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Resumen

La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) es un mamifero marino migratorio, que
estd distribuido en todos los océanos de mundo. Su poblacién mundial se ha reducido
drasticamente producto de la caceria comercial durante los dos ultimos siglos. Se tiene poca
informacidn acerca del grado de intercambio existente entre las diferentes poblaciones de
ballenas jorobadas en el Hemisferio Sur. Este trabajo es la segunda fase de una
investigacion, cuyo objetivo es evaluar la diversidad genética y conectividad de las ballenas
jorobadas que visitan la costa de Esmeraldas, Ecuador. Un total de 22 muestras de piel de
ballena se obtuvieron mediante dardos de biopsia. EI ADN mitocondrial fue extraido y
secuenciado. Un total de dieciséis haplotipos diferentes fueron determinados. De estos
haplotipos, 4 fueron nuevos para Ecuador, tres de ellos ya se habian reportado
anteriormente en otras poblaciones del stock G (Colombia y Santa Elena), y el otro
correspondid a una secuencia nueva no reportada antes en el Pacifico Sudeste pero si en la
Polinesia Francesa. Se estimé un valor de 0.9567 £ 0.0290 para la diversidad de haplotipos
(h £ sd) y de 0.0214 + 0.0113 para diversidad de nucleétidos (n = sd), lo que refleja una
alta diversidad genética de las ballenas jorobadas en las costas ecuatorianas en comparacion
a otras poblaciones tanto en areas de alimentacién como de reproduccion en el Pacifico
Sudeste. El anélisis de varianza molecular (AMOVA) no mostré diferencias significativas
con la poblacion de ballenas de Santa Elena-Ecuador, Colombia, y la Peninsula Antartica,
pero si se encontrd diferencias significativas entre el Estrecho de Magallanes, tanto en la
frecuencias de haplotipos como en la composicion de nucleétidos. Se encontrd una alta
identidad a nivel de haplotipos entre la poblacion de Esmeraldas y otras areas de
reproduccion dentro del Hemisferio Sur (Stocks B, C, D, E y F). Por otro lado, se
encontraron diferencias significativas por medio del AMOVA entre las poblaciones de
Esmeraldas y las de Alaska (Pacifico Norte) y Brasil (Stock A). La reconstruccion
filogenética agrupo a las 22 muestras en tres de los cuatro clados presentes en el Hemisferio
Sur. Al realizar una comparacion por sexo y afios, se encontré que los machos presentaban
una mayor fidelidad de sitio, aunque es posible que varios individuos puedan estar en
transito hacia las areas de reproduccion en Costa Rica y Panama. Por otro lado, las hembras
no mostraron diferencias significativas en la frecuencia de haplotipos y composicion de
nucleotidos, pero estos resultados pueden deberse al reducido numero de muestras. Los
resultados de este estudio contribuyen a la comprension de la conectividad de las ballenas
jorobadas que visitan las aguas costeras del Ecuador con las de otras poblaciones en el
Hemisferio Norte y Sur.



Abstract

The humpback whale (Megaptera novaeangliae) is a widely distributed marine mammal,
which inhabits all oceans of the world. The world population has been drastically reduced
due to commercial whaling during the last two centuries. There is little information about
the degree of genetic exchange between different populations of humpback whales in the
Southern Hemisphere. This work is the second phase of a research, which aims to assess
the genetic diversity and connectivity of humpback whales off the coast of Esmeraldas,
Ecuador. A total of 22 tissue samples were obtained using a Paxarms Biopsy system.
Mitochondrial DNA was extracted and sequenced to establish the genetic diversity of
humpback whales off the coast of Esmeraldas during the 2012 season. A total of sixteen
different haplotypes were identified. Of these haplotypes, four were new to Ecuador, three
of them had been previously reported in other populations of the stock G (Colombia and
Santa Elena), and the other corresponded to a new sequence which has not been previously
reported in the Southeast Pacific population, but in the French Polynesia. Haplotype
diversity (h+SD) was estimated to be of 0.9567 + 0.0290 and the nucleotide diversity
(mxSD) 0.0214 £ 0.0113, reflecting high genetic diversity among individuals inhabiting the
coasts of Ecuador, compared to other populations in both breeding and feeding areas in the
Southeast Pacific. The analysis of molecular variance (AMOVA) showed no significant
differences with the whale populations of Santa Elena, Ecuador, Colombia, and the
Antarctic Peninsula, but significant differences were found with the Magellan Strait, in the
haplotype frequencies and in the nucleotide composition. A high level of haplotype identity
was found among the Esmeraldas population and other breeding areas in the Southern
Hemisphere (Stock B, C, D, E, F). On the other hand, significant differences were found
using the AMOVA among populations of Esmeraldas and Alaska (North Pacific) and
Brazil (Stock A). Phylogenetic reconstruction grouped the 22 samples in three of the four
clades present in the southern hemisphere. When making a comparison by sex and years, it
was found that males showed higher site fidelity, although it is possible that several
individuals can be in transit to the breeding areas in Costa Rica and Panama. In addition,
females showed no significant differences in haplotype frequencies and nucleotide
composition, but these results may be due to the small number of samples. The results of
this study will help to understand the connectivity of humpback whales in coastal waters off
Ecuador with those of other populations in the Northern and Southern Hemispheres.
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1 INTRODUCCION

1.1 Taxonomia y morfologia de la ballena jorobada

La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) es el Unico cetaceo del género
Megaptera (orden Cetacea, familia Balaenopteridae), comdnmente Illamado rorcuales,
cetaceos que poseen barbas (placas corneas) en la boca en lugar de dientes (FI6rez-Gonzalez et
al., 2007; Olavarria, 2008). Su nombre comun es yubarta y se caracteriza por tener un cuerpo
robusto especialmente en la regién del pecho, que se va adelgazando hacia los extremos. En la
cabeza y mandibulas presenta una serie de protuberancias llamadas tubérculos (apéndices
carnosos), cada uno con un pelo que se cree refuerza la habilidad sensorial (Félix, 2003). En
cada lado del paladar existen alrededor de 270 a 400 barbas finas y largas, cerdas hechas de
queratina, que es un material organico resistente y flexible. Al estar muy juntas en la boca,
forman una estructura parecida a un colador que les permite filtrar peces pequefios, krill,
anfipodos y moluscos para su alimentacion (Gonzélez, 2002).

Como el resto de ballenas dentro de la familia Balaenopteridae, presentan entre 14 y 22
pliegues gulares con aproximadamente 15 cm de ancho cada uno en su estado no expandido
(Gonzalez, 2002). Estos surcos se extienden desde el mentén hasta el ombligo, los cuales se
expanden mientras se alimentan permitiéndole aumentar considerablemente el volumen de la
cavidad oral (Félix, 2003). Las aletas pectorales son muy largas, aproximadamente un tercio
de la longitud total de su cuerpo y de esta caracteristica deriva el nombre del género
Megaptera que significa “aleta grande” (Liddell & Scott, 1980). Existe una aleta dorsal
situada en el tercio posterior, de altura cercana a 30 cm y de forma muy variable, de aqui su

nombre caracteristico, ya que se distingue una joroba pequefia cuando la ballena se dobla para


http://es.wikipedia.org/wiki/Pliegues_gulares
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sumergirse. La aleta caudal tiene una envergadura relativamente grande, y el borde posterior

es dentado (Feélix, 2003; Olavarria, 2008).

La coloracion de esta ballena es negra en el dorso y con extensiones variables de
blanco en el vientre, aletas pectorales y aleta caudal. Las aletas pectorales son blancas en la
cara inferior y pueden ser blancas o0 negras en la cara superior dependiendo de cada poblacién
o0 cada individuo (Flérez-Gonzalez et al., 2007). Esta zona de las aletas tiende a ser blanca en
las que habitan en el Atlantico Norte, mientras que en el Pacifico Norte con frecuencia es de
color negro (Gonzalez, 2002). Ademas, la coloracion ventral varia mucho, con diferencias
significativas entre poblaciones. Por ejemplo, algunas ballenas del Hemisferio Sur tienen una
amplia coloracién blanca a diferencia de las ballenas del Pacifico y Atlantico Norte
(Clapham, 2009). La parte inferior de la cola tiene un patrén que es unico para cada ballena, y
aunque este patron se basa solo en dos colores, negro y blanco, existe una gama infinita de
disefios formados por manchas y rayas en la superficie de la cola. Esta caracteristica se utiliza

para identificarlas y seguirlas durante afios o incluso décadas (Félix, 2003).

Las ballenas jorobadas del Hemisferio Sur son algo mas grandes que sus contrapartes
del Norte, como es el caso de todos los miembros de la familia Balaenopteridae (Olavarria,
2008). En general, el tamafio promedio varia entre los 13-15m en las ballenas adultas,
mientras que un ballenato puede medir de 4 a 4,5 m al nacer. Las hembras son en promedio de
1a1,5m mas grandes que los machos. El sexo de las ballenas jorobadas es dificil de evaluar a
simple vista, la Gnica diferencia morfoldgica externa, aparte de la ligera diferencia de tamario,

es un lébulo hemisférico en la hendidura genital presente en las hembras (Olavarria, 2008).
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1.2 Historia Natural
1.2.1 Areas de reproduccion

Durante la época de reproduccion en invierno, las ballenas jorobadas permanecen en
regiones tropicales y subtropicales, en aguas poco profundas alrededor de islas y en bahias,
donde la temperatura del agua varia entre 24°C y 28°C. La temporada de reproduccion puede
extenderse de cuatro a cinco meses, aungue parte de la reproduccion también puede suceder
durante la migracion (Florez-Gonzélez et al., 2007). Generalmente, los animales no se
alimentan en las areas de reproduccion, pero existen registros inusuales de individuos
solitarios que se alimentan en zonas reproductivas (Clapham 1996; Flérez-Gonzélez et al.,

2007).

La madurez sexual en los machos ocurre a los 7- 12 afios de edad y en las hembras a
los 4-9 afios de edad, con tamafios entre 12 y 14 metros. El ciclo reproductivo de la especie es
normalmente de una cria cada dos o tres afios (Clapham 1996; Florez-Gonzélez et al., 2007;
Baker, Perry y Herman, 1987; Gonzalez, 2002). La gestacion dura de 11 a 12 meses, las crias
comienzan el proceso de destete a los 6 meses y alcanzan la independencia al final de su afio
de parto (Clapham 1996; Baker, Perry y Herman, 1987). El factor principal que determina las
variaciones interanuales en las tasas de reproduccién de las ballenas jorobadas puede ser la
disponibilidad de alimentos (Baker, Perry y Herman, 1987; Clapham, 1996). Se ha descubierto
que existe una secuencia en la llegada y la partida de las ballenas jorobadas a las zonas de
reproduccion. Primero llegan las madres que estdn dando de lactar, seguidas por animales
subadultos, adultos y por ultimo las hembras prefiadas. Mientras que la secuencia al abandonar
los sitios de reproduccion se revierte, donde las hembras prefiadas son las primeras en irse

(Clapham 1996; Florez-Gonzalez et al., 2007; Gonzélez, 2002).
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La ausencia de presion de depredacion de las ballenas jorobadas en héabitats tropicales,
libera a los individuos de la necesidad de coexistir con fines de vigilancia o de defensa comdn,
por lo que el comportamiento social en latitudes bajas se caracteriza por pequefios grupos y
asociaciones breves (Clapham, 1996; 2000). Por esta razon, a pesar de que la mayoria de
areas de reproduccion pueden tener cientos de hembras, los machos compiten por una sola
hembra a la vez (Clapham, 1996; Valsecchi et al., 2002).

El cuidado parental masculino estd ausente, y los machos se caracterizan por cantar
canciones largas y complejas, principalmente durante la época de apareamiento, pero también
esporadicamente en las areas de alimentacion en el verano (Clapham 1996; Fl6rez-Gonzalez et
al., 2007). Las canciones se las asocia frecuentemente como una forma de competencia entre
machos, aunque también se sugiere que son una forma de atraer a una hembra para aparearse 0
una estrategia de comunicacion entre los machos (Florez-Gonzéalez et al., 2007). Las ballenas
dentro de una misma poblacion, cantan la misma cancion, y similitudes y diferencias en la
estructura de la cancion y su contenido se han usado para separar o delimitar poblaciones de
esta especie (Clapham 1996; Fl6rez-Gonzalez et al., 2007).

Los tipos de asociaciones que se pueden observar en esta temporada son: 1) Animales
solitarios jovenes y/o adultos de ambos sexos; 2) Machos adultos solitarios que permanecen en
un area por varias horas emitiendo cantos; 3) Hembras con su cria recién nacida; 4) Hembras
con su cria y una escolta; 5) Grupos competitivos (Gonzalez, 2002). Los grupos competitivos
estan caracterizados por varios machos adultos que compiten por el acceso sexual a una sola
hembra madura, que puede estar acompafada por una cria (Clapham, 2000; Gonzélez, 2002;
Felix, 2003). Estos grupos constan de una ballena central (hembra) con menos actividad fisica,

denominada "animal nuclear”, acompafiada cercanamente por otra ballena denominada
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"escolta principal” que a menudo es agresiva y la defiende de acercamientos de otros machos
que se los denomina “escoltas secundarios™ (Clapham, 2000). Se ha observado que los machos
exhiben una mayor dispersion en cuanto a sus areas de reproduccion, mientras que las
hembras demuestran una mayor filopatria hacia las mismas (Pomilla & Rosenbaum., 2005;

Acevedo, Aguayo-Lobo & Pastene, 2006; Stevick et al., 2011; Craig & Herman, 1997).

