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Resumen

Los avances actuales relacionados con la ecologia alimenticia de la ballena gris la catalogan
CoOmo una especie que sigue una estrategia energética denominada “capital breeding” (por sus
siglas en inglés). La evaluacién de 83C y 6N en la piel de misticetos es potencialmente Gtil para
evaluar su ecologia trdfica, condicién fisiolégica y nutricional; sin embargo, existen
aproximaciones que son contrastantes respecto a dividir la epidermis en sus tres componentes
estructurales (es decir, estrato externo, medio e interno; corneo, espinoso y basal
respectivamente) para su interpretacidon isotdpica. Se exploraron a nivel individual, las
estrategias energéticas que siguen distintas hembras durante la reproduccidn, si es considerado
el consumo de presas a lo largo del corredor migratorio, y mediante el analisis de los valores de
8C y 6N registrados en la epidermis de hembras y crias lactantes a partir de biopsias
colectadas en Laguna Ojo de Liebre (la laguna de crianza principal), durante 3 temporadas
reproductivas (2011, 2018 y 2019). La interpretacién isotépica consideré la composicidon
estructural del tejido y se asumié que cada hembra sigue una estrategia alimenticia diferente.
Los patrones isotépicos entre estratos se observaron previa estandardizacién de los valores de
8C y 8N. Se usaron modelos lineares de efectos mixtos para modelar la composicién
isotépica de la epidermis y detectar diferencias significativas entre factores; posteriormente se
usaron pruebas post-hoc para identificar en que factores habia diferencias significativas. Se
usaron pruebas de Wilcoxon para corroborar el mismo uso de las fuentes de carbono vy
nitrégeno entre cada madre y cria. Se asumié la variacion isotdpica entre los tres estratos como
un efecto asociado al cambio de condiciones fisioldgicas (es decir, gestacion y lactancia) en
hembras y crias; en crias se generd un modelo de reloj isotdpico para inferir cudndo ocurrié el
cambio. Finalmente, las estrategias de alimentacién mas antiguas y recientes fueron
caracterizadas a partir de los estratos cérneos y basales respectivamente, con el uso de modelos
de mezcla isotdpica de tipo bayesiano. Se modelaron las probables contribuciones de las
diferentes presas mediante los modelos generalizados de efecto mixto para identificar las
posibles diferencias significativas entre factores. Los resultados demostraron diferencias
significativas en los valores de 8¢ y 5N entre estratos, grupos de individuos, temporadas e
incluso entre meses de colecta dentro de una misma temporada. Las pruebas de Wilcoxon
demostraron que no hay diferencias significativas entre los valores isotdpicos de madres y crias,
por lo que se puede asumir que el patrén de las fuentes de carbono y nitrégeno detectadas en
las crias es un reflejo de las fuentes consumidas por las madres. Se estimd un fraccionamiento
isotopico de ~1.4%o para el carbono y 1-1.5%0 para el nitrogeno. En crias, la mayoria de los
valores de 6N disminuyeron constantemente desde el estrato externo al interno, y permitié
inferir los dias entre la colecta y el cambio de la vida fetal y extrauterina. La modelacidn de los
resultados de los modelos de mezcla evidencié una diferencia significativa en las estrategias de
alimentacion implementadas por las hembras de una misma temporada reproductiva, o bien
entre temporadas. El consumo de alimento en laguna Ojo de Liebre identificd distintas
dindmicas en la busqueda de presas dentro del corredor migratorio. Evidencia que es
congruente con estudios previos que sugieren una necesidad por parte de las hembras de
satisfacer ciertos requerimientos fisioldgicos especificos asociados a la gestacidn y lactancia, la
cual se alcanza mediante una continua busqueda de alimento que los contenga a lo largo de
todo el corredor migratorio, y en particular en las areas de reproduccion.
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Summary

In this study, the three epidermal layers of gray whales (Eschrichtius robustus) were analyzed for
their carbon and nitrogen isotopes to investigate individual strategies during reproduction.

The stable isotope analysis of baleen whales’ epidermis has the potential to provide insights on
species feeding ecology and physiology, however, up to date, it is not clear if epidermal
structural layers (i.e., stratum corneum, stratum spinosum, stratum basale) should be assessed
independently for their 8¢ y 8N values. Here, we tested for isotopic variability among
epidermal layers of lactating females and calves while investigating for their feeding ecology.
Particularly, to corroborate the general assumption that gray whales feed on Arctic prey only,
we investigated the possibility of contribution of benthic amphipods collected in the Bering Sea,
compared to other sources from areas along the species migratory route. Skin biopsies were
obtained from 59 free-ranging lactating females and calves in the breeding lagoon QOjo de
Liebre, in Baja California Sur, Mexico, during three calving seasons (2011, 2018 and 2019).
Models result indicated that §°C y 6N values differ significantly on an inter and intra-
individual level based on epidermal layers, age class, year, and month of sampling. On the other
hand, no isotopic difference was found between the epidermis of mother-calf pairs, which
allows to consider calves’ 6C y 6°N values the reflection of mothers’ones. The mother-to-
fetus carbon isotope fractionation was calculated to be ~1.4%., the one of nitrogen 1-1.5%o. In
calves, 6©°N values were detected to decrease constantly from the most external epidermal
layer to the most internal one, which we suggest may indicate the diet change from placental
blood to maternal milk. This pattern of change, together with the availability of previous
information about cetaceans’ epidermis isotopic turnover rates, allowed to apply an isotopic
clock model to estimate the age of calves’ epidermal layer and the timing of the transition from
the gestation to laction, thus calves’ birthdates. Finally, Bayesian mixing models’ results
indicated that the main assumption of a high contribution of arctic amphipods to the isotopic
composition of females’ epidermis should be refused. Particularly, each mother resulted to
perform a different feeding strategy, and prey from Vancouver Island emerged as important as
the ones of the Bering Sea. Furthermore, models result highlighted a constant use of Ojo de
Liebre lagoon as a feeding ground, as well. The prey selected by each mother in the calving
ground corresponded to specific prey items assimilated in the feeding areas. When females
assimilated amphipods in the Bering Sea, they integrated amphipods as well in Ojo de Liebre.
On the other hand, when mysids were assimilated in Vancouver Island, polychaetas were
preferred in the breeding lagoon. All these results agree with previous studies that report
females’ necessity to satisfy certain physiological requirements (e.g., assimilation of fatty acids
omega-6) associated to gestation and lactation. These needs appear here to be fulfilled by a
continuous feeding during migration and, particularly, inside the calving lagoons during
breeding time. The evidence reported in this thesis highlight as critical the future investigation
of the isotopic composition of all those prey items that could be fed by the eastern gray whale
along its migratory route. The trophic connectivity that links all habitats used by the gray whale
must indeed be better understood. Both historical and recent information, that would provide
insights in the species feeding ecology under past and present environmental conditions, should
be considered as equally important to establish conservation and management plans.

Key words: epidermis, stable isotopes, isotopic models, feeding and reproduction.
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en las probabilidades de contribucidon isotépica de tres fuentes (“Mar de Bering”, “Isla
Vancouver”, “Ojo de Liebre”) segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad” (madrey
cria), “afio y mes” (febrero 2011y 2018, enero y marzo 2019). ....ccccvvvveeeeeeeeeiciinieeeeeeeeeeeenreeeenn. 50
Figura 15: Resultados post-hoc para el GLME mas parsimonioso relativo a las probabilidades de
contribucién de los anfipodos de MB segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad”
(madre y cria), “afo y mes” (febrero 2011 y 2018, enero y marzo 2019). Las diferencias
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Figura 16: Resultados post-hoc para el GLME mas parsimonioso relativo a las probabilidades de
contribucién de los misidaceos de IV segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad”
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Figura 17: Evidencia fotografica de actividad alimenticia en laguna Ojo de Liebre. En particular,
se puede observar como la ballena salié del agua con la boca abierta (A y B), para luego cerrarla
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1. INTRODUCCION

La ballena gris (Eschrichtius robustus) es considerada la especie mas costera, realiza una de las
migraciones mas largas para satisfacer todas sus necesidades de su historia de vida. Su ecologia
alimenticia la define como oportunista (Nerini, 1984; Calambokidis et al., 1991; Dunham y
Duffus, 2001; Moore y Huntington, 2008). Sus habitos de alimentacion pueden implicar
diferentes comportamientos de depredacién, desde la comUnmente reportada para la especie,
succion del fondo marino para alimentarse del bentos, hasta la embestida vertical o la filtracion
superficial de plancton y necton (Dunham y Duffus, 2001; Jones y Swartz, 2009). Habitos que
pueden ser alternados en una o diferentes temporadas (Dunham y Duffus, 2001). A pesar de su
predileccién para los anfipodos benténicos en el Artico polar, diferentes estudios han reportado
evidencias de actividades de forrajeo a lo largo de todo el corredor migratorio (Nerini, 1984;

Moore y Huntington, 2008; Scheinin et al., 2011).

En la actualidad la ballena gris es el misticeto mds estudiado y la mas vulnerable por las
actividades antropogénicas. Durante el siglo XIX fue la especie mas impactada por la caza;

actividad que casi causo su extincién (Pyenson y Lindberg, 2011).

Existieron tres poblaciones en el hemisferio norte (Jones y Swartz, 2009): la atlantica que
estdextinta; la del pacifico occidental, clasificada en peligro de extincion por la Unidn
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN por sus siglas en inglés); y la del
pacifico oriental, actualmente con el estatus de recuperada, gracias a esfuerzos internacionales
llevados a cabo desde el principio del siglo XX (Pyenson y Lindberg, 2011). Hoy en dia el tamafio
de la poblacién oriental de ballenas grises se estima como el de aquella poblacién que existia
antes de la caceria industrial (Moore y Huntington, 2008; Pyenson y Lindberg, 2011), se ha
sugerido que ésta poblacién quizas esta cerca de la capacidad de carga en relacién a sus areas
principales de alimentacién en el Artico (Schell etal., 2000; Moore et al., 2003; Moore y

Huntington, 2008).



La ballena gris oriental migra entre las areas de alimentacidon en Alaska y la peninsula de Baja
California, donde se encuentran sus areas de reproduccion (tres lagunas costeras en la costa
occidental de Baja California Sur, México). Debido a su sensibilidad a los cambios ambientales la
han considerado como una especie ideal para ser considerada “centinela” de los efectos del
cambio climatico (Moore y Huntington, 2008). Se piensa que la variabilidad de las condiciones
ambientales en los habitats utilizados por la especie pueda influir en la temporada migratoria,
éxito reproductivo y ecologia alimenticia (por ejemplo, Perryman y Lynn, 2002; Moore y

Huntington, 2008; Scheinin et al., 2011).

Los avances actuales relacionados con la ecologia alimenticia de la ballena gris la catalogan
COmo una especie que sigue una estrategia energética denominada “capital breeding” (por su
sigla en inglés); es decir, se reproduce y alimenta en espacios y tiempos diferentes, involucra
movimientos entre condiciones de grandes biomasa de sus recursos alimenticios a condiciones
limitadas pero mas propicias para la reproduccion (Houston et al., 2007; Newsome et al., 2010;
Huang et al., 2011). Los movimientos efectuados por las ballenas de la poblacién oriental, y en
particular las hembras gestantes, pueden alcanzar los 20,000 Km, desde la Peninsula de Baja
California hasta el Artico y de regreso a Baja California Sur, donde las hembras dan a la luz

después de 11 a13 meses de gestacion (Jones y Swartz, 2009).

Cuando las hembras se encuentran en el estado de gestacion y lactancia sus necesidades
cambian drdsticamente; requieren grandes cantidades de energia y nutrientes para que el feto
se desarrolle correctamente, y luego para producir la leche necesaria que alimentara a las crias
hasta el destete. Ambas condiciones fisioldgicas requieren metabolizar lipidos acumulados en el
tejido adiposo (es decir, blubber o capa de grasa subcutanea), generados durante la temporada
de alimentacién previa, lo que permite finalizar la gestacion y lactancia en condicién de ayuno

(Villegas-Amtmann et al., 2015).

Bajo el contexto de la teoria del forrajeo dptimo, una ballena deberia consumir presas que le
proporcionen mas energia que la que deberia gastar para obtenerla; teoria que es cominmente
aceptada y aplicada en el estudio de la ecologia tréfica de todos los cetaceos (Spitz et al., 2012).

Debido al gran tamafio corporal de un misticeto (por ejemplo, la ballena azul), los



abastecimientos energéticos se deberian maximizar en espacios donde su consumo implique el
menor gasto energético, distribuyéndose por periodos especificos en areas caracterizadas por
altas biomasas de sus presas; areas de alta disponibilidad de alimento que para la poblacidon
oriental de ballena gris se encuentran en los mares de Bering y Chukchi en Alaska, donde
consume preferentemente anfipodos bentdnicos (Perryman y Lynn, 2002; Moore y Huntington,

2008; Jones y Swartz, 2009).

Tanto la teoria del forrajeo éptimo como la estrategia energética “capital breeding”
conceptualizan la ecologia tréfica en el contexto de la biomasa de presas consumida, demanda
y acumulacién de energia; ello como el principal indicador del éxito reproductivo de los
individuos de una poblacion (New et al., 2014; Stephens et al., 2014; Pirotta et al., 2018); pero
la repercusién de la calidad nutricional es omitida (Spitz et al., 2012); a pesar de existir
evidencias que los depredadores pueden seleccionar activamente ciertos tipos de presas, o
partes de ellas, por la composicion de macronutrientes de las mismas (Kohl etal., 2015;
Machovsky-Capuska et al.,, 2016). La existencia de una necesidad por parte de cualquier
mamifero marino de satisfacer ciertos requerimientos fisiolégicos especificos (acidos grasos
omega 3 y 6) asociados a la gestacion y lactancia; nutrientes que posiblemente implica una
continua busqueda de alimento que los contenga durante sus movimientos a las areas de
reproduccidn, y particularmente en ellas (Caraveo-Patifio, 2004; Caraveo-Patifio y Soto, 2005;
Caraveo-Patifio et al., 2007, 2009) sugiere que quizas la ballena gris e incluso cualquier misticeto
no sigue una estrategia energética estricta “capital breeding”, mas bien una combinacién de dos
estategias “capital y income breeding” (el ayuno no caracterizaria toda la reproduccién, sino

solo partes de ella).

Por otro lado, la complexidad en el tiempo y espacio en el cual ocurre la historia de vida de la
ballena gris y cualquier misticeto, implica dificultades asociadas a la observacién directa de los
fendmenos que pueden influenciar aspectos tan importantes como la gestacién y la lactancia
(Pirotta etal., 2018); lo cual limita enormemente la posibilidad de falsear las hipdtesis
tradicionales relacionadas a las estrategias energéticas y de forrajeo, en particular durante estas

condiciones fisioldgicas de reproduccidn; quizds como se ha sigerido en general para cualquier



animal, existe una seleccién activa de presas debido a su calidad nutricional que a su cualidad

energética energética (Machovsky-Capuska et al., 2016).

Actualmente son aun pocos los estudios que han usado el analisis del contenido isotépico del
carbono y del nitrégeno en diferentes tejidos corporales de ballenas. Se han usado en estudios
sobre ecologia de poblaciones (Newsome et al., 2010), dinamicas migratorias (Lesage et al.,
2010; Newsome et al., 2010; Busquets-Vass et al., 2017), ecologia tréfica (Caraveo-Patifio y
Soto, 2005; Caraveo-Patino et al., 2007; Newsome et al., 2010; Ko et al., 2016; Wild et al., 2018)
y el efecto de diferentes condiciones fisioldgicas (Newsome et al., 2010; Clark et al., 2016). En
general, la mayoria de los estudios de ballena gris se habian basado en datos derivados de
censos visuales desde tierra y/o desde barcos (por ejemplo, Perryman et al., 2002; Perryman y
Lynn, 2002; Pyenson y Lindberg, 2011); o bien, enfocados a evaluaciones geneticas de la especie
(por ejemplo, Frasier et al., 2011; Pyenson y Lindberg, 2011; Alter, Newsome y Palumbi, 2012).
Hasta la fecha, las investigaciones que reportan valores de §°C y de 8"°N en ballena gris se han
enfocado a evaluar la ecologia trofica en las areas de alimentacion (Schell et al., 2000; Alter
et al., 2012); algunos sobre el efecto del catabolismo de las proteinas y del estrés oxidativo en
los patrones isotdpicos (Horstmann-Dehn et al., 2012); o bien, si los valores isotépicos varian a
lo largo de las componentes estructurales de un mismo tejido (Lian et al., 2020); algunos han
inferido el posible uso de las redes tréficas durante la reproduccién (Caraveo-Patifio y Soto,
2005; Caraveo-Patifio et al., 2007). AUn no se han realizado estudios que usen el analisis de
isotopos estables para estudiar de forma simultanea la fisiologia y ecologia alimenticia de

ningun misticeto durante la gestacién y la lactancia.

Se puede asumir que, en la ballena gris, como en cualquier animal, el éxito reproductivo esta
influenciado por un balance energético existente entre la acumulacién de los nutrientes y el uso
de estos para satisfacer las necesidades fisioldgicas de la reproduccion. La evaluacién de las
dinamicas alimenticias en hembras gestantes y lactantes emerge como un tema critico; en
especial para entender los movimientos migratorios y su relacién bidtica con las caracteristicas
peculiares de los habitats en los cuales se mueven. La variabilidad interanual de las condiciones
ambientales puede causar una fluctuacién de la calidad y cantidad de las presas consumidas

(Clark et al., 2016; Piatt et al., 2020), lo cual afecta la composicidn isotdpica de los tejidos de la



madre y cria a lo largo de la gestacion y lactancia, debido a la metabolizacién de las reservas

nutricionales acumuladas por la hembra.

