.

- Existe transferencia de hormonas esteroides a través de la leche materna, por lo
gue la variacion de los contenidos hormonales en las crias son un reflejo de este

proceso y coincide con otros mamiferos.

RECOMENDACIONES

Las concentraciones hormonales en muestras de grasa son una herramienta util
gue reflejan la condicion fisiologica de las ballenas azules, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas en los contenidos hormonales para los diferentes estados
reproductivos, lo que pudo ser resultado de un bajo poder estadistico debido al poco
namero de muestras. La inclusibn de un mayor nimero de muestras bioldgicas de
individuos conocidos permitirdn mas estudios y con mayor precision para definir rangos de

los contenidos hormonales por edad y estado reproductivo.
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ANEXO I

Anexos

Resultados para el analisis por densidad de Kernel para las hormonas cuantificadas

(ng/gr tejido) y después de su transformacion a Log 10, sin considerar sexo, en grasa de

ballena azul del Golfo de California.

WARPing cnsity (polygon) De = 46,1564, M = 10, Ker =6

WARPing censity  polygon) e =340 5769, M =10, Ker= 6

Density

004267

Density

04

154526

77924

Figura 1. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracién de progestagenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccion de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido).

72



Anexos

WARPing cinsiy (polygor)), e = 2L #0L M = 10, Cer= & W ARPimg censity (pohgon ), be = 08552 M= 10 Ker =6
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Figura 2. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracién de progestagenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccion de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido) transformados a Log 10.
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Figura 3. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracion de andrégenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la elecciéon de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido).
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Deng ity

WARPing censily (poliygon). be =0 715 M= 10 ter= 6 W ARPing cns iy (polygon). be =0 1220 =10 ker= 5
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Figura 4. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracién de andrégenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccion de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido) transformados a Log 10.
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Figura 5. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracion de estrégenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la elecciéon de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido).
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Deng ity
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Figura 6. Andlisis de densidad por Kernel para la concentracion de estrégenos sin considerar
sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccion de
amplitud/ intervalo de banda 6ptima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y Silverman).
Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de progestagenos

(ng/gr de tejido) transformados a Log 10.

W ARPing density (polygon). bw = 51.8087. M = 10. Ker = 6
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Figura 7. Analisis de densidad por Kernel para la concentraciébn de glucocorticoides sin
considerar sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccién
de amplitud/ intervalo de banda Optima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y
Silverman). Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de

progestagenos (ng/gr de tejido).
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Figuras 8 Y 9. Analisis de densidad por Kernel para la concentracion de glucocorticoides sin
considerar sexo, en grasa de ballena azul del Golfo de California. Se utilizan reglas para la eleccién
de amplitud/ intervalo de banda Optima para la estimacién de Densidad por Kernel (Scott y
Silverman). Eje vertical representa la densidad y el eje horizontal representa la concentracion de

progestagenos (ng/gr de tejido) transformados a Log 10.

76



SN

ANEXO 11

S

Cuadro 1. Andlisis de regresion robusta entre progestdgenos, androgenos, estrégenos y
glucocorticoides en grasa de ballena azul Balaenoptera musculus del Golfo de California

concentraciones en ng/gr de tejido (Logio).

. ANALISIS DE REGRESION DE LOS PROGESTAGENOS (110P) Y ANDROGENOS (110T)

Huber iteration 1: maximum difference in weights = .69403781
Huber iteration 2: maximum difference in weights = .02749188
Biweight iteration 3: maximum difference in weights = .29394409
Biweight iteration 4: maximum difference in weights = .04458301
Biweight iteration 5: maximum difference in weights = .02479413
Biweight iteration 6: maximum difference in weights = .01252178
Biweight iteration 7: maximum difference in weights = .00486493

Robust regression Number of obs = 75

FC 1, 73) = 24.32

Prob > F = 0.0000

110P | Coef. Std. Err. t P>]t] [95% Conf. Interval]