1.2.2 Areas de alimentacion

Las ballenas jorobadas se alimentan durante el verano en zonas de latitudes altas, en
aguas ubicadas sobre la plataforma continental. La temperatura superficial del agua en estas
regiones varia enormemente, pero en general es baja y fluctia entre 2 y 10°C. Por lo regular
en estas areas, la productividad primaria y la concentracion de presas es alta durante el verano
(Florez-Gonzélez et al., 2007). En estas zonas de alimentacidn, con algunas excepciones, la
organizacion social de las ballenas jorobadas estd fuertemente caracterizada por grupos
pequefios que duran unas pocas horas 0 menos, donde no se exhibe territorialidad (Clapham,
1996, 2000, 2009). Estos grupos cooperativos se suelen formar con el fin de maximizar el
consumo de alimentos (Valsecchi et al., 2002; Fl6rez-Gonzélez et al., 2007).

Esta especie utiliza un amplio repertorio de conductas de alimentacién, que se heredan
culturalmente y al parecer estan relacionadas con la composicién y densidad del alimento
(Florez-Gonzélez et al., 2007). Dentro de algunos de estos patrones de alimentacion estan: 1)
el abalanzamiento, donde la ballena sale a la superficie con la boca abierta y nada a gran
velocidad atrapando sus presas o incluso abalanzandose sobre los cardimenes; 2) el uso de
nubes, columnas o redes de burbujas, donde los animales nadan en circulos a algunos metros

de profundidad exhalando aire, mediante la cual agrupan al cardumen y se abalanzan sobre
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éste sincronizadamente; 3) el aturdimiento de las presas mediante aletazos y coletazos; 4) el
uso de la superficie del agua para evitar el escape de las presas y 5) la alimentacion con las
ballenas en formacion frontal (Fl6rez-Gonzalez et al., 2007; Gonzélez, 2002; Clapham 1996;

Félix, 2003).

La fidelidad hacia las &reas de alimentacion es dirigida maternalmente, ya que las
madres les ensefian las rutas migratorias a sus crias durante el primer afio de vida. Esto se ha
comprobado ya que los ballenatos tras cumplir un afio de vida regresan por si mismos a la
misma area de alimentacion materna (Olavarria, 2008; Baker, Perry & Herman, 1987). Por
otro lado, estudios genéticos han demostrado que la fidelidad por herencia materna a las zonas
de alimentacion y rutas migratorias es una de las razones por las cuales se han mantenido
hasta la actualidad las estructuras poblacionales Unicas de cada region (Pomilla & Rosenbaum,

2005; Baker & Clapham, 2004; Baker et al., 1990).

1.2.3 Uso de hébitat

Las ballenas jorobadas habitan por lo general aguas localizadas sobre la plataforma
continental o a lo largo de sus bordes y en ciertas ocasiones alrededor de algunas islas.
Aunque las ballenas jorobadas se caracterizan por una alta movilidad, las hembras con crias
recién nacidas prefieren aguas someras y tranquilas en sitios como pequefias bahias (Gonzalez,
2002; Constanza, 2003). Esto ha sido atribuido a las ventajas para la crianza, buscando
minimizar la amenaza de depredacion y evitar el acoso de los machos en busca de
apareamiento (Florez-Gonzalez et al., 2007).

Mientras se alimentan, las ballenas jorobadas permanecen periodos largos (hasta de

varios meses) en areas especificas, sin exhibir una fidelidad espacial rigida, como sucede en el
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caso de animales territoriales. Pueden mostrar movimientos considerables y eventualmente
abandonar temporalmente los sitios de alimentacion en respuesta a cambios o disminuciones
en la disponibilidad de presas (Flérez-Gonzalez et al., 2007).

La migracion anual de las ballenas es un asunto de presupuesto energético. Durante el
invierno las aguas se vuelven muy frias y su productividad disminuye considerablemente. Las
ballenas al quedarse en estas aguas, gastarian una enorme cantidad de energia para mantener
sus funciones metabdlicas a una temperatura constante, que no la podrian recuperar con el
escaso alimento disponible. La migracion les permite permanecer durante varios meses en
aguas mas calidas, gastando menos energia para regular su temperatura corporal y en su lugar

utilizarla en la reproduccién (Clapham, 1996; Feélix, 2003).

1.3 Estructura poblacional y distribucion

La ballena jorobada es considerada una especie cosmopolita que se encuentra
distribuida en todos los océanos del mundo, aunque es poco comdn en el Artico (Clapham,
1996; Gonzalez, 2002). Se considera que las ballenas jorobadas estan presentes en las tres
principales cuencas oceéanicas: Océano Austral, Atlantico Norte y Pacifico Norte (Baker et al.,
1993; Gonzélez, 2002). Segun las conexiones migratorias entre las zonas de distribucion
invernal y de verano, cada poblacion a su vez se divide en stocks o subpoblaciones, que son
unidades demograficas relativamente aisladas entre las que puede existir flujo génico (Baker et

al., 1986; Gonzélez, 2002).

La estructura de la poblacién de ballenas jorobadas varia entre los diferentes océanos.

Las ballenas jorobadas en el Hemisferio Norte generalmente se alimentan en subpoblaciones
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relativamente discretas en el verano, pero se mezclan en areas de reproduccion comunes en el
invierno (Clapham, 2000). En el Atlantico Norte existen cuatro principales agrupaciones de
alimentacion: el Golfo de Maine, Este de Canada, Groenlandia Occidental y Atlantico
Nororiental. Las ballenas de todas estas agregaciones de alimentacion migran cada invierno a
las Indias Occidentales (Antillas y Bahamas), donde se aparean (Clapham, 2000; Gonzélez,
2002; Olavarria, 2008). En el Pacifico Norte, las ballenas jorobadas que se alimentan en las
aguas de Alaska migran principalmente a las aguas hawaianas. Aquellas que se alimentan a lo
largo de las costas de California, Oregon y Washington migran principalmente a las areas de
reproduccion mexicanas de la peninsula de Baja California y México continental (Clapham,
2000; Olavarria, 2008). Algunas ballenas jorobadas migran mas al sur, llegando a las costas de
Costa Rica donde pueden encontrarse con ballenas del Pacifico Sur (Gonzalez, 2002; Palacios-
Alfaro et al., 2012). Ademas, dentro de este océano existe una subpoblacion occidental o
asiatica gque se alimenta en la Isla de Honshu, el Mar de Okhotsk, la Peninsula de Kamchatka y
las Islas Aleutianas Occidentales. Esta subpoblacion se reproduce en las costas al sur de Japon,
sur de China y Corea y alrededor de islas en las Filipinas Orientales (Gonzalez, 2002).

En el Hemisferio Sur, las ballenas jorobadas se distribuyen en subpoblaciones
relativamente discretas tanto en el invierno como en el verano (Clapham, 2000). La Comision
Ballenera Internacional (CBI), ha dividido a esta poblacion en siete subpoblaciones
reproductoras (stock A-G) y seis zonas de alimentacion alrededor de la Antartica (I-V1) (IWC,
2005) (Tabla 1). Las ballenas de la poblacion reproductora del Pacifico Sudoriental que
corresponden al stock G (Costa Rica, Panama, Colombia y Ecuador) migran hacia el area de
alimentacion 1. La poblacion reproductora del Atlantico Sudoccidental del stock A en la costa

de Brasil, migra al Area II. Las ballenas del Atlantico Sudoriental del stock B en la costa de
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Africa Occidental desde el Golfo de Guinea hasta Sudéfrica, migran a las areas 11 y IIl. La
poblacion del indico Suroccidental del stock C en las costas del este de Sudafrica,
Mozambique y Madagascar, migran al Area Ill. Las ballenas del Océano indico Suroriental
del stock D en el Noroeste de Australia, migran hacia al area IV. Las ballenas que se
reproducen en el Pacifico Occidental del stock E en el Noreste de Australia, Nueva Caledonia,
Tonga y Fiji, migran hacia el Area V. Finalmente, la poblacion del Pacifico central del stock F
en las Islas Cook y Polinesia Francesa esta conectada con el Area V1 (Olavarria, 2008; Fldrez-
Gonzaélez et al., 2007).

Estudios realizados con la region control de ADN mitocondrial han determinado que
los linajes maternales estan estructurados en 4 clados principales: AE, CD, 1J y SH (Baker et
al., 1990; 1993; Engel et al., 2008; Olavarria et al., 2008). Cada poblacién oceanica esta
dominada, en términos de frecuencia y diversidad, por un clado diferente, el clado AE es el
mas abundante en el Pacifico Norte sugiriendo que esta es su region de origen. El clado CD
esta presente en las tres poblaciones oceanicas pero es mas numeroso en el Océano Austral. El
clado 1J es méas abundante en el Atlantico Norte pero se lo puede encontrar también en todo el
Océano Austral siendo més abundante en las costas Australianas (Gonzalez, 2002; Baker et
al., 1993). Finalmente, el clado SH se lo puede encontrar en todas las poblaciones del
Hemisferio Sur a excepcion de las ballenas del stock G (Engel et al., 2008; Olavarria et al.,

2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012).
1.4 Ballenas jorobadas en el Pacifico Sudeste

La poblaciéon de ballenas jorobadas en el Pacifico Sudeste tiene un ambito de dis-

tribucién bastante extenso, incluyendo las areas de reproduccion en Ecuador, Colombia,
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Panam4, Costa Rica, Per( y las zonas de alimentacién en el Estrecho de Magallanes en el sur
de Chile, y a lo largo de la costa oeste de la Peninsula Antéartica (Florez-Gonzalez et al., 2007;
Felix et al., 2009; Félix y Haase, 2005; Félix, Caballero y Olavarria., 2007; Félix et al., 2009).
Actualmente se sabe que desde mediados de junio hasta finales de noviembre la mayoria de la
poblacién de ballenas jorobadas del stock G, se localiza en las aguas tropicales y subtropicales
a lo largo de los 1.400 km de la Costa Occidental de Sudamérica y parte de Centroamérica,
entre el sur de Costa Rica y el norte de Pert (Florez-Gonzélez et al., 2007).

En diferentes estudios se ha encontrado que las ballenas jorobadas ubicadas en el
Estrecho de Magallanes, son una poblacion discreta de alimentacién, ya que no existen
reavistamientos de las mismas con la poblacion de la Peninsula Antartica (Acevedo et al.,
2007; Florez-Gonzalez et al., 2007; Hucke-Gaete et al., 2013). Las ballenas jorobadas del
Estrecho de Magallanes muestran un mayor intercambio con las regiones de Panamé y Costa
Rica que con el Ecuador y Colombia. Se ha propuesto que las ballenas jorobadas que se
encuentran en la zona de alimentacion mas hacia el sur cerca de la Peninsula Antartica, viajan
principalmente a las areas de reproduccion en Colombia y Ecuador, mientras que las ballenas
que se encuentran en las areas de reproduccion mas septentrionales en Panaméa y Costa Rica
viajan al éarea de alimentacion en el Estrecho de Magallanes (Acevedo, Aguayo-Lobo &
Pastene, 2006; Acevedo et al., 2007; Félix et al., 2009). Por otro lado se ha encontrado por
medio de estudios genéticos con ADN mitocondrial, que no existe una diferenciacion genética
entre las ballenas de la zona de alimentacion de la Peninsula Antartica y las zonas de
reproduccion de Colombia y Ecuador (Acevedo et al., 2007; Félix, Caballero y Olavarria,
2007; Olavarria et al.,2007; Florez-Gonzalez et al., 2007; Felix et al., 2009) y que las ballenas

del Estrecho de Magallanes conforman una agrupacion genéeticamente diferente de la zona de



24

alimentacion Antartica (Olavarria, 2008; Florez-Gonzalez et al., 2007; Olavarria et al., 2007).
Es decir, existe heterogeneidad en la distribucion de las ballenas jorobadas en el Pacifico
Sudeste (Olavarria et al., 2006; Acevedo et al., 2007). Por otro lado, por medio de diferentes
estudios genéticos en diferentes regiones del Pacifico Sudeste (Colombia, Ecuador, Estrecho
de Magallanes, la Peninsula Antartica), se ha comprobado que la diversidad genética de las
ballenas de estas zonas es la mas baja del Hemisferio Sur (Félix et al., 2006, 2007;Olavarria et

al., 2006, 2007, 2008).

Las ballenas jorobadas que se distribuyen en el mar peruano, se las puede encontrar
durante diferentes meses a lo largo del afio. En un estudio realizado por Pacheco, Silva y
Alcorta (2009), se encontr6 que esta zona es usada para reproduccion asi como un destino
migratorio de las ballenas jorobadas. Por otro lado, se han registrado avistamientos realizados
en meses de verano frente al Per( donde las ballenas se alimentan (Fl6rez-Gonzélez et al.,
2007; Pacheco, Silvay Alcorta, 2009). Se sugiere que no todos los animales de esta poblacion
completan la migracién anual, y que algunos pueden permanecer al sur de la zona de cria, o al
norte del area de alimentacion en las aguas altamente productivas de la corriente de Humboldt
frente a Perd y Chile (Félix, Caballero & Olavarria, 2012). En otro estudio realizado por
Hucke-Gaete et al. (2013), se encontr6 algo similar cuando se obtuvieron registros de ballenas
alimentandose en el Norte de la Patagonia, y se propuso que una fraccion de la poblacion de
ballenas jorobadas del Pacifico Sudeste no completa su ciclo migratorio para explotar
diferentes centros productivos a lo largo del Pacifico Suroriental. Este comportamiento ha sido
observado igualmente en la poblacion de ballenas jorobadas de la zona de alimentacion
Antartica V, donde varias hembras no completaban su ciclo migratorio anual al area de

reproduccion en el Noreste de Australia (Brown et al., 1995). De igual manera, en un estudio
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realizado por Opzeeland et al. (2013), se encontré que ballenas jorobadas dentro de la
Peninsula Antartica, especificamente al sur del Mar de Weddell, se quedan invernando en esta
zona, en vez de completar su ciclo migratorio anual hacia el area de reproduccion en la costa
de Africa Occidental. Una de las razones por las que se piensa que ciertas ballenas no
completan su migracion, es debido a que algunas hembras, al no alcanzar su madurez sexual
prefieren quedarse en estas zonas alimentandose para maximizar su crecimiento (Brown et al.,
1995; Opzeeland et al., 2013).