Recientemente, se ha demostrado que los valores de 62C y de &N varian entre las
componentes estructurales de la piel de ballenas azules (Busquets-Vass et al., 2017), jorobadas,
rorcuales comunes y cachalotes (Wild etal., 2018); tales diferencias se han relacionado a
cambios intraespecificos en la dieta y en los movimientos migratorios estacionales y anuales. Sin
embargo, el periodo de tiempo que representan los diferentes estratos de la piel de dichas
ballenas no es claro; algunos autores mencionan que podrian variar segun la especie, y/o las
condiciones ambientales en las cuales se formaron. En el caso de la ballena gris, la Unica
informacién disponible en este contexto, reporta que isotdpicamente existe una homogeneidad
entre los estratos de la piel, al no encontrar diferencias estadisticas isotépicas entre individuos
varados a lo largo de las costas de California, Estados Unidos, llevo a los autores a sugerir que la
piel de cualquier estrato puede representa de manera general los valores 8§°°C y de 8N
promedios de la piel de cualquier individuo, por lo que no hay necesidad de determinar los
valores de cada uno de los estratos estructuralmente diferenciados mediante histologia (Lian
etal.,, 2020). Es posible que la homogeneidad isotépica solo pueda ser considerada en
organismos muertos, con diferencias en el grado de descomposicién, pero queda aun la duda si
los diferentes estratos de la piel de cualquier individuo vivo realmente son homogéneos
isotopicamente, y si el valor, por ejemplo, del estrato mas externo puede representar la sefial

isotépica del estrato mas interno.

Por lo anterior, en este estudio se evalud la composicidn isotdpica de los diferentes estratos de
la piel de organismos vivos. Se focalizé a evaluar la epidermis de hembras lactantes y crias de
ballena gris durante su permanencia en la laguna Ojo de Liebre, area ubicada en la costa
occidental de Baja California Sur, México; reconocida como la principal drea de reproduccion de
esta poblacion (Urbdn R. et al., 2003). Se hipotetizd una posible variacion en la composicion
isotépica en los diferentes estratos de la piel tanto de las madres como de las crias; de existir
estos cambios isotdpicos entre estratos se asumid que tal variacion isotdpica podria
relacionarse a tiempos diferentes de formacion. La determinacién y andlisis de los estratos

epidérmicos tanto de madres como de crias permitiria inferir a partir de las sefiales isotdpicas



de la piel su relacidon con los procesos fisiolégicos de gestacion y lactancia. En particular, los
valores de la piel de las madres permitirian relacionar la estrategia energética tracicional (es
decir, dependiente totalmente de las redes tréficas del Artico), o bien, lo posible diferenciacién
en las estrategias de alimentacion que pudieran existir entre ellas. Finalmente, al detectar
variaciones isotdpicas en los estratos epidérmicos de cada par (madre-cria), permitiria realizar
inferencias sobre la temporalidad de las fuentes principales de carbono y nitrégeno que les
dieron origen, el traslado de los mismos a la leche materna, y su efecto en la formacién de los

estratos epidérmicos de madre-cria en diferentes afios.



2. ANTECEDENTES

Hoy en dia se considera que los individuos de ballena gris pertenecientes a la poblacién oriental
utilizan tres areas de alimentacion, denominadas como primaria, secundaria y terciaria (Kim y
Oliver, 1989); en especifico, la primaria y la secundaria estan situadas en el Artico, la principal
en el Mar de Chukchi y norte del Mar de Bering, y la secundaria al sur del Mar de Bering (Kim y
Oliver, 1989; Perryman y Lynn, 2002; Urban R. et al., 2003; Jones y Swartz, 2009), mientras que
la terciaria se extiende desde Alaska hasta la peninsula de Baja California (Nerini, 1984;
Calambokidis etal., 1991; Dunham y Duffus, 2001). Su presa principal se identifica en el
anfipodo bentdnico filtrador Ampelisca macrocephala, la cual se acumula en biomasas enormes
en el Mar de Bering (Kim y Oliver, 1989; Caraveo-Patifio y Soto, 2005). Sin embargo, otras
especies (por ejemplo, camarones, misidaceos, poliquetos, eufasidos, isépodos) (Nerini, 1984;
Kim y Oliver, 1989) forman parte de la ecologia alimenticia de este misticeto, debido a que la
ballena gris posee la habilidad de alternar diferentes técnicas predatorias; la mas comun es la
succion de bentos, pero puede realizar embestidas verticales y filtrar superficialmente el

plancton y necton (Jones y Swartz, 2009).

En el ano 1999, después de haber sido removida del listado de las especies en peligro de
extincion en el 1994 (Moore et al., 2003), la poblacién oriental de la ballena gris fue confirmada
sana y sin necesidad de ser protegida legislativamente (Rugh et al., 1999). Desde entonces, en
dos ocasiones se registrd6 el aumento del nimero de ballenas encontradas muertas en
condiciones de estrés nutricional y la disminucion importante del nimero de crias reclutadas,
particularmente entre 1999 al 2001 (Boeuf et al., 1999; Perryman y Lynn, 2002; Moore et al.,
2003) y entre el 2019 y el 2020 (Martinez-Aguilar et al., 2019). Todas las teorias que se
formaron para encontrar las causas de esas anomalias consideran cambios en el area de
alimentacion principal de la especie: la distribucion del hielo durante los meses de verano
(Perryman et al., 2002), al hecho que posiblemente la ballena gris llegd cerca de su capacidad de
carga maxima y por lo tanto esta agotando sus presas principales (Wade y Perryman, 2002), o
el cambio climatico, lo cual estaria afectando las condiciones fisicas (Moore et al., 2003) y
determinando una transformacion de todo el ecosistema del Mar de Bering (Grebmeier et al.,

2006).



En este contexto, la plasticidad alimenticia de la ballena gris y el rango tan extenso de sus
posibles areas de alimentacién dificultan comprender las causas reales asociadas a grandes
mortalidades y éxitos reproductivos negativos (Moore et al., 2003). Durante el pleistoceno, por
ejemplo, todas las areas de alimentacion consideradas hoy en dia como principales (por
ejemplo, Mares de Bering, Chukchi y Beaufort) fueron eliminadas mas de 40 veces por la
glaciacién maxima y el incremento del nivel del mar (Pyenson y Lindberg, 2011); no obstante la
ballena gris sobrevivio, quizds debido a su versatilidad en utilizar diferentes habitos de

alimentacion, los cuales permitieron aprovechar diferentes presas y/o habitats.

Hay evidencias asociadas a que la ballena gris sigue alimentandose fuera del Artico; por ejemplo
lo largo de las costas de la Columbia Britanica (Dunham y Duffus, 2001; Lang etal., 2014;
Burnham y Duffus, 2018; Lagerquist et al., 2019). Dunham and Duffus (2001), en especifico,
evidencian un cambio de presas, por temporalidad y por tamafio de las presas consumidas, las
cuales varian y estan formadas por: anfipodos, misidaceos, larvas de cangrejo, y una especie
particular de camarén benténico, Callianassa californiensis; ademas de hipotetizar que los
cambios registrados hacia ciertos organismos se puedan relacionar a diferentes condiciones
estacionales de la abundancia de éstos. Mas recientemente Burnham y Duffus (2018)
reportaron que a lo largo de 17 anos la comunidad de misiddceos presentes en Clayoquot
Sound, en Canadg3, sigue abundante a pesar de su aprovechamiento por parte de la ballena gris,
en cuanto parece existir una modulacién del forrajeo segun el comportamiento reproductivo de
los invertebrados; ademas, los autores especulan sobre la posibilidad que la ballena gris pueda
distinguir entre presas de alta o baja calidad, lo cual les podria permitir moverse con elecciéon

entre habitats diferentes.

La complejidad de la ecologia alimenticia de este misticeto sobresale aun mas cuando se
analizan todas aquellas evidencias que indican una necesidad por parte de la especie de
satisfacer ciertos requerimientos nutricionales asociados a condiciones fisiolégicas especificas,
como la gestacion y la lactancia (Caraveo-Patifio, 2004; Caraveo-Patifio y Soto, 2005; Caraveo-
Patifio et al., 2007, 2009). Necesidades que se especula no son satisfechas en su totalidad por

las presas de las areas polares, dominadas por organismos con altos niveles de acidos grasos



omega 3; y son cubiertas en las areas de reproduccion, donde sus habitats son caracterizados
por una fauna que integra contenidos mayores de &cidos grasos omega 6, considerados
importantes para la formacion y el desarrollo de cualquier especie de mamifero (Marcel et al.,
1968; Williams et al., 1987; Caraveo-Patifio et al., 2009); en particular durante la parte final de
la gestacidn y el inicio de la lactancia, cuando posiblemente aumenta la tasa de crecimiento del

sistema nervioso central (Caraveo-Patino et al., 2009).

Ante todo lo anterior, resulta critico para el manejo y la conservacién de la poblacién oriental
ballena gris, y en general para cualquiera de sus poblaciones, entender de manera correcta la
interaccidon que existe entre ecologia alimenticia y fisiologia de la reproduccién, en particular
para aquellos individuos que determinan principalmente el reclutamiento de las poblaciones, es
decir, las hembras lactantes y sus crias al inicio de la lactancia. Desde diciembre miles de
individuos de ballena gris oriental se aglomeran hasta abril en las aguas calmas y protegidas de
las lagunas de reproduccién, en particular en Ojo de Liebre, San Ignacio y el complexo lagunar
de Bahia Magdalena, las cuales estan ubicadas en la costa occidental de Baja California Sur,
México (Urban R. et al., 2003). Las madres con sus crias recién nacidas son los organismos que
ocupan esas areas por mas tiempo y en nimeros mayores que juveniles, machos o hembras
solteras, debido a que las lagunas constituyen el lugar éptimo para que las crias puedan ganar
peso y fuerzas antes de empezar la migracién al norte hacia las areas polares de alimentacion en
el Artico. La presencia de un nimero tan alto de parejas madre-cria en areas costeras y, por lo
tanto, facilmente accesibles, representa una oportunidad para colectar la epidermis de ambos

grupos de organismos silvestres.

La colecta de la piel de ballenas vivas ofrece la posibilidad de seleccionar a priori organismos
con condiciones nutricionales y fisiolégicas especificas, como hembras lactantes y crias al
principio de su periodo de lactancia; que permitiria comprobar cémo dichas condiciones
fisioldgicas influyen sus valores isotopicos de carbono y nitrégeno. Como ya se ha reportado que
ocurre en algunas condiciones nutricionales y fisioldgicas de otras especies de ballenas
(Newsome et al., 2010; Horstmann-Dehn et al., 2012). La epidermis, el estrato mas externo de la
piel, difiere entre ballenas y mamiferos terrestres en cuanto en los primero se compone de tres

estratos estructurales (Sokolov, 1982; Reeb et al., 2007); esta estructura ha permitido a las
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ballenas adaptarse al ambiente acuatico, que es mas denso que el aire atmosférico, sujeto a
cambios repentinos de la temperatura y presion (Reeb et al., 2007). La epidermis almacena la
informacién isotdpica para un cierto periodo de tiempo (Vander Zanden et al., 2015), debido a
gue crece continuamente, desde el mas interno estrato basal (EB), donde las nuevas células
epiteliales se forman, pasando por un estrato intermedio y extenso, estrato espinoso (ES),
hasta el mds externo, estrato corneo (EC), donde las células epiteliales sufren la descamacién
(Hicks et al., 1985; Aubin et al., 1990; Reeb et al., 2007). Actualmente las dinamicas isotdpicas
asociadas al movimiento de nutrientes en la epidermis de hembras de ballena gris durante la
lactancia y la gestacién, asi como en las crias durante el inicio del consumo de leche y de fetos a

termino de la gestacidn no se conocen.

En general, en los mamiferos marinos (por ejemplo, oso polar, ballena jorobada y elefantes
marinos), ocurre un fraccionamiento isotdpico entre madre-feto y madre-cria, lo cual es
especie-especifico, tejido-especifico y puede ser influenciado por diferentes factores, como la
estrategia energética utilizada por las hembras durante la reproduccién y su estado nutricional
(Polischuk et al., 2001; Clark et al., 2016; Habran et al., 2019). En especies consideradas “capital
breeders” se ha demostrado que la gestacion determina un decremento de los valores de 83 y
de 8N en tejidos, debido a la movilizacion de los lipidos, también al incremento de la tasa de
sintesis de las proteinas y al decremento de la excrecidon del nitrégeno, las cuales son reacciones
metabdlicas tipicamente asociadas a los periodos de ayuno (Martinez Del Rio et al., 2009; Clark
et al., 2016). Con respecto al feto, ello se nutre de la sangre placentaria de la madre, rica en
proteinas, causa un enriquecimiento en N en los tejidos del feto en comparacién con la sangre
placentaria, por lo que existe un balance entre los valores isotépicos del feto y de la madre
(Borrell et al., 2016). Hasta la fecha, los valores del fraccionamiento isotdpico entre hembras
gestantes y fetos para ballenas se reportd Unicamente por los tejidos musculares de organismos
de ballena de aleta, los fetos resultaron ser 1.13%o y 1.5%0 mas enriquecidos que las madres en
sus valores de 82C y de 6%N, respectivamente (Borrell etal., 2016). El fraccionamiento
isotépico entre madre y feto se evallan raramente en los mamiferos marinos. La informacién
existente para algunas especies de pinnipedos “capital breeders” sefiala una fuerte variabilidad
entre especies y entre tejidos. Por ejemplo, los valores de 8C de las células rojas y del suero

de la sangre de fetos de foca gris resultan ser mas bajos que los de sus madres (de ~0.1%o y de
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0.8%o, respectivamente) mientras que los de 6N son mas altos en los fetos que en sus madres,
2.4%0 y de 1.3%o, respectivamente (Habran et al., 2019). En elefantes marinos los mismos
tejidos no difieren en los valores de 8%3C entre fetos y madres, mientras que los valores de §"°N
son 0.7%. mas altos en los fetos que en sus respectivas madres (Habran etal., 2010);
finalmente, los valores de 6C y de 8N registrados en los bigotes de los elefantes marinos del
hemisferio del sur parecen aumentar en los fetos y decrecer en las madres durante toda la

gestacion, sin llegar al balance esperado (Newsome et al., 2006).

Cuando la lactancia empieza, los perfiles isotdépicos se modifican en comparacién con la

gestacion (Newsome et al., 2010). Borrell y collaboradores (2016) reportan que los valores de

83C de los tejidos musculares de las ballenas de aleta son mas bajos durante la gestacién que
. . 15 . . e .

en la lactancia, mientras que los valores de 6N no cambian significativamente durante los dos

periodos fisioldgicos. Con respecto a las crias de ballena franca (dos individuos), los valores de

5C y de 8"°N son mas bajos en la piel que representa la vida afuera del Utero materno que en

la piel que representante la vida fetal (Horstmann-Dehn et al., 2012).

Por el contrario en otras especies de mamiferos marinos, el suero de algunas hembras lactantes
de elefantes marinos muestreadas 5 dias después del parto (se considerd como tejido en estado
de gestacién) y luego 22 dias después del parto (tejido en lactancia) resulta mds enriquecido en
13C alos 5 que a los 22 dias, mientras que los valores de 8N no difieren (Habran et al., 2010).
En el suero de las focas grises también los valores de 6§'*C son mas altos al principio que al final
de la lactancia, mientras que el tejido muestreado en la tapa final de la lactancia resulta mas
enriquecido en N que al principio de la misma (Habran et al., 2019). En algunas especies de
pinnipedos, los datos disponibles para las crias no siguen un patrén estandar, a veces resultan
ser mas altos durante la gestacion en comparacion con la lactancia, como en el caso de los
valores de 6™C registrados en los bigotes de los elefantes marinos del sur (Libcker et al., 2020)
y los valores de 8N registrados en el suero de los elefantes marinos del norte (Habran et al.,
2010); en otros casos, aumentan durante la lactancia, como los valores de 8N registrados en
las células rojas de los elefantes marinos del norte (Habran et al., 2010) y en los bigotes de los
elefantes marinos del sur (Libcker et al., 2020); y otras especies no se modifican, como en las

células rojas y en el suero de las crias de foca gris (Habran et al., 2019).
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Finalmente, los valores del fraccionamiento isotdpico entre hembras y crias lactantes se han
evaluado Unicamente en algunas especies de pinnipedos (Newsome et al., 2006; Ducatez et al.,
2008; Habran et al., 2010, 2019; Cherel et al., 2015). En las especies que se comportan como
“capital breeders” durante la lactancia, como los elefantes marinos (Ducatez et al., 2008;
Habran et al., 2010) y las focas grises (Habran etal., 2019), los valores de fraccionamiento
isotdpico para carbono y nitrogeno de hembras y crias difirieron segun los tejidos analizados y
las especies. En general, la sangre, las células rojas y el suero de las crias lactantes de elefantes
marino y focas gris (Habran et al., 2010, 2019) y en los elefantes marinos muestreados después
del destete (Ducatez et al., 2008) resultaron almacenar valores mas altos de §°C y de 6N en
comparacion con los mismos tejidos de las hembras lactantes. Sin embargo, los valores de 8¢
registrados en el suero y ambos los valores de §3C y de 6"°N del pelo de las crias de la foca gris

fueron mas bajos que los de los mismos tejidos de las madres respectivas (Habran et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos 20 afos ocurrié una fluctuacidon importante del nimero de crias de ballena gris
nacidas en las areas de reproduccion (Boeuf et al., 1999; Perryman et al., 2002; Jorge Urban
etal.,, 2003; Martinez-Aguilar etal., 2019), los ejemplares muertos (adultos y juveniles)
incrementaron dramdticamente entre el 1999 al 2001 (Gulland etal., 2005; Moore y
Huntington, 2008; Thomas et al., 2016) y del 2018 al 2019 (Martinez-Aguilar et al., 2019); se
desconoce la causa de esos eventos. Sin embargo, se ha hipotetizado al respecto del efecto de
la distribucién del hielo en el Artico durante los meses de verano (Perryman et al., 2002), al
hecho que posiblemente la ballena gris llegd cerca de su capacidad de carga maxima y por lo
tanto estd agotando sus presas principales (Wade y Perryman, 2002), o a variacions de las
condiciones fisicas (Moore et al., 2003) y ecosistemicas en el Mar de Bering (Grebmeier et al.,

2006).

En este contexto, emerge como critico entender si posibles alteraciones en la ecologia tréfica
de la especie, a nivel individual y poblacional, pueden afectar las dindmicas fisioldgicas de
gestacion y lactancia, en cuanto se refiere a la adquisicion, acumulacién y utilizacién de
nutrientes especificos, los cuales tiendrian que estar en balance energético para lograr el éxito

reproductivo.