_____________ e e e e e

1107 | .6014767 -1219774 4.93 0.000 .3583761 .8445773

_cons | 1.721938 .0764237 22.53 0.000 1.569625 1.87425

. ANALISIS DE REGRESION DE LOS PROGESTAGENOS (110P) Y ESTROGENOS (110E)

Huber iteration 1: maximum difference in weights = .66871098
Huber iteration 2: maximum difference in weights = .02779439
Biweight iteration 3: maximum difference in weights = .26815914
Biweight iteration 4: maximum difference in weights = .04357711
Biweight iteration 5: maximum difference in weights = 00799758
Robust regression Number of obs = 66
FC 1, 64) = 9.62
Prob > F = 0.0029
110P | Coef. Std. Err. t P>]t] [95% Conf. Interval]
_____________ A e
110E | -5440382 -1754503 3.10 0.003 -1935359 .8945405
_cons | 2.4182 -1127324 21.45 0.000 2.192991 2.643409
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. ANALISIS DE REGRESION DE LOS ANDROGENOS (110T)

Anexos

Y ESTROGENOS (110E)

66
242 .97

0.0000

Interval]

.8720331

Huber iteration 1: maximum difference in weights = .89342993
Huber iteration 2: maximum difference in weights = .414982
Huber iteration 3: maximum difference in weights = .07333156
Huber iteration 4: maximum difference in weights = .03073137
Biweight iteration 5: maximum difference in weights = .26805789
Biweight iteration 6: maximum difference in weights = 08151256
Biweight iteration 7: maximum difference in weights = .01868198
Biweight iteration 8: maximum difference in weights = .00336781
Robust regression Number of obs
FC 1, 64)
Prob > F
110T | Coef. Std. Err. t P>]t] [95% Conf.
_____________ e e e e e
110E | .7729681 -0495888 15.59 0.000 .6739031
_cons | -9647296 .0318624 30.28 0.000 .9010772

1.028382

. ANALISIS DE REGRESION DE LOS PROGESTAGENOS (110P) Y GLUCOCORTICOIDES (110C)

_____________ R

Huber iteration 1: maximum difference
Huber iteration 2: maximum difference
Huber iteration 3: maximum difference
Biweight iteration 4: maximum difference
Biweight iteration 5: maximum difference
Robust regression

110P | Coef Std. Err

110C | .1651444 .1062096

_cons | 1.699695 .2154321

in weights = .59590023
in weights = .12443553
in weights = .02130882
in weights = .15420611
in weights = .0071535

Number of obs = 76

FC 1, 74) = 2.42

Prob > F = 0.1242

NO SIGNIFICATIVO

t P>]t] [95% Conf. Interval]

1.55 0.124 -.0464829 .3767717

7.89 0.000 1.270438 2.128953

. ANALISIS DE REGRESION DE LOS ANDROGENOS (110T) Y GLUCOCORTICOIDES (110C)

77
46.40

0.0000

Interval]
_____________ R

Huber iteration 1: maximum difference
Huber iteration 2: maximum difference
Huber iteration 3: maximum difference
Huber iteration 4: maximum difference
Biweight iteration 5: maximum difference
Biweight iteration 6: maximum difference
Biweight iteration 7: maximum difference
Biweight iteration 8: maximum difference
Robust regression
1107 | Coef. Std. Err.
110C | -3656177 -0536765
_cons | -.2449645 -1089037 -2

in weights = .84022173
in weights = .14030745
in weights = .07645174
in weights = .01311313
in weights = .28713007
in weights = .069113
in weights = .02291808
in weights = .00521642
Number of obs
FC 1, 75)
Prob > F
t P>]t] [95% Conf.
6.81 0.000 .2586886
2.25 0.027 -.4619118

.4725468

-.0280172
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. ANALISIS DE REGRESION DE LOS ESTROGENOS (110E)

Huber iteration
Huber iteration
Biweight iteration
Biweight iteration
Biweight iteration

Robust regression

- maximum difference in
2: maximum difference in
3: maximum difference in weights
4: maximum difference in

- maximum difference in

weights
weights

weights
weights

- >

Y GLUCOCORTICOIDES (110C)

-50001691
.00227503
-15844203
-0115155

.00177181

Number of obs

FC 1,
Prob > F

66
68.06

= 0.0000

t  P>lt]

[95% Conf.