Movimientos individuales se han documentado entre Ecuador y Colombia, Colombia y
Panamé, Ecuador y Per(, Colombia y Pert, Ecuador y Costa Rica, lo que indica que el
intercambio de individuos entre estas areas se produce regularmente (Fl6rez-Gonzalez et al.,
1998; Félix et al., 2009). El area de reproduccion en Costa Rica es visitada por dos
poblaciones de ballenas jorobadas: la poblacién del Pacifico Norte que proviene de la costa de
Oregon y California, y la poblacion del Pacifico Sur (Palacios-Alfaro et al., 2012). Se ha
sugerido que existe un flujo ocasional de material genético entre estas poblaciones, ya que se
han avistado individuos de ambas poblaciones en la misma &rea durante los meses de
apareamiento. (Florez-Gonzalez et al.,1998; Florez-Gonzalez et al., 2007). En algunos
estudios se ha encontrado que el clado AE caracteristico de las poblaciones del Pacifico Norte,
estd también presente en poblaciones de Colombia, lo que podria sugerir un intercambio
genético entre poblaciones del Pacifico Norte y Sur (Florez-Gonzalez et al.,1998 ; Olavarria,

2008).
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1.5 Ballenas jorobadas en el Ecuador

Las ballenas jorobadas visitan las costas ecuatorianas entre finales de Mayo y Octubre,
con picos de abundancia en los meses de Julio y Agosto (Constanza, 2003; Scheidat et al.,
2000; Florez-Gonzalez et al., 2007; Félix y Haase, 2001). Se ha registrado que a mediados de
Agosto es cuando ocurren la mayoria de nacimientos, y a partir de este momento es cuando las
madres comienzan a buscar zonas de poca profundidad para llevar a sus crias (Félix, 2003;
Felix & Haase ,1998). Por esta razon cuando las madres con crias comienzan su viaje a la
Antartida al final de la temporada de reproduccion (fines de septiembre y octubre), lo hacen
bordeando la costa y es posible observarlas en muchos sitios desde la orilla (Félix, 2003).

Se ha observado que en Ecuador, las ballenas jorobadas muestran una fidelidad muy
baja a diferentes sectores estudiados como Puerto Cayo, Isla de la Plata, Bajo de Cantagallo y
Puerto Lopez (Félix & Haase, 2001; Félix & Haase, 1998; Félix, 2003; Constanza, 2003),
tanto por el reducido nimero de individuos que se recapturan entre afios consecutivos como
dentro de una misma temporada reproductiva. Se sugiere que la ausencia de reavistamientos,
se debe a que las ballenas no permanecen mucho tiempo en las diferentes areas de estudio, ya
que prefieren aguas mas calientes al norte y menos profundas (Félix y Haase, 1998, 2001). Sin
embargo, en el estudio realizado por Gladek (2013) en el area de reproduccién de Esmeraldas
y el Parque Nacional Machalilla, desde la temporada de 1996 hasta el 2012, se encontrd que
existe una tasa anual de retorno promedio de 49%, por lo que se sugiere que las ballenas
jorobadas que visitan las costas ecuatorianas presentan en realidad una alta fidelidad de sitio,
contradiciendo hallazgos anteriores Ademas en este estudio se encontro que entre los afios de
1996 al 2004, las ballenas se quedaban un promedio de 17,2 dias en las diferentes zonas de

reproduccion, lo cual también es un tiempo de ocupancia mas alto que los encontrados en
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otros estudios (Félix & Haase, 2001, 2005; Scheidat et al., 2000; Constanza, 2003). Se sugiere
que estos hallazgos se deben a que se ha dado un mayor esfuerzo al momento de monitorear a
las ballenas y también a que la recoleccién de muestras se realizd cuando las ballenas
jorobadas de esta zona ya no se encontraban en transito (Gladek, 2013).

La poblacion de ballenas jorobadas del Ecuador pertenece a la zona del Pacifico
Sudeste, o el stock G (Félix et al., 2009; Acevedo et al., 2007). Estudios genéticos realizados
tanto en Galapagos como en Ecuador continental, han demostrado que existe panmixia con la
poblacién de Colombia. Ademas se ha establecido a la Peninsula Antartica como la principal
zona de alimentacion para estas poblaciones, debido a su alta relacion genética (Félix et al,
2006; Feélix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012). Por otro lado, se ha encontrado que las
ballenas jorobadas de Ecuador tienen una mayor proporcién de haplotipos Unicos comparada
con los de Colombia y que presentan una alta variabilidad genética al compararlas con
ballenas del Estrecho de Magallanes (Félix et al., 2006; Félix, Caballero y Olavarria, 2007,

2012).

1.6 Anélisis moleculares

Avances en andlisis genéticos moleculares en las ultimas décadas han proporcionado
mas informacion sobre la segregacion de las poblaciones de ballenas jorobadas y ayudado a
identificar la estructura poblacional de los diferentes stocks reproductivos alrededor del
mundo (Olavarria, 2008). Para lograr esto, se han desarrollado dispositivos para la toma de
biopsias (Florez-Gonzalez et al., 2007) y técnicas de laboratorio como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) usando una enzima termoestable (Saiki et. al 1988). De esta manera se

ha logrado el uso de muestras de tejido muy pequerfias para la amplificacion in vitro de varias
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copias de fragmentos de ADN especificos, que se pueden usar para caracterizar la variacion en
la secuencia entre individuos, con técnicas como los AFLPs, RFLPs, secuenciacion, entre
otros (De Vienne, Santoni y Falque, 2003). Por otro lado, gracias a estas herramientas se ha
logrado identificar el sexo en ballenas jorobadas, lo cual es bastante dificil debido a la falta de
dimorfismos sexuales evidentes (Palsboll et al., 1992).

El material genético en las células eucariotas animales se encuentra en el nacleo (ADN
nuclear) y fuera de él (ADN mitocondrial). EI ADN mitocondrial tiene diferentes
caracteristicas que lo hacen muy atractivo para ser usado como un marcador molecular:
herencia materna (no se recombina), evoluciona a un paso rapido, facil de aislar y tiene una
estructura genética simple (sin intrones, ADN repetitivo, elementos transponibles) (Avise et
al., 1985; Galtier et al., 2009; Baker et al., 1993). A diferencia de lo que sucede con moléculas
de ADN nuclear, las mutaciones en el ADN mitocondrial que aparecen en diferentes
individuos, no se recombinan durante la reproduccién sexual (Avise et al., 1985; Galtier et al.,
2009; Bermingham y Moritz, 1998), y esto se debe a que cuando un dvulo es fertilizado, las
celulas del embridn resultante contienen el ADN mitocondrial y el citoplasma del 6vulo, y no
del espermatozoide. Varios estudios han indicado que existen diferentes mecanismos para
remover el ADN mitocondrial paterno que pueda quedarse al realizarse la fecundacion. EI mas
frecuente sucede cuando las mitocondrias paternas son marcadas con ubiquitina y después son
destruidas en el proteosoma (Chan & Schon, 2012). Ademads, se da una segregacion
vegetativa, eliminando de forma eficaz la heteroplasmia en la mitosis, por lo que los
individuos poseen por lo general sélo un haplotipo del ADN mitocondrial (homoplasmia)
(White et al., 2008). Otros estudios han sugerido que la parte que evoluciona mas rapido del

genoma mitocondrial es la region control no codificante o D-loop. Esto se debe a que existe
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una tasa alta de mutacion debido al patinaje de la polimerasa y que la reparacién en el genoma
mitocondrial es ineficaz (Hoelzel et al., 1991; Avise, 1998; Galtier et al., 2009; White et al.,
2008). Esta molécula es facil de aislar ya que dentro de la célula existen cientos de
mitocondrias y en cada mitocondria varias copias de ADN mitocondrial, por lo que hay mas

copias de ADN mitocondrial en las células que otros tipos de ADN (Galtier et al., 2009).

Debido a todas las razones antes explicadas, el ADN mitocondrial ha sido atil para la
reconstruccion filogenética de los linajes maternos en las poblaciones de ballenas jorobadas
(Baker et al., 1990,1993, 1998a). Al realizar diferentes analisis con la region control, se ha
encontrado que la fidelidad por herencia materna a diferentes zonas de alimentacion y rutas
migratorias ha permitido estructurar las poblaciones de ballenas jorobadas en 4 clados
principales: AE, CD, IJ y SH (Pomilla & Rosenbaum., 2005; Baker & Clapham 2004; Baker
et al., 1990,1998b). Ademas al realizar analisis de diferenciacion entre poblaciones basandose
en la frecuencia de haplotipos de ADN mitocondrial, se ha logrado establecer estructuras
poblacionales tanto dentro de las poblaciones y entre las poblaciones de cada cuenca oceanica

(Baker et al., 1990,1993, 1998a).

El ADN nuclear se ha utilizado como complemento al ADN mitocondrial en estudios
realizados para establecer diferencias entre poblaciones de ballenas jorobadas. Estos analisis
han utilizado microsatélites e intrones de actina (Gonzalez, 2002; Olavarria, 2008). Los
analisis con marcadores nucleares han apoyado la division genética de los diferentes clados
entre cada cuenca oceanica, pero no la diferenciacion de regiones dentro de las mismas, como
los hacen los marcadores mitocondriales. En un estudio realizado por Baker et al. (1998b), se

encontré que a escala global, los marcadores microsatélites proporcionan estimaciones
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inconsistentes de distancias genéticas dentro y entre poblaciones oceanicas. Ademas las
secuencias nucleares tipicamente evolucionan mas lentamente que el ADN mitocondrial, por
lo que las distintas poblaciones difieren en las frecuencias de genes mitocondriales con mayor
rapidez que lo hacen para los alelos nucleares (Palumbi y Cipriano, 1998).

El presente estudio es la segunda fase de una investigacion que evalGa la diversidad
genética y conectividad de las ballenas jorobadas en el arca de “Bajos de Atacames” en
Esmerladas. Se analiza la region control del ADN mitocondrial de las muestras obtenidas en la
temporada del 2012, con el fin de contribuir con la caracterizacion de las ballenas jorobadas en
esta region, para comprender sus rutas migratorias y posibles intercambios con poblaciones
tanto dentro del mismo stock G como con diferentes areas reproductivas dentro del Hemisferio
Sur. Este estudio puede ser empleado para entender la heterogeneidad en la distribucion de las

ballenas del stock G.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Evaluar el grado de diversidad genética, conectividad y fidelidad de las ballenas
jorobadas (Megaptera novaeangliae) del area de reproduccion “Bajos de Atacames” en

la provincia de Esmeraldas, Ecuador.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la diversidad genética de las ballenas jorobadas en el area de reproduccion
de Esmeraldas, con muestras obtenidas en la temporada 2012, por medio del analisis

de la region control del ADN mitocondrial.

e Comparar la diversidad genética de las ballenas jorobadas del area de reproduccién de
Esmeraldas, temporada 2012 con la de diferentes poblaciones dentro del Hemisferio
Norte y Sur.

e Establecer la relacion machos-hembras de las ballenas jorobadas en la temporada 2012.

e Determinar las diferencias de fidelidad entre machos y hembras de las ballenas
jorobadas para las temporadas 2010, 2011 y 2012.

e Comparar los resultados obtenidos en la temporada 2012 con los de la primera fase de
investigacion de diversidad genética y conectividad de las ballenas jorobadas en el area

de “Bajos de Atacames” en Esmerladas durante las temporadas 2010 y 2011.



