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GLOSARIO

Acidos grasos (AG): representan un grupo extenso de moléculas, las cuales
constituyen la mayoria de los lipidos que se encuentran en todos los organismos.
Estan formados generalmente por un numero par de carbonos, con un grupo

carboxilo en un extremo y pueden ser saturados o insaturados.

AG saturados (AGS): acidos grasos que no tienen ninguna insaturacion (doble

enlace) presente en la cadena de carbonos.

AG monoinsaturado (AGMI): acidos con un doble enlace en la cadena de carbonos.

AG poliinsaturados (AGPI): acidos grasos que tienen de dos a mas dobles enlaces

en la cadena de carbonos.

AG biomarcadores: caracteristicos de organismos o grupos de organismos, los
cuales pueden ser transferidos sin sufrir modificaciones a través de las cadenas

troficas y ser detectados en los depredadores tope.

AG esenciales (AGE): acidos grasos que los organismos vertebrados no pueden
sintetizar y que deben ser adquiridos por medio de la dieta, sintetizados por las

células vegetales.

Cadena tréfica: Conjunto de relaciones alimentarias entre especies dentro de un

ecosistema, que va desde productores primarios a depredadores tope.

Grupos de cetaceos: tipos de congregaciones que exhiben elevados niveles de
organizacion; una relacion co-especifica en un area limitada (tipicamente, dentro de
varios cientos de metros), frecuentemente comprometidos en actividades similares y
moviéndose en la misma direccion, mantenidos por factores sociales como una
unidad; los grupos pueden ser estables durante largos periodos de tiempo o pueden

cambiar su composicion en periodos cortos.



Isétopos estables: son atomos de un mismo elemento con igual numero de

protones pero diferente numero de neutrones.

Lipidos: son los acidos grasos y sus derivados, asi como las sustancias

relacionadas biosintética o funcionalmente con ellos.

Lipidos neutros: son aquellos que mediante el proceso de saponificacién producen
como maximo dos tipos de productos primarios de hidrdlisis (acidos grasos, glicerol,
etc.) por cada mol y constituyen la reserva energética de los animales

(principalmente triglicéridos).

Lipidos polares: son aquellos que mediante la saponificacién producen tres o mas
productos primarios por mol y forman la estructura de las membranas celulares

(principalmente fosfolipidos y esfingolipidos).

Nivel tréfico: clasificacidon funcional de los organismos de una comunidad conforme

a sus relaciones alimenticias 0 a la manera en la cual obtiene su materia y energia.

Stock: término utilizado para referirse a entidades biolégicas o de manejo. Un stock
bioldégico se caracteriza por presentar poco o0 nulo intercambio genético con otros
individuos pertenecientes a un stock distinto, es decir que tienden a reproducirse

entre miembros de un mismo stock.
Teutéfagos: organismos que se alimentan principalmente de cefalépodos.

5"'3C: relacion isotdpica de carbono ('*C/'?C) expresada en partes por mil sobre un

estandar (Pee Dee Belemnite).

5"°N: relacion isotopica de nitrégeno (°N/'*N) expresada en partes por mil sobre un

estandar (Nitrégeno atmosférico).

VI



RESUMEN

Los calderones de aletas cortas Globicephala macrorhynchus son frecuentes
en la comunidad de cetaceos del Golfo de California (GC), se ha reportado que
tienen habitos alimentarios teutéfagos y en menor medida ictiéfagos. Una
investigacion basada en 3'°C y 8N para determinar relaciones tréficas entre
Dosidicus gigas (presa principal del calderon en el GC) y cetaceos teutéfagos, revelo
diferencias significativas de ~2.5 %o, en 5N en la piel de diferentes grupos de
calderones que se encontraron en las regiones central y sur del GC. Considerando
un 8"°N ~10.4 %o del material organico particulado (MOP), se estima una variacion en
el nivel tréfico entre 3 y 3.6 entre grupos sugiriendo diferencias de habitos
alimentarios intraespecificos o un aporte de nitrébgeno diferente entre zonas
geograficas. En este estudio se analizaron los perfiles de acidos grasos (AG) de
grasa y piel, como una herramienta complementaria dada su utilidad como
biomarcadores troficos. Los AG de lipidos neutros (LN) de la grasa permiten inferir
sobre los habitos de alimentacion, mientras que los AG de lipidos polares (LP) de
tejidos mas conservativos como la piel permiten diferenciar entre poblaciones o
stocks posiblemente relacionados con diferentes zonas geograficas. Se determinaron
los perfiles de AG en biopsias de G. macrorhynchus colectadas de febrero a abril de
2005 (n=28) en las regiones central y sur del GC. Se realiz6 una caracterizacion
histolégica en una biopsia de calderon para determinar si existian estratos en la
grasa subcutanea. Se cuantificaron los lipidos totales (LT) previo a la separacion de
lipidos de reserva (LN) y estructurales (LP) en grasa y piel. El analisis histolégico
mostro que la grasa subcutanea no presenté un patron de estratificacion definido, por
lo que se considerd la biopsia de grasa como homogénea. Los LT no mostraron
diferencias significativas entre grupos (p>0.05). Se detectaron 31 AG en LN de la
grasa y mediante un analisis multivariado de componentes principales (ACP) y se
observo un alto porcentaje (52.67%) explicado por los dos primeros componentes sin
alguna separacién aparente entre grupos, sin embargo, al utilizar AG considerados
como biomarcadores troficos y el analisis de funciones discriminantes (AFD), hay una

separacion significativa entre los grupos 1 y 2 (p<0.0001) coincidiendo con lo
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reportado mediante isétopos estables. Las diferencias en los AG de reserva (largo
plazo) entre grupos de calderones se atribuyeron a distintas rutas troficas,
determinadas por distintos biomarcadores sugiriendo que las diferencias de 5N
entre grupos se deben a distintos habitos alimentarios intraespecificos. Asi mismo, se
detectaron 25 AG en LP de la piel y mediante un ACP se observé un bajo porcentaje
(39.54%) explicado por los dos primeros componentes sin alguna separacién de
grupos, no obstante, utilizando AG asociados a fosfolipidos mediante un AFD, hay
una separacioén significativa del grupo 1 vs los grupos 2, 3 y 4 (p<0.0018), sugiriendo
la presencia de 2 stocks de calderones mediante los acidos grasos estructurales de
la piel, esto no coincide con los niveles troficos de los diferentes grupos reportados
para las mismas muestras de las cuales se analizaron isotopos estables de N y C,
se deduce entonces, que la variacion en 8'°N no esta relacionado con zonas con

diferentes aportes de nitrégeno.
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ABSTRACT

The short-finned pilot whale Globicephala macrorhynchus are common in the
community of cetaceans in the Gulf of California (GC), they have teutophagous
feeding habits, although piscivore behaviors have been reported. A study based on
5"3C and 5'N to determine trophic relationships between Dosidicus gigas (main prey
of pilot whale in the GC) and teutophagous cetaceans revealed significant differences
of ~ 2.5 %o in 8"°N in the skin of different groups of pilot whale that were found in the
central and southern GC. Considering a 8'°N= ~10.4 %o of particulate organic matter
(POM), trophic levels were estimated between 3 and 3.6 of the groups indicating
intraspecific differences in feeding habits or different nitrogen supply between
geographical areas. In this study we examined fatty acid (FA) profiles from fat and
skin from short-finned pilot whales as a complementary tool because of its usefulness
as trophic biomarkers. The FA from neutral lipids (NL) from fat can infer about feeding
habits, while FA from polar lipids (PL) from more conservative tissues such as skin
could differentiate between populations or stocks related with different geographic
areas. FA profiles were determined in biopsies of G. macrorhynchus collected since
February to april of 2005 (n=28) in the central and southern GC. Histological
characterization was performed on a biopsy to determine whether there was a
stratum in the subcutaneous fat. Total lipids (TL) were quantified previous to the
separation of reserve lipids (NL) and structural lipids (PL) in fat and skin. Histological
analysis showed that the biopsy does not show a clearly-defined pattern of
stratification, the fat biopsy was considered as homogeneous. The TL, do not showed
significant differences between groups (p> 0.05). A total of 31 AG were detected in
LN of fat and by multivariate analysis (PCA) showed a high explained percentage
(562.67%) by the first two components without any apparent separation between
groups, however, when the FA considered as trophic biomarkers were used n the
discriminate function analysis (DFA), a significant separation was revealed between
groups 1 and 2 (p <0.0001), coinciding with that previously reported using stable
isotopes. Differences in the reserve FA (long term) between groups of short-finned

pilot whales were attributed to different trophic pathways, determined by different

IX



biomarkers, suggesting that 5'°N differences between groups are due to different
dietary habits. Likewise, there were 25 AG in LP of the skin and through ACP showed
a low explained percentage (39.54%) by the first two components without any
separation of groups, however, using FA associated to phospholipids by DFA, there
was a significant separation from group 1 vs groups 2, 3 and 4 (p <0.0018),
suggesting the presence of two stocks of short-finned pilot whale by structural fatty
acids of the skin not related with the trophic levels reported by stable isotopes of N

and C, suggesting that variation of 3'°N is not related with differences in nitrogen

supply.



I. INTRODUCCION

El calderén de aletas cortas (Globicephala macrorhynchus), pertenece a la
familia Delphinidae (Folkens et al., 2002). Tiene una distribucion tropical y subtropical
en los Océanos Atlantico, Pacifico e indico (Moore y Chieh, 2007; IFAW, 2007). Su
distribucion a lo largo del Océano Pacifico Oriental comprende la Isla Vancouver,
California, la costa occidental de la Peninsula de Baja California, hasta el Golfo de
California (Guerrero et al., 2006), e incluso en islas Hawaianas (Baird et al., 2006),
igualmente se ha reportado en el Pacifico Central en las costas de Ecuador (Félix,
2004) y en la zona Sur, se tienen avistamientos en las costas de Chile (Aguayo-Lobo,
1999).

En el Golfo de California, G. macrorhynchus, es una especie comun dentro de
la comunidad de cetaceos, esto ha sido confirmado a través de diferentes estudios
como el de Mangels y Gerrodette (1994), en el cual se reportaron mas de 60
avistamientos, predominando en la region central y suroeste. En la Bahia de La Paz
se estimé un tamano poblacional de 1,500 individuos (I.C. = 991-2,262) (Vazquez-
Morquecho, 1997). Algunos estudios revelan que los calderones estan presentes
durante la temporada calida (Salvadeo, 2008; Pardo, 2009). Los calderones poseen
una organizacion social compleja, unicamente encontrados en grupos, de entre 20 a
90 individuos conformados por machos adultos, hembras, juveniles y crias (Olson y
Reilly, 2002; Carrillo y Tejedor, 2003).

Los calderones tienen una dieta de tipo teutéfaga, la cual es compartida por
varias especies de cetaceos presentes en el Golfo de California como son los
cachalotes Physeter macrocephalus y tursiones Tursiops truncatus, sugiriendo una
aparentemente competencia por éste recurso en esta area (Diaz-Gamboa, 2003;
Cruz-Vizcaino, 2005; Diaz-Gamboa y Guerrero-De la Rosa, 2005).



Tanto en los calderones como en otros cetaceos, los estudios de contenidos
estomacales estan limitados a organismos varados y solo permiten determinar el
alimento ingerido recientemente, ademas del sesgo que implica la identificacion de
estructuras duras que aun no han sido digeridas, como los otolitos y picos de
calamares (Todd et al., 1997; Hooker et al., 2001). Sin embargo; con base en este
tipo de estudios, se ha reportado que los calderones se alimentan de Loligo
opalescens en las costas de California (Hacker, 1986) y de otros calamares como
Todarodes sagittatus, Cranchia sp., Megalocranchia sp. y Cycloteuthis sp. en el
Atlantico Nor-oriental (Hernandez-Garcia y Martin, 1994), aunque eventualmente se

han detectado comportamientos ictiéfagos (Carrillo y Tejedor, 2003; Ho et al., 2007).

Los estudios troficos mas recientes en cetaceos se basan en técnicas
quimicas y bioquimicas que complementan los estudios de contenidos estomacales,
como los analisis de is6topos estables de carbono y nitrégeno (C y N) usando piel
(Gendron et al., 2001) y los de acidos grasos usando grasa subcutanea (Budge et al.,
2006). Los is6topos estables de carbono y nitrdgeno permiten determinar niveles
troficos relativos de los organismos, asi como distinguir las fuentes primarias
potenciales que contribuyen a la red trofica (Das et al., 2003; Diaz-Gamboa, 2003).
Los acidos grasos (AG) se han considerado como indicadores del alimento de
cetaceos debido a que las cadenas de mas de 14 carbonos son mas dificiles de
digerir que los carbohidratos o las proteinas y pueden ser depositadas en los tejidos
animales practicamente sin modificaciones (Smith et al., 1995). Los AG han sido
utilizados como biomarcadores, ya que siendo estos caracteristicos de algunos
organismos o grupos de organismos, por ejemplo diatomeas, dinoflagelados, plantas
terrestres, actividad bacteriana, etc., pueden ser detectados dentro de la cadena
trofica hasta los depredadores tope sin ninguna modificacion (Parrish et al., 2000;
Copeman et al., 2009; Rodriguez-Valenzuela, 2009). Sin embargo, se ha demostrado
que la incorporacién de acidos grasos en los diferentes tejidos de los organismos es

diferencial (Joensen & Grahl-Nielsen, 2001).



Los acidos grasos son las unidades basicas de los lipidos, que pueden ser de
reserva (principalmente neutros), constituyendo un reservorio energético de los
animales (principalmente triglicéridos), y los estructurales (polares), que forman las
membranas celulares (principalmente fosfolipidos y esfingolipidos) (Christie, 1989).
Los acidos grasos de la capa subcutanea de grasa permiten inferir sobre los habitos
alimentarios (lverson et al., 2004), mientras que los AG de tejidos mas conservativos
como la piel se han utilizado para diferenciar poblaciones relacionadas con diferentes

zonas geograficas (Yunoki et al., 2008).

Estudios recientes en cetaceos indican la importancia de caracterizar
histologicamente las biopsias al utilizar la técnica de acidos grasos, debido a que la
informacion obtenida depende del tipo de tejido a analizar, de su posible
estratificacion y de la distribucion de las diferentes clases lipidicas a lo largo del
tejido. Sin este previo analisis puede haber una interpretacion incorrecta de los
resultados (Cruz-Vizcaino, 2005; Rueda-Flores, 2007).

Actualmente se desconoce la distribucién de las diferentes clases lipidicas en
el tejido de reserva de los calderones de aletas cortas, asi como los perfiles de
acidos grasos de una biopsia completa (piel y grasa). Por lo que este estudio
representa la primera aproximacion de inferencia de habitos alimentarios usando

acidos grasos para la especie.

En el presente estudio se analizaron los acidos grasos neutros y polares de
grasa y piel de calderones de aletas cortas, como una herramienta complementaria
dada su utilidad como biomarcadores tréficos, para identificar posibles variaciones en
la dieta segun la informacion obtenida con analisis de is6topos estables de 4 grupos
de calderones de aletas cortas (los grupos no se identificaron con el analisis de

isétopos).