Interval]

_____________ o

110E | Coef. Std. Err.
110C | .4128666 .0500466
_cons | -1.405439 -1034659

8.25 0.000
-13.58 0.000

-3128869
-1.612136

.5128462
-1.198742
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Anexos’

ANEXO 111

Cuadro 1. Concentracion de progestagenos, androgenos, estrégenos y glucocorticoides en grasa
de hembras de ballena azul Balaenoptera musculus del Golfo de California (concentraciones en
ng/gr de tejido).

ID BIOPSIA ENEI)?ND ESTADO FECHA Progestagenos | Andrdgenos Estrogenos | Glucocortcoides
397 368 1 09/04/2002 79,3651 1.3895 0.1129 39.6825
393 362 1 06/04/2002 56.2852 1.883% 0.1435 103.1895
501 482 1 07/04/2006 164.9485 1.9918 0.1442 309278
S0e 492 1 18/04f2005 193.9655 2.0819 0.132% 64,6352
175 484 9 madura 14/04f2005 4491726 2.2837 0.1749 108.747
520 433 1 13/04f2006 113.2033 2.3%57 0.1509 35461
398 369 1 10/04{2002 119.4006 29418 0.2165 58,7396
13% 365 7 lactante 08/04/2002 193.0602 2.72 0,255 772201
395 366 1 08/04/2002 233,383 3.3867 0.2323 333333
477 S5 1 02/04/2006 240,549 3.31% 0.1992 51.5464
3% 367 1 08/04/2002 80.6452 3.9913 0.282 403226
556 567 0.5 cria 01/04/2006 3225806 7.7903 0.5474 201.6129
438 430 2 29/01/2006 832178 1.3944 0.0853 277393
127 711 13 madura 13/02/2008 56.6442 1.0202 0.0612 428659
47 520 13 madura 24/02f2006 294.6274 1.6742 0.1212 8.6655
127 450 10 rnadura 25/02f2006 131.0139 1.7367 0.113 21692
111 515 12 lactante 18/02f2006 1477833 2.3793 0.1665 2463205
451 456 10 lactante 23/02/2006 147.7833 24215 0.1423 73.8916
473 457 0.5 cria 23/02f2006 82.6446 2.7245 0.188 275482
233 501 11 rnadura 07/02f2006 133.8889 6.7083 0.4561 3m.0278
124 717 17 madura 21/02{2008 981.4315 119239 1.2346 1728.39651
282 708 15 madura 11/02f2008 99,6564 62.543 0.343% 859107
S0 620 20 lactante 10/02f2008 223.0928 918053 0.8197 14154077
438 419 1 09/03/2004 276625 1.3712 0.0941 345781
492 473 1 18/03f2005 96,7742 1.6362 0.1011 322931
391 357 1 14/03f2002 94,9357 1.6835 0.2129 316456
23 361 14 rnadura 24/03f2002 546114 1.779 0.12935 39,6245
S0 416 16 lactante 08/03/2004 120.719 2.1715 0.1166 544662
379 347 1 06/03/2002 313.253 24275 0.1761 24.0964
304 469 6 rnadura 13/03f2005 134.2416 2.5884 0.15%2 38.5604
408 552 S rnadura 25/03f2006 104.9669 2.6871 0.1537 26,2467
553 557 1 26/03/2006 283.8087 3.6045 0.2296 126.3538
4 410 22 radura 04/03/2004 156.8527 3.9547 0.270e 588235
424 420 1 20/03f2006 176.9912 4.44 0.263 442478
409 387 3 11/03f2003 265.4867 4.4706 0.3073 110.61965
384 342 1 06/03/2002 216.2162 5.4939 0.4119 81.0811
420 379 0.5 cria 07032003 402,2989 5.5517 0.4116 574713
385 352 1 07/03f200e 2941176 7.453 0.4992 220.9882
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Cuadro 2. Concentracion de progestadgenos, androgenos, estrégenos y glucocorticoides en grasa
de machos de ballena azul Balaenoptera musculus del Golfo de California (concentraciones en ng/gr