32

3 JUSTIFICACION

La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) es un mamifero marino migratorio, que
esta distribuido en todos los océanos de mundo (Baker et al., 1993). Su poblacion mundial fue
drasticamente reducida producto de la caceria comercial para obtener su aceite durante los dos
ultimos siglos. Antes de su proteccion mediante un acuerdo internacional en el afio 1966, la
poblacién mundial de ballenas jorobadas se habia reducido a menos de 5000 individuos, con
algunas subpoblaciones regionales reducidas a menos de 200 individuos (Baker et., 1993;
Constanza, 2003; Felix, 2003). En la actualidad, las diferentes poblaciones han comenzado
una lenta recuperacion, y ya no es considerada una especie vulnerable por la IUCN (Reilly et
al., 2008). Se estima que la poblacion de ballenas jorobadas en el Hemisferio Sur es de 34000
a 52000 individuos, y especificamente en el Pacifico Sudeste es de alrededor de 3000 a 4000
individuos (Olavarria, 2008). A pesar de que diferentes leyes y acuerdos protegen a las
ballenas jorobadas de la explotacién directa, no existen regulaciones para actividades que
puedan lastimarlas o matarlas indirectamente, tales como la pesca incidental y la
contaminacion ambiental. Con cierta frecuencia es posible observar ballenas que tienen
enredadas sus colas y aletas pectorales en mallas de pesca, que terminan muriendo por
agotamiento o varadas en la playa (Félix & Haase, 2005). Otros problemas menos evidentes, a
largo plazo para las ballenas, incluyen: la contaminacion del mar con residuos industriales y
pesticidas, barcos y botes artesanales que interfieren con actividades sociales de las ballenas
jorobadas como el apareamiento y comunicacion, entre otros (Félix, 2003). En las ultimas
décadas se han realizado diferentes estudios para poder entender aspectos de su biologia e

historia natural, de tal manera que se puedan implementar iniciativas para su conservacion
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(Florez-Gonzélez et al., 2007). Por medio de estudios genéticos usando la regién control del
ADN mitocondrial se ha logrado comprender de mejor manera aspectos como la estructura
poblacional, movimientos migratorios y el posible intercambio de individuos entre
poblaciones (Olavarria, 2008). En el Ecuador la poblacién de ballenas jorobadas que llega a
sus costas en la temporada de apareamiento no esta del todo determinada, y aln se desconocen
diferentes aspectos como: sus rutas migratorias, numero poblacional, conexion con otras sub-
unidades del Pacifico Sur, limites de desplazamiento, entre otros (Constanza, 2003). Se ha
propuesto que la costa del Pacifico Sudeste es una via probable para el flujo de genes entre los
océanos, ya que se han encontrado haplotipos unicos del Pacifico Norte en la poblacion de
ballenas jorobadas de Colombia, perteneciente al stock G (Baker et al., 1990, 1993; Olavarria,
2008). Por otro lado, en un estudio realizado por Stevick et al. (2011), se encontré que una
ballena hembra con su cria realiz6 un viaje interoceanico desde Puerto Cayo en Ecuador (stock
G) hasta Abrolhos Bank en Brazil (stock A), por lo que es posible que exista flujo génico entre
estas dos areas reproductivas. En este estudio (temporada 2012), que constituye la segunda
fase de una investigacion iniciada en el 2010, que evalUa la diversidad genética y conectividad
de las ballenas jorobadas en el area de reproduccion de Esmeraldas, se busca complementar la
informacion existente sobre la composicion de haplotipos y la variabilidad genética de la
poblacion de ballenas jorobadas que visitan las costas ecuatorianas, y al mismo tiempo
comprender sus rutas migratorias, fidelidad y posible heterogeneidad en la distribucion de

ballenas jorobadas del Pacifico Sudeste.
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4 AREA DE ESTUDIO

Las ballenas jorobadas visitan las aguas costeras de Esmeraldas durante los meses de Junio
hasta Septiembre y parte de Octubre (Constanza, 2003). La recoleccion de muestras en este
estudio se realizd desde los meses de Junio hasta Agosto del 2012, en la region costera del
canton Atacames en la provincia de Esmeraldas, en un area conocida como “Bajos de
Atacames” (Figura 1). Esta area se extiende desde la desembocadura del rio Esmeraldas (N
0°59°54,1” — W 79°38°37,7”’), hasta la desembocadura del rio Muisne (N 0°37°3,9’- W
80°02°01,9°"), donde la temperatura promedio del agua de mar es de 26° C (INOCAR, 2012;
Fernandez, 2009). Los analisis moleculares fueron llevados a cabo en el Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.

5 MATERIALES

5.1 Recoleccion de muestras de piel de ballenas jorobadas.
e Rifle modificado de calibre 0.22 (Paxarm)
e Dardos de biopsia (Paxarm)
e Tubos eppendorf para recoleccién de muestras

e Etanol, 70%

5.2 Analisis moleculares
5.2.1 Extraccion de ADN de ballenas jorobadas

e Muestras de tejido epitelial (ballena jorobada)
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Nitrogeno liquido (N2)

Buffer de extraccion CTAB 2X

2, B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Cloroformo- Alcohol isoamilico (24:1)

Isopropanol (- 20°C)

Etanol 70%

Buffer TE (Tris base 10mM (Invitrogen), EDTA 1mM (Invitrogen), pH 8.0).
Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).

5.2.2 Cuantificacion de ADN

NANODROP 1000 (ThermoScientific)
Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)

5.2.3 Electroforesis en geles de agarosa

SeaKem LE Agarose

TBE 1X (Tris base -Acido Borico- EDTA)
SYBR Safe ADN gel stain (Invitrogen)
UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)
Ladder ADN 100 bp (Invitrogen)

MGU-502T Electrophoretic Gel System (Scientific Co)



Fuente de Poder EPS -300 Il ( C.B.S Scientific)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

5.2.4 Determinacion de sexo de ballenas jorobadas

Tris 20 mM pH 8.4 (Invitrogen)

KCI 50 mM

MgCl, 2 mM (Invitrogen)

dNTPs 200 uM (Invitrogen)

0.5 mg/ml BSA (Invitrogen)

0.5 uM de cada primer (SFY1204 / SFY0097)

Tag DNA polimerasa 0.4 U (Invitrogen)

Taqg 1 endonucleasa de restriccion 10 U (Invitrogen)

T Personal Thermocycler (Biometra)

5.2.5 Analisis de ADN mitocondrial de ballenas jorobadas

Buffer PCR 10X (Invitrogen)

MgCl; 2 mM (Invitrogen)

dNTPs 200 uM (Invitrogen)

20 pmol de cada primer (t-Pro whale DIp 1.5/ Dlp 8)
Taq DNA polimerasa 1 U (Invitrogen)

T Personal Thermocycler (Biometra)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

36
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5.3 Analisis estadisticos
e Software Mega version 5 (Tamura et al., 2011)

e Software Arlequin version 3.5. (Excoffier, Laval & Schneider, 2005).

6 METODOS
6.1 Recoleccion de muestras de piel de ballenas jorobadas

Veintidés muestras de piel de ballenas jorobadas se obtuvieron durante los meses de
Junio a Agosto del 2012 en la provincia de Esmeraldas, Ecuador, por medio del sistema de
toma de muestras de biopsias Paxarm (Krutzen et al., 2002). Todas estas muestras fueron
recolectadas y entregadas en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San
Francisco de Quito por Judith Denkinger (profesora de la USFQ). EI método de recoleccion
consistié en que cuando se observaba a una ballena objetivo, el dardo era disparado hacia la
region flanqueante de la ballena. Al hacer impacto, la punta del dardo penetraba la piel y
retenia una muestra de aproximadamente 3 cm, que posteriormente se recolectaba del agua. El
grupo encargado de la recoleccion de muestras de esta temporada (2012), intenté obtener mas
muestras de hembras que de machos. Para esto, buscaron acercarse mas al animal nuclear
(hembra) y evitar a los escoltas (machos).

La punta del dardo era eliminada con forceps y posteriormente se obtenian las muestras
de tejido adiposo y epitelial. Estas muestras fueron almacenadas en tubos de recoleccion con
etanol al 70%. Cada muestra fue etiquetada con su cddigo correspondiente, la fecha y
ubicacion del punto de recogida junto con el codigo de fotografia. Los individuos fueron

fotografiados con el fin de evitar la posibilidad de tener duplicados de un mismo individuo.
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Las muestras fueron refrigeradas en el campo y después transportadas al laboratorio.

Finalmente fueron almacenadas a -20 ° C a para su preservacion a largo plazo.

6.2 Analisis moleculares
6.2.1 Extraccion de ADN de las muestras recolectadas de ballenas jorobadas

La extraccion del ADN genomico de las muestras se realizo siguiendo el protocolo de
Kieleczawa (2006) basado en el detergente CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio). Se
trituraron 100 mg de cada muestra de tejido, con nitrégeno liquido, utilizando un mortero y
pistilo limpios. Después se afiadio 800 ul de CTAB 2X y se transfirio a un tubo eppendorf
estéril de 1.5 ml rotulado. En el tubo rotulado, se agregaron 8 ul de 2, p-mercaptoetanol y se
homogeneiz6 la muestra. Cada tubo se incubé a 62 °C durante una hora, invirtiendo los tubos
cada 10 minutos. Después de la incubacion, se afiadié 500 ul de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y se homogeneiz6 nuevamente. La mezcla se centrifugé durante 20 minutos a 13200
rpm. Posteriormente, se trasladd 500 ul del sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf estéril. A
continuacion, se afiadié un volumen equivalente de isopropanol frio y se homogeneiz6 la
muestra suavemente. Luego, se centrifugé por cinco minutos a 5000 rpm. Se eliminé el
sobrenadante y se afiadido 800 pl de etanol al 75% para lavar el pellet. Se agito el tubo hasta
que el pellet se despegara de la base del mismo y el volumen de etanol colocado fue removido
cuidadosamente con una micropipeta. Se dejo secar el pellet dentro de una camara de flujo
laminar. Finalmente, se resuspendio el pellet en 50-70 ul de buffer TE y se almacend el ADN
en una congeladora a -20°C.

Se determino la concentracion y calidad del ADN extraido usando el espectrofotometro

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y geles de agarosa al 1%. En estos geles, se visualizo el
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ADN utilizando SYBR® Safe ADN gel stain (Invitrogen) y un fotodocumentador Gel Doc XR

(Biorad).

6.2.2 Determinacion de sexo de ballenas jorobadas

Se amplificaron las regiones SFY/SFX del genoma de ballenas jorobadas por medio de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988). EI volumen de reaccion fue
de 20 pl y consistio en 20mM Tris pH 8.4, 50mM KCI, 2mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,5
mg/ml BSA, 0,5uM de cada primer (SFY1204/SFY0097), 40 ng de ADN y 0,4 unidades de
Tagq DNA polimerasa (Invitrogen) (Pallsboll et al. 1992, con modificaciones). El programa de
amplificacion se efectu6 en un termociclador Biometra T-Personal y consistid de una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto,
annealing a 60°C por 1 minuto, extension a 72°C por 4 minutos y una extension final a 72°C
por 5 minutos. Se us6 ADN humano de mujer como control positivo. Posteriormente, 5 ul del
producto de PCR de cada muestra fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% con 2
pl de SYBR Safe a 100V por 45 minutos. Una amplificacion correcta mostré una banda de
aproximadamente 1100pb (Pallsboll et al., 1992).

Una vez que se comprob6 que la reaccion de PCR fue exitosa, 10 pl del producto de
PCR fueron digeridos con 10 unidades de la enzima de restriccion Taq 1(Invitrogen) por 1
hora a 60°C. Los fragmentos de la restriccion fueron separados y visualizados en un gel de
agarosa al 3% (50 ml de TBE 1X, 1.5 g de agarosa 'y 2 ul de SYBR® Safe Invitrogen) a 80 V
por 1 hora y media. Se determind el sexo de acuerdo con los patrones de fragmentos de
restriccion. La digestion enzimatica de ADN de ballenas hembra generd fragmentos de 439 pb

mientras que la digestion del ADN de los machos produjo fragmentos de dos tamafios
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diferentes, uno de 439 pb y otro de 621 pb. El patron de fragmentos de restriccién del control
positivo (ADN humano de mujer) era similar al de las ballenas macho, es decir se generaron

fragmentos de aproximadamente 439 pb y 621 pb (Pallsboll et al. 1992).

6.2.3 Analisis de la region control de ADN mitocondrial de ballenas jorobadas

A partir del ADN extraido, se amplifico un fragmento de aproximadamente 500 pb de longitud
de la region de control del ADN mitocondrial mediante PCR (Saiki et. Al 1988). Se utilizaron
los primers: t-Pro-whale Dlpl.5 (5TCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3) vy DlIp8
(5'CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3") (Baker et al, 1998a; Olavarria et al, 2007;
Félix, Caballero y Olavarria, 2012). Para cada reaccion de PCR con volumen final de 50 pl se
usé Buffer de PCR 1X, 2 mM de MgCl,, 200 mM de dNTPs, 20 pmol de cada primer, 1U de
Taqg polimerasa (Invitrogen), y 50 ng de ADN. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador T-Personal Biometra. Los perfiles de temperatura consistieron en un periodo
inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos, 36 ciclos de 94°C durante 30 segundos,
hibridacion del primers a 55,5°C durante 1 minuto, extension de la polimerasa a 72°C durante
1 minuto con 30 segundos, y una extension final a 72 ° C durante 5 minutos (Félix, Caballero

y Olavarria, 2007 con modificaciones; Dalgo, 2013).

Con el fin de verificar la amplificacion, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 1% (50 ml de TBE 1X, 0,5 g de agarosa y 2 ul de SYBR safe) a 80 V por 1 hora. Se utilizd
10 pl del producto de PCR y 3 ul de Blue Juice 10X (Invitrogen) (Dalgo, 2013) (Figura 2).

Los productos de PCR se cuantificaron a traves del espectrofotometro NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) y se enviaron a Functional Biosciences, Inc. (Madison EE.UU.), donde
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fueron limpiados utilizando el protocolo de Exo / Sap (Affymetrix, Inc.) y secuenciados en
ambas direcciones con un secuenciador de ADN ABI 3730xl.