El presente trabajo se enfocd a investigar la reproduccidon de la ballena gris, con particular
atencién en los cambids isotdpicos que ocurren en la epidermis durante los procesos de
gestacién y lactancia bajo una perspectiva de interaccion entre ambas condiciones fisiolégicas y
la ecoldgia alimenticia de la especie. Como area de estudio se selecciond la laguna Ojo de
Liebre, en Baja California Sur, México, por que es donde se registra la mayor proporcion de
nacimientos anuales, entre las diferentes dreas de reproducciéon (Urban R. etal., 2003); la
facilidad de acceso al area, la posibilidad de colectar de manera remota muestras de epidermis y
el aprovechamiento de tecnologia sofisticada (por ejemplo, la espectrometria de masa),
permiten estudiar a hembras y crias, el flujo de nutrientes entre hembras y crias lactantes, e
inferir el intercambio de nutrientes entre parejas madre-cria previo al nacimiento. Finalmente,

explorar si los cambios isotdpicos de carbono y nitrégeno en la piel de madres y crias permite
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aplicar modelos isotdpicos para estimar las fechas de nacimientos de crias, una informacion
raramente disponible para cualquier especie de ballena, y que permitiria detectar variaciones
en los patrones de nacimiento y reproduccidn entre afos y, consecuentemente poder evaluar

cambios en la produccién anual de crias y las posibles causas relacionadas a esos eventos.

La comprension de los mecanismos que regulan la ecologia y la fisiologia de la gestaciéon y de la
lactancia en la ballena gris permite especular sobre las necesidades especificas de otras
ballenas, como por ejemplo de la ballena gris occidental, la cual estd listada por la UICN como
“condicién critica de peligro de extincién”. Esto permitird el desarrollo de planes de
conservaciéon mas completos y eficientes, tanto en las areas de alimentacidn como en las areas

de reproduccion de las ballenas.
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4. HIPOTESIS

La caracterizacién estructural e isotépica de la piel de hembras y crias lactantes de ballena gris
permite evaluar eventuales cambios en las condiciones fisiolégicas y tréficas a corto (dias),
mediano (meses) y largo (afios) plazo. El hecho de ser una especie “oportunista” le permite
adaptarse de manera inmediata a diferentes condiciones tréficas. Sin embargo, cuando las
condiciones ambientales cambian y afectan las principales fuentes de alimentacion, es posible

evaluar esas variaciones mediante el estudio del perfil isotépico de madres con crias.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la fisiologia y ecologia tréfica de la ballena gris (Eschrichtius robustus) durante tres
temporadas reproductivas (2011, 2018 y 2019) mediante el analisis de la composicion isotdpica

de piel de hembras y crias lactantes en la Laguna Ojo de Liebre en Baja California Sur, México.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar cémo los valores de §"3C y 8"°N cambian en los diferentes estratos de la
epidermis de hembras y crias de ballena gris durante la gestacién y lactancia.

2. Estimar el inicio del consumo de leche materna mediante la modelacidn de los valores
isotopicos de los estratos epidérmicos de las crias.

3. Evaluar la contribucién de las presas principales del Artico a la dieta de hembras de

ballena gris pertenecientes a la poblacién oriental durante la gestacién y lactancia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

La Laguna Ojo de Liebre (LOL) representa histéricamente la mas importante para la
reproduccidn y crianza de la ballena gris, en términos de abundancia (Urban R. et al., 2003). Se
ubica en la Reserva del Vizcaino, en la costa del Pacifico de Baja California Sur, municipio de
Mulegé, entre los 27°23’ y 27°59’ N de latitud y los 114°30’ y 114°55’ O de longitud y con un
area aproximada de ~228,000 hectareas (Fig. 1) (Macias-Zamora et al., 2008). Es una laguna
somera constituida por numerosos canales, los cuales pueden tener profundidades mayores de
20 m. Tiene un cuerpo de agua hipersalino y estd rodeada por estanques de evaporacion,
utilizados por la compaiiia Exportadora de Sal, S.A. (ESSA) para extraer y comercializar sal
marina. Se caracteriza por poseer ecosistemas de tipo lagunar costero marino, en cuanto su
batimetria es muy irregular, con muchos bajos e islas planas que se hacen evidentes durante las

mareas bajas (Hernandez-Aguierre, 2012).
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Figura 1: Rango de distribucion geografica de la ballena gris oriental y la ubicacidon de los
habitats en los cuales se colectaron las posibles presas de la especie (A), y el drea de studio
principal, laguna Ojo de Liebre, sitio de crianza y reproduccion principal de la ballena gris (B).
Fuente: NOAA mediante la libreria “marmap” del software R; Datum: WGS 1984, proyeccion:
latlong.

6.2 Trabajo de campo

Gran parte de las actividades implicadas en esta investigacion se relacionaron al método de
colecta de biopsias. Debido a que LOL Unicamente representa las condiciones abidticas idoneas
para el alumbramiento y el inicio de la lactancia (Urban R. et al., 2003), ademas de ser area libre
de depredadores (Jones y Swartz, 2009). Por lo tanto, en febrero 2018 las actividades en el
campo se centraron en delinear el protocolo de muestreo que permitiera obtener biopsias de la

epidermis de parejas madre-cria. Garantizar el protocolo en términos de seguridad para
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animales e investigadores. Durante el 2019 la actividad en campo se dirigié a colectar biopsias
de parejas madre-cria al principio y al final de la temporada. Ambos grupos de biopsias se
compararon con un conjunto de biopsias de hembras y crias colectadas durante febrero 2011,
temporada en la cual no se colectaron a las parejas, Unicamente grupos de hembras y crias al

azar, excepto en una ocasion en la cual se logré muestrear una pareja madre-cria.

6.2.1 Colecta de biopsias de piel

En febrero 2011, febrero 2018, enero 2019 y marzo 2019 se realizé el muestreo de piel y capa
de grasa de hembras lactantes y crias silvestres de ballena gris, durante la temporada
reproductiva en LOL. Todos los muestreos se realizaron mediante embarcaciones menores tipo
“panga”, proporcionadas por la compafia de sal “Exportadora de Sal” de Guerrero Negro, Baja
California Sur. Las condiciones climaticas consideradas como optimas contaron con un estado
del mar entre 0 y 2 en la escala de Beaufort. El proveedor de previsiones climdticas que se

utilizé de referencia fue “windfinder”, disponible en internet.

Los animales considerados como idéneos para la colecta de las biopsias no expresaban senales
de estrés por la presencia de la embarcacién de muestreo y se movian lentamente. Durante las
estaciones de muestreo del 2018 y 2019 se aplicé la metodologia del muestreo focal (Mann,
1999), cada evento de muestreo involucré una pareja madre-cria lejos de grandes manadas, los
individuos fueron marcados e identificados mediante la foto identificacién, y seguidos en un
determinado periodo de tiempo (~3 horas). La técnica de la foto identificacidon consiste en la
toma de fotos de partes corporales de la especie objeto que permitan su identificacién (Urian
et al., 2015). Con respecto a la ballena gris, el enfoque es la parte dorsal, debido a que el patrén
de coloracién de la piel de dicha area resulta ser de un individuo especifico desde el nacimiento.
Las tomas fotograficas permitieron reconocer los animales durante y después el muestreo, para
identificarlos en caso de presencia de otros organismos y para evitar la recolecta involuntaria de
los mismos. Finalmente, antes y después de la toma de biopsias se registraron diferentes

actividades conductuales.
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Las biopsias de piel y capa de grasa que se tomaron fueron de tipo “profundo” y “superficial”.
En cuanto a las “profundas”, la metodologia consistié en una hawaiana de 6 metros de largo,
como sugieren por (Reeb y Best, 2006). A en el extremo de la hawaiana se colocaron puntas de
acero inoxidable huecas: de 20 cm de largo y 0.6 cm de grosor en hembras adultas, y de 10 cm
de largo y 0.4 cm de grosor en crias (Fig. 3A). Cuando el muestreo involucrd la colecta de
individuos recién nacidos, con piel de espesor pequefo, el tamafio de la punta fue de 5 cm,
mediante la aplicacion de un tapdn de seguridad, para evitar la colecta de tejido muscular. Con
respecto a las biopsias “superficiales”, los tejidos se colectaron con una a una ballesta a 15-20
metros de distancia con un dardo de acero inoxidable, de 3 cm de largo y 0.6 cm de grosor (Fig.

3B).

Figura 2: Colecta de las biopsias de piel y capa de grasa: A) hawaiana con punta modificada, B)
flecha utilizando una ballesta.

Antes y después de cada evento de muestreo todas las puntas fueron esterilizadas con alcohol.
Las biopsias fueron envueltas en papel aluminio y transportadas en hielo hasta el laboratorio del
CIBNOR, unidad de Guerrero Negro, donde se guardaron primero en nitrégeno liquido y

después en ultracongelacién a -80°C (CIBNOR, Unidad de La Paz).

6.2.2 Colecta de las presas

Para investigar los habitos alimenticios de las hembras lactantes muestreadas en la LOL, se
analizaron muestras de anfipodos y misiddceos, guardadas en ultracongelacion (-80°C),
colectadas en el Mar de Bering y Chukchi (Alaska) y en las aguas de la Isla Vancouver (Canada)

colectadas durante el afio 2002 (Caraveo-Patifio, 2004; Caraveo-Patifio y Soto, 2005). Ademas,
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se colectaron muestras de bentos en el afio 2018 en las areas de la LOL donde se registraron
eventos alimenticios de ballena gris, para investigar el posible aporte nutricional de los
organismos bentdnicos de la LOL en la dieta de las ballenas durante su temporada reproductiva.
La fauna bentdnica se colectd con el uso de una draga tipo Ekman (0.2 m?), cada muestra de
presas fue separada del substrato mediante un tamiz con luz de malla de 0.5mm con uso de
agua de mar y colocadas en bolsas de pldstico estériles en hielo para ser trasportadas del campo
a las intalaciones de CIBNOR en Guerrero Negro. Previa separacion por clase de organismos
bentdnicos (es decir, anfipodos y poliquetos), las presas se almacenaron en nitrégeno liquido
para transportarlas a las instalciones del CIBNOR en La Paz, donde se mantuvieron en

ultracongelacion (-80°C) hasta su procesamiento.

6.3 Determinacion de valores isotdpicos.

6.3.1 Preparacion de submuestras por estrato epidérmico y presas.

De cada biopsia de piel de hembras y crias se obtuvieron una submuestra mediante cortes
realizados con un bisturi estéril en las tres componentes estructurales de la epidermis (Fig. 3):
estrato corneo (EC), estrato spinoso (ES) y estrato basal (EB). De cada submuestra los
componentes lipidicos y proteicos fueron separados mediante el método de Folch et al. (1957).

Dicha técnica contempla la inmersién de los tejidos descongelados en una mezcla de cloroformo
y metanol (en proporcién 2:1), con cantidades 20 veces mayores que el peso de cada
submuestra. Las submuestras del tejido y reactivo se guardaron en viales de vidrio, tapados con
papel aluminio, en congelacidn por 24 horas. En seguida, los solventes se evaporaron bajo una
campana de ventilacidn con uso de nitrégeno. Finalmente, los tejidos sin lipidos se separaron en
viales diferentes y fueron almacenados junto con los viales extractos de lipidos en

ultracongelacion (-80°C).
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Figura 3: Cortes efectuados en los tejidos de una biopsia de ballena gris, para obtener
submuestras de los tres estratos estructurales de la epidermis, estrato corneo (EC), estrato
espinoso (ES) y estrato basal (EB).

Con respecto a las muestras de las presas una parte fue analizada sin proceder con la extraccién
de los lipidos, mientras que otra fue tratada utilizando el mismo protocolo de las biopsias para
separar lipidos totales y componentes estructurales.

Finalmente, todas las muestras (tejidos de ballena gris y organismos plancténicos y bentdnicos)
fueron liofilizadas, pulverizadas y pesadas en capsulas de estafio (0.5 mg £ 0.05 0 1 mg + 0.02,
segun si el laboratorio donde se efectuaron los andlisis due lo de Hawai‘i at Manoa o de US.

Davis).

6.3.2 Valores isotopicos de carbono y nitrégeno.

La composicién isotdpica del carbono (C) y del nitrégeno (N) de las componentes proteicas de
los estratos colectadas en los afios 2011y 2018 y las presas colectados en el 2002 y 2018 fueron
determinadas en la Universidad de Hawai‘i at Manoa, Estados Unidos, en donde se utilizd un
sistema a combustion Costech elemental 180 (Modelo 4010), acoplado a un espectrometro de
masa Thermo-Finnigan Delta plus XP de razones isotépicas 181, con una interfaz Conflo IV. Los
materiales de referencia utilizados para calibrar las muestras y corregirlas debido al instrumento
fueron glicina y tejido de musculo de atun. Los perfiles de isotopos del C y del N de las

componentes proteicas de los estratos y presas colectadas en el afio 2019 fueron determinadas
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en el laboratorio de andlisis de isotopos estables de la Universidad de California, Davis, Estados
Unidos; se utilizé6 un espectrémetro de masa “Elementar Vario Micro Cube” (Elementar
Analysensysteme GmbH, Hanau, Germany) acoplado con una interfaz Isoprime VisION. Los
materiales de referencia utilizados para calibrar las muestras y corregirlas debido al instrumento
fueron flores de alfalfa, higado de bovino, alanina enriquecida, acido glutdmico y nylon 6. En
ambos Laboratorios los estandares utilizados para el carbono y el nitrégeno fueron V-PDB
(PeeDee Belemnite) y el N, atmosférico respectivamente, conocido por su sigla en inglés “AIR”.
El acrénimo V-PDB corresponde a la PeeDee Belemnite (PDB) distribuida por la sede central de
la agencia de energia nuclear internacional que distribuye los estdandares y se localiza en Viena
(V), Austria. La PDB es una calcita que se formd durante el cretdceo superior en el rio Pee Dee
en la Carolina del Sur. Hoy en dia se utilizan PDB mds recientes, calibradas con las PDB

originales.

Todos los valores isotdpicos se expresaron en valores con la notacidn 6, valor introducido por
McKinney et al. (1950) para reportar los valores isotdpicos en relacién a estandares universales

de la siguiente manera:

§ = (W) X 1000 (ecn. 1)

Rstd

donde R es la proporcidon de la abundancia del isotopo mas pesado contra del mas ligero, x
indica la muestra y std el material de referencia (por su sigla en inglés “standard”). En ambos
laboratorios la exactitud y la precision de los equipos al determinar los valores 6 fue <0.2 %o,
valor calibrado de manera continua al introducir cada 10 muestras diferentes materiales de

referencia.
6.3.3 El andlisis estadistico

Todos los anlisis estadisticos se realizarén con el uso del programa “R” en su versién 3.6.0 para
Windows (R core Team 2017). Los valores de probabilidad <0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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6.3.3.1 Evaluacion de los cambios isotdpicos entre estratos epidérmicos

Los valores isotdpicos de cada estrato de la epidermis de las hembras y de las crias lactantes
fueron considerados como representativos de diferentes periodos temporales. Se asumio para
la epidermis de la ballena gris que las células epidérmicas se mueven a lo largo del EB entre O y
10 dias después de su formacion, en 50 dias alcanzan la parte mas externa del ES y su ciclo de
vida se completa después de 75 dias en el EC. Tal como se ha corroborado en células de la piel
de otros mamiferos; mediante el marcaje de las células epidérmicas de algunos individuos en
cautiverio, en especifico tursiones (Hicks etal.,, 1985) y belugas (Aubin etal.,, 1990). La
composicion isotépica de las células epidérmicas recién nacidas representa la composicién
isotopica de los constituyentes del flujo de sangre en ese momento especifico (Ayliffe etal.,
2004). Giménez y colaboradores (2016) estimaron que la vida isotépica media del carbono y del
nitrogeno en el EC de la epidermis de los tursiones es de 24 + 8 dias y de 41 + 16 dias,
respectivamente, mientras que son necesarios 104 + 35 dias y 180 + 71 dias para que los
isotopos del carbono y del nitrégeno, respectivamente, se recambien completamente en el
mismo estrato. Busquets-Vass y colaboradores (2017) reportan valores parecidos a los de
Giménez y colaboradores (2016) para las tasas de recambio totales de los isotopos del nitrégeno
en el EC de la epidermis de la ballena azul (163 + 91 dias), la cual es un animal de tamafo mucho
mayor que el tursién. Finalmente, asumiendo una tasa de produccién y descamacion constante
para los tres estratos de la epidermis, se espera que en cada estrato la tasa de recambio total

para el nitrégeno sea entre los 54 + 53 y los 69 + 49 dias (Wild et al., 2018).

Para analizar la variacion de los valores 6°C y de 5N registrados en los estratos epidérmicos
de cada individuo y evaluar patrones de cambio entre ellos, se procedidé con la transformacion a
partir de las diferencias isotdpicas registradas entre cada estrato epidérmico en relacién con el
EC. En caso de que una pareja madre-cria fuera colectada y recolectada durante la misma
temporada reproductiva (diferente mes, mismo afio), se calcularon las diferencias entre los
valores de 6C y de 8N registrados en los mismos estratos epidérmicos durante meses

diferentes, en la hembra y en la cria por separado, para evaluar los patrones de cambio.
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Para evaluar las posibles diferencias significativas entre los valores de 8¢ y de 6N registrados
en los distintos estratos de las epidermis de los organismos colectados se utilizaron los modelos
de efecto lineal mixto (“Ime” por su sigla en inglés, libreria “Ime4”). Los modelos fueron
parametrizados con variables aleatorias y fijas; la parametrizacién se obtuvo mediante una
seleccion del modelo en avance, dsea los efectos aleatorios fueron incluidos antes que los
efectos fijos. Las variables aleatorias fueron 3: 1) “ID”, los valores isotdpicos de los estratos de
un mismo individuo como medidas repetidas; 2) “ID madre-cria”, los valores isotdpicos de una
madre y de su respectiva cria relacionados entre si, debido a los procesos de gestacién y de
lactancia; 3) “afio y mes”, los afios y meses de muestreo (febrero 2011/febrero 2018/enero
2019/marzo 2019). Los modelos se parametrizaron para autorizar los valores isotdpicos a variar
entre las condiciones del contorno de cada “ID” y entre las condiciones del contorno de cada “ID
madre-cria” (1 | ID madre-cria/ID estratos) (Bates et al., 2015). Los efectos fijos fueron también
3: 1) “estratos” (EC/ES/EB), 2), “edad” (madre/cria), 3) la interaccion entre “estratos” y “edad”.
El modelo mas parsimonioso fue seleccionado segun el valor AlICc mds bajo y segun las
ponderaciones del AlCc mas alto (“AlCc wt”). Las variables fueron probadas por colinealidad y
las graficas de los residuos fueron examinadas visualmente para determinar si habia una
desviacién de la homocedasticidad y de la normalidad (libreria “performance”). Si los residuos
no siguieron una distribucién normal, los valores atipicos fueron excluidos o, al contrario, si el
numero de valores &tipicos era demasiado alto (>6), el modelo mas parsimonioso fue
parametrizado mediante estadistica robusta (libreria “robustimm?”). Para evaluar el efecto de la
magnitud de los coeficientes se calculd el n® parcial y sus intervalos de confianza (libreria
“effect-size”). Finalmente, se estimaron las medias marginales (libreria “emmeans”) y los
valores p se ajustaron para efectuar el analisis post-hoc de Holm para calcular las diferencias
significativas entre los valores isotdpicos de los estratos de las epidermis de las madres y de las

crias.