de tejido).
EDAD

ID BIOPSIA MIN ESTADO FECHA Progestagenos | Andrdgenos | Estrdgenos | Glucocorticoides
499 490 1 14/04/2006 29.8770 0.4675 281.1951
499 485 1 14/04f2006 10,0840 0.8941 176.4706
547 555 1 03/04/2006 294562 1.4562 0.4444 75.5237
473 SE5 4 puberto 22/04f2006 29,5405 2.1343 0.2183 185.9956
504 487 1 14/04f2006 25,6065 2.6033 0.2656 94,3396
3%4 364 05 ctia 08/04/2002 55,5556 4,293 0.4444 266.6667
st2 491 1 16/04/2006 267.3797 5.2583 0.3229 80.2139
363 3% 2 30/01/2002 477707 3.0764 0.3185 477707
363 348 2 30/01/2002 333.3333 8.9444 0.9259 555.555%6
303 462 6 puberto 26/02{2006 42,0561 1774 0.233%6 23.3645
142 580 25 rmaduro 004002007 15705 117.0047
12 463 16 rmaduro 26/02/2006 29,1005 1.7378 0.1764 2910053
7 461 18 maduro 26/02{2006 54,7550 2.9325 0.2382 547.5504
189 508 10 maduro 08/02/2006 107.6923 3.8335 0.3346 260.2308
240 330 6 puberto 14/02f2004 5206.8966 4.9091 0.4926 569.1057
374 329 2 05/02f200e 55.8376 380.2030 0.5076 206.0457
482 472 1 18/03/2006 14.0187 0.8287 15.5763
485 481 1 20/03/2006 40,8602 1.1441 21.5064
463 4% 1 25/03f2004 38,7612 1.4737 27.7008
491 470 1 13/03/2006 74,7922 1.4737 27.7008
4%4 475 1 18/03f2006 788732 1.4985 28,1650
546 554 1 30/03/2006 81.0811 1.6318 0.1689 59.1216
482 478 1 18/03/2006 315789 1.8567 157.8947
519 474 1 18/03f2006 12,7660 2.0653 21.2766
376 353 05 cria 07/03/2002 82.6087 2.3120 0.4348 44,7825
383 341 1 06/03f2002 162791 2.4744 0.4651 255.8140
508 465 1 13/03f2006 113.3006 2.6207 73.8916
406 359 05 cria 15/03f200e 27.9146 2.73%6 0.1642 131.3629
240 530 8 maduro 25/03f2006 62,5000 2.9644 0.3206 112.1756
4% 549 2 inmaduro | 25/03f2006 87.3984 3.974 0.4065 569.1057
379 546 5 puberto 24/03/2006 140.5788 3.8375 0.3523 235.8164
435 417 05 ctia 08/03f2004 160.0000 4.8300 0.5000 100.0000
543 551 1 29/03/2006 106.6434 4.8951 0.1689 227.2727
425 397 0.5 cria 27/03/2008 536.1842 6.7002 0.6579 361.8421
4% 415 05 ctia 08/03f2004 3494.7368 7.1668 1.0626 526.3158
249 389 5 puberto 11/03/2008 496.7627 8.4249 0.8475 84.7458
487 466 1 13/03f2006 36.1842 122807 0.2193 142.5439
35 346 2 06/03/2002 94,3396 132075 0.6289 1603.7736
533 562 1 28/03f2006 308.5714 25.0000 0.3497 297.6190
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ANEXO IV

Anexos

Concentracion de progestagenos, andrégenos, estrégenos y glucocorticoides (Log 10) para

hembras de ballena azul, representadas por medio de graficas de violin, donde se gréafica la

mediana para cada hormona analizada y por categoria. El rectdngulo blanco indica la mediana, el

recuadro negro el 25y 75 % de los datos y la linea de la gréafica los valores maximos y minimos.