Las secuencias amplificadas por el primer DIP 1.5 (light strand) fueron alineadas
utilizando el sistema “ClustalW” del programa Mega 5 (Tamura et al., 2011), que utiliza los
métodos de alineacion progresiva. En estos métodos, las secuencias mas similares son las que
se alinean primero. A partir de esto, se alinean progresivamente los grupos de secuencias mas
distantes hasta que se obtiene una alineacion global (Thompson et al., 1994). Las secuencias
fueron recortadas a 469 pb (comenzando desde la posicion 6 de la secuencia referencial de la
region control de la ballena jorobada X72202) con el fin de coincidir con una regién consenso
analizada anteriormente (Olavarria et al, 2006; 2007; Félix, Caballero y Olavarria, 2012;
Dalgo, 2013). Esta region cuenta con mas del 85% de la variacién de la region de control del
ADN mitocondrial de las ballenas jorobadas (Baker & Medrano-Gonzéalez, 2002 citado por
Olavarria, 2008). Cuando se realizo la alineacidn, a todas las secuencias les faltaban datos al
comienzo, es decir, no todas comenzaban desde la posicién 6, sino que comenzaban desde
posiciones posteriores (ej: desde la posicion 15 de la alineacion). Por esta razén, se completo6
las secuencias utilizando 1la opcion “View/Edit trace Data from DNA sequences”,
proporcionada por el programa Mega 5 (Tamura et al., 2011). Con esta opcién, es posible
observar diferentes picos de colores que corresponden para cada letra de la secuencia, donde el
negro en este caso era para guanina, el rojo para timina, el azul para citosina y el verde para
adenina. De esta manera, las secciones sin letras, fueron completdndose en base al color
predominante de cada posicion correspondiente. Con las secuencias completas, éstas fueron

alineadas una vez mas como se menciono anteriormente.
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Posteriormente, se realiz6 una busqueda en el GenBank con la Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) proporcionada por la pagina web del Centro Nacional de Informacion
sobre Biotecnologia (NCBI). Se seleccion6 el algoritmo para secuencias muy similares
(megablast), con el fin de identificar los haplotipos presentes en las ballenas jorobadas de este
estudio. Luego, se construyé un arbol filogenético usando el método de Neighbor Joining
implementado en el programa Mega 5, utilizando la opcion Kimura 2-parameter model y
1000 replicaciones bootstrap. La secuencia de la ballena “rorcual comtn” (fin whale) (numero
de accesion X61145; Arnason et al, 1991) se incluy6 en el arbol para la comparacion debido a
su relacién taxondmica cercana (Rosenbaum et al., 2009; Dalgo, 2013). Los haplotipos
identificados previamente en las poblaciones del Pacifico Sur (Olavarria, 2008), asi como
secuencias de Alaska (Jackson et al., 2009), Brasil (Engel et al., 2008), y el Atlantico Sur y
Océano indico (Rosenbaum et al., 2009) fueron incluidas para la reconstruccion filogenética,

con el fin de obtener una distribucion clara de los clados existentes.

6.3 Analisis estadisticos

La diversidad genética dentro de la poblacion se calculé a nivel de haplotipos (H) y de
nucleotidos (m) en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 1992). La diversidad de
haplotipos (también conocida como la diversidad de genes) representa la probabilidad de que
dos haplotipos muestreados al azar sean diferentes, mientras que la diversidad de nucledtidos
se define como el numero promedio de diferencias de nucledtidos por sitio, en comparaciones
por pares, entre secuencias de ADN (Shane, 2005).

La diferenciacion entre areas de reproduccion se realizd usando un andlisis de varianza

molecular implementado en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 1992). Con esta opcion
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se calcularon las diferencias en las frecuencias de haplotipos (FST) y la diferenciaciéon de
nucleodtidos (®ST). La significancia de los valores obtenidos se comprobd usando 5000

permutaciones aleatorias de la matriz de datos.

7 RESULTADOS
7.1 Determinacion de sexo de ballenas jorobadas

De las 22 muestras de piel de ballenas jorobadas que se analizaron, 8 fueron hembras,
13 machos y 1 individuo no pudo ser identificado (muestra 58), debido a la poca cantidad de
ADN de esta muestra. La proporcion de sexos fue de 1,6:1 (machos: hembras) (3* = 1,136 p<
0,05) (Tabla 2, Anexol) (Figura 3 y 4). En la primera fase de este estudio de las 35 muestras
recolectadas, 4 fueron hembras y 31 machos, lo cual dio una proporcion de sexos de 8:1

(machos: hembras) (x* = 20.82, p< 0.001) (Dalgo, 2013).

7.2 Diversidad genética de ballenas jorobadas

Dieciséis haplotipos diferentes fueron identificados en las 22 muestras de
Esmeraldas, Ecuador de la temporada 2012 (Tabla 3, Anexo 1). Los nucledtidos variables
incluyeron 39 sitios polimorficos, 1 insercion/delecion, 3 transversiones y 35 transiciones. La
diversidad de haplotipos (h + sd) fue de 0.9567 £+ 0.0290, mientras que la diversidad de
nucleotidos (r £ sd) fue de 0.0214 £ 0.0113 (Tabla 4). Durante la primera fase de este estudio
(Dalgo, 2013), en las temporadas 2010 y 2011 se identificaron 16 haplotipos diferentes en 35
muestras. La diversidad total en esa fase fue de 1.0000 + 0.0068 a nivel de haplotipos (h £ sd)

y de 0.0209 = 0.0109 a nivel de nucleotidos (m + sd). Las diversidades encontradas para la
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poblacién de ballenas jorobadas en Esmeraldas durante las dos fases de estudio, fueron
similares a otras previamente reportadas en el Hemisferio Sur y altas en comparacion a las
poblaciones dentro de las areas de alimentacion y reproduccion del Stock G (Tabla 5).
Cuando se compararon las muestras de ballenas jorobadas (2012) con un total de 228
secuencias de haplotipos de otras areas de reproduccién y alimentacién dentro del Hemisferio
Sur y un area de alimentacion en el Hemisferio Norte (Alaska), 15 coincidieron con haplotipos
previamente reportados. El haplotipo identificado en la muestra 38 (Sp6) no ha sido reportado
antes en ningun area de reproduccién o alimentacion del Stock G (Olavarria, 2007,2008; Félix,
Caballero y Olavarria, 2006, 2007, 2012). De los 15 haplotipos reportados, tres de ellos fueron
identificados por primera vez en Ecuador (SP63, SP43 y SP66) (Félix, Caballero y Olavarria,

2006, 2007, 2012).

7.3 Comparacion de la poblacion de Esmeraldas (2012) con otras areas del Pacifico
Sudeste.

La frecuencia de haplotipos de la poblacion de Esmeraldas fue comparada con la de
otras zonas en el Pacifico Sudeste, tanto en areas de reproduccion (Colombia, Santa Elena)
como en areas de alimentacién (Estrecho de Magallanes y la Peninsula Antartica) (Olavarria et
al., 2006, 2007). El haplotipo mas comudn entre las ballenas jorobadas de la costa de
Esmeraldas (2012) fue el SP90 (18,2%), el mismo que ha sido reportado como el haplotipo
mas comun en el Pacifico Sudeste (Félix et al, 2006, 2007, 2012; Olavarria, 2008) y también
fue reportado como el mas comun en la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013). El segundo
haplotipo mas comun fue el SP32 (13,6%), el cual ha sido reportado igualmente como el

segundo mas comun en Salinas, Colombia y la Peninsula Antartica (Félix et al, 2006, 2007,
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2012; Olavarria, 2008). Este haplotipo fue reportado como el tercer mas comun entre las
muestras de la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013). El siguiente mas comun fue el SP63
(9,1%) reportado anteriormente en Colombia y la Peninsula Antartica, pero por primera vez en
el Ecuador (Félix et al,, 2006, 2007, 2012). Los otros dos haplotipos reportados por primera
vez en el Ecuador fueron el SP43 y SP66, correspondientes a individuos unicos de las
muestras recolectadas (Anexo 1). El haplotipo SP43 ha sido reportado anteriormente en la
Peninsula Antartica, Colombia, Tonga e Islas Cook (Olavarria et al., 2007, 2008). El haplotipo
SP66 ha sido reportado anteriormente en Colombia y la Peninsula Antartica (Olavarria et al,
2007, 2008). Un descubrimiento interesante fue la presencia del haplotipo SP6 en las muestras
ecuatorianas para la temporada 2012, que ha sido reportado anteriormente en la Polinesia
Francesa, pero no en las ballenas del Pacifico Sudeste (Olavarria, 2008; Félix et al, 2006,
2007, 2012).

En general, las ballenas jorobadas de la zona costera de Esmeraldas para la temporada
2012 compartieron 12 haplotipos de 29 reportados en Salinas, Ecuador (41%) (Félix,
Caballero y Olavarria, 2012), 14 de los 27 haplotipos reportados en Colombia (52%), 13 de 34
en la Peninsula Antartica (38%), 2 de los 4 haplotipos reportados para el Estrecho de
Magallanes (50%) (Olavarria, 2008) y 9 de los haplotipos reportados para la primera fase de
este estudio (56%) (Dalgo, 2013) (Tabla 6).

Al comparar los haplotipos de Esmeraldas en la temporada 2012 con los de otras areas
del stock G, el AMOVA reveld una variacion entre las poblaciones del 6,93% y dentro de las
mismas de 93,07%. Durante la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013), se encontré una
variacion de 5.49% entre las subpoblaciones del stock G y un 94.51% de variacion dentro de

las mismas. No se encontraron diferencias significativas entre la poblacion de Esmeraldas
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(2012), y la poblacion de Santa Elena, Colombia y la Peninsula Antartica, sin embargo, como
se ha informado anteriormente, se encontré una diferencia significativa entre las ballenas
jorobadas de Ecuador y el Estrecho de Magallanes, tanto en la frecuencias de haplotipos asi
como la composicion de nucleétidos (FST= 0.2612, ®ST= 0.2612, p <0,00001) (Félix,

Caballero y Olavarria, 2007, 2012; Dalgo, 2013) (Tabla 7).

7.4 Conectividad con otras poblaciones de ballenas jorobadas del Hemisferio Norte y
Sur.

Se encontrd un alto nivel de identidad al comparar las secuencias de Esmeraldas (2012)
con haplotipos reportados para las poblaciones del Atlantico Sudeste y el Océano Indico
(Rosenbaum et al., 2009), Australia Oeste, Nueva Caledonia, Tonga, Polinesia Francesa y las
Islas Cook (Olavarria, 2008). Esto puede significar un potencial flujo génico entre las
poblaciones del Hemisferio Sur. Durante la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013) se
encontrd igualmente un alto nivel de identidad con poblaciones de ballenas jorobadas del
Atlantico Sudeste y el Océano indico (Rosenbaum et al., 2009), y por otro lado con las
poblaciones de ballenas de Brasil y Alaska (Engel et al., 2008; Jackson et al., 2009),
sugiriendo un potencial intercambio de individuos entre poblaciones de ballenas jorobadas
tanto en el Hemisferio Norte como con el Hemisferio Sur.

Al realizar el AMOVA, se encontraron diferencias significativas tanto en la frecuencia
de haplotipos asi como la composicion de nucledtidos entre la poblacion de ballenas jorobadas
de Esmeraldas (2012) y las poblaciones de las 6 diferentes zonas de reproduccion (Stock A, B,
C, D, E y F) dentro del Hemisferio Sur y el area de alimentacion en el Pacifico Norte (Alaska).
Las diferencias mas altas se reflejaron con las poblaciones de ballenas jorobadas en Alaska

(FST= 0.7586, ®ST= 0.7586, p <0,00001) y Brasil (FST= 0.0796; ®ST= 0.0796, p= 0,0004),
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datos que coinciden con los reportados en la primera fase de este estudio (Tabla 8) (Dalgo,

2013).

7.5 Reconstruccion filogenética

La reconstruccion del arbol filogenético por medio del método Neighbor Joining
(Figura 5), agrupd los 16 haplotipos en 3 clados: CD, 1J y SH aunque con un bajo apoyo de
bootstrap (<50%). Como se ha reportado anteriormente en estudios realizados en el Pacifico
Sur (Olavarria et al., 2006, 2007, 2008) asi como en la primera fase de este estudio (Dalgo,
2013), el clado CD fue el mas comun (64%) seguido del clado 1J (32%) y finalmente el clado
SH (4%) (Tabla 4). Una de las muestras correspondié al clado SH, el cual ha sido reportado
anteriormente en todas las poblaciones del Pacifico Sur (Stock E y F) y en Brasil (Stock A),
pero nunca antes en las ballenas jorobadas del Pacifico Sudeste (Stock G) (Olavarria et al.,
2007, 2008; Engel et al., 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2006, 2007, 2012; Dalgo, 2013).
El cuarto clado AE, predominante en ballenas jorobadas del Pacifico Norte (Baker et al.,
1998a), y encontrado en menor proporcion en ballenas jorobadas de Colombia, Peninsula
Antértica, Brasil y Ecuador (Olavarria et al., 2007, 2008; Engel et al., 2008; Félix, Caballero
y Olavarria, 2006, 2007, 2012), no se encontrd entre las ballenas jorobadas de la temporada
2012, pero si fue encontrado anteriormente entre las muestras de la primera fase de este

estudio (Dalgo, 2013).
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7.6 Comparacion interanual global y por sexos de las ballenas jorobadas en Esmeraldas
para los afios 2010, 2011 y 2012.

Se realiz6 un test de AMOVA para comparar la frecuencia de haplotipos y la
composicion de nucledtidos entre los diferentes afios de estudio, donde se encontré que no
hubieron diferencias significativas entre las ballenas jorobadas del 2011 y 2012
(FST= 0.01943, ®ST= 0.01943, p= 0,19425), y las del 2010 y 2012 (FST= 0.00320, ®ST
=0.00320, p= 0,33948) (Tabla 9). En la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013), se
encontraron diferencias significativas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como la
composicion de nucledtidos al comparar las ballenas jorobadas del 2010 y 2011
(FST=0.08778, p<0.05; ®ST =0.08778, p<0.00001).