Il. ANTECEDENTES

I1.1. Estudios Troéficos

En relacion a estudios tréficos de aplicacion de isétopos estables de carbono y
nitrégeno para estimar relaciones tréficas entre el calamar gigante (Dosidicus gigas)
con los cetaceos teutdfagos presentes en el Golfo de California, Diaz-Gamboa
(2009) encontro diferencias entre grupos de calderones de aletas cortas. Los grupos
se distinguieron con respecto al 8'°N con diferencias significativas de ~2.5 %o entre
grupos de calderones que se encontraron en la region central y sur del Golfo de
California (Fig. 1). Por lo consiguiente existian dos posibilidades, que estas
diferencias en 5'°N se debieran a zonas con diferentes aportes de N o a distintos
habitos alimentarios entre grupos. Las fuentes de cambio en los valores en 5N en
depredadores tope de una misma especie, incluyen varios niveles de pasos troficos y
variabilidad isotépica en la base en la cadena tréfica que se refleja en el depredador
tope (Aguifiga et al.,, 2007; Menard et al., 2007). En el caso de los calderones
teutdfagos del Golfo de California, se considera a D. gigas como la principal fuente de
alimentacién (Diaz-Gamboa, 2009), sin embargo las evidencias del 5'°N sugieren que

Globicephala macrorhynchus pudiera tener una dieta mas amplia.

Suponiendo un valor de 3'°N~10.4 %o (Aguifiiga et al., 2007) del material
organico particulado (MOP) entre las diferentes areas muestreadas y aplicando el
algoritmo de Hobson (1993), se estimaron niveles tréficos entre 3 y 3.6 entre los
grupos de calderones (Tabla 1), sugiriendo la existencia de un espectro trofico mas

amplio que el esperado para organismos teutéfagos.
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Figura 1. (a) Ubicacién geografica de los grupos de G. macrorhynchus muestreados en
el Golfo de California; (b) Valores de 5°C y 8"°N por grupos muestreados (Tomado con
permiso de Diaz-Gamboa, 2009).

Tabla 1. Nivel trofico estimado de grupos de calderones de aletas cortas.

Globicephala macrorhynchus Nivel tréfico
Grupo 1 3.6
Grupo 2 3.0
Grupo 3 3.4
Grupo 4 3.1

Como referencia de las posibles rutas tréficas que los calderones de aletas
cortas y sus presas puedan tener, se encuentra el estudio de Markaida y Sosa-
Nishizaki (2003) en el Golfo de California sobre los habitos alimentarios y dieta en
distintas tallas de calamar gigante D. gigas (presa principal del calderén en el GC),
en el cual se reporta como presas principales a los mictéfidos Benthosema
panamense y Triphoturus mexicanus, seguido de calamares micronectonicos como

Leachia sp., la langostilla Pleuroncodes planipes y como presas secundarias a peces




pelagicos como la sardina Monterrey Sardinops sagax, asi como un marcado

canibalismo.

También se ha reportado que los calderones pueden llegar a consumir peces,
entre las especies se encuentra la merluza enana Merluccius angustimanus, la
merluza nortefia Merluccius productus, la caballa Scomber japonicus y el tiburdn
espinoso Squalus acanthias (Olson y Reilly, 2002) distribuidos también en el Golfo de

California.

I1.2. Acidos Grasos

Los lipidos estan constituidos por acidos grasos y sus derivados, asi como de
substancias relacionadas a estos de manera biosintética o funcionalmente. Se
dividen en dos clases: neutros y polares. Los neutros son aquellos que mediante el
proceso de saponificacion producen como maximo dos tipos de productos primarios
de hidrdlisis por cada mol (acidos grasos, glicerol, etc.), por ejemplo triglicéridos (TG)
o ésteres de colesterol. Los polares son aquellos que mediante la saponificacion
producen tres o mas productos primarios por mol, por ejemplo glicolipidos y
fosfolipidos (FL) (Christie, 1989).

Los acidos grasos representan un grupo extenso de moléculas, las cuales
constituyen la mayoria de los lipidos que se encuentran en todos los organismos
(Budge et al., 2006). Estan formados generalmente por un numero par de carbonos,
con un grupo carboxilo en un extremo. En tejidos de animales, los acidos grasos
comunes forman cadenas con una extension que varia de 14 a 22 carbonos, pero en
ocasiones el rango puede variar de 2 a 36 carbonos o0 mas y pueden tener de uno a
seis dobles enlaces. Se pueden dividir en 2 grupos: 1) saturados (AGS), cuando los
carbonos en la cadena ocupan todos sus enlaces e 2) insaturados, cuando tienen
presentes dobles enlaces; monoinsaturados (AGMI), si sélo se presenta un doble
enlace y poliinsaturados (AGPI), cuando en la cadena estan presentes dos a mas

dobles enlaces (Christie, 2003). Respecto a la longitud de cadena pueden ser



divididos en tres clases: a) los llamados de cadena corta, cuando tienen una longitud
de cadena entre 2 y 4 carbonos, b) los considerados de cadena media, cuando
tienen una longitud entre 6 y 10 y c¢) los de cadena larga, que van desde 12 a 24

carbonos (Carredn-Palau et al., 2007).

Asi mismo, se encuentran los AG esenciales (AGE) que son aquellos que no
pueden ser sintetizados por los vertebrados en general y por mamiferos marinos en
particular, sino que deben ser obtenidos por medio de la dieta (Christie, 1989). Entre
estos se encuentran los de las familias w-3 y w-6 como el linoléico (AL) 18:2 (n-6), a-
linolénico (ALA) 18:3 (n-3), araquidonico (ARA) 20:4 (n-6), eicosapentaenoico (EPA)
20:5 (n-3) y docosahexaenoico (DHA) 22:6 (n-3); es posible utilizarlos como
biomarcadores o trazadores tréficos ya que pueden conservarse de un nivel tréfico a
otro (Hooker et al., 2001; Bradshaw et al., 2003). La biosintesis de estos AG de la
familia w-3 proviene de la siguiente via: 18:3 n-3 — 18:4 n-3 — 20:4 n-3 — 20:5 n-3
— 22:5n-3 — 22:6 n-3 y para la familia w-6 la via es: 18:2 n-6 — 18:3 n-6 — 20:3 n-
6 — 20:4 n-6 — 22:4 n-6 — 22:5 n-6 (Bergé y Barnathan, 2005).

En los animales los acidos grasos presentan tres funciones principalmente: 1)
constituyen la principal reserva energética de los organismos, conformada en su
mayoria por triglicéridos, permitiendo inferir sobre la dieta y los habitos de
alimentacion, 2) forman las bicapas lipidicas de las membranas, compuestas en su
mayoria de fosfolipidos y esfingolipidos, permitiendo diferenciar entre poblaciones,
grupos o zonas geograficas, 3) pueden ser precursores de sustancias llamadas
eicosanoides o icosanoides, que regulan procesos tales como la vaso constriccion,
vaso dilatacion, coagulacién e inflamacion (Christie, 1989; Iverson et al., 2004;
Samuel y Worthy, 2004).



11.2.1. Ingestion y Metabolismo de Lipidos

El conocimiento basico acerca del metabolismo y bioquimica de los lipidos,
permite obtener una mejor interpretacion de los patrones de los acidos grasos en los
tejidos de reserva de los depredadores. La composiciéon de AG se debe al resultado
de tres fuentes metabdlicas: 1) acidos grasos no modificados de la dieta que son
directamente depositados en el tejido adiposo, 2) acidos grasos de la dieta que son
modificados en la sangre en algun punto entre su absorcion y deposicion, 3) acidos
grasos que son derivados endogenamente, los cuales surgen de la sintesis de novo
(biosintesis a partir de los carbohidratos) en los depredadores. Por lo tanto la
comprensién de cada proceso es primordial en cualquier tejido del depredador que

se vaya analizar (Budge et al., 2006; lverson, 2008).

Cualquier lipido que contenga un acido graso esterificado es llamado acil
lipido. Una presa contiene solamente acil lipidos como los TG y FL. Durante la
digestion de los depredadores, los lipidos ingeridos son hidrolizados (se rompen los
enlaces éster), para sintetizar acidos grasos libres, como los monoacilgliceroles y en
el caso de los FL, lisofosfolipidos (un enlace glicerol con un acido fosfatidico derivado
y un solo AG). Estos acidos pasan a través de la pared de la mucosa del intestino
delgado convirtiéndose nuevamente en acil lipidos (TG y FL) y transportados por los
quilomicrones (lipoproteinas que transportan AG derivados de la dieta,
especialmente TG) de la sangre a los tejidos (Budge y Iverson, 2003). No obstante,
los acidos grasos de cadena corta o media de menos de 14 carbones son la
excepcion, ya que no son incorporados en los quilomicrones, sin embargo son
transportados al higado, donde inmediatamente se oxidan. Por lo tanto, los AG de
menos de 14 carbonos que se encuentran en los depredadores, se originan
unicamente a partir de la biosintesis de novo y no pueden ser relacionados con la
dieta. Una vez que los quilomicrones-TG llegan a los tejidos son nuevamente
hidrolizados. Luego, los AG son metabolizados para energia o son re-esterificados

en TG como reserva (Budge et al., 2006).



Algunos AG son usados de la misma manera para formar tejido estructural
(FL) o pueden ser transformados en mensajeros secundarios u hormonas. Aunque
todos los tejidos contienen acidos grasos en las estructuras de las membranas
celulares o en pequenos depésitos de lipidos, el tejido adiposo (o capa de grasa en
el caso de mamiferos marinos), es el principal sitio de almacenamiento de AG y esta
compuesto fundamentalmente de triglicéridos. Esta grasa representa la principal
reserva de energia en los animales, ya que estos tienen una limitada capacidad para
poder almacenar carbohidratos. Todos los AG consumidos en exceso son

inmediatamente depositados en el tejido de reserva (Budge et al., 2006).

La minima modificacion que pueda haber en las cadenas de carbono de los
acidos grasos, sucede entre la ingestion y la deposicién. Los mamiferos marinos son
capaces de agregar dos unidades de carbono (elongar) y agregar dobles enlaces
(desaturar) en las cadenas de carbono de los acidos grasos que provienen de la
dieta (Budge et al., 2006). No obstante, estas modificaciones son especialmente
limitadas a acidos grasos saturados y monoinsaturados, los cuales son inhibidos con
el ayuno o con el alto consumo de grasa (mas del 30% del total de calorias) en la
dieta, particularmente si se consumen acidos grasos poliinsaturados. Cuando los
animales ayunan no sintetizan ni modifican la grasa, si no que la movilizan y oxidan
para obtener energia. Por el contrario, cuando estdan consumiendo una dieta que
contiene grasa en cantidades adecuadas o en exceso, incluyendo todos los AGE, no
necesitan elongar y/o desaturar grasa. En mamiferos marinos la sintesis de novo
ocurre tipicamente cuando en la dieta estan consumiendo una baja cantidad de
grasa (alrededor del 10% del total de calorias) y altas cantidades de carbohidratos
(Budge et al., 2006). Entre los AG de novo que han sido reportados en los animales
se encuentran los AGS 14:0, 16:0 y 18:0, asi como los AGMI 14:1 n-5, 16:1 n-7 y
18:1 n-9 (lverson, 2008).



11.2.2. Acidos Grasos como Biomarcadores o Trazadores Tréficos

Los AG han sido utilizados recientemente como biomarcadores o trazadores
tréficos en ambientes pelagicos marinos. Este concepto ha sido utilizado con certeza
basado en la observacidon de que los patrones de acidos grasos de algunos
productores primarios (origen de la cadena tréfica) pueden ser transferidos a través
de las cadenas tréficas marinas sin ser modificados y por lo tanto pueden ser
reconocidos en los depredadores tope (Parrish et al., 2000; Bergé y Barnathan, 2005;
Iverson, 2008).

Entre los acidos grasos representativos de algunos grupos de organismos se
encuentran el 14:0, 16:1 n-7 y 20:5 n-3 caracteristicos de diatomeas (Mourente et al.,
1990) el 18:4 n-3 y 22:6 n-3 de dinoflagelados (Cohen et al., 1995); entre los
indicadores de actividad bacteriana estan el iso 14:0, 15:0, iso 15:0, 17.0 y T™M
(tetrametilo) 16:0 (Parrish et al., 2009), asi como también el 20:1 y 22:1 especificos
de zooplancton (Parrish et al., 2000), y para plantas vasculares el 18:2 n-6 y 18:3 n-3

entre otros (Copeman et al., 2009).

Recientemente, en Bahia Magdalena B.C.S. Rodriguez-Valenzuela (2009)
reporté que los acidos grasos biomarcadores de fitoplancton y bacterias en el detritus
se rastrearon exitosamente en cada nivel tréfico de dos rutas tréficas (periodo frio y
periodo calido) hasta llegar al depredador tope del estudio, el lobo marino de
California (Zalophus californianus). Tanto el lobo marino como sus presas principales
(Sardinops sagax, Merluccius angustimanus, Kathetostoma averruncus), presentaron
mayor concentracién de los AGPI y AGE, indicando una transferencia eficiente de

estos acidos grasos a lo largo de las rutas tréficas hasta éste depredador tope.
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I.3. Estudios Troficos en Cetaceos

En un estudio sobre el misticeto rorcual Minke (Balaenoptera acutorostrata),
Olsen y Grahl-Nielsen (2003) observaron que los acidos grasos saturados y de
cadena corta, en especial los w-3 poliinsaturados, aumentan hacia la capa mas
interna de la grasa y que se asocian con la dieta a corto plazo. Los acidos grasos
monoinsaturados y los w-6 se encontraron en mayor cantidad en la capa mas
externa y se relacionaron con cambios en la dieta ocurridos a largo plazo y por
consiguiente a la separacion geografica de este rorcual, coincidiendo con la
separacion en dos stocks reportada por la Comision Ballenera Internacional para

esta especie.

En cuanto a los odontocetos, Samuel y Worthy (2004) realizaron un estudio
con el delfin nariz de botella T. truncatus, para determinar la variabilidad de los
acidos grasos en funcion del sitio de muestreo en el cuerpo del delfin, la estacion de
muestreo y el estado reproductivo, encontrando que los acidos grasos de la dieta se
incorporan al tejido con poco o nulo cambio y que los sitios de muestreo a lo largo del
cuerpo no son diferentes en su composicién bioquimica. Establecen que el analisis
de AG es una herramienta util para evaluar interacciones alimentarias depredador-

presa en tursiones.

En cetaceos del Golfo de California se han realizado analisis de acidos grasos
para identificar la presencia de dos sub-poblaciones de cachalotes (P.
macrocephalus), utilizando acidos grasos estructurales en biopsias de la aleta caudal
(Cruz-Vizcaino, 2005). Por su parte Rueda-Flores (2007) encontré que existen
diferencias en el perfil de acidos grasos de reserva de las ballenas azules
(Balaenoptera musculus) en el Golfo de California, en funcion de su estado de
madurez y su sexo. Recientemente en otro estudio con ballena azul, Espino-Pérez
(2009) reportdé que los cambios relacionados con el alimento se pueden observar en
los perfiles de acidos grasos en grasa de esta especie, después de 3 meses que han

consumido alimento. Ademas, identifica algunos biomarcadores como el 14:0, 16:1 n-
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7, 18:4 n-3 y 22:6 n-3, caracteristicos de diatomeas y dinoflagelados en la grasa de

esta especie.

Entre los estudios tréficos que han utilizado acidos grasos e isétopos estables
se encuentran el de Hooker et al (2001) quien reporta que la dieta del zifido nariz de
botella del Norte (Hyperoodon ampullatus) esta conformada en su mayoria por el
calamar del género Gonatus, el mismo resultado fue obtenido utilizando ambas
técnicas. De la misma forma, Herman et al (2005) definen la ecologia de
alimentacioén de la orca del Pacifico Norte (Orcinus orca) mediante ambos métodos
distinguiendo tres stocks (residentes, transitorios y oceanicos) y sugieren que la

poblacion de orcas oceanicas se alimentan de distintos mamiferos marinos.

I.4. Analisis Multivariado: Interpretaciéon de los Datos

El analisis multivariado ha sido utilizado eficazmente como herramienta en el
analisis de acidos grasos para examinar interacciones tréficas y diferencias espacio
temporales entre distintos grupos de animales (Cruz-Vizcaino, 2005; Budge et al.,
2006; Rueda-Flores, 2007; Iverson, 2008; Rodriguez-Valenzuela, 2009), ya que
representa una serie de métodos estadisticos cuya finalidad es analizar
simultaneamente conjuntos de datos multivariados para cada individuo u objeto

estudiado.