Se utilizaron las pruebas t pareadas para analizar conjuntamente los valores de §C y de 6"°N
en las parejas madre-cria; en particular se compararon antes los valores medios de §C y de
5N vy luego los valores isotépicos especificos de cada estrato. Se utilizd la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucién de los datos; para datos no

normalmente distribuidos se utilizaron las pruebas Wilcoxon para dos muestras, en especifico la
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prueba Wilcoxon Rank Sum y la prueba Signed Rank (libreria “exactRankTests” para R).

6.3.3.2 Estimacion del inicio del consumo de leche materna mediante la modelacion de los
valores isotopicos.

En general, cuando ocurre un cambio en la dieta de un animal, la composicién isotdpica de sus
tejidos cambia con el tiempo. Ese cambio se describe matematicamente con una curva de

decaimiento exponencial (Klaassen et al., 2010):

st = (8(0) — 8(0))e ™ + §(0) (ecn. 2)

En la ecuacion 6(0) representa el valor isotépico de un tejido que se encuentra en estado
estacionario con la dieta vieja, y 6() es el valor isotépico del mismo tejido cuando se
encuentra en estado estacionario con la dieta nueva. El parametro t representa cuanto tiempo
hace que el animal cambid su dieta (en dias), y A es una constante de primer grado que se
obtiene de los datos. Si se conoce la vida media (tl/z) de un determinado isétopo, definida como
el tiempo necesario para el isotopo en cuestién en llegar al valor medio entre los estados
estacionarios de la vieja y nueva dieta (Boecklen et al., 2011), entonces es posible calcular A a

partir de la ecuacién (Tieszen et al., 1983; Madigan et al., 2012):

t?=1n(2) / A (ecn. 3)

En este estudio se hipotetizé que, en la piel de las crias de ballena gris, los valores de 6N
durante plena gestacion es equivalente a 8(0), la dieta vieja, que difieren de los valores de §°N
se registran en estado estacionario con la leche materna, §(), es decir la dieta nueva. En
consecuencia, cuando ocurre dicho cambio en la dieta de una cria, puede ser una estimacion
temporal de cuando nacid, previo a la fecha de cuando se colectd la biopsia de su epidermis.
Segun la fecha de nacimiento de la cria, el efecto del cambio de la dieta influenciard a los
valores de 6N de los diferentes estratos de manera diferente; por ejemplo, si la cria nacié poco
antes de ser muestreada, se espera que solamente los valores de 6°N del EB, dsea del estrato

mas nuevo, sea influenciado por el cambio de gestacion a lactancia. Al contrario, si la cria habia
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nacido semanas antes de la colecta de su epidermis, el cambio de dieta podia haber influido
también en los valores isotépicos registrados en el ES o el EC, o solo en los del ES.

En este estudio la ecuacidn 2 (ecn. 2) fue utilizada para calcular cuando la cria cambié su dieta
de la asimilacion de la sangre placentaria a la toma de la leche materna, lo cual corresponde al
calculo de la fecha de su nacimiento. Esta aproximacién se usé para cada uno de los estratos

estructurales de todas las crias muestreadas en pareja con sus madres:

5(0)—8(c0)
_ 505

t 2

(ecn. 4)

Se asumié que A puede ser calculada utilizando la ecuacién 3 (ecn. 3), al suponer que £/

tenga
un valor de 42 + 16 dias para los isotopos estables de nitrégeno (Giménez et al., 2016).

El fraccionamiento isotépico del nitrégeno entre madre y feto/cria es especie-especifico
(Jenkins et al., 2001) pero algunos patrones permanecen constantes, por ejemplo se espera que
los valores del 6N disminuyan en los tejidos de las hembras gestantes desde la concepcidn
hasta el parto; pero la velocidad con la cual los valores isotépicos del nitrogeno disminuyen es
directamente proporcional al incremento de peso por parte del feto (Fuller et al., 2004; Clark

etal., 2016). Si eso es cierto, se espera observar el fraccionamiento isotépico maximo entre

madre y feto justamente antes del parto.

En este estudio, el cdlculo del fraccionamiento isotdpico entre hembra y feto, se efectud
siguiendo dos metodologias diferentes; ambas estdn basadas en la historia de vida de la ballena
gris, en donde el nacimiento de las crias ocurre a finales de diciembre y mitad de febrero (Jones
y Swartz, 2009):

1. Se consideraron las tasas de recambio de las células epidérmicas (Hicks et al., 1985; Aubin
etal., 1990) y las de recambio total del &N (Giménez et al., 2016; Busquets-Vass et al.,
2017); los valores de 6N del EC de parejas de hembras y crias se asociaron siempre a la
gestacion, independientemente de la fecha de nacimiento de las crias. En consecuencia, el
fraccionamiento madre-feto se calculd restando el valor del §°N registrado en el EC de la

madre del valor del 8°N registrado en el EC de la cria.
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2. Se evaluaron los patrones de los valores de 8°N en los diferentes estratos estructurales de
cada organismo, y se teorizé que segun la fecha de nacimiento de la cria los efectos de la
gestacion se podian reflejar en cualquier estrato epidérmico. Consecuentemente, el
fraccionamiento madre-feto se calculé restando el valor méaximo de 8N registrado en los
estratos epidérmicos de la madre del valor maximo de 6N registrado en los estratos

epidérmicos de la cria.

Para las dos metodologias se teorizé que el fraccionamiento isotépico madre-cria mdaximo

pudiera ser utilizado para calcular el valor §(0).,¢, de la siguiente manera:
6(0)ria = 0(0)maare + fraccionamiento (%o0) (ecn.5)
Consecuentemente, §(o0) se calculd reorganizando la ecn. 1:

_ -At
5(c0) = (8(t)— 5(0)e=2t)

PEpeY: (ecn. 6)
Ninguno de los valores de 6N registrados en las epidermis de las crias podia representar 8(t),
en cuanto t representa la variable desconocida principal de nuestro modelo. Jenkins y
colaboradores (2001) han presentado evidencia de la existencia de una correlacion de los
valores de 8N de las madres con los valores de 8"°N de las crias en un momento especifico
después del nacimiento, tal correlacion se demostré que existe en 11 especies de mamiferos
terrestres que difieren en tamafio y dieta. En especifico, dichos autores demostraron que
aproximadamente 15 dias después del nacimiento los valores de §"°N de las componentes de |a
sangre (células rojas y plasma) de las madres continuaban reflejando §(0), mientras que los
valores de 8N de las componentes de la sangre de las crias eran parecidos a los valores de
5N registrados en la sangre de las respectivas madres. En este estudio se considerd plausible
que los mismos patrones puedan ocurrir en los mamiferos marinos también, dado que las
células rojas y el plasma tienen tasas de recambio de 8°N que son comparables a las de los
estratos epidérmicos (Jenkins et al., 2001; Ayliffe et al., 2004; Lesage et al., 2010). Si esto es

. 1 . .y .
cierto, al encontrar valores de 8"°N parecidos en los estratos epidérmicos de una madre y de
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una cria, dichos valores representan los 15 dias después del nacimiento y, consecuentemente,

es posible resolver las ecuaciones 3 y 6 utilizando un valor de 8(t) por las crias de 15 dias.

Los valores de §(0) y de 6(0) calculados por cada cria se utilizaron para crear una curva de
decadencia exponencial que representara el cambio en los valores de 6°N debido a los efectos
de la gestacion completa y de la lactancia. Adicionalmente, se calculd la edad de cada estrato
epidérmico utilizando la ecn 4, también se calculd el valor esperado de N en la epidermis al
tiempo t¥2 utilizando la ecuacién 2 (ecn. 2). La edad final de cada cria se calculd restando los
resultados de la ecuacién 4 de la fecha en la cual se obtuvieron las biopsias de piel.

En caso de que una pareja madre-cria fue colectada y recolectada durante la misma temporada
reproductiva (es decir, diferente mes, mismo ano), la precision de estimacién del reloj isotépico
fue probada calculando dos veces la fecha de nacimiento de la cria, los valores isotépicos

registrados en su epidermis y en la de la respectiva madre durante la colecta y recolecta.

6.3.3.3 Evaluacion de la contribucién de las presas del Artico en la epidermis de hembras y
crias.

En general, la composicidn isotdpica de los tejidos de los depredadores es determinada por la
composicion isotdpica de la mezcla de las proteinas asimiladas mediante la alimentacién
(Phillips, 2012; Parnell etal.,, 2013). Cuando los valores isotdopicos de los tejidos de los
depredadores y de las posibles presas son conocidos, es posible determinar en cual proporcién
cada presa influyé en la dieta de un cierto individuo o de un grupo de organismos mediante el
uso de modelos de mezcla de los isotopos estables (SIMM, por sus siglas en inglés) (Hopkins y

Ferguson, 2012), que usan una aproximacion estadistica de tipo bayesiano.

6.3.3.3.1 Transformacion de los valores de §3C y 6'°N de las epidermis en probabilidades de
contribucion de presas.

En particular, los SIMM de tipo bayesiano (SIMMB) (Moore y Semmens, 2008), son una
herramienta para evaluar las probabilidades de contribucion de diferentes fuentes de
informacién isotdépica (por ejemplo, las presas consumidas por un depredador). Por tanto, la
composicion isotdpica del tejido del depredador representa una “mezcla isotépica” originada

por lo que fue asimilado en términos de ciertos elementos (por ejemplo, C y N) de las presas
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consumidas en un tiempo determinado; el valor de la probabilidad de contribucién de una presa
dada puede inferirse con mayor 6 menor precisién dependiendo de la informacion disponible de
las variaciones de sus valores isotdpicos (es decir, desviacion estandar), y la fraccidn del total de
isdtopos que fueron asimilados en las estructuras de los tejidos de los depredadores (es decir,

raccionamiento isotdpico).

Por lo anterior las variables necesarias para la parametrizacion de los SIMMB pueden ser
obligatorias u opcionales: los valores isotdpicos promedios y las respectivas desviaciones
estandares del tejido del depredador y de las posibles presas son informaciones obligatorias;
mientras que los factores de discriminacion isotdpica depredador-presa y las concentraciones

isotépicas en las presas son opcionales (Hopkins y Ferguson, 2012; Phillips, 2012).

En este estudio, los SIMMB fueron utilizados para determinar cual fue el porcentaje de
contribucién de los anfipodos del MB en la composicidn isotépica del EC y EB de las hembras, la
leche (inferida a partir del EB de la cria), y la sangre placentaria (inferida apartir del EC de la
cria). Se uso la libreria “simmr” para transformar cada uno de los valores isotépicos a los
porcentajes de contribucién isotépica probables de diferentes grupos de presas (es decir,

fuentes isotdpicas).

Puesto que las presas del MB son las principales fuentes de carbono y nitrégeno para la ballena
gris, y dado que las actividades de forrajeo de las hembras gestantes dependen principalmente
del Artico (Villegas-Amtmann et al., 2015), y en particular el nimero de los nacimientos anuales
(Boeuf et al., 1999; Perryman et al., 2002; Gulland et al., 2005; Martinez-Aguilar et al., 2019); los
SIMMB se implementaron bajo la suposicion general que el carbono y nitrégeno de la
epidermis de todas las hembras en gestacién que migran cada afo a las lagunas de
reproduccidn, previamente consumieron las presas del MB (es decir, anfipodos benténicos), las
presas que definen su éxito reproductivo en términos de biomasa y energia. Por tanto, en
cualquier nivel de profundidad de la epidermis, independientemente de la fecha de colecta, en
particular durante su estancia en las lagunas de reproduccion, la fuente MB se reflejaria como la
mas probable. Patrén que se deberia reflejar previamente en la sangre placentaria y luego en la

leche; en particular debido al ayuno que experimentan todas las hembras durante la parte final
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de la gestacion y el inicio de la lactancia en las lagunas de reproduccién (Perryman et al., 2002;

Perryman y Lynn, 2002; Jones y Swartz, 2009; Villegas-Amtmann etal., 2015).

Las fuentes isotdpicas adicionales a las del MB consideradas como efectos en los SIMMB fueron
de presas de dos latitudes: las que ocurren en el extremo sur de su migracidn reproductora (es
decir, LOL), y de un area intermedia en el corredor migratiro (es decir, Isla Vancouver). Se ha
reportado que la poblacién oriental de ballena gris realiza eventos de actividad de alimentacién
cada afio en las costas de la Isla Vancouver (IV) (Dunham y Duffus, 2001; Burnham y Duffus,
2018), y en las areas de reproduccion (Caraveo-Patifio y Soto, 2005; Caraveo-Patifio etal.,
2007). Por tanto, se implementaron SIMMB en todas las hembras y crias, con el fin de evaluar la
probabilidad de contribucién isotopica de las presas principales del MB. Se usé como primera
aproximacion la mezcla isotdpica de la epidermis con la mayor probabilidad a priori de haber
sido asimiladas como fuentes de carbono y nitrégeno en dicho tejido. Por tal razén se uso el
estrato mas antiguo de la epidermis (es decir, EC) para corroborar tal asuncién tréfica. De
acuerdo en la literatura, este estrato puede registrar presas asimiladas hasta 70 dias antes de la
colecta (Hicks et al., 1985; Busquets-Vass et al., 2017; Gelippi et al., 2020). Para cada uno de los
SIMMB se consideraron como fuentes isotépicas de informacidon ademas de los anfipodos del
MB, los valores isotdpicos de misidaceos de IV, y dos tipos de presas (es decir, anfipodos y
poliquetos) posiblemente consumidas en la principal laguna de reproduccién (es decir, LOL).
Dado que los factores de discriminacion tréfica ballena gris-presas para carbono y nitréogeno son
aun desconocidos, se usaron los factores de discriminacion tréfica depredador-presa reportados
por Giménez y colaboradores (2016) para delfines, en especifico 0.93 + 0.56 %o para los isétopos

del carbonoy 1.74 + 0.55 %o para los isotopos del nitrégeno.

Debido a que no se conoce la probabilidad de contribucidn de las presas de LOL, se implementd
un primer modelo (SIMMB-I) con ambas fuentes de informacién isotdpica (es decir, anfipodos y
poliquetos). Los resultados de este primer SIMMB-I fueron usados principalmente para
descartar las presas con menor probabilidad de contribucion al EC de cada hembra.
Posteriormente, a partir de las fuentes de mayor probabilidad de contribucion se reajustd un
nuevo modelo (SIMMB-II) con solo tres fuentes de informacidn isotépica (es decir, MB, IV y la

gue resultdé con mayor probabilidad de LOL); las cuales también se usaron para implementar los
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modelos que evaluaron su efecto en la composicién isotdpica de sus estratos mas
recientemente formados (es decir, EB); estrato que puede registrar fuentes isotdpicas de presas

de 10 dias aproximadamente (Gelippi et al., 2020).

6.3.3.3.2 Estimacion de los valores isotopicos de la sangre placentaria y leche a partir de la
epidermis de hembras y crias

Las proteinas que forman la epidermis de las crias derivan de la sangre placentaria y/o de la
leche materna, los cuales son tejidos imposibles de colectar de animales vivos y silvestres. Sin
embargo, la composicion isotdpica de los tejidos de los animales (bjiso) €sta directamente
asociada a la composicidn isotdpica de su alimento (8aimento) Y dicha relaciéon se describe

matematicamente mediante la formula (DeNiro y Epstein, 1981):

6tejido = Oatimento + Dat (ecn. 7)

Donde A,; representa el factor de enriquecimiento tréfico que existe entre tejido y alimento. Si
es cierto que las hembras catabolizan sus tejidos para producir la sangre placentaria y leche, la
composicion nutricional de dichos tejidos deberia estar intimamente ligada a la composicidn
nutricional de la dieta de las hembras (Iverson et al., 1997). Por ello, se estimaron los valores de
8C y de 6N de la sangre placentaria y/o leche materna a partir de la composicién isotdpica
del ECy EB de cada cria mediante la ecuacion 7, utilizando también los valores A, para delfines
reportados por Giménez y colaboradores (2016). Finalmente, se implementaron los SIMMB para
inferir las probabilidades de contribucion de las presas; con las mismas tres fuentes isotdpicas
usadas en cada hembra, se implementaron nuevos modelos para evaluar el efecto en la
composicion isotépica de la sangre placentaria (SIMMB-IIl), y leche (SIMMB-IV), las cuales
deberian de coincidir con las inferencias derivadas de los modelos de la epidermis de sus
respectivas madres. Para las crias muestreadas sin madres se utilizd la combinacion de presas
que prevalecié como espectro tréfico (es decir, MB, iV y LOL) en las hembras muestreadas para

los mismos meses y afios.
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6.3.3.3.3 Analisis estadistico de las probables contribuciones isotopicas

A cada estrato epidérmico, sangre placentaria y leche, transformados en sus presas (es decir,
MB, IV, LOL), se le agregd una variable categorica correspondiente a la presa que los SMMIB

infirieron como mas probable en LOL (es decir, anfipodos o poliquetos).