De los 16 haplotipos encontrados para el 2012 y los 7 del 2011, se compartieron 5
diferentes haplotipos entre los dos afios (SP98, SP32, SP90, SP1 y SP14). Por otro lado, de los
12 haplotipos encontrados en la poblacion del 2010, 6 se compartieron con la poblacién de
ballenas jorobadas del 2012 (SP90, SP68, SP32, SP62, SP52 y SP50). En cuanto a las ballenas
jorobadas del 2010 y 2011, de los 12 y 7 haplotipos encontrados respectivamente para cada
afio, sélo 3 haplotipos (SP25, SP32 y SP90) estuvieron presentes en ambos afios (Dalgo,
2013).

Una comparacion de la composicién de haplotipos por sexo y afios se realizO para
comprender si existe una posible diferencia en los patrones migratorios entre machos y
hembras. Para las hembras se encontraron 2 haplotipos diferentes en 2010, 2 en el 2011 y 7
para el 2012, mientras que en los machos se encontraron 10 haplotipos diferentes para el
2010, 6 parael 2011y 10 en el 2012 (Tabla 10) (Dalgo, 2013).

La mayoria de los haplotipos encontrados en las hembras estaban presentes entre los

haplotipos de los machos (SP1, SP14, SP25, SP32, SP50, SP90 SP98). Sin embargo, se
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encontré que algunos haplotipos estuvieron mas representados en machos que en hembras. Por
ejemplo, el haplotipo SP90 y SP32 estuvieron un 88,9 y 50% mas presentes en machos que en
hembras. Al realizar el AMOVA no se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias de haplotipos y composicion de nucledtidos entre la poblacion de hembras y
machos (FST =-0.0062, ®ST =-0.0062, p = 0.4943).

Al comparar los haplotipos entre hembras para los diferentes afios de estudio, se
encontraron algunas diferencias. Ninguno de los haplotipos de las hembras del 2010 estuvo
presente en los haplotipos de las hembras del 2011, lo cual se repitié en la comparacién de las
hembras del 2011 y 2012. En cuanto a las hembras del 2010 y 2012, se encontr6 que se
compartia un haplotipo en comun (SP68) (Tabla 10). A pesar de que en general no se
compartieron haplotipos entre las hembras de los diferentes afios, al realizar el AMOVA, no se
encontraron diferencias significativas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como en la
composicion de nucle6tidos. Por otro lado, al comparar los haplotipos entre los machos, se
encontrd que entre la poblacion de machos del 2010 y 2011 se compartieron 2 haplotipos
(SP32 y SP90), mientras que entre los machos del 2010 y 2012 se compartieron 3 haplotipos
(SP52, SP62 y SP90), y finalmente para la poblacion de machos del 2011 y 2012 se
compartieron 2 haplotipos (SP1 y SP90). Al realizar el AMOVA, se encontré que no hubieron
diferencias significativas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como la composicién de
nucledtidos entre los machos del 2010 y 2012 (FST= 0.0093, ®ST= 0.0093, p= 0.3052) al
igual que en los del 2011 con los del 2012 (FST= 0.0432, ®ST= 0.0432, p= 0.1276), pero si al
comparar los machos del 2010 con los del 2011(FST= 0.0969, ®ST= 0.0969, p= 0.0230)

(Tablas 11y 12).



50

8 DISCUSION
8.1 Diversidad genética de ballenas jorobadas para la poblacion de Esmeraldas 2012

La diversidad genética tanto a nivel de haplotipos como de nucledtidos encontrada en
las poblaciones de ballenas jorobadas del Hemisferio Sur (Stock A, B, C, D, E, F, G), ha
demostrado ser mas alta a la encontrada en las poblaciones de ballenas jorobadas del
Hemisferio Norte (Baker et al., 1998a; Baker & Medrano-Gonzales, 2002 citado en Olavarria,
2008) (Tabla 5). A pesar de esto, la diversidad genética de ballenas jorobadas encontrada en
diferentes regiones del Pacifico Sudeste, es la mas baja del Hemisferio Sur, llegando a ser casi
igual a la encontrada en las poblaciones del Atlantico y Pacifico Norte (Félix et al., 2006;
Olavarria et al., 2006, 2007, 2008).

En este estudio, la diversidad total de haplotipos (h % sd) en el area de reproduccion de
Esmeraldas para la temporada 2012 fue de 0.9567 + 0.0290, mientras que la diversidad de
nucledtidos (x £ sd) fue de 0.0214 + 0.0113. Estos valores de diversidad genética fueron mas
altos a los encontrados en poblaciones del Hemisferio Norte como era de esperarse, y al
mismo tiempo fueron maés altos a los valores encontrados para las poblaciones en el Pacifico
Sudeste en la Isla Gorgona en Colombia, Santa Elena en Ecuador, la Peninsula Antartica y el
Estrecho de Magallanes (Olavarria, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012). Por otro
lado, la diversidad total encontrada en la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013) fue de
1.0000 + 0.0068 a nivel de haplotipos (h = sd) y de 0.0209 £ 0.0109 a nivel de nucle6tidos (x
+ sd), superando a la diversidad genetica encontrada durante la segunda fase de este estudio y
al mismo tiempo a los valores de diversidad total de las diferentes areas de alimentacion y

reproduccion del Pacifico Sudeste (Olavarria, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012).
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Todo esto indica que la poblacion de ballenas jorobadas que visita las costas de
Esmeraldas puede tener una diversidad genética mas alta que la de otras areas dentro del stock
G. Esta diversidad més alta se vio reflejada en el hecho de haber encontradol16 haplotipos
diferentes en tan solo 22 muestras (relacion 0,73:1 haplotipos: muestras). Para ilustrar esto, se
presentan otros estudios realizados en diferentes zonas de reproduccién y de alimentacién del
Pacifico Sudeste en los cuales se obtiene una diversidad genética mas baja. En el estudio
realizado por Félix, Caballero y Olavarria (2012) en la Peninsula de Santa Elena (Ecuador), se
encontraron tan solo 29 haplotipos de un total de 103 muestras (relacion 0,28: 1 haplotipos:
muestras). En otros estudios como el de Engel et al. (2008) en el Area | de la Peninsula
Antartica, se encontraron 17 haplotipos de un total de 46 muestras (0,37: 1 haplotipos:
muestras), en el de Olavarria et al. (2007) realizado en el Estrecho de Magallanes se
encontraron 4 haplotipos de un total de 52 muestras (0,08:1 haplotipos: muestras). Como se
puede observar, la relacion entre haplotipos y muestras de este estudio es mayor a la relacion
encontrada en otros estudios. Sin embargo, este resultado hay que verificarlo aumentando el
namero de muestras de ballenas jorobadas en las costas de Esmeraldas para poder saber si en

realidad la diversidad genética en esta area es mayor a la de otras areas del Pacifico Sudeste.

Una de las posibles razones para encontrar una diversidad genética més alta, es que
exista intercambio de individuos con otras zonas de reproduccion dentro del Hemisferio Sur.
De los 16 haplotipos encontrados entre las ballenas jorobadas de la temporada 2012, 15
coincidieron con otros reportados en diferentes zonas alimentacion y reproduccion dentro del
Pacifico Sudeste (Olavarria et al., 2007, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012;
Dalgo, 2013). El haplotipo nuevo encontrado en las ballenas jorobadas de Esmeraldas y no

presente en el stock G, fue el SP6 que solo ha sido reportado anteriormente en poblaciones de
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la Polinesia Francesa (Stock F) (Olavarria et al., 2007, 2008). Esto puede sugerir que existe un
posible flujo génico (dispersion de las hembras) entre las ballenas jorobadas del Pacifico Sur.
Los otros 3 haplotipos (SP63, SP43 y SP66) encontrados por primera vez en el Ecuador, ya se
los ha reportado anteriormente en la Isla Gorgona de Colombia y en la parte este de la
Peninsula Antartica que es la principal zona de alimentacion para las ballenas jorobadas de
esta area (Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012). El haber encontrado estos haplotipos
confirma lo reportado en otros estudios, cuyos resultados sugieren que el area de reproduccion
de las ballenas jorobadas que se alimentan en la Peninsula Antartica se extiende a lo largo de
las costas de Colombia y Ecuador (Fl6rez-Gonzalez et al, 1998; Félix et al., 2009; Acevedo et

al, 2007; Félix, Caballero y Olavarria 2007).

8.2 Analisis de diferenciacion de la poblacion de ballenas jorobadas de Esmeraldas
(2012) con otras areas del Pacifico Sudeste.

Al comparar la frecuencia de haplotipos de la poblacion Esmeraldas con la de otras
zonas en el Pacifico Sudeste, tanto en areas de reproduccion (Colombia, Santa Elena) como en
areas de alimentacion (Estrecho de Magallanes y la Peninsula Antértica), el AMOVA revel6
que el 6,93% de la variacion genética total se distribuyé entre las subpoblaciones del stock G,
mientras que el 93,07% de la variacion estuvo dentro de las mismas. La alta proporcién de
varianza dentro de la poblacion y la baja variacion entre los sitios de comparacion indican que
estas poblaciones de ballenas presentan una alta similitud genética (Excoffier et al., 1992).
En otras palabras, que se trata de una poblacion panmitica (Florez-Gonzélez et al., 1998;
Olavarria et al 2007, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007, 2012). Durante la primera fase

de este estudio (Dalgo, 2013), se encontré una variacion de 5.49% entre las subpoblaciones
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del stock G y un 94.51% de variacion dentro de las mismas, resultados similares a los
encontrados en esta segunda parte del estudio (2012), por lo que se refuerza la idea de que la
poblacién de ballenas jorobadas en el area de reproduccién de Esmeraldas representa una
poblacién panmitica con el resto de poblaciones del stock G. Ademas, los valores de FST y
®ST entre la poblacion de Esmeraldas y las poblaciones de Santa Elena, Colombia y la
Peninsula Antartica fueron menores a 0,01, lo que significa que existe poca diferenciacion
genética (Excoffier et al., 1992), probablemente como consecuencia del intercambio de
individuos que transitan por estas areas. Sin embargo, como se ha reportado anteriormente, se
encontré una diferencia significativa (FST= 0.2612, ®ST= 0.2612, p<0. 00001) entre las
ballenas jorobadas de Ecuador (2012) y las del Estrecho de Magallanes (Olavarria et al., 2007,

2008)

Esta diferencia encontrada entre las ballenas de Ecuador y las del Estrecho de
Magallanes apoya lo reportado por Olavarria et al. (2006, 2008), Félix, Caballero & Olavarria
(2007, 2012), Acevedo et al. (2007), Dalgo (2013), que existe heterogeneidad en el patrén
migratorio del stock G hacia sus areas de alimentacion. Las ballenas jorobadas del Estrecho de
Magallanes muestran un mayor intercambio con las regiones de Panama y Costa Rica que con
el Ecuador y Colombia. Se ha propuesto que las ballenas jorobadas que se encuentran en la
zona de alimentacién mas hacia el sur cerca de la Peninsula Antartica, viajan principalmente a
las areas de reproduccion en Colombia y Ecuador, mientras que las ballenas que se encuentran
en las areas de reproduccion mas septentrionales en Panama y Costa Rica viajan al area de
alimentacion en el Estrecho de Magallanes (Acevedo, Aguayo-Lobo & Pastene, 2006;
Acevedo et al., 2007; Félix et al., 2009). Por lo que es posible, que las ballenas vistas entre el

Estrecho de Magallanes y el Ecuador, representen animales en transito hacia o desde destinos
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mas septentrionales situadas fuera de Panaméa y/o Costa Rica (Fl6rez-Gonzalez et al., 1998;
Felix et al., 2009). Por otro lado, se ha encontrado por medio de estudios genéticos con ADN
mitocondrial, que las ballenas del Estrecho de Magallanes conforman una agrupacion
genéticamente diferente de la zona de alimentacion Antartica (Olavarria, 2008; Florez-

Gonzalez et al., 2007; Olavarria et al., 2007).

8.3 Relacion genética con poblaciones de ballenas jorobadas en otras areas de
alimentacion y reproduccién en el Hemisferio Norte y Sur

El alto nivel de identidad entre los haplotipos encontrados en la poblacion de ballenas
jorobadas de Esmeraldas (2012) y los reportados para las poblaciones del Atlantico Sudeste y
el Océano indico (Rosenbaum et al., 2009), Australia Oeste, Nueva Caledonia, Tonga y
Polinesia Francesa (Olavarria, 2008), puede indicar un potencial flujo génico, mediado por
migraciones de individuos que se mueven a traveés de mayores rangos dentro de las diferentes
zonas de reproduccion en el Hemisferio Sur (Pomilla y Rosenbaum., 2005; Valsecchi et al.,
2010; Stevick et al., 2010, 2011). En la primera fase de este estudio (Dalgo, 2013) se encontrd
igualmente un alto nivel de identidad con poblaciones de ballenas jorobadas del Atlantico
Sudeste, Océano Indico, Brasil y Alaska, sugiriendo de igual manera un potencial intercambio
de individuos con estas zonas de alimentacién y reproduccion. Se han observado movimientos
individuales de ballenas por ejemplo entre Brasil (Stock A) y Madagascar (Stock C) (Stevick
et al., 2010), Tonga (Stock E) y las Islas Cook (Stock F) y entre Australia Oeste (Stock D) con

Nueva Caledonia y Tonga (Stock E) (Garrigue et al., 2002 citado en Olavarria, 2008).