Una de las técnicas principalmente utilizadas del analisis multivariado es el
analisis de componentes principales (ACP), en éste las variables originales se
transforman en nuevas variables no correlacionadas llamadas componentes
principales. Cada componente principal (CP), es una combinacion lineal de las
variables originales y cada muestra es posicionada en un espacio multidimensional
descrito por las variables (acidos grasos). Los primeros componentes principales,
describen en orden las varianzas mas grandes entre las muestras. Los resultados de
la subdivisidn de los componentes principales pueden ser usados subsecuentemente

en otro tipo de analisis multivariado (Granhl-Nielsen, 2004; Standal et al., 2008).
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Otra de las técnicas mas empleadas es el analisis de funciones discriminantes
(AFD), el cual es capaz de describir que variables permiten diferenciar a los grupos y
cuantas de estas variables son necesarias para alcanzar la mejor clasificacion
posible. La pertenencia a los grupos, conocida de antemano, se utiliza como variable
dependiente (una variable categodrica con tantos valores discretos como grupos). Las
variables en las que suponemos que se diferencian los grupos se utilizan como
variables independientes. Esta técnica tiene como objetivo encontrar la combinacion
lineal de las variables independientes que mejor permita diferenciar (discriminar) a
los grupos. Una vez encontrada esa combinacion (la funcion discriminante), se podra
utilizar para clasificar nuevos casos. Se trata de una técnica que es capaz de
aprovechar las relaciones existentes entre una cantidad de variables independientes

para maximizar la capacidad de discriminacion (Budge et al., 2006).
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ll. JUSTIFICACION

Los is6topos estables de nitrogeno indican diferencias de hasta un nivel tréfico
entre grupos de calderones de aletas cortas en el Golfo de California, sin embargo no
dan informacién acerca de las presas o rutas troficas que expliquen estas
diferencias. En cambio, los acidos grasos no nos permiten distinguir entre especies
de las presas pero si entre fitoplantéfagos, zooplanctéfagos, detritivoros etc., por lo
que pueden aportar informacion mas precisa sobre sus habitos alimentarios, ampliar
la informacién sobre las relaciones tréficas entre grupos y generar los primeros

registros de su perfil de acidos grasos y condicion fisiologica.

IV. HIPOTESIS

Las diferencias de valores de 5'°N entre grupos de calderones de aletas
cortas en el Golfo de California corresponden a distintos habitos alimentarios que

pueden distinguirse mediante el analisis de acidos grasos.
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V. OBJETIVOS

General

Distinguir habitos alimentarios mediante el analisis de acidos grasos
relacionados con diferentes niveles troficos en grupos de calderones de aletas cortas

presentes en la regidén central y sur del Golfo de California.

Especificos

» Determinar si la grasa de las biopsias del calderdn de aletas cortas se encuentra

estratificada mediante una caracterizacion histologica.

» Identificar y cuantificar los lipidos neutros y polares de la grasa y piel.

» Determinar si existen diferencias en los perfiles de acidos grasos de reserva de

grasa y piel entre grupos de calderones.

» Determinar si existen diferencias en los perfiles de acidos grasos estructurales

de grasa y piel entre grupos de calderones.
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VI. AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California (Mar de Cortés) (Fig. 2) es un mar semi-cerrado que
excede los 1,000 km de longitud, con 258,593 km? de area de superficie, abarcando
cerca de 9 ° de latitud y atravesando el Tropico de Cancer en sus limites surefios
(hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur y hasta Cabo Corrientes, Jalisco) (Case
y Cody, 1993; Brusca y Findley, 2005). Al oeste limita con la Peninsula de Baja
California y al este con los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit y Jalisco (Roden,
1964).

Figura 2. Area de estudio.

El Golfo de California constituye un area subtropical de alta productividad
primaria debido a sus caracteristicas oceanograficas, donde ocurren procesos de
mezcla por mareas y surgencias estacionales. Las surgencias en la costa este
transcurren durante el invierno y primavera con vientos del noroeste y en la costa
oeste durante el verano con vientos del sureste (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991).

Estos procesos causan una excepcional productividad del fitoplancton, con tasas en
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el Golfo de dos a tres veces mayores que en el océano abierto del Atlantico o del

Pacifico a latitudes similares (Valdéz-Holguin y Lara-Lara, 1987).

En el Golfo de California se producen dos corrientes: la que lleva aguas del
Océano Pacifico, penetra por el oriente del Golfo, es decir, por las costas de Sinaloa
y Sonora; y la que sale del Golfo, se desliza por las costas de la peninsula de Baja
California (Robles, 1985).

Topograficamente, el Golfo estd constituido por una serie de trincheras y
cuencas que van aumentando en profundidad hacia el sur; esta dividido en 3 zonas:

norte, central y sur (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991).

El Golfo norte comprende desde el delta Rio Colorado hasta el sur de las Islas
del Cinturén o las Grandes Islas del Golfo, los niveles de nutrientes son altos todo el
afio y muestran muy poca variacion estacional; las aguas poco profundas, los altos
niveles de nutrientes y la fuerte mezcla por las mareas, se combinan para hacer a
esta zona una de las regiones marinas mas productivas. El Golfo central y surefio
mantienen condiciones mas oceanicas, las cuencas alcanzan profundidades de mas
de 3000 m y representan centros de expansion del lecho oceanico, con ventilas
hidrotermales. El agua profunda en las cuencas centrales y surefias es una intrusion
de la masa sub-superficial Ecuatorial, caracterizada por una capa minima de oxigeno
(Brusca y Findley, 2005). El Golfo se considera como una “cuenca de evaporacion”,
particularmente su parte septentrional, las salinidades aumentan gradualmente en la
zona norte; mientras que en el Golfo central y surefio las salinidades estan mas

cerca de aguas oceanicas normales (Brusca y Findley, 2005).
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizé con 28 biopsias de G. macrorhynchus provenientes de 4
grupos (Tabla 2) que fueron colectadas de febrero a abril de 2005 en diferentes
zonas de la region central y sur del Golfo de California (Fig. 3), en las cuales se

determinaron perfiles de acidos grasos metilados.

Tabla 2. Biopsias de calderones de aletas cortas.

Grupo NUmero de Fecha Latitud Longitud
biopsias minutos_ | minutos

1 8 Marzo 28°, 28.9 112°, 50.5’

2 9 Abril 26°, 50.7’ 111°, 717

3 6 Abril 26°,22.17 110°, 4.14’

4 S Febrero 25°, 6.47 110°, 47.3

Figura 3. Zonas del Golfo de California donde fueron colectadas las biopsias.
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Trabajo de Campo:

Se obtuvieron biopsias de piel y grasa de G. macrorhynchus por medio de una
ballesta, con las especificaciones sugeridas para pequenos cetaceos (Patenaude y
White, 1995), y una flecha con punta modificada en forma de cilindro de acero
inoxidable de 5 mm de diametro y 30 mm de largo para la coleccion de las muestras.
Las biopsias se removieron del cilindro colector mediante pinzas esterilizadas de
acero inoxidable, se colocaron en papel aluminio esterilizado y se depositaron dentro
de viales criogénicos en nitrogeno liquido. Antes y después de cada biopsia, el
cilindro colector se remojaba en cloro, alcohol al 96% y al fuego mediante un soplete
por 10 segundos, con el fin de remover y/o destruir cualquier resto de materia

organica y para prevenir contaminacion entre muestras (Diaz-Gamboa, 2009).

Trabajo de Laboratorio:

Para verificar que el tejido subcutaneo se encontraba en buenas condiciones
para su posterior analisis, se realizé una cromatografia en capa fina en dos biopsias,
extrayéndose primero los lipidos totales (Folch et al., 1957) empleando Cloroformo:
metanol (2:1 v:v) con 0.01% de BHT. Para la cromatografia (Henderson y Tocher,
1992) se utilizaron placas de vidrio, en las que se inyectd el extracto de lipidos
totales de ambas muestras, se colocaron en una camara de vidrio con un solvente
neutro, se sacaron, rociandolas con dicloro-fluoresceina y se observaron con un
espectrofotometro. Como resultado obtuvimos que la grasa de ambas muestras no
presentaban metil-ésteres, es decir, no se encontraba en oxidacion, esto debido a
que en condiciones normales de conservacion dichos compuestos organicos no

deben encontrarse en el tejido.

HISTOLOGIA

Se realizé la caracterizacidon histolégica de una biopsia de una hembra de

calderdn de aletas cortas varada en el Mogote, B.C.S (2008) para describir la posible
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estratificacion de diferentes tejidos que pudieran almacenar distintas clases lipidicas,

para lo que se emplearon las siguientes técnicas:

Cortes por congelacion

Se hizo un corte de la grasa y piel de manera longitudinal y se coloc6 en un
molde redondo y se cubrid con Tissue Teck (medio de soporte para el corte).
Posteriormente se colocd el soporte del criostato en el molde y se dejé enfriar (-
26°C). Una vez congelado se realizaron los cortes a 10 micras de grosor en un
criostato MICROM HM-505N, cada corte se colocé en un portaobjetos previamente
lavado con alcohol etilico al 100%, secado y bafiado en una solucion poli-L-lisina
para evitar que los cortes se despegaran durante la tincién. Cada corte se guardd en
congelacion hasta su tincion. Para detectar la presencia de lipidos insolubles se
utilizé la técnica de tincion de Sudan Negro para grasas siguiendo la metodologia

propuesta por Rodriguez-Jaramillo, 2004 (Anexo 3).

Técnica de inclusién en parafina

Una seccién de cortes de la biopsia congelada fue fijada en solucion de
Davidson, posteriormente se colocaron en casetes para deshidratar el tejido en una
serie de alcoholes de menor a mayor concentracion (70, 80, 90 y 100%); después los
tejidos fueron aclarados en xileno e incluidos en Paraplast X-Tra (Anexo 1). De las
inclusiones se obtuvieron cortes de 3 ym de grosor mediante un micrétomo de
rotacion LEICA RM-2155. Posteriormente se aplic6 la técnica de tincidn

Hematoxilina-Eosina (Anexo 2) para identificar el tipo de tejido de la muestra.

Cuantificacion del area

Cada corte se observo al microscopio con un objetivo de 4X. Se tomaron

fotografias secuenciadas desde la piel hasta la capa interna de la grasa y se
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analizaron mediante un software para analisis de imagenes (Image Pro PLUS,
version 4.1.5) adaptado a una camara COOLSNAP (Media Cybernetics, Bethesda,
MD) conectada a un microscopio OLYMPUS BX41, se utilizaron las imagenes de la
técnica de Hematoxilina-Eosina, se calculd el area ocupada por cada clase lipidica
respecto al area total ocupada por los adipocitos (asumiendo que los espacios vacios
estaban ocupados por triglicéridos que se lavaron durante la deshidrataciéon) y el
resto total del area se asumié como fosfolipidos asociados a las membranas

celulares (Rodriguez-Jaramillo, 2004).

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

En el laboratorio se separé la grasa de la piel de los calderones y se analizd
cada tejido por separado. Los acidos grasos se extrajeron con el método de Folch et
al., 1957. La cuantificacion de lipidos totales se realizd con una alicuota del extracto
lipidico utilizando el método de Marsh y Weinstein (1966). El resto del extracto se
separé en lipidos neutros (de reserva) y polares (estructurales), utilizando una
columna de silica gel prequemada a 450°C por 4 horas, rehidratada con el 6% de
agua destilada y homogenizada con un roto-evaporador HEIDOLPH WHEATON. La
separacion de tipos de lipidos se realizé con goteo constante de una solucion de
cloroformo: metanol (98:2) para los neutros (10 ml) y metanol (15 ml) en la misma
columna para los lipidos polares, de acuerdo al indice de polaridad de cada solvente
(Christie, 1989).

Los lipidos neutros y polares fueron metil esterificados mediante una
derivatizacién acida (Sato y Murata, 1988) adicionando 2.5 ml de HCI: metanol (5:95
v/v) permaneciendo 2.5 horas en bafo Maria a 85°C en un termo-bafio TERLAB
MA40. Posteriormente los metil-ésteres obtenidos fueron extraidos mediante dos
lavados de hexano de 2 ml cada uno e inyectados en un cromatografo de gases-
espectrometro de masas VARIAN 3800, dando como resultado un cromatograma.
Cada pico del cromatograma estuvo asociado a un espectro de masas que se

identificd por interpretacion de espectros mediante un software (WSEARCH32 Ver
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1.6.2005) y comparados con los tiempos de retencion de una mezcla de 37
estandares SUPELCO 47885-U encontrados comunmente en organismos marinos.
La cuantificacién se realiz6 mediante la interpolacion de las areas bajo el pico de
cada AG con la curva de calibracion de los mismos 37 estandares realizada con
cinco puntos utilizando las siguientes concentraciones: 5, 10, 20, 40 y 80 yg mL™. La
concentracion de AG totales (ug mL") fue considerada como el 100% vy la
concentracion de cada AG como porcentaje del total.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la cuantificacion y el analisis estadistico primero se tuvieron que
trasformar los datos de los AG, la suma de todas las concentraciones de los diferente
acidos grasos es el 100% y la contribucién relativa de cada &cido graso se
transformé a arcoseno [raiz (%/100)] (Zar, 1996), dando como resultado varianzas
independientes de las medias y de la distribucion de datos normalizados. Se
realizaron pruebas de ANOVA en el contenido de lipidos totales para ver si existian
diferencias significativas entre grupos. Para los acidos grasos de reserva de la grasa
y piel se realizaron analisis de componentes principales (ACP) utilizando todos los
AG para observar como se distribuian los 4 grupos de calderones. Posteriormente se
realizd un analisis de funciones discriminantes (AFD), utilizando AG solamente
considerados como biomarcadores tréficos para ver como se distribuian los grupos

de acuerdo a afinidades en los habitos alimentarios.

Asi mismo, para los acidos grasos estructurales de la piel y grasa se
realizaron analisis de componentes principales para observar como se distribuian los
4 grupos de calderones. Posteriormente se realiz6 un analisis de funciones
discriminantes, utilizando AG de fosfolipidos para ver la posible separacion de los
grupos. Finalmente, se realizé un ANOVA con los biomarcadores que contribuyeron

a separar a los grupos, para poder definir las posibles rutas tréficas entre estos.
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1. Caracterizacion Histolégica de las Biopsias

En el analisis histologico, se observaron de arriba para abajo granulos de
melanina que fueron disminuyendo desde la epidermis hacia la dermis. La grasa
subcutanea se caracterizd, por espacios con adipocitos inervados con vasos
sanguineos desde la hipodermis hasta la zona préxima al musculo, lo que significo
qgue no se encontré un patron de estratificacion definido en la biopsia del calderén de

aletas cortas (Fig. 4).

Los cortes de congelacién que se obtuvieron para la técnica de Sudan Negro
para grasas no fueron optimos para la cuantificacion de las clases lipidicas, debido a
la falta de gas del criostato que no permitio el descenso de la tempartura a -20° C,
por lo que se opto por utilizar las imagenes obtenidas mediante la técnica

Hematoxilina-Eosina.
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Piel

Grasa
subcutanea

Zona préxima
al masculo —»

Figura 4. Corte histolégico de piel y grasa de una biopsia de calderén de aletas
cortas, tefida con la técnica de Hematoxilina-Eosina; el color morado representa los
nucleos y el color rosa el citoplasma.
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La piel estuvo conformada por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis. La
capa epidérmica constituida con prolongaciones de células epiteliales con granulos
de melanina que se distribuyeron de menor a mayor cantidad desde la capa externa
hacia la capa dérmica. La dermis se caracterizo por tejido conectivo denso, laxo y por
haces de fibra, situada entre las crestas epidérmicas. La hipodermis que constituye la
grasa se caracterizé por presentar tejido conectivo laxo con fibras elasticas y de

colageno, asi como células grasas o adipocitos (Fig. 5).