Para identificar los efectos de los porcentajes de contribucion isotdpica probables de diferentes
grupos de presas, se usaron diagramas ternarios (libreria “ggtern”) (Baker, 1992), con el fin de
visualizar la composicidn isotdpica para todos los estratos epidérmicos de las hembras (es decir,
EC, EB), de la sangre placentaria y la leche que fueron asimiladas en la epidermis de sus crias,
para cada una de las temporadas anuales (es decir, febrero 2011 y febrero 2018), y los dos
meses del 2019 (es decir, enero y marzo, principo y fin de la temporada). Cada diagrama
representa un tridngulo equildtero, cuyos vértices corresponden al porcentaje de contribucién
maxima de cada una de las tres fuentes isotdpicas (es decir, presas) (100%); en cada lado, se
grafica una flecha para indicar la direccién del incremento de las probabilidades de contribucion
de cada fuente isotdpica. De esta manera, en el interior del diagrama, estan posicionados los n
puntos, representantes de las n intersecciones, que los ubican en las coordenadas de las
probabilidades de contribucion de las tres presas relativas a cada individuo (estratos
epidemicos, sangre placentaria y leche). Se graficaron al interior del tridngulo las probabilidades
de contribucion promedio de las variables categdricas (con dos colores diferentes), con el fin de

identificar patrones de dispersion entre los puntos.

De igual forma, si una pareja madre-cria fuera colectada y recolectada durante la misma
temporada reproductiva (es decir, diferente mes, mismo afio), para detectar patrones de
cambio en los porcentajes de contribucién isotdpica de las tres fuentes seleccionadas (es decir,
anfipodos del MB, misidaceos de IV, anfipodos o poliquetos de LOL) en la composicidn isotdpica
de los dos estratos epidérmicos de la hembra (es decir, EC, EB), de la sangre placentaria y la
leche asimiladas en la epidermis de la crias, las estimaciones de los SIMMB se visualizaron por

separado para cada mes de muestreo.
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Para evaluar las posibles diferencias significativas en las contribuciones probables de las presas,
se realizaron modelos generalizados de efectos mixtos (GLME, por sus siglas en inglés, con el
uso de la libreria “glmmTMB”). La variable respuesta nombrada “contribucién de las presas” fue
de tipo proporcional (es decir, valor de O a 1), por lo tanto, se considerd una distribucién beta
de los errores. Se consideraron dos variables aleatorias: 1) “ID”, los porcentajes de contribucion
de cada presa en los valores isotdpicos de los estratos de epidermis de un mismo individuo
como medidas repetidas; 2) “ID madre-cria”, los porcentajes de contribuciéon de cada presa en
los valores isotdpicos de una madre y de su respectiva cria relacionados entre si, debido a los
procesos de gestacién y lactancia. Los modelos se parametrizaron para autorizar las
proporciones de la contribucién de cada presa a variar entre las condiciones de contorno de
cada “ID” y entre cada “ID madre-cria” (1 | ID madre-cria/ID estratos) (Bates et al., 2015). Los
efectos fijos fueron cuatro: 1) “estratos” (EC/EB); 2) “edad” (madre/cria); 3) la interaccion entre
“estratos” y “edad y 4) “afio y mes” (febrero 2011/febrero 2018/enero 2019/marzo 2019). Se
aplicé una seleccién en avances de las variables, en particular se incluyeron primero las
aleatorias y luego las fijas (libreria “glmmTBM”). El modelo mds parsimonioso fue seleccionado
segun el valor AICc mas bajo y segun las ponderacions del AICc mas alto (“AlCc wt”). Las graficas
de los residuos fueron examinadas visualmente para determinar si habia una desviacién de la
homocedasticidad y la normalidad (libreria “performance”). Finalmente, se estimaron las
medias marginales (libreria “emmeans”) y los valores p se ajustaron para efectuar el anélisis
post-hoc de Holm para calcular las diferencias significativas entre la contribucién de las distintas
fuentes isotépicas en los valores §°C y 6N de los estratos de las epidermis entre meses y afios

de muestreo.
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7. RESULTADOS

7.1 Colecta de biopsias

En en analisis del nimero total de biopsias colectadas de puede observar un incremento entre
temporadas, también que el nimero de crias colectadas solas fue mayor al nimero de hembras
solas (Tabla 1). Esto se debe al muestreo focal desde que desde el 2018 aseguré la colecta de
parejas madre-cria; sin embargo, la decisidon de tomar siempre primero las biopsias de las crias

causo que en 15 casos las madres se alejaran.

Tabla 1: Biopsias colectadas durante las tres temporadas reproductiva 2011, 2018 y 2019,
reportadas en sus numeros totales, de parejas madre-cria y cuantas de organismos solos
(hembras o crias). También se reporta el nimero total de muestras analizadas pos sus
contenidos isotdpicos; cada epidermis fue dividida en submuestras de sus estratos epidérmicos
(EC, ES, EB).

Afios Muestras Parejas ’ Hembras Crias lactantes Qnélisili
totales madre + cria lactando solas solas 6°Cy6™-N
2011 11 2 5 4 11*3 =33
2018 14 10 - 4 14*3 =42
2019 34 28 - 6 34*3 =102
59 40 5 14 177

7.2 Los cambios isotopicos entre estratos epidérmicos

Los valores de 8C y 8N registrados en la epidermis de hembras y crias lactantes se
encontraron en rangos de -20.20 a -16%o y de 10.32 a 16.40%o respectivamente, mientras que
los valores medios fueron de -17.55 y 13.67%o para las epidermis de las hembras y de -18.51 y
12.64%o para las crias (Fig. 4). La magnitud de la diferencia isotdpica entre los tres estratos

epidérmicos de cada individuo se representd mediante la normalizacién de las diferencias
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registradas entre estratos epidérmicos en relacion con el EC (Fig. 5), con el fin de visualizar los
patrones de cambio en los valores isotépicos. Los patrones en los valores de §C variaron en las
hembras colectadas en el 2011 y 2018, y también en las crias colectadas en el 2011; mientras
gue en todas las hembras muestreadas en el 2019 (menos una) y en las crias del 2018 y 2019 los
valores de 6%C decrecieron del EC al ES para después aumentar nuevamente en el EB. Con
respecto a los patrones de 8N, los valores cambiaron de manera variable en las hembras,
mientras que en la mayoria de las crias decrecieron del EC al EB; sin embargo, en algunas crias
los valores de 8°N aumentaron del EC al ES para después decrecer en el EB, y en una cria

muestreada en enero del 2019 aumentaron del EC al EB.

Figura 4: Valores promedio de §C y 6N (cuartiles 25% y 50%) de la epidermis de las hembras
y crias colectadas durante las temporadas reproductivas del 2011, 2018 y 2019.
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Figura 5: Valores de 6"°C (A) y 8"°N (B) estandarizados para cada hembra y cria, para cada una
de las temporadas de muestreo.

El 28 de enero del 2019 y 15 de marzo del 2019 una pareja madre-cria fue colectada vy
recolectada. La visualizacién de la magnitud de la diferencia en los valores 6*C'y 6"°N en los tres
estratos epidérmicos muestreados con 46 dias de diferencia indica que los patrones de cambio
variaron entre hembra y cria (Fig. 6). En especifico, los valores de §C y 8"°N aumentaron vy
disminuyeron, respectivamente, en todos los estratos epidérmicos de la hembra; en la cria,
hubo mds variacién, con los valores de 63C y 6™°N que aumentaron en su EC, aumentaron y

disminuyeron, respectivamente, en su ES y disminuyeron en su EB.
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Figura 6: Diferencias isotdpicas entre los valores de §°C and "N registrados en los diferentes
estratos epidérmicos (EC, ES, EB) de una hembra y cria colectadas en enero y marzo 2019.

Los valores de 8C de la epidermis de hembras y crias variaron significativamente debido al
efecto de los factores “estrato epidérmico” y “edad” (modelos mas parsimoniosos: AIC =
384.61, AlCcwt = 0.71, Anexo A); mientras que los valores de 8"°N de la epidermis de hembras y
crias variaron significativamente debido al efecto de los factores “estrato epidérmico”, “edad” y
por la interaccion “estrato epidérmico*edad” (modelo mas parsimonioso: AlCc = 275.01, AlCcwt
= 1.0, Anexo B). Una desviacion de la normalidad se detectdé para ambos el modelo mas
parsimonioso del §*C (Anexo C.i.) y para lo del 8°°N (Anexo C.ii.), determinada por un nimero
de valores atipicos mayor a 6. Los residuos detectados fueron consecuentemente ponderados
mediante la estadistica robusta para el modelo mas parsimonioso del §"3C (Anexo D.i.) y del del
5N (Anexo D.ii.); de esta forma, se confirmaron las asunciones (es decir, ausencia de
colinealidad, intercepto significativa) necesarias a la aceptacién del modelo mas parsimonioso

para el §°C (Anexo E.i.) y el 8°N (Anexo E.ii).
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El 95% de los intervalos de confianza calculados por los patrones de 8¢ y 8N resultaron ser
altos para hembras y crias (Fig. 7A y B). Con respecto a los valores de 6%°C, se detecté una
variacion de ellos entre los estratos epidérmicos de las hembras y crias; el andlisis post-hoc (Fig.
7 A) indicé que esas variaciones eran significativas. Los valores de 8N resultaron ser
significativas solamente en las crias, y el analisis post-hoc (Fig. 7B) indicé diferencias

significativas entre los valores epidermicos.
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Figura 7: Resultados post-hoc para los LME mas parsimoniosos de los §°C (A) y 6"°N (B) en base
al factor “estrato” (EC, ES, EB), y su interaccidon con el factor “edad” (h = hembra; ¢ = cria). Las
diferencias significativas entre grupos se indican con lineas horizontales (p<0.05).

La prueba Shapiro-Wilk indicé que los valores isotdpicos medios registrados en las epidermis de
pares hembra-cria eran normalmente distribuidos, mientras que la normalidad no fue
confirmada cuando se considerd la interaccidén “estrato epidérmico-ano”. Las pruebas pareadas
indicaron que no habia diferencia significativa entre los valores medios de 8¢ y 8N en pares

hembra-cria, y que la relacion isotdpica hembra-cria no era influenciada por el aiio de muestreo

(Fig. 8).
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Figura 8: Valores isotdpicos del carbono (A) y del nitrégeno (B) estandardizados entre los
estratos epidérmicos de las parejas madre-cria. La linea gris representa el error estdndar de

todas las mediciones.

7.3 Estimacion del inicio del consumo de leche mediante la modelacion de los valores

isotépicos

La comparacion de los valores de 6°C y 8"°N entre pares hembra-cria (Fig. 8) resulté en una
variacion mayor en la composicion isotdpica del nitrégeno que en la del carbono. Se asumié que
la diferencia mayor entre la composicion isotépica de una madre y su cria se registrara en las
nacidas cerca del muestreo. La diferencia isotdpica en carbono entre madre y feto fue calculada
restando el valor maximo 8%3C, al valor minimo 8™Cradre y se registraron diferencias minimas y

maximas de 0.2%o y de 1.4%., respectivamente. La diferencia isotdpica en nitrégeno entre
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Ill

madre y feto fue calculada utilizando dos metodologias diferentes. Los resultados del “método
1” se obtuvieron mediante EC (A)(Slchria_,mmre y los del “método 2” a través el valor maximo
(A)615Nc,;a_madre. En los pares donde los valores de 8N decrecieron de EC a EB (es decir, todas
las parejas del 2018 y 2 de enero 2019), “método 1” y “método 2” dieron el mismo resultado,
en cuanto el valor mds alto se registré siempre en el EC; por el contrario, cuando se
consideraron los pares restantes el “método 1” indicé una diferencia mayor en los valores

Ill

isotopicos del nitrogeno entre el feto y la madre que el “método 2”. La diferencia calculada mas
baja fue de 0.9%o0 (“método 2”) y la mds alta de 1.5%0 (“método 1”). Debido a que dichos
valores se calcularon en pares hembra-cria colectados en enero, al principio de la temporada de
crianza de la especie (Jones y Swartz, 2009), se asumié que podrian aproximarse mas al

fraccionamiento isotdpico real del nitrdgeno entre madre y feto al final de la gestacion.

El conocimiento del fraccionamiento isotépico madre-feto fue necesario para predecir el valor
5N de la epidermis de la cria cuando en equilibrio con la gestacién (6(0)) (ecn. 5), valor que
representa una de las variables incégnitas necesarias para predecir la edad de las crias (ecn. 4);
por lo que se llevé a cabo un analisis de respuesta para evaluar el efecto de utilizar valores de
fraccionamiento isotépico madre-feto diferentes, el cual consistié en predecir las edades de las
crias utilizando los valores 1.5%o0 (“método 1”) y ~1%. (“método 2”) (Fig. 9). Los resultados no
difirieron significativamente entre métodos; mediante el “método 1” se calcularon fechas de

Ill

nacimiento entre el 11 de enero y el 12 de febrero, con el “método 2” entre el 19 del enero y el
20 de febrero. Las fechas de nacimiento calculadas para las crias se distribuyeron en forma
bimodal para todas las crias muestreadas en febrero 2018 independientemente del

III

fraccionamiento isotdpico utilizado, y en las crias del 2019 cuando se utilizé el “método 1”. La
distribucién bimodal de las fechas de nacimiento de las crias muestreadas en el afio 2018 fue
determinada por una Unica cria que se estimé que nacid a la mitad de febrero.
Independientemente de la metodologia utilizada para calcular el fraccionamiento isotdpico
madre-feto, la distribucidon de las fechas de nacimiento estimadas para las crias del 2019 fue

mas amplia que en el 2018.

Los valores medios de las fechas de nacimiento calculadas para las crias del 2018 difieren de 1 a

2 dias, dependiendo de la metodologia utilizada. Por el contrario, los valores medios de las
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fechas de nacimiento estimados para las crias del 2019 difieren de 6 a 8 dias, dependiendo de la
metodologia utilizada. Las estimaciones de crias mas jovenes se obtuvieron mediante el

“método 2” y con el valor de ~1%o de fraccionamiento isotdpico.
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Figura 9: Representacion grafica de las fechas de nacimiento estimadas para las crias
muestreadas con sus respectivas madres durante febrero 2018 y enero 2019 y. Las curvas
muestran los patrones de las estimaciones mediante un factor de fraccionamiento tréfico de
1%0 0 de 1.5%o. Las lineas negras punteadas representan los valores promedios.

Cabe mencionar, que independientemente del valor del fraccionamiento utilizado, las
estimaciones de las fechas de nacimiento de las crias coincidieron con los tiempos de

alumbramientos conocidos para la poblacién oriental de ballena gris. En la Fig. 10 se visualizd la
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linea del tiempo esperada para la reproduccion, gestacién y lactancia, y se representaron las
estimaciones de las fechas de nacimiento de las crias utilizando el “método 2” (es decir, ~1%o).
Al momento del muestreo, las crias del 2018 tenian entre 8 a 21 dias (£16 dias), mientras que
las del 2019 entre 0 a 7 dias (+16 dias); por lo tanto, se infirid que las crias nacieron entre el 5y

16 de febrero del 2018, y entre el 16 y 29 de enero del 2019.
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Figura 10: Grafica circular representante la distribucion de las fechas de nacimiento estimadas
para las crias, utilizando el fraccionamiento isotdopico madre-cria de 1%o, y los periodos de
tiempo conocidos para la reproduccién, gestacidn y lactancia en ballena gris (Jones y Swartz,
20009).

Como es visible en la Fig. 11, los valores de N de la epidermis de la cria capturada y
recapturada en enero y marzo 2019, decrecieron mads lentamente de lo predicho por el modelo

de reloj isotépico.
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Figura 11: Curva de decaimiento exponencial (“Trayectoria”) esperada para el §"°N del EB de Ia
cria colectada y recolectada en enero y marzo 2019. El punto “1. muestreo” representa la fecha
de nacimiento calculada del reloj isotdpico a partir de los valores del EB de enero; el punto “2.
muestreo” el valor de 6N registrado en el EB después de 46 dias, y el punto “Estimado” el
valor de "N estimado por el modelo del reloj isotépico a la recolecta del EB en marzo 2019.

7.4 Evaluacion de la contribucion de las presas del Artico en la epidermis de hembras y crias

7.4.1 Transformacién de los valores de §C y 6'°N en probabilidades de contribucién de
presas

Las probabilidades de contribucidn de las presas consideradas por los modelos SIMMB-I en el EC
de las hembras se presentan en el Anexo F. Los resultados indicaron una variacién a nivel
individual entre las estimaciones de las probables contribuciones de las presas; mostraron que
diferentes hembras pudieron asimilar proporciones distintas de presas de laguna Ojo de Liebre,
o bien asimilaron anfipodos o poliquetos; en un solo casos una hembra no presenté una

dominancia en la probabilidad de contribucién de alguna de ellas.
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7.4.2 Anadlisis de las probables contribuciones isotopicas

Las probabilidades de contribucion de las presas en los SIMMB-II del EC y del EB de las hembras
se observan en graficas ternarias (Fig. 12A y B). En general, las fuentes del Mar de Bering y de
Isla Vancouver tuvieron una probabilidad mdas alta en la composiciéon isotépica de la epidermis
de todas las hembras analizadas; sin embargo, la asimilacidon probable de las presas de laguna
Ojo de Liebre (es decir, anfipodos o poliquetos) agrupd a hembras con diferentes fuentes de
contribucion en altas latitudes (es decir, MB y IV). En particular, las hembras cuyas
probabilidades de haber consumido anfipodos en Mar de Bering (13%), fueron las que
presentaron las mayores probabilidades de contribucién de los anfipodos del LOL. Por el
contrario, las hembras cuyas probabilidades de haber consumido misidaceos de Isla Vancouver
(60%), fueron las que presentaron probabilidades de contribucidn mas altas de haber asimilado
los poliquetos de laguna Ojo de Liebre. El resto de las hembras (26%) se caracterizaron por
presentar semejantes probabilidades de contribucién de las presas del Mar de Bering y Isla
Vancouver, y también algunas de ellas asimilaron con mayor probabilidad los anfipodos o

poliquetos de LOL.