A pesar de haber encontrado un alto nivel de identidad de haplotipos entre las ballenas

jorobadas de Esmeradas (2012) y las diferentes zonas antes mencionadas, se encontraron
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diferencias significativas tanto en la frecuencia de haplotipos (FST) asi como la composicion
de nucleotidos (®ST). Esto puede deberse a que en un pasado existié flujo génico, y por esto
se comparten los mismos haplotipos (alta identidad), pero en la actualidad las frecuencias de
estos haplotipos no son las mismas entre las diferentes areas de reproduccion, por lo que se
trata de poblaciones discretas (Olavarria et al., 2007, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2007,
2012). En un estudio realizado por Rosenbuam et al. (2009), se encontré que no existian
diferencias significativas entre las poblaciones de ballenas jorobadas del Golfo de Guinea en
el Atlantico Sudeste (stock B) y la Costa este de Africa en el Suroeste del Océano indico
(stock C), ya que habia un cierto grado de intercambio contemporaneo entre estas dos sub-

poblaciones adyacentes, lo contrario a lo encontrado en este estudio.

En diferentes estudios realizados por Olavarria et al. (2003, 2007, 2008) se ha
encontrado que existe poco flujo génico entre las diferentes poblaciones del Pacifico Sur
(Stock E, F y G). Esto se debe a que la dispersion de hembras a través del Pacifico Sur es
limitada, a pesar de la ausencia de barreras geogréficas, como consecuencia de la fuerte
fidelidad materna a los distintos destinos migratorios (Baker et al. 1990; Olavarria, 2008;
Baker, Perry & Herman, 1987; Rosenbaum et al., 2009). En el estudio realizado por Olavarria
et al. (2007), se encontré que en términos de flujo génico materno, el mayor aislamiento en el
Pacifico Sur se da entre Colombia (stock G) y Oceania (Stock E y F). Por otro lado, en el
estudio realizado por Félix, Caballero y Olavarria (2007), se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de haplotipos y composicion de nucledtidos entre la poblacion
de ballenas jorobadas en Santa Elena (stock G) con respecto a las poblaciones de ballenas
jorobadas del Pacifico Sur (Stock E y F) y el sureste del océano indico (Stock D). Se sugiere

que estas diferencias se deben a la influencia del flujo de genes transecuatorial que ocurre al
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parecer a lo largo de la costa del Pacifico de América Central con poblaciones del Pacifico
Norte (Palacios-Alfaro et al., 2012; Olavarria, 2008; Baker et al., 1993, 1998a; Florez-
Gonzalez et al.,1998). Ademas, se ha encontrado que al realizar reconstrucciones filogenéticas
las Unicas zonas de reproduccion en las que estd presente el clado AE, caracteristico de la
poblacién de ballenas jorobadas del Pacifico Norte, son Colombia, Santa Elena (Ecuador) y
Brasil (Baker et al., 1993, 1998a; Félix, Caballero y Olavarria, 2007; Dalgo, 2013). En este
estudio no se encontrd ninguna muestra perteneciente a este clado. Es posible que por esta
razon, los valores de FST y ®ST fueron los mas altos en relacién con la poblacion de ballenas
jorobadas en Alaska, que es una de las areas de alimentacion en el Pacifico Norte. La poca
cantidad de muestras pudo haber sido un factor importante para no encontrar haplotipos
pertenecientes al clado AE en las muestras recolectadas en la temporada 2012. En la primera
fase de esta investigacion (Dalgo, 2013), si se encontraron dos haplotipos compartidos
pertenecientes al clado AE (SP8 y Mno03Ma02).

Otra de las poblaciones de ballenas jorobadas con la que se encontré diferencias
significativas a nivel de haplotipos (FST) y de nucle6tidos (®ST) fue la de Brasil, y esto puede
deberse principalmente a la aparente falta de intercambio de individuos entre las poblaciones
del Pacifico Sudeste y el Atlantico Sudoeste, basado en la comparacién de ballenas foto-
identificadas (Garrigue et al., 2002 citado en Olavarria, 2008; Stevick et al. 2004). A pesar de
esto, en un estudio realizado por Stevick et al. (2011), se encontré que una ballena hembra
realizd un viaje interoceanico desde Puerto Cayo en Ecuador, hasta Abrolhos Bank en Brasil.
En otro estudio realizado por Engel et al. (2008), se encontrd que la poblacion de ballenas
jorobadas que visitan las costas de Brasil contenia haplotipos del clado AE que solo se habian

encontrado anteriormente en las poblaciones de Colombia y Santa Elena. De igual manera, se
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ha reportado que el clado SH esta presente en la poblacion de Brasil, asi como en todas las
areas de reproduccion de Pacifico Sur (E y F), excepto en Colombia, Santa Elena y
Esmeraldas (Stock G) (Olavarria et al., 2007, 2008; Engel et al., 2008; Félix, Caballero y
Olavarria, 2006, 2007, 2012; Dalgo, 2013). En este estudio se encontré un haplotipo
perteneciente a este clado. Por todas las razones antes descritas, es posible que exista un

intercambio de individuos entre estas dos areas reproductivas.

8.4 Fidelidad de sitio por afios y sexo de las ballenas jorobadas en la costa de Esmeraldas
para las temporadas 2010, 2011 y 2012.

Como se ha reportado anteriormente para otras areas de reproduccion de las ballenas
jorobadas, la proporcion de sexos en este estudio fue sesgada hacia los machos. Sin embrago,
esta proporcion fue menor a la encontrada en la primera fase de esta investigacion y de otros
estudios realizados en diferentes areas de reproduccion tanto en el Hemisferio Norte como en
el Sur (Brown et al., 1995; Olavarria et al., 2007; Valsecchi et al., 2010; Félix, Caballero &
Olavarria, 2012; Dalgo, 2013) (Tabla 2). Esto puede deberse a que en el método utilizado para
el muestreo, se intentd obtener méas muestras de hembras que de machos (ver seccion 6.1).
Ademas, debido a la conformacién y estructura del sistema de apareamiento de las ballenas
jorobadas (ver seccion 1.2.1) es mas facil obtener muestras de machos que de hembras.

Se ha encontrado que existen diferentes patrones temporales y espaciales de la
migracion entre hembras y machos (Valsecchi et al., 2010). En un estudio realizado por
Brown et al. (1995), se encontro que alrededor de 50% de las hembras de la Zona Antértica V
no migraban a sus zonas de reproduccion cada afo. Por lo que se sugiere que ciertas hembras

permanecen en las zonas de alimentacion durante todo el invierno. Se han observado ballenas
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jorobadas en zonas de alimentacion durante el invierno en el Golfo de Maine (Clapham, 1996)
y en el norte de la Patagonia (Hucke-Gaete et al., 2013). Puede ser ventajoso para algunas
hembras no realizar este largo viaje a las zonas de reproduccion, debido a los costos
energéticos de la gestacion y la lactancia afiadido a la migracion. De esta manera, algunas
hembras optan por no realizar la migracion en afios alternos para recuperarse de los costes
energéticos de la reproduccion. Ademas, las hembras inmaduras pueden maximizar su
crecimiento, permaneciendo en las areas de alimentacion de la Antartida durante todo el afio
(Brown et al., 1995). Por el contrario, se ha observado que los machos exhiben una mayor
dispersion en cuanto a sus areas de reproduccion, ya que tratan de maximizar sus
oportunidades de apareamiento. Por esta razén, es mas comdn encontrar a machos en
diferentes zonas de reproduccién lejanas a sus originarias (Craig et al., 2003; Stevick et al.,
2003; Pomilla & Rosenbaum., 2005; Acevedo, Aguayo-Lobo & Pastene, 2006; Stevick et al.,
2011; Craig & Herman, 1997; Valsecchi et al., 2010). Por ejemplo, en un estudio realizado por
Craig & Herman en el 2000, se encontr6 que los machos tendian a moverse méas entre las
diferentes islas de Hawaii mientras que las hembras preferian quedarse en una misma isla

durante todo el periodo de reproduccién.

Se ha reportado la predominancia de los machos entre las ballenas que migran. Por
ejemplo, Brown et al. (1995) encontrd una proporcion de sexos 2,6:1 (machos: hembras) en la
migracion hacia la zona de reproduccion del este de Australia. De esta manera, si algunas
hembras se quedan en las areas de alimentacion, esto puede explicar por qué mas machos son
muestreados en las zonas de reproduccion en los primeros meses del periodo de reproduccion

(Brown et al., 1995; Valsecchi et al., 2010).
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En diferentes estudios realizados en el Ecuador, se ha encontrado que algunas ballenas
jorobadas no se quedan durante todo el periodo de reproduccién en la misma area. En una
investigacion realizada por Scheidat et al. (2000), en el parque Nacional Machalilla, se
encontrd que varias ballenas pasan solo hasta 5 dias en la misma zona y que solo alrededor del
10% se quedan mas de 2 semanas. Por lo que se sugiridé que varios individuos sélo estan en
transito en esta region. En otro estudio realizado por Félix & Haase (2001), igualmente en el
parque Nacional Machalilla, se encontré que a pesar de tener pocos avistamientos
interanuales, los mismos mostraban sincronia, por lo que se sugirié que habia un uso ciclico
mas no residente por parte de algunas ballenas jorobadas que visitan las costas ecuatorianas.
En el estudio realizado por Gladek et al. (2013), en las areas de reproduccion de Esmeraldas y
el parque Nacional Machalilla desde la temporada de 1996 hasta el 2012, se encontré que
68,16% de las ballenas jorobadas que visitan esta area han sido vistas una sola vez, mientras
que el 31,84% han sido vistas mas de una vez, sugiriendo que la mayor cantidad de ballenas
sOlo estan de transito por esta area de reproduccion.

Al realizar los andlisis de varianza molecular con las muestras de los machos en los
diferentes afios de estudio, se encontré que los machos del 2010 y 2012 al igual que los del
2011 y 2012 no reflejaron diferencias significativas en la frecuencia de haplotipos y
composicion de nucledtidos, a diferencia de los machos del 2010 y 2011. Las diferencias
encontradas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como la composicién de nucleétidos para
los afios de estudio del 2010 y 2011, pueden deberse principalmente a que las muestras del
2010 fueron recolectadas en Agosto, cuando ya los machos no estan en transito y se quedan
como grupos residentes (Félix & Haase, 2001 citado en Dalgo, 2013). Mientras que las

muestras del 2011 fueron tomadas en Julio, por lo que es posible que la mayoria de machos se
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encontraban aln en transito hacia las areas de reproduccién en el norte como Colombia,
Panama y Costa Rica (Palacios-Alfaro et al., 2012). En el estudio de Félix et al. (2009), se
encontré que 4 individuos registrados en Ecuador en 4 afos diferentes (1996, 2002, 2005 y
2008) fueron avistados en Costa Rica-Panama en el 2007. Estos animales formaban parte de
grupos competitivos o escoltaban a hembras con sus crias, por lo que se propuso que se trataba
de machos. En este estudio se sugiere, que a pesar de que los registros se dieron en diferentes
afios, no se descarta que algunas ballenas podrian frecuentar estos sitios durante la misma
temporada y en una base interanual. Ademas se recalca la posibilidad que las ballenas que
pasan por Ecuador hacia Costa Rica y Panama estan en transito. Esto coincide con lo discutido
anteriormente en la seccién 8.2, donde se sugiere la posibilidad de una heterogeneidad en la
distribucion de las ballenas jorobadas pertenecientes al Stock G (Stevick et al., 2007; Félix,

Caballero & Olavarria, 2012).

En los andlisis realizados con las muestras de hembras, se encontré que sélo se
compartié un haplotipo entre las hembras del 2010 y 2012, y ningln haplotipo entre las
hembras del 2011 y 2012 ni tampoco entre las del 2010 y 2011. Al realizar los andlisis de
varianza molecular, no se encontraron diferencias significativas en los valores de FST y ®ST
entre los diferentes afios de estudio. Esto puede deberse principalmente a que solo se
obtuvieron 2 muestras de hembras para cada uno de los primeros afios de estudio (2010 y
2011). Al comparar los haplotipos correspondientes para cada afio usando el software
Arlequin, no se encontro diferencias, debido a que los mismos difieren principalmente en uno
o0 dos nuceldtidos (Shane, 2005), y a que el programa toma en cuenta la frecuencia con la que
se presenta cada haplotipo para comparar las poblaciones correspondientes. Ademas, estos

haplotipos al corresponder a muestras Unicas, tenian una frecuencia de 1.
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En un estudio realizado por Felix, Caballero & Olavarria en el 2012 en la Peninsula de
Santa Elena, Ecuador, se realizaron unos andlisis parecidos donde se encontré que entre los
afios del 2006 y 2007 las diferencias mas altas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como la
composicion de nucledtidos fueron entre las hembras, mientras que los machos compartieron
la mayoria de haplotipos y sus frecuencias por lo que tuvieron pocas diferencias. En otro
estudio realizado por Rosenbaum et al. (2006) en el Atlantico Sudeste y Océano Indico, se
sugirié que debido al reducido nimero de muestras de hembras, los haplotipos mas comunes
aumentan en frecuencia, reduciendo el numero de haplotipos raros o poco frecuentes, lo que
resulta en distancias significativamente mas bajas entre los haplotipos disponibles. Lo
sucedido en el estudio de Rosenbaum et al. (2006) es similar a lo que ha ocurrido con las

muestras recolectadas para las hembras de este estudio.
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9. CONCLUSIONES

La diversidad genética de la poblacion de ballenas jorobadas de Esmeraldas durante la
temporada 2012 fue alta en comparacion con otras areas de reproduccion (Isla Gorgona en
Colombia, Santa Elena en Ecuador) y alimentacion (Peninsula Antartica y Estrecho de

Magallanes) del Pacifico Sudeste.