Log 10 Progestagencs
299188 A
280455 —
250884 24959 A
224849
2 18962 — 221725
=152 1 214287 -
1.91721 4
173728
1.44189 +
castegorias: C categoris: L categorias: M categorias: Sin&-]
Log 10 Andrégenos
1.96286 —
1.79618 —
891554 — 872331
744426 —
485287 334845 413031 385159
137101
008685 —
categorias: C categorias: L categorias: M categorias: SinH

Figura 1 y 2. Graficas de violin para progestagenos y andrégenos (ng/gr Log 10) en hembras
de ballena azul por categoria, cria (C), lactante (L), madura (M) y sin categoria (SinH).
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Log 10 Estréogenos
.091526 —
-.0863456 —
-.261695 -.301204 —
-.385525
-.725842 -.699404 -
-.778586 — -.798057 —
-.933301
-1.06905 —
-1.21325
categorias: ( categorias: categorias: N categorias: SinH
Log 10 Glucocorticoides
315088 — 3.23764 —
2 30452 - 2.34358 —
1.8686 —
1.756946 —
1.63211 1.60555 —
1.44009 — 1.39147 — 1.38195
937794
categorias: C categorias: L categorias: M categorias: SinH

Figuras 3 y 4. Gréficas de violin para estrogenos y glucocorticoides (ng/gr Log 10) en
hembras de ballena azul por categoria, cria (C), lactante (L), madura (M) y sin categoria (SinH).
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ANEXO V

> 4

AREXO0S

Concentracion de progestagenos, andrégenos, estrégenos y glucocorticoides (Log 10) para
machos de ballena azul, representadas por medio de graficas de violin, donde se grafica la mediana
para cada hormona analizada y por categoria. El rectdngulo blanco indica la mediana, el recuadro
negro el 25y 75 % de los datos y la linea de la grafica los valores maximos y minimos.

Log 10 Androgenos

258002
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categ:rvgs C caegrg;iras in caieggrri'ars Mo categoria¢ P calego;':;;, SinM

Figura 1 y 2. Gréficas de violin para andrégenos y estrégenos (ng/gr Log 10) en machos de
ballena azul por categoria, cria (C), inmaduro (In), maduro (Mo) y sin categoria (SinM).
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Figura 3. Graficas de violin para glucocorticoides (ng/gr Log 10) en machos de ballena azul por
categoria, cria (C), inmaduro (In), maduro (Mo) y sin categoria (SinM).
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ANEXO VI

Espectros de masas utilizados como referencia para la identificacion de los picos de

las hormonas esteroides.

Jtens.
x108
6204

3152

Espectro de masa de progesterona (Pregn-4-ene-3, 20 dione) utilizado como referencia
para la identificacion de los picos.

Intens
x1
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3.
2551
2.
1
3803
2642
192.0 |273.I I
1589 4914
0 Atael - S Ay S v v ~
100 200 300 400 500 600 700 200 900 miz

Espectro de masa de estradiol (Estra- 1,3,5 (10)-triene-3, 173-diol) utilizado como
referencia para la identificacion de los picos.
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Espectro de masa de cortisol (118, 17alfa, 21- trihidroxipregn-4-ene-3, 20 dione)
utilizado como referencia para la identificacion de los picos.
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Espectro de masa de testosterona utilizado como referencia para la identificacion de los

picos.
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ANEXO VII

Espectros de masa para la identificacion de hormonas esteroides en 6 biopsias de

grasa de ballenas azules del presente estudio.