Epidermis

Dermis i LY

\‘ J‘: "'

Hipodermis — 5

Figura 5. Corte histolégico de piel de una biopsia de calderén de aletas cortas,
tefida con la técnica de Hematoxilina-Eosina; el color morado representa los nucleos
y el color rosa el citoplasma.

En la grasa, los triglicéridos, que forman parte del tejido de reserva,
representaron aproximadamente el 70% de la biopsia, mientras que los fosfolipidos,
que forman parte del tejido estructural, representaron aproximadamente el 30% de la
biopsia. Ademas la grasa se encontr6 inervada con vasos sanguineos a lo largo de

toda la biopsia (Fig. 6).
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Figura 6. Corte histolégico de grasa de una biopsia de calderdn de aletas cortas en
corte transversal, A=adipocitos, VS= vista longitudinal de vasos sanguineos y LVS=
luz del vaso sanguineo.

VIII.2. Caracterizacién Bioquimica (Acidos Grasos) de los Tejidos
VIIl.2.1. Lipidos

En cuanto a lipidos totales no se encontraron diferencias significativas F 44)
=2.0579, p=0.07786) entre grupos (Fig. 7), siendo el grupo 2 el que presentd la
mayor cantidad de lipidos y el grupo 1 el menor.
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Figura 7. Porcentaje de lipidos totales (% LT) entre grupos. Las lineas verticales
representan los intervalos de confianza al 95%.
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Al realizar la comparacion de las dos clases lipidicas en grasa y piel por
grupos, el porcentaje de lipidos neutros fue mayor al 80%, mientras que los lipidos

polares representaron menos del 20% en ambos tejidos (Fig. 8 y Fig. 9).
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Figura 8. Comparacion del porcentaje de LN y LP en grasa por grupos. Las lineas
verticales representan los intervalos de confianza al 95%.
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Figura 9. Comparacion del porcentaje de LN y LP en piel por grupos. Las lineas

verticales representan los intervalos de confianza al 95%.
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VIII.2.2. Acidos Grasos presentes en Lipidos de Reserva (Neutros)

En Grasa:

Se detectaron 31 acidos grasos de reserva en grasa de calderén de aletas
cortas en el Golfo de California (Tabla 3), se destacdé un mayor porcentaje de los
acidos grasos monoinsaturados (20:1n-11 y 22:1n-11) del grupo 2 con respecto a los

otros grupos (Fig. 10).

Tabla 3. Porcentaje de los acidos grasos con respecto al total de AG de reserva en
grasa. Se muestra el intervalo de confianza del promedio del porcentaje al 95%.

Acido graso Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
14:0* 6.2 + 05 52 + 04 55 + 04 5 + 0.6
15:0* 0.7 = 0.1 0.7 + 0.03 0.8 *= 0.1 0.7 = 0.1
16:0 127 £ 1.0 116 £+ 0.7 125 £+ 1.9 13.8 £+ 1.0
17:0* 0.7 = 0.1 0.7 = 0.1 08 + 0.2 09 = 0.1
18:0 31 + 05 29 + 0.3 33 = 0.9 4 + 08
19:0 02 = 0.1 0.2 + 0.04 0.1 % 0.02 0.2 = 0.1
20:0 0.2 + 0.04 04 + 04 0.2 + 0.04 02 + 041
> Saturados 238 £ 2.2 215 £ 1.9 23.2 + 3.6 249 + 28
iso 14:0* 03 + 0.03| 03 %= 0.03 03 + 0.04 03 £ 01
iso 15:0 02 + 0.04| 02 = 0.02 0.2 + 0.1 01 £ 041
T™ 16:0 01 £ 0.03 0.1 £ 0.02 01 + 0.02 | 0.1 = 0.01
iso 17:0 0.2 + 0.03 0.3 + 0.02 03 + 0.04 | 0.3 % 0.04
> Ramificados 09 £ 0.1 09 = 0.1 09 £ 0.2 0.8 £ 0.3
16:1 n-9 07 = 0.1 0.8 + 0.1 0.8 = 0.1 09 + 03
16:1 n-7 181 + 2.8 128 + 1.7 159 + 47 92 + 65
17:1 n-9 1.1 + 041 09 = 0.1 11 + 03 09 + 0.2
14:1 1.2 + 0.3 09 + 0.2 1.1 £ 0.5 0.7 £ 05
18:1 n-9c 279 £+ 1.3 31 + 1.8 271 £ 2.5 292 + 51
18:1 n-7c 31 £ 0.2 33 £ 0.2 34 + 05 33 + 0.3
20:1 n-11* 06 = 0.1 32 + 07 0.7 = 0.1 1.1 £+ 0.6
20:1 n-9 4 + 04 49 £+ 1.0 45 + 06 52 + 1.0
22:1 n-11* 0.3 + 0.04 1.1 £+ 0.3 04 + 0.1 05 + 0.2
22:1 n-9* 03 = 0.1 05 = 0.1 04 + 0.1 04 + 041
> Mono-

Insaturados 57.3 * 55 59.4 * 6.1 55.5 * 9.5 51.5 * 14.9
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Tabla 3. continuacion...

18:2 n-6c 07 £004 | 08 £ 003 | 07 % 01 | 07 % 0.1
18:3 n-3 04 + 01 | 03 + 004 | 04 + 004 | 03 + 0.1
18:4 n-3* 01 + 004 | 01 + 003 | 02 + 0.03 | 0.1 + 0.03
20:4 n-6* 16 £ 01 | 11 £ 02 | 15 + 01 | 14 + 02
20:4 n-3 03 + 003| 06 + 06 | 03 + 01 | 0.3 + 0.04
20:5 n-3 28 + 05 | 22 + 05 3 + 09 3 + 09
22:4 n-6 06 + 02 | 07 + 01 | 07 + 02 | 08 + 04
22:5 n-6 04 + 01 | 04 + 01 | 06 + 02 | 06 * 03
22:5n-3 23 + 05 | 28 + 07 | 24 + 10 | 35 + 16
22:6 n-3 88 + 23 | 91 + 26 | 107 + 38 12 + 5.1
S Poli-

Insaturados 18.0 + 3.8 | 182+ 50 | 204 + 6.6 | 22.8 * 8.7
18:2 n-6c 07 +004 | 08 £ 003 | 07 % 01 | 07 % 01
18:3 n-3 04 + 01 | 03 + 004 | 04 + 004 | 03 + 0.1
20:4 n-6* 16 £ 01 | 11 £ 02 | 15 + 01 | 14 * 02
20:5 n-3 28 + 05 | 22 + 05 3 £ 09 3 + 09
22:6 n-3 88 + 23 | 91 + 26 | 107 + 38 12 + 5.1
S Esenciales 140 £ 30 | 140 %30 | 160 £ 50 | 17.0 £ 6.0
14:1 12 £ 03| 09 £ 02 | 11 % 05 | 07 £ 05
16:0 127 + 10| 116+ 07 | 125+ 19 | 138 = 1.0
16:1 n-9 07 + 01| 08 + 01 | 08 + 01 | 09 * 03
18:0 31 + 05 | 29 + 03 | 33 + 09 | 4 = 08
18:1 n-9¢c 279+ 13 | 31 + 18 | 271+ 25 | 292 + 5.1
S De novo 468 + 33 | 482 + 32 | 460 * 62 | 495 % 7.9
18:3 n-3 04 + 01 | 03 = 004 | 04 % 004 | 03 * 0.1
18:4 n-3* 01 + 004 | 01 + 003 | 02 + 0.03 | 0.1 + 0.03
20:4 n-3 03 + 003| 06 + 06 | 03 + 01 | 03 + 0.04
20:5 n-3 28 + 05 | 22 + 05 3 £ 09 3 + 09
22:5 n-3 23 + 05 | 28 + 07 | 24 + 10 | 35 + 16
22:6 n-3 88 + 23 | 91 + 26 | 107 + 38 12 + 5.1
T w-3 147 £ 34 | 151+ 45 | 169 £59 | 193 % 7.7
18:2 n-6c 07 +004 | 08 £ 003 | 07 % 01 | 07 % 01
20:4 n-6* 16 £ 01 | 11 £ 02 | 15 + 01 | 14 £ 02
22:4 n-6 06 + 02 | 07 + 01 | 07 + 02 | 08 + 04
22:5 n-6 04 + O. 04 + 01 | 06 + 02 | 06 + 03
S w-6 3.3 £ 0.4 3.0 £ 05 35 + 0.6 35 % 1.0

(*) = acidos grasos que presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre grupos, mediante un
andlisis de funciones discriminantes.
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Figura 10. Perfil de acidos grasos de reserva en grasa de G. macrorhynchus en el
Golfo de California. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95%.

Se realizé un ACP considerando los 31 acidos grasos identificados en lipidos
neutros de grasa. Aunque la mayoria de los calderones tuvieron valores promedio,
los 3 primeros componentes explicaron el 63% de la varianza. EI CP1 explico el 34%
de la varianza y sélo separé a un individuo del grupo 4 que presenta la mayor
proporcion de 17:0, 18:0, 22:5 n-3 y 22:6 n-3 (Fig. 11 y Fig. 12). El CP2 explicé el
19% de la varianza y separd a un individuo del grupo 2. Los AG que contribuyeron de

manera significativa a dicha separacion son el 20:0, 20:4 n-3 y 22: 1 n-9 (Fig. 11).
El CP3 explicé el 10% de la varianza y separd al grupo 2 del resto de los

grupos. Los AG que contribuyeron de manera significativa a esta separacion son
AGMI de origen zoo-planctonico (20:1n-11y 22:1n-11) (Fig. 12).
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Figura 11. Analisis de componentes principales de los AG de los lipidos de reserva
en grasa de grupos de calderones, (a) Valores de AG del CP1 vs CP2; (b) Peso de
cada acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes
de correlacién mayor a 0.7.
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Figura 12. Anélisis de componentes principales de los AG de los lipidos de reserva
en grasa de grupos de calderones, (a) Valores de AG del CP1 vs CP3; (b) Peso de
cada acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes
de correlacién mayor a 0.7.
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Al realizar un AFD utilizando solamente los acidos grasos reportados como
biomarcadores troficos, se observo una clara separacion entre grupos (Lambda de
Wilks: 0.00002, Fo,12) =7.5683, p <0.0001) (Tabla 6); hubo una separacion
significativa (p<0.01) entre los grupos 1 y 2 coincidiendo con lo reportado mediante
isdtopos estables (Tabla 4, Fig. 13). Los AG que contribuyeron a la separacion de
manera significativa fueron 14:0, iso 14:0, 15:0, 17:0, 18:4n-3, 20:1 n-11, 22:1 n-11,
22:1 n-9y 20:4 n-6 (Tabla 3). El grupo 1 se separo por los AG 14:0, 15:0 y 20:4 n-6,
el grupo 2 por los AG 20:1 n-11 y 22:1 n-11. El grupo 3 por el 17:0 y 18:4n-3,
mientras que el grupo 4 se separo por los AG 20:1 n-9 y 22:1 n-9 (Fig.14). La matriz
de clasificacion de grupos indicé que todos los individuos estuvieron correctamente
clasificados en los grupos correspondientes como fueron avistados (Tabla 5). Dichas
diferencias entre los grupos pudieran deberse a distintas rutas tréficas que tienen los

calderones como depredadores tope.
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Figura 13. Analisis de funciones discriminantes entre grupos de calderones
determinado por biomarcadores tréficos en grasa.
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Figura 14. Biomarcadores tréficos (AG) que contribuyeron a la separacion de los
grupos en el analisis discriminante.

Tabla 4. Valores de probabilidad de diferencia entre grupos de calderones. Se
considera diferencia significativa cuando p<0.05.

Grupo G_1:1 G _2:2 G _3:3 G 4:4
G_1:1 0.008689| 0.006255| 0.237870
G _2:2 0.008689 0.001138| 0.043382
G _3:3 0.006255| 0.001138 0.008005
G _4:4 0.237870| 0.043382| 0.008005
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Tabla 5. Matriz de clasificacién de grupos de calderones. Lipidos de reserva en

grasa.
Renglones: Clasificacion Observada
Columnas: Clasificacion calculada
Porcentaje G_1:1 G_2:2 G_3:3 G_4:4
correcto p=0.296 p=0.333 p=0.185 p=0.185
G_1:1 100 8 0 0 0
G 2:2 100 0 9 0 0
G 33 100 0 0 5 0
G_4:4 100 0 0 0 5
Total 100 8 9 5 5

Tabla 6. Acidos grasos considerados como biomarcadores tréficos.

Acido graso Origen Fuente
14:0 Diatomeas Mourente et al., 1990
iso 14:0 Bacterias Parrish et al., 2009
15:0 Bacterias Parrish et al., 2000
iso 15:0 Bacterias Parrish et al., 2009
16:1n-7 Diatomeas Parrish et al., 2000
T™ 16:0 Bacterias Bergé y Barnathan, 2005
17:0 Bacterias Parrish et al., 2000
iso 17:0 Bacterias Parrish et al., 2009
18:2 n-6 Plantas vasculares Copeman et al., 2009
18:3 n-3 Plantas vasculares Copeman et al., 2009
18:4 n-3 Dinoflagelados Cohen et al., 1995
20:1 n-11 Zooplancton Parrish et al., 2000
20:1 n-9 Zooplancton Parrish et al., 2000
20:4 n-6 Fitoplancton Cohen et al., 1995
20:5n-3 Diatomeas Parrish et al., 2000
22:1 n-11 Zooplancton Parrish et al., 2000
22:1 n-9 Zooplancton Parrish et al., 2000
22:6 n-3 Dinoflagelados Parrish et al., 2000
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En Piel:

Se detectaron 54 acidos grasos de reserva en piel de calderén de aletas
cortas (Tabla 7). El porcentaje mas alto fue de los acidos grasos monoinsaturados
(16:1n-7 y 18:1n-9), asi como del acido graso saturado (16:0) en los 4 grupos (Fig.
15).

Tabla 7. Porcentaje de los acidos grasos con respecto al total de AG de reserva en
piel. Se muestra el intervalo de confianza del promedio del porcentaje al 95%.