Las probabilidades de contribucion de las presas en los SIMMB-III, sangre placentaria, y SIMMB-
IV, leche, indicaron patrones fuertemente influenciados por la variabilidad individual en cada
una de las crias (Fig. 12C y D). De manera general, en el 64% de las crias, las estimaciones de
sangre placentaria y leche, mostraron una dominancia en la probabilidad de contribucién de los
misidaceos de Isla Vancouver. El 22% de las crias, mostraron una dominancia en la probabilidad
de contribucion de los anfipodos del Mar de Bering. Cabe sefialar que en general las
probabilidades de contribucién de las presas de LOL variaron considerablemente; diferenciaron
aquellas crias que se caracterizaron por asimilar una sange placentaria o leche, con una mayor
influencia de algunas de las dos fuentes de laguna Ojo de Liebre. Aquellas que mostraron una
influencia dominante por los anfipodos del MB alrededor del 60%, presentaron una
probabilidad promedio de los anfipodos del LOL alrededor del 10%. Por el contrario, aquellas
gue mostraron una influencia dominante por los misiddceos de Isla Vancouver alrededor del
60%, presentaron una probabilidad promedio de poliquetos del LOL alrededor del 15%, y en

algunos casos arriba del 20%.
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La estimacién de la contribucién de las fuentes a la mezcla isotdpica de los tejidos de la pareja
madre-cria colectada y recolectada en enero y marzo 2019 se observa en la Fig. 13. En ambos
individuos tanto en enero como en marzo, los misidaceos de Isla Vancouver mostraron una
probabilidad mas alta que los anfipodos del Mar de Bering, y de las presas dominantes de
laguna Ojo de Liebre fueron los poliquetos. Sin embargo, el nivel de incertidumbre asociado a
las estimaciones de los porcentajes de contribucién de las fuentes del MB y de IV variaron entre
madre y cria; en esta Ultima, en particular, las desviaciones estandares de los valores estimados
fueron mucho mas amplias que en la madre, lo cual causé un traslape de esos valores de
contribucién posibles estimados para las presas del Mar de Bering y de Isla Vancouver. Por otro

lado, la probable contribucidn de los poliquetos de la LOL fue parecida en ambos los individuos.
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Figura 12: Diagramas ternarios representantes la probabilidad de contribucidn isotdpica de tres
fuentes (“Mar de Bering”, “Vancouver”, “Ojo de Liebre”) al EC (A) y EB (B) de las hembras,
sangre placentaria (C) y leche (D) estimadas mediante la ecn. 6. La coloracién de los puntos
indica si los resultados de los SIMMB-I estimaron que en el EC de cada hembra contribuian
mayormente a los anfipodos (puntos rojos) o a los poliquetos (puntos azules) de LOL; las lineas
de colores representan las probabilidades de contribucion promedio de dichas variables
categdricas.
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Figura 13: Probabilidades de contribucidn isotdpicas de tres fuentes (MB, IV, LOL) a los estratos
epidérmicos (EC, EB) de una madre (m), y la sangre placentaria y leche materna estimados a
partir de los estratos epidérmicos (EC, EB) de su cria (c), colectados y recolectados en enero y
marzo 2019.

Los modelos GLME, mostraron que la contribucién de las presas del Mar de Bering vario
significativamente debido a las variables “estrato”, “edad” y “afo y mes”, ademas en la
interaccion entre las variables “estrato*edad” (Anexo G). Para el caso de Isla Vancouver (Fig. 14)
Unicamente en las variables “estrato”, “edad” y “afio y mes” presentaron diferencias

significativas (Anexo H).
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También en la figura 14 se muestra que en las crias en general, la probabilidad de contribucién
del Mar de Bering se incrementé entre el EC y EB, mientras que la de Isla Vancouver decrecid
entre los mismos estratos. Para las hembras el patrén de Isla Vancouver es el mismo que en

crias, sin embargo, el patron del Mar de Bering no es muy claro.

Con respecto a la contribucién de las presas de laguna Ojo de Liebre, el GLME mas parsimonioso
(Anexo 1) indicéd que solamente el factor “estrato” causaba una diferencia significativa entre
ellas. No se detectd ningun problema aparente de colinealidad, y la inspeccién visual de los
residuos reveld una desviacién de la normalidad, la cual, sin embargo, era menory, por lo tanto,
no se consideré necesario rechazar el modelo (Pereira, 2019). Los analisis post-hoc indicaron
sucesivamente que las probables contribuciones de las fuentes del MB (Fig. 15) y de IV (Fig. 16)
variaban significativamente entre todos los grupos formados por los factores determinados
como importantes por el GLME mds parsimonioso; en el caso de las fuentes de la LOL, se precisd
que la diferencia significativa (p= 0.0001) entre EC y EB era determinada por un aumento en el

tiempo de la incorporacién de las fuentes proporcionadas por la LOL.
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Figura 14: Resultados de los modelos GLME mads parsimoniosos. Se reporta el patrén de cambio
en las probabilidades de contribucion isotépica de tres fuentes (“Mar de Bering”, “Isla
Vancouver”, “Ojo de Liebre”) segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad” (madrey
cria), “afio y mes” (febrero 2011y 2018, enero y marzo 2019).
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Figura 15: Resultados post-hoc para el GLME mas parsimonioso relativo a las probabilidades de
contribucién de los anfipodos de MB segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad”
(madre y cria), “afo y mes” (febrero 2011 y 2018, enero y marzo 2019). Las diferencias
significativas entre grupos se indican con lineas horizontales (p<0.05).
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Figura 16: Resultados post-hoc para el GLME mas parsimonioso relativo a las probabilidades de
contribucidn de los misidaceos de IV segun el efecto de las variables “estrato” (EC, EB), “edad”
(madre y cria), “afio y mes” (febrero 2011 y 2018, enero y marzo 2019). Las diferencias

significativas entre grupos se indican con lineas horizontales (p<0.05).
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8. DISCUSION

Los resultados rechazaron la nocién que los valores de §"*C y 6'°N no varian significativamente
entre los estratos epidérmicos de ballena gris. Por el contrario, demuestran que su variacién
(entre hembras, crias, hembras vy crias, entre afios y meses de muestreo), es util para inferir la
transicién de gestacion a lactancia, e indirectamente calcular la fecha de nacimiento de las crias
mediante un modelo de reloj isotdpico. De igual manera se expone la ventaja del analisis
isotépico del carbono y del nitrégeno a lo largo de los estratos epidérmicos como una

herramienta para investigar la ecologia alimenticia vy fisiologia reproductiva de la ballena gris.
8.1 Cambios isotopicos entre estratos epidérmicos

Los resultados de los analisis de los valores de 8C y 8N registrados en la epidermis de
hembras y crias indicaron diferencias significativas entre los estratos epidérmicos, y entre
diferentes grupos de individuos. Lo cual no es congruente con los resultados reportados por el
Unico estudio previo que evalud la variacion de la composicién isotépica de la epidermis de esta
especie (Lian et al., 2020). Las firmas isotdpicas de un estrato (por ejemplo, estrato corneo), no
puede representar la composicion isotdpica de toda la epidermis de cualquier individuo, o de un
conjunto de ellos al azar; quizas solo se puedan aplicar para organismos varados en diferentes
estados de descomposicidon, pero no para la interpretacién ecoldgica o fisioldgica de la
epidermis de hembras y crias silvestres. Por el contrario, corrobora las existencia de diferencias
isotépicas entre estratos epidérmicos reportadas para otros misticetos, por ejemplo ballena
azul (Busquets-Vass et al., 2017), rorcual comun o ballena jorobada (Wild etal., 2018), y en

odontocetos como el cachalote (Wild et al., 2018).

En particular, Lian y colaboradores (2020) reportan una homogeneidad de la composicién
isotopica en la epidérmis de diferentes individuos de ballena gris, los cuales se encontraron
varados a lo largo de las costas de California. Ademds de integrar toda la varabilidad isotdpica
entre estratos de los diferentes individuos en un promedio general de §“C y 6N, no
consideraron diferencias entre ellos como: clase de edad, sexo, talla, condiciones fisioldgicas,
estado nutricional, entre otros factores que podrian influenciar las composiciones isotdpica. Es

posible que dichos factores no se pueden de evaluar en epidermis de organismos varados; por
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el contrario, este estudio muestra evidencia que las variables “estrato” (es decir, EC/ES/EB),
“edad” (es decir, hembra/cria) y la interaccion entre ellas (es decir, estrato*edad), resultaron
ser relevantes para la interpretacion de los valores isotdpico del carbono y nitrégeno. En
especifico, es evidente que la variacién en los valores de 6N registrada entre estratos
epidérmicos de hembras y crias de ballena gris lactantes, corresponde a la transicién entre la
fase de gestacion a lactancia, lo cual en crias se identifica también como un cambio de dieta, es

decir, de la fuente isotdpica de la sangre placentaria a la leche materna.
8.1.1 Patrones de 6"3C en hembras y crias

Los valores de &C registrados en las epidermis de las hembras variaron entre estratos
siguiendo patrones crecientes y decrecientes (Fig. 5A). Resultados previos relativos a otras
ballenas sugieren que en la epidermis de las jorobadas los valores de 8“C disminuyen
continuamente durante la gestacion (Clark et al., 2016), mientras que en los musculos de los
rorcuales comunes los mismos aumentan durante la lactancia (Borrell et al., 2016). Tal variacién
en los patrones de 8C se puede asociar posiblemente a una movilizacién diferente de los
lipidos durante gestacién y lactancia. En particular, durante la gestaciéon los lipidos son
movilizados y utilizados inmediatamente por parte de la hembra para satisfacer todas aquellas
necesidades asociadas a cumplir exitosamente el crecimiento del feto. Al contrario, la
produccion de leche enriquecida en lipidos, los cuales tienen valores bajos de §*3C, causa un
enriquecimiento en °C en los tejidos de las hembras lactantes (Borrell et al., 2016). En este
estudio, los valores de 8"C aumentan solamente entre los estratos epidérmicos de algunas
hembras muestreadas en enero y marzo 2019 (Fig. 5A), mientras que en todas las otras los
patrones de cambio estan influenciados por una fuerte variabilidad a nivel individual. La
ausencia de tendencias claras en los patrones de cambios de §C se detecté en las crias
también, lo cual complica una interpretacién correcta de los resultados. La Unica evidencia
previa (Horstmann-Dehn et al., 2012) reporta una disminucién de los valores de §°C entre
parches de epidermis fetal y de cria de una ballena franca; sin embargo, solamente 22 de las 34
crias muestreadas en este trabajo tenian sus valores de 6°C mas bajos en el estrato basal
(estrato mds nuevo) que el estrato corneo (estrato mas antiguo), a pesar que todas eran

lactantes. Es posible que la variabilidad encontrada en la composicidn isotdpica del carbono de
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la epidermis de hembras y crias sea el reflejo de una diferente expresion del cambio de la fase

de gestacion a la de lactancia, sin embargo, esta hipétesis debe ser investigada posteriormente.
8.1.2 Patrones de 6'°N en hembras

A diferencia de los valores de §°C, el modelado de los patrones de 8N permitié una mejor
interpretacion de los datos. En particular para las hembras, donde se indica que la variabilidad
isotopica observada, en especifico entre el estrato corneo y el estrato basal, no era significativa,
sin embargo, se sugiere que los patrones observados (Fig. 5B) reflejan el efecto del cambio de Ia
fase de gestacién a la lactancia. La composicidn isotdpica del nitrégeno en los tejidos animales
puede también cambiar debido a condiciones de estrés nutricional (Hatch, 2012) y/o a la

temperatura del medio en el cual se mueven (Martinez del Rio y Carleton, 2012).

Con respecto al estrés nutricional, un estudio previo (Aguilar et al., 2014), relativo al balance en
los niveles de nitrégeno de los musculos y barbas del rorcual comun en condiciéon de ayuno,
indica que solamente una situacidén severa de inanicion puede determinar un cambio en los
valores de "N en esos tejidos. Ademas, los patrones de 5N registrados en la epidermis y en el
musculo de organismos de ballena gris silvestres y en organismos en condiciones corporales
pobres, resultaron en un incremento de los valores isotépicos solamente en los tejidos
musculares y no en los epidérmicos, por lo que se hipotetiza que las proteinas estructurales de
la epidermis no son catabolizadas durante estrés nutricional, mientras que las de los musculos si
(Horstmann-Dehn etal., 2012). En el contexto de todas estas evidencias, se descartd la
posibilidad que la variabilidad encontrada en los valores de 8N registrados en los estratos
epidérmicos de las hembras pudiera ser causa exclusivamente por la condicién de ayuno en la
cual se supone se encontraban los organismos durante la temporada reproductiva. En todas las
temporadas involucradas en este estudio se observaron actividades de alimentacién por parte

de hembras en laguna Ojo de Liebre.

Por lo que concierne la temperatura, se ha reportado un efecto directo en la tasa catabdlica de
la epidermis de beluga (Aubin etal., 1990); también, se ha hipotetizado que origina una

disminucién de la velocidad con la cual los isotopos del nitrégeno se acumulan en los tejidos de
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ballena azul (Busquets-Vass et al., 2017). Sin embargo, las especies analizadas en estos trabajos
se distribuyen y mueven entre areas que difieren de manera importante en sus rangos de
temperaturas; la azul, por ejemplo, se muestred en las aguas del Pacifico del Norte y en el Golfo
de California, que son cuerpos de aguas con temperaturas surperficiales muy diferentes. En este
estudio, por el contrario, se muestrearon individuos de ballena gris que se movieron entre los
extremos de su migracién reproductiva (es decir, de alimentacion y de reproduccidn); areas con
temperaturas que difirieron entre si por menos de 5°C (NOAA); por lo tanto, no se considerd
viable que la temperatura estuviera determinando la variabilidad de los valores de 5N

encontrada entre estratos epidérmicos.
8.1.3 Patrones de 6'°N en crias

En este estudio, la disminucion de los valores de 8"°N entre el estrato epidérmico mas antiguo
(EC) y el mas reciente (EB) en la mayoria de las crias se propone que sea determinado por el
efecto de la lactancia. La Unica evidencia previa disponible para la epidermis de crias de ballena
gris reporta también una disminucién en los valores de §"°N entre parches de epidermis fetales
(6N = 14.8 %) y estratos epidermicos representantes de la vida extra-uterina (6N = 12.4 %o)
(Horstmann-Dehn et al., 2012). Por el contrario, en este estudio se registr6 una mayor
variabilidad en los patrones de 8'°N entre crias, como algunas en enero 2019; que sugieren que
dichos organismos nacieron tan cerca de la fecha del muestreo, por lo que sus valores de §"°N
no estaban reflejando aln los efectos de la lactancia en todos los estratos epidérmicos; sin

embargo, esta asuncién no pudo ser confirmada.

Por lo tanto, si asumimos que la tasa de recambio celular de la epidermis de ballena gris es
parecida a la de otros cetdceos, por ejemplo la del tursidn (Hicks et al., 1985) y la beluga (Aubin
et al., 1990), la contribucidn isotdpica de la leche materna deberia empezar a ser registrada en
el estrato basal entre 10 y 20 dias después del nacimiento. Se espera que las hembras gestantes
den a luz en las areas de reproduccidon mexicanas entre el final de diciembre y el principio de
marzo (Jones y Swartz, 2009), sin embargo, en el 2019 se reportd un retraso en la fecha de
llegada de las ballenas en el area de estudio, y las primeras crias fueron avistadas desde la mitad

del mes de enero en adelante (datos no publicados, Reserva de |la Biosfera “El Vizcaino”). Por lo
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tanto, es posible que las crias muestreadas en enero 2019 eran las mds jévenes entre todas las
s e . 1 N .
demds, y que sus valores epidérmicos de 8'°N estaba representando tiempos diferentes, en el

sentido de fecha de nacimiento y comienzo de lactancia.

8.2 Estimacion del inicio del consumo de leche mediante la modelacion de los valores
isotopicos

En este estudio se demonstrd por primera vez que mediante la modelacidn del fraccionamiento
isotopico madre-cria y el uso de datos de la literatura es posible estimar la edad de los estratos
epidérmicos de las crias y calcular cuando ocurrié el cambio de gestacidn a lactancia, es decir, la

edad de cada cria muestreada, sin necesidad de observar el fendmeno de manera directa.

La composicidn isotdpica de los fetos y crias de especies “capital breeders” se espera que es
dependiente de la composicién de sus respectivas madres (Jenkins et al., 2001; Habran et al.,
2010; Borrell et al., 2016). El modelo (es decir, LME) mas parsimonioso indicé que los valores de
83 y 5N registrados en los estratos corneo de pares madre-cria son siempre diferentes,
mientras que se encontré un patrén de convergencia en los 6°C de sus ES y en los 6©°N de sus
EB. La normalizacidon de las diferencias isotdpica entre estratos epidérmicos de pares madre-cria
para los valores de los estratos corneo (Fig. 8) sugirid patrones mds variables en las parejas
colectadas en el 2019 que en las del 2018, la cual se asumié como efecto a lo ya mencionado
con anterioridad, a las diferencias en los efectos de gestacidn y lactancia asociados a la edad de

las crias.

En este estudio, el fraccionamiento isotépico del carbono entre madre y feto se calculé
restando el valor maximo 6%3C., del valor minimo 8"Cadre registrados en sus estratos
epidérmicos; los fraccionamientos maximos de 1.3%o, 1.4%0 y 1.4%o0, encontrados en 3 parejas
madre-cria muestreadas en enero 2019, difieren de los valores reportados en la literatura de los
musculos del rorcual comun (es decir, 1.1%0) (Borrell etal., 2016). Aqui se sugiere que la
diferencia entre dichos resultados se relaciona mas a las distintas modalidades de muestreo que
a una real diferencia entre fraccionamientos isotdpicos en los tejidos. En particular, en esta
investigacion se colectaron organismos vivos y silvestres, mientras que Borrell y colaboradores

(2016) analizaron individuos muertos, por lo cual se desconocia el tiempo de gestacidén en el que
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se encontraban. Considerando que los valores de 8%3C se espera que disminuyan y aumenten
continuamente en hembras y fetos respectivamente, hasta el final de la gestacion (Clark et al.,
2016), es posible que Borrell y colaboradores (2016) analizaron organismos que no habian
alcanzado esa fase final todavia. Los resultados aqui reportados enfatizan la importancia de no
generalizar en la interpretacion de los valores isotdpicos, dado que ellos dependen

intimamamente de la fisiologia de cada individuo y también de cada par madre-cria.