[rtens,
X1

6 305.1

# 2611 6373

3] 349.2
217.0

481.2

i 0212 950.6
ORI VSRR ST 5T T T T T T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz|

Espectro de masas de grasa de hembra madura de ballena azul (ID 0175; Biopsia 484).
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6373

3000+
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1000
217.0 261.1
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1719 3932 4483 569.2 695.3
0 ko bl PERTY

S — —

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Espectro de masas de grasa de macho maduro de ballena azul (ID 142; Biopsia 580).
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100 200 ado 400 500 600 700 800 900 miz

Espectro de masas de grasa de hembra lactante de ballena azul (ID 0451; Biopsia 456).
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100

Espectro de masas de grasa de macho puberto de ballena azul (ID 0240; Biopsia 350).
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ﬁnlens.
x1

4132

37 337.2

8798

Espectro de masas de grasa de cria hembra de ballena azul (ID 0478; Biopsia 457).
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Espectro de masas de grasa de cria macho de ballena azul (ID 0454; Biopsia 415).
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ANEXO VIII

Comparacion de las concentraciones obtenidas por el método de EIA y de

Cromatografia Gases-Masas.

Progestagenos (ng/gr)

BIOPSIA | EDAD MIiN | ESTADO FECHA EIA Cromatografia
484 9 madura 14/04/2005 449.1726 524228.4625
580 25 maduro 00/00/2007 31535.5911
456 10 lactante 23/02/2005 | 147.7833 223113.1024
350 6 puberto 14/02/2004 | 5206.8966 | 1571957.755
457 0.5 cria 23/02/2005 82.6446 381477.7668
415 0.5 cria 08/03/2004 | 3494.7368 | 1534139.3965

Andrégenos (ng/gr)

BIOPSIA | EDAD MIN | ESTADO FECHA EIA Cromatografia
484 9 madura 14/04/2005 | 2.2837 1321566.4214
580 25 maduro 00/00/2007 | 1.5705 7423.9308
456 10 lactante 23/02/2005 | 2.4215 400649.1363
350 6 puberto 14/02/2004 | 4.9091 572228.5065
457 0.5 cria 23/02/2005 2.7245 221489.5783
415 0.5 cria 08/03/2004 | 7.1668 1345609.8653

Estrégenos (ng/gr)

BIOPSIA | EDAD MIN | ESTADO FECHA EIA Cromatografia
484 9 madura 14/04/2005 | 0.1749 524228.4625
580 25 maduro 00/00/2007 4279.9615
456 10 lactante 23/02/2005 | 0.1423 251864.3573
350 6 puberto 14/02/2004 | 0.4926 546981.8313
457 0.5 cria 23/02/2005 0.1880 333376.9748
415 0.5 cria 08/03/2004 | 1.0526 4430749.6348
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Glucocorticoides (ng/gr)

BIOPSIA | EDAD MIN | ESTADO FECHA EIA Cromatografia
484 9 madura 14/04/2005 | 108.7470 945969.2769
580 25 maduro 00/00/2007 | 117.0047 4908.7277
456 10 lactante 23/02/2005 73.8916 233503.3518
350 6 puberto 14/02/2004 | 569.1057 360607.7955
457 0.5 cria 23/02/2005 27.5482
415 0.5 cria 08/03/2004 | 526.3158 | 1785640.5776

Gréficas de las concentraciones obtenidas por el método de Inmunoensayo
enzimético (EIA) y por el método de Cromatografia de Gases-Masas, para 6 muestras de
grasa representativas de las categorias, hembra madura, lactante, cria, macho maduro,

puberto y cria.

4.00
S 300
o
o
-
% - B Progestagenos
ii.: | | g::tdr:;gei:sos
0 C
E 0.00 - %d LTJ u ﬂ u I! u liu u IU D Glucocorticoides
s H o I ﬂ (]
5 -1

-2.00

(ategorias

Figura. 1 Gréfica de las concentraciones obtenidas por el método de EIA para muestras
de grasa de hembra madura (Ma), lactante (L), cria (CH), macho maduro (Mo), puberto
(P) y cria macho (CM). Los datos estan en ng/gr grasa y transformados a Log 10.
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Figura. 2 Grafica de las concentraciones obtenidas por el método de Cromatografia
Gases-Masas para muestras de grasa de hembra madura (Ma), lactante (L), cria (CH),

macho maduro (Mo), puberto (P) y cria macho (CM). Los datos estan en ng/gr grasa y
transformados a Log 10.
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