Acido graso Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
12:0 0.3 + 0.1 0.3 £ 0.1 04 £ 0.1 0.3 £ 0.1
13:0 0.2 £0.03 0.3 £ 0.1 0.2 £ 0.1 0.1 £ 0.1
14:0 54 + 0.7 42 £+ 15 50 + 0.6 47 + 0.3
15:0 0.7 £ 0.1 06 = 0.2 0.7 £ 0.1 0.7 £ 0.03
16:0 125+ 1.0 10.0+ 3.6 11.8+1.8 128+ 1.4
17:0 0.8 £ 0.1 08 £ 0.3 0.8 £ 0.1 09 + 0.1
18:0 51 + 0.9 42 + 16 44 £+ 1.0 50 + 1.0
19:0 0.2 £ 0.1 03 £ 05 0.1 £ 0.01 0.1 = 0.01
20:0 0.2 + 0.03 0.3 £ 0.2 0.2 + 0.02 0.2 + 0.03
21:0 0.1 £ 0.03 0.3 £ 0.3 0.1 £ 0.02 0.1 £ 0.02
22:0 0.1 £ 0.02 03 £ 1.0 0.1 £ 0.03 0.1 £ 0.02
23:0 0.2 £ 0.1 0.2 £ 0.2 0.2 = 0.1 0.1 £ 0.03
24:0 0.3 + 0.1 0.3 + 0.9 0.3 £+ 0.1 0.1 £ 0.1
> Saturados 26.0 + 31 | 222 + 104 | 245 * 40 | 25.2 + 3.1
iso 13:0 0.1 £ 0.02 0.2 £ 0.1 0.2 £ 0.0 0.1 £ 0.02
iso 14:0 0.3 £ 0.04 04 + 0.8 0.3 £ 0.1 0.3 £ 0.03
aiso 14:0 0.1 £ 0.01 0.2 £ 0.2 0.1 £ 0.03 0.1 £ 0.01
iso 15:0 0.2 £ 0.02 0.3 £ 0.3 0.2 £ 0.03 0.2 £ 0.02
iso 16:0 0.5 = 0.04 0.7 £ 1.7 06 £ 0.1 0.6 £ 0.1
aiso 16:0 0.1 £ 0.01 1.5+ 1.8 0.1 £ 0.02 0.1 = 0.01
TM 16:0 0.1 £ 0.01 03 =+ 1.8 0.1 £ 0.02 0.1 £ 0.03
iso 17:0 0.2 + 0.03 0.5 + 0.3 0.3 + 0.03 04 £+ 0.1
> Ramificados | 1.6 * 0.2 40 * 7.0 19 £ 0.3 19 + 0.3
14:1 0.1 £ 0.02 02 15 0.1 £ 0.02 0.1 £ 0.02
14:1 0.1 £ 0.01 0.2 £ 0.2 0.1 £ 0.03 0.1 £ 0.03
14:1 1.0 £ 0.3 14 + 0.8 1.1 £ 0.2 0.8 £ 0.2
15:1 n-5 0.1 £ 0.02 0.3 £ 0.2 0.2 £ 0.1 0.2 £ 0.1
16:1 n-9 0.7 + 0.1 09 + 34 09 %= 0.1 09 £ 0.2
16:1 n-7 142+ 2.8 10.8 £ 3.9 154 £ 1.8 12.2+1.2
16:1 n-5 0.2 + 0.03 14 + 4.1 0.2 + 0.02 0.1 + 0.01
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Tabla 7. continuacion...

17:1 n-7 1.0 £+ 0.1 1.0 £ 0.2 1.1 + 01 1.0 £+ 01
18:1 n-9 270+ 11 23.6+£8.5 27.7+£1.0 289+ 2.0
18:1 n-7 3.5+ 0.3 39 + 85 3.6 + 0.3 3.6 £ 0.1
18:1 n-5 0.2 = 0.01 06 + 1.3 0.2 £ 0.03 0.2 £ 0.03
20:1 n-11 0.6 + 0.1 20 + 0.6 06 + 0.1 09 + 0.3
20:1 n-9 32 + 0.9 40 £+ 1.0 34 £ 04 3.8 £ 0.8
20:1 n-7 0.2 + 0.04 04 + 14 0.2 + 0.02 0.2 + 0.05
22:1 n-11 0.3 = 0.04 0.7 + 0.3 0.3 £ 0.1 04 + 0.1
22:1 n-9 04 + 0.1 0.7 £ 0.3 04 + 0.1 0.4 = 0.02
24:1 n-9 1.0 + 0.5 1.2 £ 2.2 0.7 £ 04 0.7 £ 0.3
> Mono-

Insaturados 538 + 64 | 535+ 38.3 | 563 * 47 | 545 * 5.6
16:3 n-3 0.1 £ 0.02 03 £ 0.3 0.1 £ 0.03 0.1 £ 0.01
18:2 n-6 0.7 = 0.03 1.2 + 0.6 0.8 = 0.01 0.7 £ 0.1
18:3 n-6 0.2 + 0.02 04 + 0.3 0.2 + 0.01 0.2 + 0.02
18:3 n-3 0.3 + 0.02 0.5+ 0.2 04 + 01 0.3 + 0.02
18:4 n-3 0.1 £ 0.01 0.2 £ 0.2 0.1 £ 0.01 0.1 £ 0.01
20:2 n-6 0.3 + 0.1 0.5 + 0.1 05+ 0.2 04 = 0.1
20:3 n-6 0.2 + 0.03 03 £ 0.2 0.2 £+ 0.1 0.2 + 0.05
20:3 n-3 0.3 = 0.04 04 + 09 0.2 + 0.04 0.2 + 0.04
20:4 n-6 28 £+ 0.6 26 £ 0.9 28 £+ 1.0 27 £ 11
20:5 n-6 0.3 + 0.03 0.6 + 0.3 0.3 + 0.1 0.4 = 0.03
20:5 n-3 3.0 £ 0.7 28 £+ 0.9 29 £ 0.5 29 £ 06
22:2 n-6 0.2 + 01 04 + 04 03 + 0.2 0.2 £+ 0.1
22:4 n-6 1.1 £ 0.3 0.7 £ 0.2 0.7 £ 0.2 0.7 £ 0.1
22:5 n-6 04 + 01 04 + 0.1 0.3 £ 0.0 04 + 0.1
22:5n-3 23 £ 0.6 27 £ 0.8 1.9 £ 0.5 24 £ 0.6
22:6 n-3 64 + 26 6.3 + 24 55 + 0.7 6.6 + 24
> Poli-

Insaturados 185+ 53 | 201 * 86 | 171 + 3.6 | 183 * 54
18:2 n-6 0.7 = 0.03 1.2 + 0.6 0.8 £ 0.01 0.7 £ 0.1
18:3 n-3 0.3 + 0.02 0.5 + 0.2 04 + 0.1 0.3 + 0.02
20:4 n-6 28 + 0.6 26 £ 0.9 28 £ 1.0 27 £ 11
20:5n-3 3.0 £ 0.7 28 + 0.9 29 + 0.5 29 + 0.6
22:6 n-3 64 + 26 6.3 £ 24 55 % 0.7 6.6 £+ 24
> Esenciales 13.0 + 4.0 13.0 £ 5.0 12.0 = 2.0 13.0 + 4.0
14:1 0.1 = 0.02 02 £ 1.5 0.1 £ 0.02 0.1 £ 0.02
14:1 0.1 = 0.01 0.2 + 0.2 0.1 + 0.03 0.1 + 0.03
14:1 1.0 + 0.3 14 £ 0.8 1.1 £ 0.2 08 £ 0.2
16:1 n-9 0.7 = 0.1 09 + 34 09 + 0.1 09 + 0.2
16:1 n-5 0.2 + 0.03 1.4 £ 4.1 0.2 + 0.02 0.1 £ 0.01
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Tabla 7. continuacion...

16:3 n-3 01 +002 | 03+03 | 01 0.03
17:1 n-7 1.0 + 0.1 1.0 £ 0.2 11 + 0.1

18:0 51 + 0.9 42 + 16 44 + 10 .
18:1 n-9 270+ 1.1 23.6+8.5 277+10 | 289+ 20
18:1 n-5 02 +001 | 06+ 13 | 02+ 0.03 +
21:0 01 +003 | 03+03 | 012 0.02 +
22:0 01 +002 | 03+10 | 0.1+ 0.03 +
23:0 0.2 + 0.1 0.2 + 0.2 0.2 + 0.1 +
24:0 0.3 + 0.1 0.3 + 0.9 0.3 + 0.1 +
20:2 n-6 0.3 + 0.1 0.5 + 0.1 0.5 + 0.2 +
20:3 n-3 03+004 | 04+09 | 02+ 0.04 +
24:1 n-9 1.0 + 05 12 + 2.2 0.7 + 0.4 +
S De novo 502 + 4.4 | 47.2 + 30.3 | 499 % 53 +
16:3 n-3 01 +002 | 03+03 | 01003 +
18:3 n-3 03+ 002 | 05+ 02 0.4 + 0.1 +
18:4 n-3 01+001 | 02+02 | 01001 +
20:3 n-3 03+004 | 04+09 | 02+ 0.04 +
20:5 n-3 3.0 + 0.7 2.8 + 0.9 29 + 05 +
22:5 n-3 23 % 06 27 + 0.8 19 + 05 +
22:6 n-3 6.4 + 2.6 6.3 + 2.4 55 + 0.7 +
Y w-3 125 + 40 | 131 + 58 | 111 £ 1.9 +
18:2 n-6 07 +003 | 12 +06 | 08 + 0.01 +
18:3 n-6 02 +002 | 04+03 | 02+ 001 +
20:2 n-6 0.3 + 0.1 0.5 + 0.1 0.5 + 0.2 +
20:3 n-6 0.2 + 003 | 0.3+ 0.2 0.2 + 0.1 +
20:4 n-6 2.8 + 0.6 26 + 0.9 2.8 + 1.0 +
20:5 n-6 03+ 003 | 06+ 0.3 0.3 + 0.1 +
22:2 n-6 0.2 + 0.1 0.4 + 0.4 0.3 + 0.2 +
22:4 n-6 11 + 0.3 0.7 + 0.2 0.7 + 0.2 +
22:5 n-6 0.4 + 0. 0.4 + 0.1 0.3 + 0.03 +
Y w6 6.2 * 1.3 73 3.2 6.2 + 1.8 +
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Figura 15. Perfil de acidos grasos de reserva en piel de G. macrorhynchus en el
Golfo de California. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95%.

Se realizé un ACP considerando los 54 acidos grasos identificados en lipidos
neutros de piel. Al igual que en la grasa la mayoria de los calderones tuvieron valores
promedio. Los 3 primeros componentes explicaron el 80% de la varianza. EI CP1
explico el 62% de la varianza y solamente separ6 a un individuo del grupo 2, siendo
significativos gran parte de los acidos grasos (Fig. 16). El CP2 explico el 11% de la
varianza y separo a un individuo del grupo 1. Los AG que contribuyeron de manera

significativa a dicha separacion fueron el 22:5 n-3 y 22: 6 n-3 (Fig. 16).
El CP3 explicé el 6% de la varianza y separé a otro individuo del grupo 1. Los

AG que contribuyeron de manera significativa a esta separacion fueron los AGPI
20:4n-6 y 22:4n-6 (Fig. 17).
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Figura 16. Analisis de componentes principales de los AG de los lipidos de reserva
en piel de grupos de calderones, (a) Valores de AG del CP1 vs CP2; (b) Peso de
cada acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes
de correlacién mayor a 0.7.
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Figura 17. Analisis de componentes principales de los AG de los lipidos de reserva

en piel de grupos de calderones, (a) Valores de AG del CP1 vs CP3; (b) Peso de

cada acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes
de correlacién mayor a 0.7.
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Al seleccionar los acidos grasos reportados como biomarcadores tréficos
(Tabla 6) y realizar un AFD, se observd una separacion entre grupos (Lambda de
Wilks: 0.00206, F4s 24y = 3.5845, p <0.0005); no hubo una separacion significativa
entre los grupos 1y 3 (p>0.05) (Fig.18, Tabla 8). No se encontraron acidos grasos
que contribuyeran de manera significativa en el analisis. La matriz de clasificacion de
grupos indicé que todos los individuos estuvieron correctamente clasificados en los

grupos correspondientes como fueron avistados (Tabla 9).
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Figura 18. Analisis de funciones discriminantes entre grupos de calderones
determinado por biomarcadores tréficos en lipidos de reserva en la piel.

40



Tabla 8. Valores de probabilidad de diferencia entre grupos de calderones. Se
considera diferencia significativa cuando p<0.05.

Grupo G_1:1 G _2:2 G _3:3 G 4:4
G_1:1 0.000217| 0.602101| 0.038903
G _2:2 0.000217 0.000520| 0.016780
G _3:3 0.602101| 0.000520 0.027377
G _4:4 0.038903| 0.016780| 0.027377

Tabla 9. Matriz de clasificacién de grupos de calderones. Lipidos de reserva en piel.

Renglones: Clasificacion Observada
Columnas: Clasificacion calculada
Porcentaje G_ 11 G_2:2 G_3:3 G_4:4
correcto p=0.296 p=0.333 p=0.185 p=0.185
G 11 100 8 0 0 0
G 2:2 100 0 9 0 0
G 33 100 0 0 5 0
G 44 100 0 0 0 5
Total 100 8 9 5 5

VIII.2.3. Identificacion de Rutas Troficas mediante Biomarcadores del alimento en
Lipidos Neutros

Se sugieren 6 posibles rutas troficas que tienen como depredador tope al
calderdn de aletas cortas en el Golfo de California. Las posibles rutas se muestran en
la Fig. 19 y los acidos grasos caracteristicos de las rutas fueron los siguientes: 14:0,
iso 14:0, iso 15:0, TM 16:0, iso 17:0, 18:3 n-3, 18:4 n-3, 20:1 n-9, 20:4 n-6, 20:5 n-3,
22:6 n-3, 20:1n-11 y 22:1 n-11. La suma de dichos AG se utiliz6 como biomarcador y
se compararon los grupos utilizando un ANOVA de una via, dando como resultado 3
rutas troficas (Tabla 1). Para el grupo 3 se detectd una tendencia hacia la ruta

merluza-detritus sin diferencias significativas entre grupos, F23=1.0879, p= 0.37404
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(Fig. 20-A). Para el grupo 2 la ruta detectada fue la de mictofidos-zooplancton con
diferencias significativas, F323) = 38.533, p =0.00001 (Fig. 20-B). Con respecto a los
grupos 1 y 4 la ruta detectada fue la de calamar-sardina con diferencias
significativas, F323 =8.2343, p =0.00067 (Fig. 20-C), lo que dio lugar a estas

alternativas de alimentacién para cada grupo.

Calderones de aletas cortas

/ W

Calamar gigante Merluza

l

Calamar Mictofidos Sardina Langostilla Zooplancton Langostilla

| b I | |

Sardina  Zooplancton Zooplancton Detritus Fitoplancton Detritus

| | }

Zooplancton Fitoplancton Fitoplancton

Fitoplancton

Figura 19. Posibles rutas troficas de los grupos de calderones.
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Figura 20. Rutas tréficas de los grupos de calderones usando biomarcadores tréficos. A)
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confianza al 95%.
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VIII.2.4. Acidos Grasos presentes en Lipidos Estructurales (Polares)

En Grasa:

Se detectaron 49 acidos grasos polares (fosfolipidos estructurales que se
utilizan para formar membranas) en grasa de calderén de aletas cortas, el mayor
porcentaje estuvo compuesto por los acidos grasos saturados (16:0 y 18:0),
monoinsaturado (18:1n-9), asi como los poliinsaturados (20:4n-6, 22:6n-3 y 24:1n-9)
de los 4 grupos (Tabla 10, Fig. 21).

Tabla 10. Porcentaje de los acidos grasos con respecto al total de AG estructurales
en grasa. Se muestra el intervalo de confianza del promedio del porcentaje al 95%.