Debido a que la observacién directa del nacimiento de crias de ballena gris (como de cualquier
misticeto) es extremamente rara, se propone en este estudio el uso de un modelo de reloj
isotopico (Klaassen et al., 2010; Madigan et al., 2012), basado en la composicidn isotdpica del
nitrégeno, como una metodologia util en la estimacion de las edades de las crias muestreadas.
El modelo del reloj isotépico se ha usado normalmente para estimar cuando los valores
isotdpicos varian en los tejidos de los animales debido a un cambio de dieta, y asumen que la
contribucidn isotdpica de la nueva dieta es constante (Klaassen et al., 2010). Debido a que no
fue posible estimar experimentalmente algunos de los parametros requeridos para el modelo,
en este estudio se procedid a usar datos de la literatura. Se considerardn tres asunciones para el
modelo: 1) que los valores de 8N de la leche materna no cambia en el tiempo, 2) que los
valores de 8N representantes de la vida uterina del feto pueden ser estimados a partir del
calculo del fraccionamiento isotépico madre-cria, y 3) que los valores de §°N de madre vy cria

son iguales a los 15 dias después del nacimiento.

La colecta de muestras de leche de ballenas es un desafio logistico y no existe evidencia previa
al respecto de la variacién isotépica de ese tejido a lo largo de los diferentes periodos de
lactancia. Registros previos disponibles para algunas especies de mamiferos marinos, como la
foca gris (Cherel et al., 2015), el rorcual comun (Borrell et al., 2016) y el oso polar (Polischuk
etal., 2001), no coincen en sus resultados; ademas, el contenido isotdpico de la leche del
rorcual comun se analizé en muestras colectadas desde carcasas colectadas en las areas de
alimentaciéon y no en las de reproduccion, lo cual complica la interpretacién de los patrones de
8C y 8N. Durante los primeros meses de lactancia, las especies “capital breeders” se espera
que produzcan leche compuesta por acidos grasos derivados del metabolismo de lipidos

acumulados en la capa de grasa (lverson et al., 1997). Por lo tanto, en este estudio se asumio
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que la composicion isotépica de la leche producida por la ballena gris durante enero y febrero

no variara significativamente en el tiempo.

La determinacion de los valores isotépicos de la epidermis del feto cuando en equilibrio con la
gestacion (8(0)qa) es imposible de medir de manera directa; ademds de que no existen
evidencias previas referente al fraccionamiento isotdpico que ocurre entre las epidermis de
madre y cria. Debido a que los resultados corroboran evidencias previas reportadas para otros
tejidos (es decir, sangre total, plasma, pelo y musculo), en otras especies de mamiferos (es
decir, elefante marino, humanos y rorcual comun) (Fuller et al., 2004; Habran et al., 2010;
Borrell et al., 2016), la estimacién del fraccionamiento isotdpico del nitrégeno entre madres y
crias presentada en este estudio la consideramos como una buena aproximacion. En particular,
en este trabajo se considera la implementacién del “método 2” como la forma mas
conservadora para estimar correctamente el estado fisiolégico (es decir, la transicién entre el
nacimiento y el inicio de lactancia); estado en el cual cada pareja madre-cria se encontraba al
momento del muestreo. Aun asi, se sugiere que los resultados de los modelos del reloj isotdpico
sean tomados con precaucion al analizar crias recién nacidas, dado que es posible que los
valores de 6N registrados en el estrato basal podrian diferir poco entre los otros estratos, y en
consecuencia las predicciones podrian estar sesgadas por el “efecto borde” (Stevens, 2014). Lo

anterior pudiera explicar porqué las predicciones de las fechas de nacimiento de las crias

Ill Ill

muestreadas en el 2019 indican edades menores utilizando el “método 2” que con el “método

1” (Fig. 9).

En este estudio no se pudieron determinar directamente los valores de 6°N de la epidermis de
las crias en equilibrio con la lactancia (8(e°).a), debido a que el destete ocurre en las dreas de
alimentacion del norte, meses después de la colecta de sus biopsias en las areas de
reproduccion. Por tanto, el pardmetro §(e°)i, fue estimado utilizando la informacion reportada
por Jenkins y colaboradores (2001) para otras especies de mamiferos terrestres entre 12 y 14
dias después del nacimiento los valores de 8'°N en madres y crias son iguales. Aunque no existe
evidencia previa para mamiferos marinos de patrones parecidos a los estimados por Jenkins y
colaboradores (2001), en este estudio se consideraron como relevantes por dos razones. La

primera, debido a la histologia de los estratos epidérmicos, la epidermis de las ballenas combina
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tasas de recambio de pocos dias hasta meses (Aguilar et al., 2014; Busquets-Vass et al., 2017;
Wild et al., 2018), las cuales son similares a las del plasma y células rojas, respectivamente
(Ayliffe et al., 2004; Cherel et al., 2015). Ademas, evidencias previas (Hicks et al., 1985; Aubin
etal., 1990; Giménez et al., 2016; Busquets-Vass et al., 2017) indican que las tasas de recambio
isotépicas son comparables en animales de tamainos y masas corporales diferentes, también si
se alimentan y distribuyen en hdbitats distintos. La segunda, es que los resultados de este
estudio reportan una disminucidn general de los valores de §'°N entre estrato corneo y estrato
basal en las crias, mientras que los de las hembras fueron menos variables; en todas las parejas
madre-cria colectadas en el 2018 y 3 de enero 2019, los valores de §'°N resultaron ser iguales
entre estrato epidérmicos (Fig. 8). Por lo que se puede asumir que esas igualdades detectadas
entre diferentes estratos estructurales puedan estar asociadas a las diferentes fechas de

nacimiento de las crias y el efecto del cambio de gestacidn a lactancia en sus valores de 6N.

Finalmente, debido a que la tasa de crecimiento afecta el tiempo en el que un tejido integra una
nueva composicion isotdpica (Vander Zanden et al., 2015), es posible asumir que la epidermis
de las crias integran la composicion isotdpica de la leche mas rapidamente que la epidermis de
la hembra en reflejar un cambié fisioldgico de gestacidn a lactancia. Esto se debe a que existen
evidencias previas que indican que la incorporacién isotdpica en los tejidos corporales estd
influenciada por la temperatura, el tamafo corporal y la tasa de crecimiento (Martinez del Rio y
Carleton, 2012). Evidencias previas en otros cetdceos indican que la composicién isotdpica del
nitrégeno de la epidermis no es afectada significativamente por dichas variables (Aubin et al.,
1990; Giménez et al., 2016; Busquets-Vass et al., 2017). Sin embargo, aunque en este estudio no
se determiné si la transicion de la vida fetal a la extrauterina cause un cambio en las tasas de
recambio celular y de integracion isotépica en la epidermis; se esperaria que esas tasas fueran
mas rapidas en las crias, que son mas chicas que sus madres, dado que en ellas se espera tengan
un crecimiento mas rapido. Los datos aqui reportados para la pareja madre-cria muestreada en
enero y marzo de la temporada 2019 (46 dias de diferencia), indican que el fendmeno es mas
complejo, por lo que se recomienda realizar mas estudios con recolecta de biopsias de parejas
para entender mejor como la tasa de recambio proteica de los tejidos de distintas parejas

difiere entre diferentes clases de edad.
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8.3 Evaluacion de la contribucién de las presas del Artico

Este estudio evidencia por primera vez que las hembras gestantes y lactantes de ballena gris
satisfacen sus necesidades fisioldgicas integrando fuentes de 6*°C y 8"°N de presas consumidas
a lo largo del corredor migratorio, Mar de Bering, Isla Vancouver, e incluso en su darea de
reproduccién principal, laguna Ojo de Liebre. Los resultados no permitieron sostener la idea
tradicional de la literatura que sus necesidades fisioldgicas relacionadas a la migracion

reproductiva se satisfacen exclusivamente de los anfipodos del Artico.

La modelacion de la probable contribucidn isotdpica de las presas en el estrato epidérmico mas
antiguo (es decir, EC) y en el mas nuevo (es decir, EB) indican que la ecologia alimentaria de las
hembras varia entre gestacién y lactancia, respectivamente; también entre afios y meses de
muestreo, incluso entre individuos hay una estrategia de alimentacion particular. Estos
resultados resaltan la importancia de analizar el contenido isotépico de cada estrato epidérmico
para poder entender correctamente las dinamicas de forrajeo de la ballena gris; lo cual
contradice lo establecido en el estudio de Lian y colaboradores (2020), que concluyen que el
estrato corneo puede ser fuente de informacidn isotdpica suficiente, para hipotetizar en
relacion a la historia de vida de la especie. Por el contrario, los resultados de este estudio, son
consistentes con evidencias isotdpicas reportadas a partir de la epidermis de otras especies, por
ejemplo corrobora las evidencias reportadas para la ballena azul (Busquets-Vass et al., 2017),
ballena jorobada, rorcual comun y cachalote (Wild et al., 2018), que indican el andlisis de la
composicidn isotépica del nitrégeno y carbono en los diferentes estratos epidérmicos como
necesarias, en particular para entender cambios de dieta y movimientos migratorios a lo largo

del tiempo.

Los resultados de las hembras analizadas en este estudio resaltan posibles estrategias de
alimentacion diferentes entre y dentro de temporadas reproductivas, lo cual causé también
diferencias significativas en la composicion de la sangre placentaria/leche que afectd la
epidermis de las crias. Estos resultados suportan por un lado todas aquellas evidencias previas
gue indican que la ballena gris es una especie dotada de gran plasticidad en la busqueda y

consumo de diferentes tipologias de alimento (Dunham y Duffus, 2001; Pyenson y Lindberg,
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2011; Elizabeth Alter et al., 2015; Burnham y Duffus, 2018); sin embargo, también cuestionan la
conceptualizacién clasica relacionada a la ecologia alimentaria y reproductiva de la poblacién
oriental de esta especie; cuyo supuesto base, afirma que el éxito reproductivo varia entre afios
Unicamente por la ocurrencia de alteraciones en la presencia y abundancia de las presas
principales del Artico (anfipodos bentdénicos), relacionados a cambios en las condiciones
ambientales del Mar de Bering y Chukchi (Boeuf et al., 1999; Perryman et al., 2002, 2020;
Perryman y Lynn, 2002; Gulland et al., 2005; Martinez-Aguilar et al., 2019). En afios negativos,
en términos de un decremento en la produccion de crias, ocurre una baja probabilidad de
contribucién de estas fuentes isotdpicas principales; por el contrario, en afios positivos, ocurre
un incremento de la probabilidad de contribucidn de estas presas. Sin embargo, en este estudio,
las hembras (n=4) en las que los anfipodos del Mar de Bering alcanzaron la mayor probabilidad
de contribucién isotdpica, coincidié en un afio negativo (es decir, 2019); mientras que las
hembras colectadas en el 2011, considerado un afo positivo en la producciéon de crias, la
probabilidad de contribucién de las presas Mar de Bering se compartié con las de Isla
Vancouver. Ello sugiere que ambas areas son de un uso importante para la migracién

reproductiva hacia el sur.

Por otro lado, es relevante sefialar que la contribucidn de la probabilidad de contribucién de las
presas de laguna Ojo de Liebre aumentd significativamente a lo largo de la epidermis de todas
las hembras analizadas (es decir, de EC a EB), independientemente del afio de muestreo (Fig.
16), lo cual indica un uso constante del area de reproduccién también como un sitio de
alimentacion (Fig. 19). Todas estas evidencias subrayan la importancia de redefinir el rol de las
areas de alimentacién terciarias y de las dreas de reproduccién en el éxito reproductivo de la

ballena gris oriental, considerado hasta la fecha solo marginal (Villegas-Amtmann et al., 2015).
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Figura 17: Evidencia fotografica de actividad alimenticia en laguna Ojo de Liebre. En particular,
se puede observar como la ballena salié del agua con la boca abierta (A y B), para luego cerrarla
(C) y expulsar agua (D, E, F, flechas verdes). La ballena se incliné también hacia atras (E, F), muy
probablemente para tragar mas facilmente la comida. Se observan particulas de sedimento
alrededor del cuerpo de la ballena después de su emersion (A, B, flechas amarillas) (OM.
Gelippi, 2019).

Este estudio no es el primero en proponer posibles conexiones tréficas entre la poblacién
oriental de ballena gris y diferentes areas del Artico. A principio del afio 2000, se inicié una linea
de investigacién dirigida a explorar la conectividad trdéfica las redes tréficas de las lagunas de
reproduccion y las hembras que inician las actividades de lactancia cada afio. Se propuso que tal
conectividad estd relacionada a acidos grasos omega-6, componentes nutricionales disponibles
guizas Unicamente en las costas mas surefias de la ruta migratoria, en particular en las lagunas
de reproduccion (Caraveo-Patifio et al., 2009). La composicidn nutricional de las redes articas es
dominada preferentemente por acidos grasos omega-3 (Ackman, 1989), mientras que en las
redes tréficas de latitudes mas bajas y donde consecuentemente, se registran temperatura

mayores, aumenta el contenido de omega-6 (Lahdes et al., 2000).
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La deteccidn de altos niveles de acidos omega-6 en las membranas los tejidos activos como
musculo e higado muestran la primera evidencia que sustenta que la fisiologia de esta especie, y
la de otros cetdceos, estd basada en una fisiologia dependiente de los acidos grasos omega-6, y
en consecuencia una continua busqueda de estos nutrientes esenciales (Caraveo-Patifio et al.,
2009). Mas aun, la cantidades bajas de los mismos acidos grasos en la capa de grasa de hembras
lactantes (Hernandez-Aguierre, 2012), confirman la asuncién sugerida por Caraveo-Patifio y
colaboradores (2009) quienes sefalaron que la reproduccién de la ballena gris deberia estar
relacionada con la busqueda de presas ricas en acidos grasos omega-6, debido a que las
hembras al final de su gestacion o inicio de la lactancia requieren estos acidos grasos esenciales
para incluirlos en la leche, nutrientes estructurales esenciales para el desarrollo del sistema
nervioso central. Estudios previos mendiante isétopos estables has reportado evidencia de esta
conectividad tréfica entre hembras y presas de las lagunas de reproduccion (Caraveo-Patifio y
Soto, 2005; Caraveo-Patifio et al., 2007); por lo que el contenido nutricional de dichas presas
podria ser transferido a las crias mediante la leche (Caraveo-Patifio y Soto, 2005). Sin embargo,
esta conectividad tréfica mediante el uso de isétopos estables quedd sin respuesta. En
particular, este estudio otorga evidencia en esta direccién. La formacién de la epidermis de las
hembras sustenta la idea de que isotdpicamente podria estar influenciada en mayor proporciéon
por una continua actividad de forrajeo de altas biomasas de alimento durante ciertos periodos
de tiempo (es decir, durante la gestacién), en particular a partir de presas como las del Mar de
Bering y Isla Vancouver; mientras que la evidencia isotépica inferida por la sangre placentaria y
leche, podrian depender mayormente de la transformacion de las reservas energéticas
acumuladas en las capas de grasas de las madres y las presas consumidas durante su estancia en

las dreas de reproduccion.

La modelacién de los patrones isotdpicos registrados en la epidermis de las hembras lactantes
sustenta la hipdtesis de que existe una exigencia nutricional especifica que tiene que ser
satisfecha mediante el consumo continuo de ciertas presas a lo largo del corredor migratorio,
incluyendo las dreas de reproduccion. Ademas, la relacidon encontrada entre tipos de presas
consumidas en laguna Ojo de Liebre y en las areas de alimentacién permite suponer respecto a
lo antes mencionado, la posible implementacion de diferentes estrategias de alimentacion entre

hembras de una misma poblacién, las cuales quizas, pueden afectar el éxito reproductivo
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individual, y consecuentemente, el de toda la poblacidon. En particular, las hembras que
presentaron probabilidades mayormente de anfipodos en laguna Ojo de Liebre, presentaron las
mayores probabilidades de contribucién de los anfipodos del Mar de Bering, o bien
probabilidades de ambos tipos de presas de su corredor migratorio, anfipodos del Mar de
Bering y/o misidaceos de Isla Vancouver. Por el contrario, las hembras que presentaron las
mayores probabilidades de poliquetos de laguna Ojo de Liebre reportaron las mayores

probabilidades de contribucién de misidaceos de Isla Vancouver.

Actualmente, el conocimiento de los habitos alimenticios en las dreas de reproduccion es
demasiado escaso para poder responder con precision la siguiente pregunta: éipor qué las
hembras se alimentaron de presas diferentes en laguna Ojo de Liebre? En este estudio no se
analizé la abundancia y la distribucidon de las posibles presas en laguna Ojo de Liebre; sin
embargo, es posible que su disponibilidad y/o abundancia varie entre afos, hasta adentro de
una misma temporada reproductiva, como sugiere el hecho que todas las hembras muestreadas
en el 2011 se alimentaron solamente de anfipodos en laguna Ojo de Liebre, a pesar de haber
consumido también misidaceos de Isla Vancouver. Por otro lado, algunas hembras podrian
conservar ciertas estrategias de forrajeo entre distintas areas de alimentacién a lo largo del
corredor migratorio, lo cual quizas las limitaria aprovechar diferentes tipos de alimento de
ambientes distintos (por ejemplo, ambiente pelagico). Esta asuncién sugiere que, a pesar de una
disponibilidad parecida de las presas, las hembras se alimentan solamente de algun tipo en
especial, como posiblemente ocurrié durante el 2018, cuando todas las hembras posiblemente
forrajearon solo poliquetos; o durante enero 2019, cuando ciertas hembras se alimentaron de

anfipodos y otras de poliquetos.

Toda la evidencia anterior corrobora la gran plasticidad en los habitos alimenticios de esta
especie. En particular, la hipdtesis de que ciertas hembras tienen una menor o mayor
plasticidad en la estrategia de alimentacién, que permite inferir efectos en los éxitos
reproductivos individuales. Sin embargo, es recomendable seguir colectando epidermis de pares
hembra-cria durante cada estacion reproductiva, al principio (es decir, diciembre-enero) y al
final (es decir, final de marzo) de ellas, y analizar su contenido isotépico de carbono y nitrégeno.