Acido graso Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
12:0 1.1 = 0.7 1.8 £ 0.7 0.8 £ 0.5 1.0 £ 04
13:0 0.7 £ 0.3 1.5 £ 0.6 06 = 05 08 £ 04
14:0 1.2 £ 0.2 1.7 £ 0.5 1.4 £ 0.7 16 £ 04
15:0 06 £ 0.3 09 = 0.3 05 = 0.2 06 = 0.3
16:0 51 + 1.9 48 + 1.2 6.9 £ 25 6.3 £+ 1.6
17:0 1.2 = 0.1 1.0 £ 0.2 1.2 + 0.2 1.3 £ 0.2
18:0 6.9 £ 25 48 + 24 84 + 3.2 8.3 £ 29
19:0 16 = 0.6 1.2 £ 0.3 09 04 1.1 £ 0.3
20:0 21 + 04 1.6 £ 0.3 16 £ 0.3 19 £+ 04
21:0 1.1 £ 0.3 14 + 0.3 09 04 1.2 £ 0.5
22:0 20 £ 0.2 1.8 £ 0.3 16 £+ 04 16 £ 0.5
23:0 1.7 £ 0.6 1.7 £ 0.3 16 = 0.5 1.5 £ 0.5
24:0 25 + 04 24 + 04 1.9 £ 0.7 25 + 05
> Saturados 279 + 85 | 26.6 * 79 | 284 * 10.6 | 29.8 * 8.9
iso 13:0 0.8 = 0.3 1.6 £ 0.5 0.7 £ 0.6 1.0 £ 0.3
iso 14:0 0.7 £ 0.2 1.2 £+ 0.3 06 + 0.3 06 + 04
aiso 14:0 0.7 £ 0.2 1.0 £ 0.2 05 = 0.3 0.7 £ 0.3
iso 15:0 0.8 £+ 0.3 1.0 £ 0.3 06 + 0.3 0.7 £ 0.3
aiso 15:0 0.7 £ 0.2 0.8 £+ 0.2 05+ 03 06 + 0.3
iso 16:0 1.3 £ 0.5 1.1 £ 0.3 09 + 0.3 1.3 £ 0.5
aiso 16:0 1.2 = 0.3 1.1 £ 0.2 0.7 £ 0.3 09 = 0.3
T™ 16:0 04 + 0.2 06 + 0.2 04 £+ 04 06 + 0.3
iso 17:0 1.2 + 0.3 09 % 0.1 0.7 £ 0.3 1.2 £ 0.5
aiso 17:0 09 + 0.3 0.7 £+ 0.2 06 + 04 08 + 04
> Ramificados | 8.7 * 2.7 10.0 £ 2.7 6.4 * 3.6 84 * 36
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Tabla 10. continuacion...

14:1 0.8 £ 0.3 1.3 £+ 05 05 £+ 0.3 09 £ 0.6
15:1 n-5 09 + 0.3 1.1 £ 0.3 0.7 £ 0.2 08 + 04
16:1 n-9 1.0 £+ 0.3 14 £+ 04 0.7 £ 0.2 16 + 0.6
16:1 n-7 25 + 0.6 1.5 £ 0.6 30 + 15 1.5+ 12
17:1 n-7 1.1 £ 0.2 09 £ 0.2 09 £ 04 1.2 + 04
18:1 n-9 55 + 26 6.2 + 2.5 106+ 5.2 75 = 35
18:1 n-7 1.7 £ 0.7 16 £ 0.5 20 £ 05 1.5 + 0.3
20:1 n-11 20 + 05 1.5 £ 0.3 14 + 0.8 1.5 £ 0.3
20:1 n-9 1.2 £+ 0.5 28 + 0.9 24 £ 13 20 £ 09
20:1 n-7 14 + 0.8 19 £ 1.0 1.8 + 2.3 1.2 £+ 0.6
22:1 n-11 16 + 0.4 22 £ 0.7 1.7 £ 0.8 19 + 0.9
22:1 n-9 1.8 + 0.7 19 £+ 0.3 24 + 16 22 + 09
24:1 n-9 6.0 + 1.0 52 + 1.1 56 + 1.6 54 £ 2.0
> Mono-

Insaturados 276 * 88 | 29.3 £ 91 | 33.7 * 16.5|29.2 + 123
18:2 n-6 29 £+ 11 1.4 + 0.2 1.2 £+ 0.3 21 £ 1.0
18:3 n-6 1.3 + 04 1.2 £+ 0.3 0.8 + 0.6 1.3 £+ 04
18:3 n-3 1.3 £ 0.5 23 £ 14 0.8 £ 0.6 1.4 + 0.9
20:2 n-6 24 + 19 21 £ 0.5 1.1 + 0.5 1.5 £ 0.7
20:3 n-6 1.3 £ 0.3 19 + 04 1.3 £ 0.6 16 + 0.9
20:4 n-6 54 + 1.2 39 £+ 15 6.2 + 2.2 53 + 1.8
20:3 n-3 1.5 £ 0.2 1.7 £ 04 1.2 £+ 0.3 14 + 0.8
20:5 n-3 42 + 11 25 = 0.7 41 + 11 37 £ 1.0
22:2 n-6 1.7 £ 0.4 20 £ 0.2 1.4 + 0.6 14 + 04
22:4 n-6 33 +04 3.7 £ 09 27 £ 09 19 £+ 05
22:5 n-6 27 £ 11 25 £ 0.3 20 £ 0.7 25 £ 0.7
22:5n-3 3.0 £ 0.5 3.8 + 1.3 28 + 0.5 38 + 04
22:6 n-3 4.7 £ 1.1 50 £ 1.2 59 + 1.8 46 £+ 14
> Poli-

Insaturados 358 £ 10.2 | 342 + 94 316 * 105|326 * 10.8
18:2 n-6 29 + 11 14 £ 0.2 1.2 + 0.3 21 £ 1.0
18:3 n-3 1.3 £ 0.5 23 £ 14 0.8 £ 0.6 1.4 + 0.9
20:4 n-6 54 + 1.2 39 £ 15 6.2 + 2.2 53 + 1.8
20:5 n-3 42 + 1.1 25 £ 0.7 41 + 1.1 37 £ 1.0
22:6 n-3 4.7 + 11 50 + 1.2 59 + 1.8 46 + 14
> Esenciales 19.0 £ 5.0 15.0 £ 5.0 18.0 = 6.0 17.0 £ 6.0
12:0 1.1 + 0.7 1.8 £ 0.7 0.8 + 0.5 1.0 £ 04
13:0 0.7 + 0.3 1.5 + 0.6 0.6 £ 0.5 0.8 £ 04
14:1 0.8 + 0.3 1.3 £ 05 0.5+ 0.3 09 + 0.6
15:1 n-5 09 + 0.3 1.1 £ 0.3 0.7 £ 0.2 0.8 £ 04
16:1 n-9 1.0 + 0.3 14 £+ 04 0.7 + 0.2 16 £+ 0.6
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Tabla 10. continuacion...

16:1 n-7 25 + 0.6 1.5 + 0.6 3.0 + 15 1.5+ 1.2
17:1 n-7 1.1 + 0.2 09 = 0.2 09 + 04 1.2 + 04
20:1 n-11 20 + 05 1.5 + 0.3 14 + 0.8 1.5 + 0.3
20:1 n-9 1.2 + 0.5 28 + 0.9 24 + 13 20 £ 09
20:1 n-7 14 + 0.8 19 + 1.0 1.8 + 2.3 1.2 + 0.6
22:1 n-11 16 + 04 22 + 0.7 1.7 + 0.8 19 £+ 09
22:1 n-9 1.8 + 0.7 1.9 + 0.3 24 + 16 22 + 09
24:1 n-9 6.0 + 1.0 52 + 1.1 56 + 1.6 54 + 20
22:0 20 + 0.2 1.8 + 0.3 16 + 04 16 + 0.5
23:0 1.7 + 0.6 1.7 £ 0.3 16 + 0.5 1.5 + 05
24:0 25+ 04 24 + 04 1.9 + 0.7 25 + 0.5
20:2 n-6 24 + 19 21 £ 0.5 1.1 + 0.5 1.5 £ 0.7
22:2 n-6 1.7 + 04 20 + 0.2 1.4 + 0.6 14 + 04
> De novo 36.8 + 111 | 39.0 £ 104 | 331 = 155 | 344 + 134
18:3 n-3 1.3 + 0.5 23 + 14 0.8 + 0.6 14 + 0.9
20:3 n-3 1.5 £ 0.2 1.7 £ 04 1.2 £+ 0.3 14 + 0.8
20:5 n-3 42 + 11 25 = 0.7 41 + 11 3.7 1.0
22:5 n-3 3.0 + 0.5 3.8 £+ 1.3 28 + 0.5 38 + 04
22:6 n-3 4.7 + 11 50 + 1.2 59 + 1.8 46 + 14
> w-3 14.7 £ 3.4 15.3 £ 5.0 149 £ 4.2 149 £ 4.4
18:2 n-6 29 = 11 14 + 0.2 1.2 + 0.3 21 1.0
18:3 n-6 1.3 £+ 04 1.2 £+ 0.3 0.8 + 0.6 1.3 + 04
20:2 n-6 24 + 19 21+ 0.5 1.1 + 0.5 1.5 £ 0.7
20:3 n-6 1.3 £ 0.3 19 + 04 1.3 £ 0.6 16 + 0.9
20:4 n-6 54 + 1.2 39 15 6.2 + 2.2 53 + 1.8
22:2 n-6 1.7 £ 0.4 20 + 0.2 1.4 =+ 0.6 14 + 04
22:4 n-6 33 +04 3.7 09 27 =09 19 £+ 05
22:5 n-6 27 £ 11 25 + 03 20 + 0.7 25 + 0.7
> w-6 21.0 £ 6.8 18.8 * 4.4 16.7 = 6.3 17.7 £ 6.4
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Figura 21. Perfil de acidos grasos estructurales en grasa de G. macrorhynchus en el
Golfo de California. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95%.

Mediante un ACP considerando los 49 acidos grasos identificados en lipidos
polares de grasa, los 3 primeros componentes explicaron el 60% de la varianza. El
CP1 explico el 43% de la varianza y separé a un individuo del grupo 1, tres individuos
del grupo 2 y un individuo del grupo 3, siendo significativos gran parte de los acidos
grasos (Fig. 22). No se encontré un patron definido de separacion entre los grupos.
El CP2 explico el 10% de la varianza y separ6 a un individuo del grupo 1. Los AG
que contribuyeron de manera significativa a dicha separacion fueron el iso17:0, 18:2
n-6 y 20:0 (Fig. 22).

El CP3 explico el 7% de la varianza y separé a un individuo del grupo 2. Los
AG que contribuyeron de manera significativa a esta separacion fueron el 18:3 n-3,

caracteristico de plantas vasculares, y el 22:1 n-11, caracteristico de zooplancton
(Fig. 23).
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Se seleccionaron los acidos grasos caracteristicos de fosfolipidos reportados
en mamiferos, dado que hasta la fecha no se han reportado acidos grasos
ramificados en las membranas de los mamiferos (Tabla 13), y se realiz6 un AFD; sin
observar una separacion significativa entre grupos (Lambda de Wilks: 0.05549,
Fa2,33) =1.3124 p<0.2113) (Tabla 11, Fig. 24). La matriz de clasificacién de grupos
indicé que algunos individuos no clasificaron en los grupos correspondientes como

fueron avistados, es decir, pertenecian a otro grupo (Tabla 12).
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Figura 24. Analisis de funciones discriminantes entre grupos determinado por acidos
grasos comunes en fosfolipidos, identificados en grasa.
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Tabla 11. Valores de probabilidad de diferencia entre grupos de calderones. Se
considera diferencia significativa cuando p<0.05.

Grupo G_1:1 G _2:2 G _3:3 G _4:4
G_1:1 0.172030 | 0.454202 | 0.493857
G _2:2 0.172030 0.528337 | 0.214861
G _3:3 0.454202 | 0.528337 0.280985
G _4:4 0.493857 | 0.214861 0.280985

Tabla 12. Matriz de clasificacién de grupos de calderones. Lipidos estructurales en

grasa.

Renglones: Clasificacién Observada
Columnas: Clasificacion calculada

Porcentaje G _1:1 G_2:2 G _3:3 G_4:4
correcto p=0.286 p=0.321 | p=0.214 | p=0.179
G_1:1 87.50 7 0 1 0
G 22 88.89 0 8 1 0
G _3:3 83.33 0 1 5 0
G 44 80 1 0 0 4
Total 85.714 8 9 7 4

Tabla 13. Acidos grasos caracteristicos de fosfolipidos (Christie, 2003).

Acido graso

14:0

15:0

16:0

16:1 n11

16:1 n9

17:0

17:1 n9

18:0

18:1n9c

181 n7c

18:2n6 c

20:0

20:4 n6

20:5n3

22:5n3

22:6 n3
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En Piel:

Se detectaron 40 acidos grasos estructurales en piel de calderon de aletas

cortas, los acidos grasos mas abundantes fueron el 16:0, 18:0, 18:1n-9, 20:4n-6 y

24:1n-9 (Tabla 14), las principales diferencias fueron: los altos porcentajes de los

acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados del grupo 1 (Fig. 25).

Tabla 14. Porcentaje de los acidos grasos con respecto al total de AG estructurales
en piel. Se muestra el intervalo de confianza del promedio del porcentaje al 95%.

Acido graso Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
14:0* 25 %+ 05 2.8 = 0.3 2.8 + 0.8 28 £+ 0.7
15:0 05 + 0.2 0.7 £ 0.3 0.6 £ 0.2 0.8 + 04
16:0 151+ 2.1 13.8+ 1.6 136+ 1.0 15.0+ 1.3
17:0 14 + 0.2 14 + 0.2 1.7 £ 0.2 1.7 £+ 04
18:0 145+ 4.2 153+ 14 16.6+ 1.0 164+ 0.4
19:0 0.7 £ 0.2 1.0 £+ 04 0.7 £+ 04 09 £ 09
20:0 1.3 = 0.2 14 = 0.3 14 £ 0.3 1.8 £+ 0.8
21:0 0.3 + 0.1 0.5 + 0.2 04 + 0.1 04 £ 0.3
22:0 1.9 = 0.2 1.5 £ 0.2 1.3+ 04 22 + 13
23:0 05 %+ 0.2 1.1 + 0.6 0.8 £+ 0.3 1.0 + 0.3
24:0 39 15 26 = 04 3.6 + 0.7 3.3 +1.5
> Saturados 424 * 9.6 421 * 59 434 * 56 46.2 + 8.4
iso 14:0 traza traza traza traza
iso 15:0 traza traza traza traza
aiso 16:0 04 = 0.2 0.5 %+ 0.3 0.6 £+ 04 0.6 + 0.5
TM 16:0 traza traza traza traza
iso 17:0 04 = 0.2 0.7 £ 0.3 0.8 + 0.5 04 + 0.2
aiso 17:0 0.3 + 0.1 04 = 0.1 0.5 + 05 0.3 +04
> Ramificados 11 £ 0.5 1.6 £ 0.7 19 £ 13 1.3 £ 11
14:1 traza traza traza traza
16:1 n-11 04 =+ 0.2 0.7 £ 0.1 09 £ 0.3 0.8 £+ 0.6
16:1 n-9* 26 = 0.5 24 + 0.2 24 + 04 1.2 £+ 1.0
17:1 n-9 1.1 + 0.8 1.0 £+ 04 09 £ 0.3 1.5+ 15
18:1n9c 16.2+ 1.3 164+ 1.0 171+ 1.6 16.3+ 1.2
18:1 n-7c 4.3 + 3.8 3.1 203 26 £ 0.2 25 + 04
20:1 n-13 traza traza traza traza
20:1 n-11 traza traza traza traza
20:1 n-9 traza traza traza traza
22:1 n-13 traza traza traza traza
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Tabla 14. continuacion...