En particular, los esfuerzos de muestreo se tendran que dirigir a la colecta y recolecta de parejas
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madre-cria durante su estancia en laguna Ojo de Liebre; los datos obtenidos permitiran afinar
los resultados de los modelos del reloj isotdpico, el cual, en este estudio, se ha demostrado ser
una herramienta eficaz para la determinacién de la fecha de nacimiento de las crias, parametro
dificil de medir en campo. Ademas, el continuo monitoreo isotdpico a lo largo de los anos
consentira evaluar cambios en los hdbitos alimenticios entre temporadas de bajo y alto éxito
reproductivo, ya que el nimero total de ballenas grises de la poblacidn oriental se considera
aumentar y decrecer ciclicamente debido a eventos andmalos a corto plazo (Stewart y Weller,

2021).

El protocolo de muestreo implementado en este estudio fue exitoso y seguro, tanto para
animales como investigadores; al colectar primero a las crias, se incrementd la probabilidad de
obtener las biopsias de sus respectivas madres, lo cual permitid obtener un numero
considerable de muestras de pares hembra-cria. Ademas, los resultados aqui presentados
indican que si el muestreo de piel de las madres no es factible (por ejemplo, comportamiento de
elusién de la hembra y las condiciones de seguridad disminuyen), el estudio de la composiciéon
isotépica de la epidermis de las crias permite inferir los posibles patrones isotépicos de las
hembras faltantes; evidencia corroborada gracias al analisis de la variacion isotépica en los
estratos epidérmicos de la pareja madre-cria colectada y recolectada en enero y marzo del 2019

(Fig. 13), lo cual resultd ser semejante a los resultados de los GLME en globales.

No obstante que el estudio de datos histéricos de abundancia de la especie es informacion
valiosa en el planteamiento de planes de manejo y conservacidn, es critico contar también con
informacién reciente, relacionada con la evaluacion de la ecologia de la ballena gris bajo las
condiciones ambientales actuales e histéricas. Debido a que el éxito reproductivo de la especie
esta influenciado por el balance energético que existe entre la acumulacidn de los nutrientes en
sus capas de grasas, y el uso de estos para satisfacer las necesidades fisiolégicas de la
reproduccién; por lo tanto, es indispensable entender de manera correcta la interaccidn estricta
gue existe entre ecologia alimenticia y la fisiologia de la reproduccion en hembras y crias
lactantes. En particular, debido a que, en este estudio, se detectd que otras presas, ademas de

los anfipodos articos, tienen una probabilidad alta de ser fuentes isotdpicas que integran la
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epidermis, sangre placentaria y leche de la poblacidn oriental de ballena gris. Se recomienda
explorar los valores de §°C y §"°N de todos aquellos organismos que podrian ser aprovechados
por la especie en otras areas diferentes a las del Mar de Bering, como las mds nortefias del Mar
de Beufort, Rusia, y las mas surenas ubicadas en las lagunas de reproduccién de Baja California

Sur.
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9. CONCLUSIONES
Este estudio demonstré lo siguiente:

Los valores de 6™3C y 8N varifan significativamente entre los estratos epidérmicos de las

hembras, crias, y hembras y crias, entre afios y meses de muestreo. Dichas diferencias
permitieron estimar y modelar el fraccionamiento isotdpico del nitrégeno entre pares
madre-cria para determinar el efecto de la transicion de la gestacién a la lactancia vy,
consecuentemente, inferir indirectamente la fecha de nacimiento de las crias mediante
el reloj isotodpico.

- El analisis isotépico del carbono y del nitréogeno a lo largo de los estratos epidérmicos es
una herramienta atil a la investigacidn de la ecologia alimentaria y fisiologia reproductiva
de la ballena gris.

- La estimacién de las probabilidades de contribucién de varias tipologias de presas a la
composicion isotépica de los estratos de la epidermis de hembras y crias lactantes
aportan informacidn de fuentes isotdpicas provenientes de diferentes dreas ubicadas a
lo largo del corredor migratorio (desde las zonas mas nortefas hasta las mas surefias)
pueden proporcionar nutrientes importantes para el éxito reproductivo de la ballena gris
oriental.

- El Mar de Bering e Isla Vancouver emergen ambos como areas de alimentacion
importante para la poblacién oriental de la ballena gris.

- La asimilacién constante de presas en la Laguna Ojo de Liebre sugiere que la ballena gris

necesita satisfacer algunas necesidades fisiolégicas especificas ligadas a la reproduccién.

Este estudio delinea una nueva forma de entender la conectividad entre la ecologia alimentaria
y la produccién de crias que ocurren anualmente en la poblacién oriental de ballena gris, desde
una nueva perspectiva conceptual y metodoldgica. Por tanto, este estudio puede proporcionar
nuevas hipotesis para atender la necesidad de planteamientos y estrategias que permitan la
recuperacién de la poblacién del oeste de ballena gris, la cual se estima cuenta con un nimero
inferior a los 300 individuos (Cooke, 2020). Se calcula que el 48% de esos individuos usan las
areas de alimentacién del oeste y las de reproduccién del este (Cooke, 2020), lo cual evidencia
la necesidad de entender desde una nueva perspectiva la conectividad tréfica que existe entre

areas de crianza y alimentacion de la ballena gris a mayor profundidad y escala espacial.
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11. ANEXOS

Anexo A: Seleccion en avance del modelo lineal de efectos mixtos mas parsimonioso para los
isotopos del carbono.

Formula AlCc dAlCc df AlCcwt
s§c~1 611,72 225,15 2 0
§2C~1+(~1|ID)+ (1| mcp) 426,55 41,89 4 0
§2C~1+(~1 | mcp:ID) 426,55 41,89 4 0
§C~ 1+ (~1 | mcp:ID)+ (1| AM) 425,09 40,48 5 0

5C ~ estrato + (~1 | mcp:ID) + (1| AM) 417,66 33,06 7 0

§C ~edad + (~1 | mcp:ID) + (1|AM) 3919 7,29 6 0,02
5C~ mes + (*1 | mcp:ID)+ (1|AM) 427 4239 7 0

53C ~ estrato + edad + (~1 | mcp:ID) + (1|AM) 384,61 O 8 0,71*
5C ~ estrato * edad + (~1 | mcp:ID) + (1|AM) 386,57 1,96 10 0,27

Anexo B: Selecciéon en avance del modelo lineal de efectos mixtos mas parsimonioso para los
isdtopos del nitrégeno.

Féormula AlCc dAlCc df AlCcwt
§PN~1 690,2 41519 2 O
§”N~1+(~1|ID)+ (1| mcp) 379,71 1047 4 O
8N~ 1+ (~1 | mcp:ID) 379,71 1047 4 O

8N ~1+(~1 | mcp:ID) + (1|AM) 376,55 101,54 5 O

8N ~ estrato + (~1 | mcp:ID) + (1| AM) 364,19 89,18 7 O
8N~ edad + (~1 | mcp:ID) + (1| AM) 318,39 4337 6 O

5N ~ mes + (~1 | mcp:ID) + (1| AM) 380,62 1056 7 O

5N ~ estrato + edad + (~1 | mcp:ID) + (1|AM) 305,78 30,77 8 0

5N ~ estrato * edad + (~1 | mcp:ID) + (1|AM) 275,01 0 10 1*
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Anexo C: Pruebas de desvicion de la normalidad del modelo mas parsimoniosos del 8¢ (i) y
del 8*°N(ii).
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Anexo D: Ponderacion de los residuos del modelo lineal de efectos mixtos mas parsimonioso
para 8c (i) y 8"°N(ii) utilizando la estadistica robusta para los factores ID (“id”), parejas
madre-cria (“mcp” y afio y mes de muestreo (“YM”).

teorico teérico

Anexo E: Coeficientes del modelo lineal de efectos mixtos mas parsimonioso para 8c (i) y
8"°N(ii) calculados utilizando la estadistica robusta.
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Anexo F: Resultados de los SIMMB-I, relativos a las estimaciones de las probabilidades de
contribucion de cuatro fuentes al EC de todas las hembras muestreadas.

ID PRESA PROMEDIO DS MES ESTRATO ARNO
F1 MB 0,46 0,20 j EC 2019
F1 W, 0,21 0,16 j EC 2019
F1 LOL_a 0,22 0,13 j EC 2019
F1 LOL_p 0,11 0,06 j EC 2019
F2 MB 0,56 0,21 j EC 2019
F2 W, 0,17 0,15 j EC 2019
F2 LOL_a 0,19 0,13 j EC 2019
F2 LOL_p 0,08 0,05 j EC 2019
F6 MB 0,33 0,16 j EC 2019
F6 W, 0,25 0,17 j EC 2019
F6 LOL_a 0,23 0,13 j EC 2019
F6 LOL_p 0,19 0,09 j EC 2019
F7 MB 0,16 0,15 j EC 2019
F7 IV 0,44 0,19 j EC 2019
F7 LOL_a 0,07 0,05 j EC 2019
F7 LOL_p 0,33 0,13 j EC 2019
F8 MB 0,29 0,15 j EC 2019
F8 IV 0,26 0,18 j EC 2019
F8 LOL_a 0,14 0,09 j EC 2019
F8 LOL_p 0,31 0,11 j EC 2019
F9 MB 0,54 0,21 j EC 2019
F9 IV 0,18 0,15 j EC 2019
F9 LOL_a 0,21 0,13 j EC 2019
F9 LOL_p 0,08 0,05 j EC 2019
F10 MB 0,08 0,09 j EC 2019
F10 WY 0,61 0,16 j EC 2019
F10 LOL_a 0,05 0,04 j EC 2019
F10 LOL_p 0,26 0,15 j EC 2019
F3_ 1 MB 0,10 0,10 j EC 2019
F3_1 WY 0,40 0,17 j EC 2019
F3_1 LOL_a 0,05 0,03 j EC 2019
F3_1 LOL_p 0,45 0,15 j EC 2019
F3 MB 0,06 0,06 f EC 2018
F3 \Y% 0,53 0,20 f EC 2018
F3 LOL_a 0,04 0,03 f EC 2018
F3 LOL_p 0,38 0,20 f EC 2018
F2 MB 0,33 0,19 f EC 2018
F2 W, 0,30 0,20 f EC 2018
F2 LOL_a 0,11 0,08 f EC 2018



F2 LOL_p 0,26 0,10 f EC 2018
F4 MB 0,18 0,13 f EC 2018
F4 W, 0,29 0,17 f EC 2018
F4 LOL_a 0,07 0,04 f EC 2018
F4 LOL_p 0,46 0,12 f EC 2018
F8 MB 0,05 0,06 f EC 2018
F8 IV 0,65 0,18 f EC 2018
F8 LOL_a 0,04 0,03 f EC 2018
F8 LOL_p 0,26 0,18 f EC 2018
F9 MB 0,09 0,07 f EC 2018
F9 IV 0,19 0,11 f EC 2018
F9 LOL_a 0,04 0,03 f EC 2018
F9 LOL_p 0,68 0,10 f EC 2018
F14 MB 0,12 0,13 m EC 2019
F14 IV 0,50 0,18 m EC 2019
F14 LOL_a 0,06 0,04 m EC 2019
F14 LOL_p 0,32 0,14 m EC 2019
F16 MB 0,13 0,12 m EC 2019
F16 \Y% 0,42 0,18 m EC 2019
F16 LOL_a 0,06 0,04 m EC 2019
F16 LOL_p 0,40 0,15 m EC 2019
F19 MB 0,10 0,11 m EC 2019
F19 \Y% 0,48 0,17 m EC 2019
F19 LOL_a 0,06 0,04 m EC 2019
F19 LOL_p 0,36 0,15 m EC 2019
F20 MB 0,22 0,14 m EC 2019
F20 \Y% 0,27 0,17 m EC 2019
F20 LOL_a 0,08 0,05 m EC 2019
F20 LOL_p 0,43 0,11 m EC 2019
F21 MB 0,25 0,13 m EC 2019
F21 WY 0,26 0,18 m EC 2019
F21 LOL_a 0,24 0,13 m EC 2019
F21 LOL_p 0,25 0,11 m EC 2019
F22 MB 0,27 0,14 m EC 2019
F22 WY 0,25 0,18 m EC 2019
F22 LOL_a 0,11 0,07 m EC 2019
F22 LOL_p 0,37 0,11 m EC 2019
F3 2 MB 0,11 0,09 m EC 2019
F3 2 WY 0,28 0,15 m EC 2019
F3 2 LOL_a 0,05 0,03 m EC 2019
F3 2 LOL_p 0,56 0,12 m EC 2019
M5 MB 0.329 0.173 f EC 2011
M5 IV 0.217 0.155 f EC 2011
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M5 LOL_a 0.327 0.155 f EC 2011
M5 LOL_p 0.127 0.071 f EC 2011
M2 MB 0.304 0.159 f EC 2011
M2 v 0.232 0.161 f EC 2011
M2 LOL_a 0.310 0.146 f EC 2011
M2 LOL_p 0.154 0.080 f EC 2011
M3 MB 0.322 0.162 f EC 2011
M3 v 0.239 0.163 f EC 2011
M3 LOL_a 0.277 0.143 f EC 2011
M3 LOL_p 0.162 0.082 f EC 2011
M6 MB 0.260 0.141 f EC 2011
M6 v 0.259 0.177 f EC 2011
M6 LOL_a 0.273 0.146 f EC 2011
M6 LOL_p 0.208 0.100 f EC 2011
M1 MB 0.289 0.154 f EC 2011
M1 v 0.240 0.166 f EC 2011
M1 LOL_a 0.309 0.146 f EC 2011
M1 LOL_p 0.161 0.083 f EC 2011
M4 MB 0.304 0.158 f EC 2011
M4 v 0.227 0.157 f EC 2011
M4 LOL_a 0.323 0.153 f EC 2011
M4 LOL_p 0.146 0.078 f EC 2011
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Anexo G: Seleccién en avance del modelo generalizado de efectos mixtos de la composicion

de Mar de Bering.

Formula AlCc dAICc df AlCwt
MB~ 1 -48,2685 183,3 2 <0.001
MB~1+(~1| ID) -59,3685  172,2 3 <0.001
MB ~ 1+ (~1 | mcp:ID) -155,8685 75,7 4 <0.001
MB ~ edad + (~1 | mcp:ID) -160,1685 71,4 5 <0.001
MB ~ estrato + (~1 | mcp:ID) -164,6685 66,9 5 <0.001
MB ~ AM + (~1 | mcp:ID) -172,9685 58,6 7 <0.001
MB ~ estrato + edad + (~1 | mcp:ID) -168,9685 62,6 6 <0.001
MB ~ estrato + AM + (~1 | mcp:ID) -181,4685 50,1 8 <0.001
MB ~ AM + edad + (~1 | mcp:ID) -185,6685 45,9 8 <0.001
MB ~ estrato * edad + (~1 | mcp:ID) -206,4685 25,1 7 <0.001
MB ~ estrato * AM + (~1 | mcp:ID) -179,7685 51,8 11 <0.001
MB ~ AM * edad + (~1 | mcp:ID) -179,7685 51,8 11 <0.001
MB ~ estrato + AM + edad + (~1 | mcp:ID) -194,0685 37,5 9 <0.001
MB ~ estrato * edad + AM + (~1 | mcp:ID) -231,5685 0 10 0,968*
MB ~ estrato * edad * AM + (~1 | mcp:ID) -224,7685 6,8 19 0,032
MB ~ estrato + mes + edad + (~1 | mcp:ID)  -169,6685 61,9 8 <0.001
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Anexo H: Seleccidn en avance del modelo generalizado de efectos mixtos de la composicion
de Isla Vancouver.

Formula AIC dAICc df AlCcwt
Iv~1 -27,7383 158,1 2 <0.001
IV~1+(~1]ID) -38,8383 147 3 <0.001
IV~1+(~1| mcp:ID) -137,0383 48,8 4 <0.001
IV~ edad + (~1 | mcp:ID) -140,3383 45,5 5 <0.001
IV~ estrato + (~1 | mcp:ID) -159,4383 26,4 5 <0.001
IV~ AM + (~1 | mcp:ID) -153,4383 32,4 7 <0.001
IV ~ estrato + edad + (~1 | mcp:ID) -162,7383 23,1 6 <0.001
IV~ estrato + AM + (~1 | mcp:ID) -175,5383 10,3 8 0,0058
IV~ AM + edad + (~1 | mcp:ID) -163,9383 21,9 8 <0.001
IV~ estrato * edad + (~1 | mcp:ID) NA NA 7 NA

IV ~ estrato * AM + (~1 | mcp:ID) -174,6383 11,2 11  0,0037
IV~AM * edad + (~1 | mcp:ID) -158,0383 27,8 11 <0.001
IV~ estrato + AM + edad + (~1 | mcp:ID) -185,8383 0 9 0,9904*
IV ~ estrato * edad + AM + (~1 | mcp:ID) NA NA 10 NA

IV ~ estrato * edad * AM + (~1 | mcp:ID) NA NA 19 NA

IV ~ estrato + mes + edad + (~1 | mcp:ID) -163,6383 22,2 8 <0.001

Anexo I: Seleccion en avance del modelo generalizado de efectos mixtos de la composicion de
laguna Ojo de Liebre.

Formula AIC dAICc df weight
LoL~1 -330,49 50,4 2 <0.001
LOL~1+(~1|ID) -342,49 38,4 3 <0.001
LOL~ 1+ (~1 | mcp:ID) -369,49 11,4 4 0,0013
LOL ~ edad + (~1 | mcp:ID) -368,39 12,5 5 <0.001
LOL ~ estrato + (~1 | mcp:ID) -380,89 0 5 0,3911*
LOL~ AM + (~1 | mcp:ID) -366,79 14,1 7 <0.001
LOL ~ estrato + edad + (~1 | mcp:ID) -379,69 1,2 6 0,2151
LOL ~ estrato + AM + (~1 | mcp:ID) -377,89 3 8 0,0866
LOL~ AM + edad + (~1 | mcp:ID) -365,99 14,9 8 <0.001
LOL ~ estrato * edad + (~1 | mcp:ID) -379,09 1,8 7 0,1612
LOL ~ estrato * AM + (~1 | mcp:ID) -374,29 6,6 11 0,0141
LOL~ AM * edad + (~1 | mcp:ID) -370,69 10,2 11 0,0024
LOL ~ estrato + AM + edad + (~1 | mcp:ID) -376,99 3,9 9 0,0554
LOL ~ estrato * edad + AM + (~1 | mcp:ID) -376,29 4,6 10 0,0394

LOL ~ estrato * edad * AM + (~1 | mcp:ID) -375,89 5

(o]

0,0322