22:1 n-11 traza traza traza traza
22:1 n-9 traza traza traza traza
24:1 n-9 149+ 1.6 13.3+ 1.5 126+ 2.0 147+ 1.7
> Mono-

Insaturados 39.5 * 8.3 369 * 34 364 * 438 37.0 * 6.3
18:2n-6 c 09 + 0.6 1.0 £+ 0.2 0.7 £ 0.3 1.0 £ 0.6
20:3 n-6 traza traza traza traza
20:4 n-6* 72 £ 20 8.0 =+ 0.7 96 + 1.1 71 10
20:4 n-3 traza traza traza traza
20:5 n-6 traza traza traza traza
20:5 n-3 32 +1.0 41 + 05 28 + 14 21 £ 1.0
22:4 n-6 traza traza traza traza
22:5 n-6 traza traza traza traza
22:5 n-3* 0.7 £ 04 22 + 04 1.1 + 0.8 1.2 + 0.5
22:6 n-3 50 + 2.2 41 + 0.8 41 + 09 42 + 20
> Poli-

Insaturados 17.0 £ 6.2 194 = 2.6 18.3 = 44 15.5 =+ 51
18:2n-6 c 09 + 0.6 1.0 £ 0.2 0.7 £ 0.3 1.0 £ 0.6
20:4 n-6* 72 + 20 8.0 + 0.7 96 + 1.1 71+ 1.0
20:5 n-3 32 1.0 41 + 0.5 28 + 14 21 1.0
22:6 n-3 50 + 2.2 41 + 0.8 41 + 09 42 + 20
> Esenciales 16.2 * 5.9 17.2 * 2.1 17.2 * 3.6 14.3 * 4.6
16:1 n-9* 26 = 05 24 + 0.2 24 + 04 1.2 £+ 1.0
21:0 0.3 + 0.1 0.5 + 0.2 04 + 0.1 04 £ 0.3
22:0 1.9 = 0.2 1.5 £ 0.2 1.3+ 04 22 + 13
23:0 0.5 = 0.2 1.1 + 0.6 0.8 £+ 0.3 1.0 + 0.3
24:0 39 15 26 + 04 3.6 + 0.7 3.3 +1.5
24:1 n-9 149+ 1.6 13.3+ 1.5 126+ 2.0 147+ 1.7
> De novo 240 = 41 215 = 31 21.0 = 4.0 228 * 6.1
20:5 n-3 32 +1.0 41 + 05 28 + 14 21 £ 1.0
22:5 n-3* 0.7 £ 04 22 + 04 1.1 + 0.8 1.2 + 0.5
22:6 n-3 50 + 2.2 41 + 0.8 41 + 09 42 + 20
> w-3 89 = 3.6 104 = 1.7 8.0 £ 3.0 74 = 3.6
18:2n-6 c 09 + 0.6 1.0 £ 0.2 0.7 + 0.3 1.0 £ 0.6
20:4 n-6* 72 £ 20 8.0 + 0.7 96 + 1.1 71 £ 1.0
> w-6 81 % 26 91 = 0.9 104 £ 14 81 %+ 16

(*) = acidos grasos que presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre grupos, mediante un
analisis de funciones discriminantes.
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Figura 25. Perfil de acidos grasos estructurales en piel de G. macrorhynchus en el
Golfo de California. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95%.

Mediante un ACP considerando los 25 &cidos grasos que presentaron
porcentajes mayores al 0.1% e identificados en lipidos polares de piel (Tabla 14), se
determind que los 3 primeros componentes explicaron el 52% de la varianza. La
mayoria de los calderones tuvieron valores promedio. EI CP1 explicé el 22% de la
varianza y separo a un individuo del grupo 2 y un individuo del grupo 4, los AG que
contribuyeron a la separacién fueron el 15:0, aiso 16:0, 17:0, aiso 17:0 y 21:0 (Fig.
26). ElI CP2 explicé el 17% de la varianza y separ6 a un individuo del grupo 1. Los
AG que contribuyeron de manera significativa a dicha separacion fueron el 18:1 n-7 y
18:2 n-6 (Fig. 26).

El CP3 explicé el 13% de la varianza y hubo una separacion de un grupo
conformado por tres individuos del grupo 3, dos del grupo 2 y uno del grupo 4
determinada por acidos grasos ramificados de origen bacteriano (15:0, 17:0, aiso
16:0 y aiso 17:0), asi mismo separé dos individuos, uno del grupo 1 y otro del grupo
4, el AG que contribuyé de manera significativa a esta separaciéon fue el 17:1 n-9
(Fig. 27).
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acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes de
correlacién mayor a 0.7.
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Figura 27. Analisis de componentes principales de los AG de los lipidos polares en

piel de grupos de calderones, (a) Valores de AG del CP1 vs CP3; (b) Peso de cada

acido graso en los componentes, los circulos encierran los AG con coeficientes de
correlaciéon mayor a 0.7.
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VIII.2.5. Identificacion de Stocks mediante Fosfolipidos de Piel

Al seleccionar los acidos grasos caracteristicos de fosfolipidos reportados en

mamiferos (Tabla 13) y realizar un AFD, se observé una separacion significativa del
grupo 1 contra los grupos 2, 3 y 4 (Lambda de Wilks: 0.00311, Fu4s24) =3.0573

p<0.0018)

(Fig. 28, Tabla 15). Los AG que contribuyeron a la separacion de manera

significativa fueron 14:0, 16:1 n-9, 20:4 n-6 y 22:5 n-3 (Tabla 14). El grupo 1 se

separd po

r los AG 16:0, 16:1 n-9, 18:1 n-7 y 22:6 n-3. Los grupos 2, 3 y 4 fueron

separados por los AG 14:0, 18:0, 16:1 n-11, 20:4 n-6, 20:5 n-3 y 22:5 n-3 (Fig.14). La

matriz de

clasificacion de grupos indicé que todos los individuos estuvieron

correctamente clasificados en los grupos correspondientes como fueron avistados
(Tabla 16).
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Figura 28. Analisis de funciones discriminantes entre grupos determinado por acidos

grasos presentes en fosfolipidos de la piel.
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Figura 29. AG de fosfolipidos que contribuyeron a la separacién de los grupos en el
analisis discriminante.

Tabla 15. Valores de probabilidad de diferencia entre grupos de calderones. Se

considera diferencia significativa cuando p<0.05.

Grupo G 11 G_2:2 G_3:3 G 4:4
G_1:1 0.001091 0.012855| 0.011767
G _2:2 0.001091 0.582242| 0.075201
G_3:3 0.012855| 0.582242 0.228902
G 44 0.011767| 0.075201 0.228902

Tabla 16. Matriz de clasificacion de grupos de calderones. Lipidos estructurales en

piel.

Renglones: Clasificacion Observada
Columnas: Clasificacion calculada

Porcentaje
correcto

G_1:1
p=0.296

G_2:2
p=0.333

G_3:3
p=0.185

G 44
p=0.185

100

100

100

100

100

OO IO|0

©OOoOolV|lo

QOO O|O

QOO0 |Oo
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El resultado del analisis de funciones discriminantes sugiere la presencia de 2
stocks de calderones (Fig. 28). Debido a esto se construy6 el modelo de funciones
de clasificacion para cada grupo, sumando el producto de las variables por sus
constantes asociadas (a, b, ¢ y d), asi como el logaritmo natural de la razon del
tamano de la muestra analizada entre el total de elementos. Asi para cada grupo, las

funciones fueron de la forma:

G1= -21246.4 + (24598.6 x (X1)) + (-10529.4 x (X2)) + (24000.4 x (X3)) + (7816.4 x (X4)) + (-4671.6 x (X5)) + (40617.2 x
(X)) + (7798.1 x (X7)) + (-15087 x (X8)) + (36268 x (X9)) + (-645.6 x (X10)) + (1755.8 x (X11)) + (34425.7 x (X12)) +
(20694.4 x (X13)) + (17614.9 x (X14)) + (18045.1 x (X15)) + (6009.3 x (X16)) + (In 8/27)

G2=-23156.3 + (25987.9 x (X1)) + (-10777 x (X2)) + (25043.3 x (X3)) + (8413.7 x (X4)) + (-5038.7 x (X5)) + (42220.9 x (X6))
+ (8053.4 x (X7)) + (-15819.1 x (X8)) + (37776.8 x (X9)) + (-689.4 x (X10)) + (2032.4 x (X11)) + (35882.1 x (X12)) +
(21816.2 x (X13)) + (18348.8 x (X14)) + (18975.5 x (X15)) + (6105.6 x (X16)) + (In 9/27)

G3= -22698.8 + (25845.6 x (X1)) + (-10719.5 x (X2)) + (24881.1 x (X3)) + (8382.9 x (X4)) + (-4973.8 x (X5)) + (42007.6 x
(X6)) + (8006.2 x (X7)) + (-15802.3 x (X8)) + (37296.7 x (X9)) + (-692.8 x (X10)) + (1972.6 x (X11)) + (35499.1 x (X12)) +
(21769 x (X13)) + (18126.6 x (X14)) + (18742.2 x (X15)) + (5984.5 x (X16)) + (In 5/27)

G4= -22430.9 + (25729.2 x (X1)) + (-10771.5 x (X2)) + (24761.9 x (X3)) + (8249.7 x (X4)) + (-5225.2 x (X5)) + (41806.4 x
(X)) + (7991 x (X7)) + (-15587.4 x (X8)) + (37188.9 x (X9)) + (-808.2 x (X10)) + (2221.8 x (X11)) + (35242.9 x (X12)) +
(21382.4 x (X13)) + (17951 x (X14)) + (18682 x (X15)) + (5996.4 x (X16)) + (In 5/27)

donde:

Xn, corresponden al arcoseno [raiz (% AG)] de los AG: 14:0, 15:0, 16:0, 16:1 n-11, 16:1 n-9,
17:0, 17:1 n-9, 18:0, 18:1 n-9, 18:1 n-7, 18:2 n-6, 20:0, 20:4 n-6, 20:5 n-3, 22:5 n-3 y 22:6 n-
3.

VIIl.2.6. Comparacion de LN en grasa vs LP en piel.

Las diferencias mas notables entre los lipidos neutros de la grasa y los lipidos
polares de la piel se obtuvieron por los AGMI que fueron mas abundantes en grasa,
asi como los w-3, en especial el EPA y DHA. Por el contrario, en la piel se
encontraron mas abundantes los AGS y los w-6 (Fig. 30), siendo este resultado
esperado, ya que en el tejido adiposo se encontraron en mayor porcentaje los

biomarcadores y en la piel los AG caracteristicos de fosfolipidos.
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Figura 30. Porcentajes de Lipidos Neutros (Grasa) vs Lipidos Polares (Piel),

AGMI=acidos grasos monoinsaturados; w-3= acidos grasos de la familia omega 3;

AGS= acidos grasos saturados y w-6=acidos grasos de la familia omega 6. Las
lineas verticales representan los intervalos de confianza al 95%.
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IX. DISCUSION

IX.1. Organizacion Histolégica de Piel y Grasa Subcutanea

Diversos estudios en cetaceos indican la importancia de caracterizar
histolégicamente las biopsias, esto debido a que la informaciéon obtenida no sélo
depende del tejido a analizar, sino también de su posible estratificaciéon y de la
distribucion de las diferentes clases lipidicas a lo largo de las biopsias (Koopman et
al., 2003; Cruz-Vizcaino, 2005; Ruchonnet et al., 2006; Rueda-Flores, 2007).

La caracterizacidon histologica de la biopsia de piel y grasa del calderdon de
aletas cortas permiti6 determinar que existe una ausencia de estratificacion de las
diferentes clases lipidicas a lo largo de la biopsia, esto coincide con lo reportado por
Rueda-Flores (2007) para ballena azul, sin embargo ese estudio reporta que las
biopsias tomadas sélo penetraron la capa externa de la grasa. En este estudio esto
difiere, ya que la biopsia analizada fue de un individuo varado, por lo que se pudo
obtener una biopsia completa desde el musculo hasta la piel. La ausencia de
estratificacion no es comun en odontocetos, ya que se ha reportado en varias
especies una clara separacion de las diferentes clases lipidicas a lo largo de la
grasa. Esto pudiera deberse a que el incremento de la estratificacion en la grasa es
mayor en especies que habitan en temperaturas frias que las especies de habitats

tropicales o templados (Koopman, 2007).

En el calderdon de aletas cortas se encontré una dominancia de triglicéridos y
menor porcentaje de fosfolipidos en la caracterizacion histologica (70 y 30%
aproximadamente), sin embargo al analizar los AG en ambos tejidos (piel y grasa),
se encontré una mayor proporcién de lipidos neutros, mas del 80% en comparacién a
los lipidos polares que representaron menos del 20% en el tejido adiposo. En un
analisis similar, en tres regiones corporales de un cachalote varado, Cruz-Vizcaino
(2005) reporta la abundancia de triglicéridos en las regiones cefélicas y media del
cuerpo (75.1% y 76.6% respectivamente), contrario a la region caudal, donde

encontré una mayor proporcion de fosfolipidos. Al parecer esta dominancia de los
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triglicéridos (89 a 100 %) no es unica de los odontocetos como belugas, delfines
comunes, orcas, calderones de aletas largas (Koopman, 2007), sino que también se
encuentra en algunos misticetos como la ballena azul, ballena de aleta y ballena de
Sei (Ruchonnet et al., 2006; Rueda-Flores, 2007). Dado que los triglicéridos (lipidos
neutros) fueron los mas abundantes en las biopsias de calderones, la grasa

subcutanea representa un buen tejido para estudiar cambios en la alimentacion.

IX.2. Lipidos Neutros

La funcién principal de los lipidos neutros en la grasa de organismos marinos
es la de constituir la reserva energética, conformada en su mayoria por triglicéridos
(Bergé y Barnathan, 2005), sirviendo también como aislante térmico, caracteristica

de mamiferos marinos como las ballenas y delfines (Ackman, 1989).

Entre los estudios realizados con mamiferos marinos, no existe una certeza
fehaciente de que los perfiles de acidos grasos de las presas son reflejados
integramente en los tejidos de los depredadores. Esto debido a que existen cambios
significativos en los acidos grasos durante la asimilacion, digestion e incorporacion al
tejido del depredador. Asi mismo, éstos son depositados de forma diferencial en los
tejidos para cumplir funciones especificas y seleccionados segun las necesidades de

cada especie (Olsen y Grahl-Nielsen, 2003; Budge et al., 2006).

Respecto a los lipidos neutros de la piel, que representan una fuente de
energia para el tejido, se encontraron diferencias significativas entre grupos, excepto
entre el grupo 1y 3 en el AFD (Fig.18). Dichas diferencias pudieran deberse a los
requerimientos metabdlicos de cada grupo, ya que la piel al ser un tejido mas
conservativo (lverson, 2008), esta mas influenciado por factores ambientales, tales

como temperatura, salinidad, etc. (Yunoki et al., 2008).

En el analisis de los lipidos neutros de la grasa en los grupos de calderones se

encontré una mayor abundancia de acidos grasos monoinsaturados (18:1 n-9, 16:1
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n-7, 20:1 n-9, 18:1 n-7, 14:1, 17:1 n-9, 16:1 n-9, 20:1 n-11, 22:1 n-11 y 22:1 n-9)
seguida de acidos grasos saturados (16:0, 14:0, 18:0, 17:0, 15:0, 20:0 y 19:0) (Tabla
3), lo que podria indicar que son organismos que no han estado en ayuno debido a
que la grasa contribuydé aproximadamente con el 10% del total de calorias
consumidas (Budge et al., 2006). Los acidos grasos poliinsaturados, incluyendo los
acidos grasos esenciales (22:6n-3, 20:5n-3, 20:4n-6, 18:2 n-6 y 18:3 n-3) se
encontraron en bajas cantidades con respecto a los de sintesis de novo, lo que
podria sugerir una acumulacion preferencial de estos AG hacia otros tejidos
(cerebro), ya que los calamares presentan altas concentraciones de poliinsaturados

principalmente docosahexaenoico (DHA) (Cruz-Vizcaino, 2005).

Como resultado del AFD, las diferencias entre grupos utilizando acidos grasos
de reserva (biomarcadores) en el tejido adiposo, que representan el alimento a largo
plazo, confirma la hipotesis que las diferencias entre grupos detectados mediante
isotopos estables (Diaz-Gamboa, 2009) se deben a distintos habitos alimentarios y
no a zonas con diferentes aportes de N. La separacion del grupo 1 vs 2 (Fig. 13)
coincide con lo reportado por Diaz-Gamboa (2009) en cuanto a los niveles troficos de
los calderones (Fig. 1). Por lo tanto se propone que dichas diferencias en los grupos

se deben a distintas rutas troficas.

IX.3. Deteccion de Rutas Tréficas (biomarcadores)

Las principales caracteristicas de los acidos grasos y sus patrones de reserva
que los hacen utiles como trazadores tréficos o biomarcadores en las cadenas
tréficas son: Primero, los organismos son capaces de biosintetizarlos, es decir,
modificar las cadenas de carbono y agregar dobles enlaces, aunque esta
caracteristica esta limitada bioquimicamente dependiendo del grupo filogenético y de
algunas especies (Cook, 1996). Segundo, los acidos grasos son hidrolizados durante
la digestidén y generalmente no son degradados, sino que son metabolizados por los
tejidos a su forma basica dependiendo de la funcién del tejido, ya sea como reserva,

para formar tejido estructural o transformados en hormonas o0 mensajeros
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secundarios. La consecuencia importante de esta restriccion de sintesis en plantas,
bacterias y algunos animales ha hecho posible utilizar a los acidos grasos como
herramienta potencial para trazar redes troficas (lverson, 2008). Tercero, la grasa es
acumulada como reserva en animales (mamiferos marinos) y puede ser movilizada
para obtener energia en periodos de tiempo cortos o largos segun las demandas
energéticas; de esta manera la acumulacion de acidos grasos en el tiempo
representa un registro integrado de la ingesta dietética en dias, semanas o meses
dependiendo del organismo, sus requerimientos energéticos y rangos de reserva
(Ilverson, 2008).

En las ultimas décadas se han usado los acidos grasos como herramienta
eficaz para determinar relaciones troficas de los organismos en los ecosistemas
marinos, asi como una técnica potencial para la evaluacion cualitativa y cuantitativa
de los habitos alimentarios de los depredadores (Ackman, 1989; Stlbing et al., 2003;
Iverson et al., 2004; Parrish et al., 2009).

En los grupos de calderones de aletas cortas fue posible detectar algunos
biomarcadores y de esta manera deducir sus posibles rutas tréficas, basados en la
investigacion previa de sus presas potenciales y habitos alimentarios (Olson y Reilly,
2002; Markaida y Sosa-Nishizaki, 2003; Diaz-Gamboa, 2009; Rodriguez-Valenzuela,
2009).

Es importante mencionar que la principal presa del calderon es el calamar
(Diaz-Gamboa, 2009) el cual puede alimentarse de diversas presas por tener habitos
alimentarios oportunistas (Markaida y Sosa-Nishizaki, 2003). Los ACP mostraron que
la mayoria de los calderones tuvieron porcentajes promedio de AG similares. Sin
embargo al utilizar biomarcadores tréficos en el AFD fue mas eficiente poder detectar

diferencias sutiles entre grupos.

En el grupo 2 claramente se identifica la ruta tréfica: calderones — calamar —

mictéfidos — zooplancton — fitoplancton (Fig. 20-B), debido a que se detectan
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acidos grasos monoinsaturados 20:1n-11 y 22:1n-11 que son caracteristicos de
zooplancton especialmente de copépodos calanoideos (Parrish et al., 2000; Bergé y
Barnathan, 2005) y ademas éste es el grupo con el menor nivel tréfico (Tabla 1). En
contraste, el grupo 1 tiene el nivel tréfico mas alto (Tabla 1) y la ruta determinada fue
la de: calderones — calamar gigante — calamar — sardina — zooplancton —
fitoplancton (Fig. 20-C), ya que se identifican biomarcadores caracteristicos de
fitoplancton, el 20:4n-6 (ARA) (Cohen et al., 1995), y de diatomeas, el 20:5n-3 (EPA)
y el 14:0 (Parrish et al., 2000; Mourente et al., 1990; Allan et al., 2009), ademas de
que el EPA ha sido encontrado en abundancia en las sardinas Sardinops caeruleus y
Sardinops sagax (Carreon-Palau et al., 2004; Rodriguez-Valenzuela, 2009),

apoyando la idea de dicha ruta.

El segundo grupo con el nivel tréfico mas alto fue el grupo 3 (Tabla 1) y la ruta
posible determinada fue la de: calderones — merluza — langostilla — detritus (Fig.
20-A), debido a la deteccion de biomarcadores caracteristicos de detritus o actividad
bacteriana, como son los acidos grasos ramificados iso 14:0, iso 15:0, TM 16:0 e iso
17:0 (Parrish et al., 2009; Rodriguez-Valenzuela, 2009). Estos biomarcadores han
sido encontrados en la merluza enana (Merluccius angustimanus) y en la langostilla
(Pleuroncodoes planipes) al ser rastreados exitosamente en dos rutas troficas del
lobo marino de California, Zalophus californianus, en Bahia Magdalena (Rodriguez-
Valenzuela, 2009). Para el grupo 4, que es el tercero con el nivel tréfico mas alto
(Tabla 1), se determiné una ruta trofica similar a la del grupo 1, excepto que esta es
un poco mas corta que la anterior: calderones — calamar gigante — sardina —
zooplancton — fitoplancton (Fig. 20-C) y fue determinada con los mismos

biomarcadores que en la ruta tréfica del grupo 1.
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IX.4. Lipidos Polares

La funcion principal de los lipidos estructurales (polares) es de formar la
estructura lipidica de las membranas celulares (principalmente fosfolipidos y
esfingolipidos) (Christie, 1989). Estos han sido utilizados para diferenciar entre
poblaciones y/o stocks de distintas zonas geograficas, sobretodo en tejidos
estructurales como la piel, musculo y del corazén (Olsen y Grahl-Nielsen, 2003;
Grahl-Nielsen, 2004).

Olsen y Grahl-Nielsen (2003) compararon dos poblaciones de ballena Minke
previamente establecidas por la Comision Ballenera Internacional y de esta manera
pudieron probar que los acidos grasos fueron eficaces para diferenciar dichas
poblaciones. Los acidos grasos monoinsaturados y los w-6 se encontraron en mayor
cantidad en la capa mas externa de la grasa y se relacionaron con cambios ocurridos
a largo plazo y por consiguiente a la separacién geografica de este rorcual. En un
estudio reciente, Cruz-Vizcaino (2005) sugiere que existen dos grupos o
subpoblaciones de cachalotes concurriendo en el Golfo de California, determinadas
mediante acidos grasos estructurales en biopsias de la aleta caudal de dicha

especie.

La finalidad de separar y obtener perfiles de acidos grasos de reserva y
estructurales fue la de poder precisar en qué acidos grasos existieron diferencias
para poder atribuirlos al alimento o a las caracteristicas propias de los grupos. En el
analisis de los acidos grasos estructurales de la grasa de los calderones, que
representan el alimento a corto plazo debido a la irrigacion de los vasos sanguineos
en el tejido, se encontraron altas concentraciones de acidos grasos saturados (16:0 y
18:0), acidos grasos monoinsaturados (18:1n-9) y acidos grasos poliinsaturados

(20:4n-6, 22:6n-3 y 24:1n-9) en los cuatro grupos.

En el AFD no se encuentran diferencias significativas entre grupos de
calderones al considerar solo los acidos grasos de fosfolipidos reportados en

mamiferos (Christie, 2003). Sin embargo; no se puede afirmar que en un periodo
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corto de tiempo no se encuentran diferencias en cuanto a alimentacion en los grupos,
debido a la falta de un registro de foto-identificacion de los calderones de los cuales
se obtuvieron las biopsias. A diferencia de lo encontrado en un estudio reciente con
ballena azul, Espino-Pérez (2009), reporta dos grupos claramente diferenciados por
el alimento ingerido en dos periodos de tiempo, utilizando estos AG estructurales.
Los AG que contribuyeron a la separacion significativa de ambos grupos, fueron el
14:0, 16:0, iso 17:0, 16:1n-9, 17:1n-7 y 22:6n-3. El tener muestras del mismo
individuo foto-identificado en ambos periodos, confirmd el cambio del alimento

reflejado por diferencias de AG en un periodo de alrededor de 3 meses.

IX.5. Identificacion de Stocks

En cuanto a los acidos grasos estructurales de la piel, se encontraron altas
concentraciones de acidos grasos saturados (16:0, 18:0) y acidos grasos
monoinsaturados (18:1n-9, 24:1n-9). Como resultados del AFD al utilizar acidos
grasos de fosfolipidos se encuentran diferencias significativas del grupo 1 contra los
grupos 2, 3y 4 (Fig. 26). Este resultado sugiere la separacion de al menos 2 stocks
de calderones, debido posiblemente a las distintas caracteristicas geograficas entre
las zonas (central y sur) (Brusca y Findley, 2005) donde provienen estos grupos (Fig.
1). El stock 1 (Grupo 1), fue el encontrado en la zona central y tuvo en mayor
abundancia el AG 16:1 n-9, mientras que el stock 2 (Grupos 2, 3 y 4) que pertenece
a la zona sur tuvo mayor abundancia del AG 20:4 n-6. Sin embargo, esto no coincide
con los niveles tréficos de los diferentes grupos reportados para las mismas
muestras de las cuales se analizaron isotopos estables de N y C (Diaz-Gamboa,
2009). Se deduce entonces, que la variacion en 8'°N no esta relacionado con zonas

con diferentes aportes de nitrogeno.

Coincidiendo con Olsen y Grahl-Nielsen (2003) se encontraron diferencias
entre los grupos de calderones de aletas cortas atribuidas a los AG monoinsaturados
y w-6 (16:1n-9 y 20:4n-6), encontrados en dos poblaciones del rorcual Minke. Asi

mismo, otros AG que contribuyeron de manera significativa a la separacion de dichos
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stocks en este analisis fueron el 14:0 y 22:5n-3. Los AG estructurales en piel
encontrados al distinguir los stocks de calderones coinciden también con los hallados
al diferenciar poblaciones de peces de diferentes zonas geograficas, como en el caso
de los AG en musculo de dos poblaciones de arenques (Clupea harengus) una del
mar del Norte y otra del Baltico (Grahl-Nielsen, 2004) y también con AG del corazén
de dos poblaciones de macarela (Scomber scombrus) una del Atlantico y otra del
mar del Norte (Grahl-Nielsen, 2004).
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X. CONCLUSIONES

X La grasa de las biopsias de los calderones no presenta un patrén de
estratificacion definido, y se compone en un 70% por triglicéridos (lipidos de reserva)

y un 30% de fosfolipidos (lipidos estructurales).

<> La separacion obtenida entre los grupos de calderones por medio de los AG
permiten concluir que las diferencias de &'°N previamente encontradas entre los
mismos calderones se deben a distintos habitos alimentarios intraespecificos y no a
la variacion en el aporte de N entre las zonas del Golfo.

<> Las diferencias en los AG de reserva en grasa, encontrada entre grupos de
calderones, se deben a distintas rutas troficas, determinadas por biomarcadores

troficos.

<> Se detectaron 2 stocks de calderones, por medio de los acidos grasos

estructurales encontrados en la piel.
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Xl. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar la caracterizacion histolégica e histoquimica de los tejidos
a examinar, debido a que puede existir una estratificacién de las diferentes clases
lipidicas, ademas esto puede variar en funcion de la especie y del sitio de muestreo
en el cuerpo del organismo. La caracterizacion es mas objetiva si se realiza en
organismos varados, ya que de esta manera se pueden obtener biopsias completas

desde el musculo hasta la piel para un mejor analisis histolégico.

También es necesario, separar los acidos grasos en estructurales y de
reserva, ya que cada clase lipidica provee diferente tipo de informacion y resultado.
En futuros estudios con cetaceos, es importante analizar acidos grasos en piel, ya
que al ser un tejido mas conservativo que la grasa, provee informacion mas confiable

en la separacion de stocks o poblaciones de distintas zonas geograficas.

Es primordial tener informacién de las presas potenciales del depredador para
un mejor entendimiento del papel que desempefian los biomarcadores tréficos en las

relaciones alimentarias entre especies en el ecosistema.

Se recomienda integrar una base de datos de foto-identificacion de calderones
para reconocer las poblaciones del Golfo de California en colaboracion con otras

instituciones que estan generando dicha informacion como la NOAA.

Debido a que los calderones de aletas cortas son fieles al Golfo de California y
reflejan cambios en los niveles troficos como resultado de la disponibilidad de
alimento, se sugieren estudios a largo plazo que puedan reflejar cambios del
ecosistema provenientes tanto de las cadenas troficas como de movimientos

migratorios.
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XIll. ANEXOS
ANEXO 1. DESCRIPCION DE LA TECNICA DE INCLUSION EN PARAFINA

Fijacion: Los tejidos se fijaron en solucién Davidson para organismos marinos,

durante 48 hr. Cambiar a alcohol etilico al 70% transcurridas las 48hr.

Deshidratacion

-Alcohol etilico 70% |y Il (minimo una hora c/u)

-Alcohol etilico 80°( 1 hora) (larvas y huevos 30 min.)

-Alcohol etilico 90° (1 hora) (larvas y huevos 30 min.)

-Alcohol etilico 96° (1 hora) (larvas y huevos 30 min.)

-Alcohol etilico 100 | y Il (1 hora en c/u) (larvas y huevos 30 min.)
-Mezcla de alcohol etilico absoluto-xilol ( 1:1) 20 minutos. (Tiempo critico)

-Xilol absoluto (100 %) 5-10 minutos. (Tiempo critico)

Inclusion en parafina

-Parafina-xilol (1:1) 25 minutos (tiempo critico, no dejar mas tiempo)
-Parafina (Paraplast) | ( 1 hora)

-Parafina (Paraplast) Il (1-2 horas)

-Pafafina (Paraplast) Il ( 1-2 horas)

-Parafina (Paraplast) IV (1-2 horas)
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ANEXO 2. DESCRIPCION DE LA TECNICA DE HEMATOXILINA- EOSINA

1.-Xilol L,11'y 111-10 min en cada uno.

2.-Alcohol etilico 96%- 2 min

3.- Alcohol etilico 70% 1y 70% I1- 2 min c/u

4.-Agua destilada 5 min

5.-Hematoxilina de Harris 1 min (dependiendo del tiempo de uso del colorante)
6.-Agua corriente 5 min y agua destilada 5 min

7.-Alcohol acido- 10-15 segundos

8.- Agua destilada 5 min

9.- Agua amoniacal-10-15 segundos

10.-Agua destilada 5 min

11.-Alcohol etilico 50% 2 min

12.- Alcohol etilico al 70% 2 min

13.- Eosina alcohdlica- 3 min (dependiendo del tiempo del colorante)
14.- Alcohol 96% | y I, 1-2 min c/u

15.- Alcohol 100% 1 y II, 1 min c/u

16.- Xilol I, 11, 11l (sustitito de xileno 6 Hemo-De)- 5 min c/u.

17 .- Montar en resina sintética o Entellan.

78



ANEXO 3. DESCRIPCION DE LA TECNICA SUDAN NEGRO PARA GRASAS

Fijacion: Cortes por congelacién y una postfijacidon breve de una hora en

formol-calcio o material fijado en formol al 10% amortiguado 6 postfijacion en

dicromato de potasio.

Soluciones: Solucién de Sudan negro a saturacion, en alcohol etilico al 70%

Procedimiento:

1.- Colocar los cortes en alcohol al 70%

2.- Tenirlos por 30 min. en la solucion de Sudan negro filtrarla antes de usar

3.-Diferenciar en alcohol al 70%.

4.-Contrastar los nucleos con carmalum o rojo rapido nuclear o hematoxilina

Harris.
5.-Lavar bien en agua corriente.
6.-Lavar en agua destilada.

7.-Montar en gelatina glicerinada.

Resultados

Esteres de colesterol. azul a negro.
Triglicérido azul a negro.
Fosfolipidos gris.

Mielina bronce.
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