La proporcion de sexos en este estudio fue sesgada hacia los machos. Sin embargo,
esta proporcion fue menor a la encontrada en otros estudios, ya que se utilizé un método de

muestreo diferente (ver seccion 6.1).

Los haplotipos SP63, SP43 y SP66 fueron encontrados por primera vez en el Ecuador,
y el haplotipo SP6 se identifico por primera vez en el Pacifico Sudeste. Estos cuatro nuevos
haplotipos encontrados, dan un total de 35 haplotipos reportados para las zonas de

reproduccion ecuatorianas.

Se comprobdé que la poblacion de ballenas jorobadas en el Pacifico Sudeste es
panmitica a lo largo de la costa de Colombia y Ecuador, pero segregada en sus areas de

alimentacidn, en la peninsula Antartica y el Estrecho de Magallanes.

Se encontrd una alta identidad a nivel de haplotipos entre la poblacion de Esmeraldas
(2012) y otras areas de reproduccion dentro del Hemisferio Sur (B, C, D, E, F). A pesar de
esto, se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de haplotipos y composicion de

nucleotidos, por lo que se concluye que en un pasado pudo haber existido flujo génico, pero
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que en la actualidad las migraciones interoceanicas son pocas. Todo esto significa que estas

poblaciones son altamente estructuradas dentro de sus areas de reproduccion.

De acuerdo a este estudio los clados CD e 1J son predominantes para la poblacion de

ballenas jorobadas de Esmeraldas.

La ausencia del clado AE en Esmeraldas (2012), influyd en las diferencias

significativas de los valores FST y ®ST encontradas con la poblacion de Alaska.

Se encontrd que en general, los machos mostraron mayor fidelidad de sitio, aunque se
propone que varios individuos pueden estar en transito hacia las areas de reproduccion en

Costa Rica y Panama.

Las pocas diferencias en la frecuencia de haplotipos y composicion de nucleétidos al
comparar a las hembras para los diferentes afios de estudio, pueden deberse al reducido

ndmero de muestras.
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10. RECOMENDACIONES

Ampliar el nimero de muestras recolectadas, asi como la cobertura geogréafica en las
costas Ecuatorianas para comprobar si la diversidad genética de esta area de reproduccion, es

en realidad mayor a otras areas dentro de Pacifico Sudeste.

Incluir a Galapagos en futuros analisis, ya que se trata de un area poco explorada, y
podria ayudar a entender mejor la conectividad existente entre Ecuador y otras areas de

reproduccion en el Hemisferio Sur.

Para comprobar la hipotesis de que varios machos presentes en las costas ecuatorianas,
son animales en transito hacia zonas al Norte como Panama y Costa Rica, se deberian tomar

muestras de estas areas y compararlas con las encontradas en las costas ecuatorianas.

Para realizar estudios de diferenciacion genética por sexo y afos, se deberian tomar un
namero equitativo de muestras tanto de machos como de hembras entre los diferentes afios y
en la misma temporada para poder entender claramente cual es el comportamiento de ambos

SEXOS.
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12. TABLAS

Tabla 1. Distribucién y conexiones de las areas de reproduccion y alimentacion de las
ballenas jorobadas en el Hemisferio Sur.

Conexiones
Stock A |Costa de Brasil Areal Mar de Bellinghausen y alrededor de las Stock GoArea |
oc osta de Brasi rea . ock G-Area
islas Shetland del Sur (120 ° W - 60 ° W)
Stock B Costa de Afrlca occidental fie_sde el Area Il Mar c.je Weddell y alrlededor de las Islas Stock A-Area |l
Golfo de Guinea hasta Sudafrica Malvinas Dependencias (60 ° W - 0 °)
| afri o .
Stock C Costas d,e este de Sudafrica, Area lll |Entre Bouvet y Kerguelén (0 °- 70 ° E) Stock B-Area llylll
Mozambique y Madagascar
. E laisl Ki | I i .
Stock D [Noroeste de Australia Area IV ntre fa |s'a de oergue enoy el mediosur Stock C-Area IlI
de Australia (70 °E - 130 ° E)
N Al lia, N | i " E 130°Ey170° W, incl | .
Stock E oreste d?' ustralia, Nueva Caledonia, Area V ntre 130 °Ey 170 , incluyendo e Stock D-Area IV
Tonga vy Fiji Mar de Ross
. De 170 °W h laf i | .
Stock F |Islas Cook y Polinesia Francesa Area VI e 170 astao a frontera occidenta Stock E-Area V
de la Zona | (120 ° W)
Costa Rica, Panama, Colombia y p
Stock G Stock F-Area VI
Ecuador

(Olavarria, 2008)

Tabla 2. Cuadro resumen de la proporcién de sexos encontrada en diferentes estudios
realizados en el Hemisferio Sur.

Brown et al., 1995 180 127 53 0 24:1
Olavarria et al., 2007 1112 705 361 46 1.9:1
Valsecchi et al., 2010 135 91 44 0 2.1:1

Félix, Caballero & Olavarria., 2012 103 66 25 12 26:1
Dalgo, 2013 35 31 4 0 80:1
Esmeraldas, 2012 22 13 8 1 1.6:1
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Tabla 3. Diversidad de haplotipos de las ballenas jorobadas en la costa de Esmeraldas
durante la temporada 2012. Se muestra la frecuencia, porcentaje y clado de cada haplotipo
(ADNmt) por sexo. La N corresponde al total de individuos (machos y hembras) de cada
haplotipo.

N(machos y %
hembras)

SP32 1) 2 25 1 3 13,6
SP60 CD 1 12,5 1 4,5
SP6 SH 1 7,7 1 4,5
SP90 CD 1 12,5 3 23 4 18,2
SP50 1 1 7,7 1 4,5
SP52 CD 1 7,7 1 4,5
SP68 CD 1 12,5 1 4,5
SP63 CD 2 15,4 2 9,1
SP98 CD 1 12,5 1 4,5
SP62 CD 1 7,7 1 4,5
SP14 1 1 12,5 1 4,5
SP43 1 1 7,7 1 4,5
SP1 CD 1 7,7 1 4,5
SP66 CD 1 12,5 1 4,5
SP100 CD 1 7,7 1 4,5
SP33 1 1 7,7 1 4,5

Total 8 100 13 100 1 22 100,0

Tabla 4. Cuadro resumen de la diversidad genética dentro de la poblacion de ballenas
jorobadas de Esmeraldas (2012) a nivel de haplotipos (H) y de nucledtidos (m), nimero de
muestras y haplotipos, nimero y porcentaje de individuos en cada clado.

CD (%) | I (%) | AE (%) |SH (%)
G |2012| 22 16 0.9567 £0.0293 | 0.0214+0.0113 |14 (64)| 7(32) | 0(0) | 1(4)




76

Tabla 5. Cuadro resumen de la diversidad genética a nivel de haplotipos (H) y de nucleétidos
(), en diferentes areas de reproduccion y alimentacion del Hemisferio Norte y Sur. ND
corresponde a no determinado.

Stock Region Ha h (SD) n(SD)
A Brazil 61 0.972(0.004) | 0.025(0.013)
B Gabon 100  |0.979(0.002)| 0.021(0.011)
C Madagascar 93 0.978(0.002)| 0.021(0.010)
D Noroeste de Australia 53 0.970(0.004)| 0.020(0.014)
E Nueva Caledoniay Tonga 74 0.968(0.004)| 0.021(0.010)
F Islas Cook y Polinesia Francesa 32 0.918(0.011)| 0.019(0.010)
G Colombia 27 0.900(0.016) | 0.019(0.001)
G Santa Elena 29 0.893 (0.023)[0.018 ( 0.009)

Areas de alimentacion

Areal Peninsula Antartica 17 0.913(0.016)| 0.019(0.001)
Areall Peninsula Antartica 14 0.916(0.029) | 0.025(0.013)
Estrecho de Magallanes Chile 4 0.339(0.080) | 0.010(0.053)
Atlantico Norte General ND 0.881(0.015) | 0.024(0.001)
Pacifico Norte General ND 0.772(0.024)| 0.046(0.008)

(Engel et al., 2008; Olavarria, 2008; Rosenbaum et al., 2009)
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Tabla 6. Haplotipos compartidos de la poblacion de ballenas jorobadas de Esmeraldas (2012)
y las areas de reproduccion y alimentacion del Stock G.

SP1 SP1 SP1 SP1 SP1
SP6
SP8 SP8 SP8 SP8
SP9 SP9
SP10 SP10 SP10 SP10
SP12 SP12
SP13
SP14 SP14 SP14 SP14 SP14
SP16
SP19
SP25 SP25 SP25
SP26 SP26
SP29
SP32 SP32 SP32 SP32 SP32
SP33 SP33 SP33 SP33
SP35
SP41
SP42
SP43 SP43 SP43
SP50 SP50 SP50 SP50 SP50
SP52 SP52 SP52 SP52 SP52
SP54
SP60 SP60 SP60 SP60
SP61 SP61 SP61
SP62 SP62 SP62 SP62 SP62
SP63 SP63 SP63
SP66 SP66 SP66
SP68 SP68 SP68 SP68 SP68
SP72 SP72 SP72
SP73 SP73 SP73 SP73
SP74
SP75
SP88
SP89
SP90 SP90 SP90 SP90 SP90 SP90
SP98 SP98 SP98 SP98 SP98 SP98
SP100 SP100 SP100
SP101 SP101 SP101
SP111
Mno03Ma02 Mno03Ma02 Mno03Ma02
Nuevo033
MnoEc2506
MnoEc3206
MnoEc3506
MnoEc3707
MnoEc5206
Mno96AP07
Mno97AP06
Mno97AP07
Mno99AP09
ANO00-019
ANO00-025
Total (compartidos) 9 12 14 15 2

(Olavarria, 2008; Félix, Caballero y Olavarria, 2012; Dalgo, 2013).



Tabla 7. Valores del analisis de varianza molecular con otras zonas dentro del stock G, se
muestra la diferencia a nivel de frecuencias de haplotipos (FST) y diferenciacion de
nucleotidos (®ST), asi como la significancia estadistica (p). La significancia de los valores
obtenidos se comprobd usando 5000 permutaciones aleatorias de la matriz de datos.

Fst -0.0039 -0.0154 -0.0052 0.2612
valor p 0.4929+0.0066 | 0.9149+0.0044 | 0.5517+0.0064 <0.00001
Ost -0.0039 -0.0154 -0.00519 0.2612
valor p 0.4950 0.9097 0.5534 <0.00001

(Félix, Caballero y Olavarria, 2012; Olavarria, 2008)

Tabla 8. Valores del analisis de varianza molecular con otras zonas del Hemisferio Norte y
Sur, se muestra la diferencia a nivel de frecuencias de haplotipos (FST) y diferenciacion de
nucleétidos (®ST), asi como la significancia estadistica (p). La significancia de los valores
obtenidos se comprob6 usando 5000 permutaciones aleatorias de la matriz de datos.

Stock A Pacifico Norte ByC D
Fst 0.0796 0.7586 0.0321 0.0277
valor p | 0.0004+0.0003 <0.00001 0.0359+0.0025 | 0.0369+0.0028
Ost 0.0796 0.7586 0.0321 0.0277
valor p 0.0002 <0.00001 0.0413 0.0398

Stock E E F F
Fst 0.0261 0.0319 0.0263 0.0475
valor p | 0.0427+0.0026 |0.0236+0.0019 | 0.0461+0.0035 | 0.0157+0.0016
Dst 0.0261 0.0319 0.0263 0.0475
valor p 0.0423 0.0335 0.0454 0.0175

(Olavarria, 2008; Rosenbaum et al., 2009; Engel et al., 2008)
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Tabla 9. Valores del analisis de varianza molecular entre ballenas jorobadas muestreadas para
los afios 2010, 2011 y 2012 en Esmeraldas, Ecuador. Se muestra la diferencia a nivel de
frecuencias de haplotipos (FST) y diferenciacion de nucleétidos (®ST), asi como la
significancia estadistica (p). La significancia de los valores obtenidos se comprob6 usando
5000 permutaciones aleatorias de la matriz de datos.

0.00320 0.01943 Fst
0.36104+0.0069 0.19857+.0046 valor p
0.00320 0.01943 Dst

0.33948 0.19425 valor p

(Dalgo, 2013)

Tabla 10. Haplotipos encontrados en las ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas para las
temporadas 2010, 2011 y 2012. La frecuencia de cada haplotipo (ADNmt) se muestra por
sexo y afio. La N corresponde al total de individuos (machos y hembras) de cada haplotipo.

X Julioy |2010,2011 & ) Julioy 2010, 2011 N(machos y
Agosto 2010( Julio 2011 Agosto 2012 2012 Agosto 2010| Julio 2011 Agosto 2012| & 2012 hembras)

SP1 1 1 1 1 2 3
SP6 0 1 1 1
SP8 0 1 1 1
SP10 0 2 2 2
SP14 1 1 2 2 3
SP25 1 1 1 1 2
SP32 2 2 2 2 4 1 7
SP33 0 1 1 1
SP43 0 1 1 1
SP50 1 1 1 1 2
SP52 0 1 1 2 2
SP60 1 1 1
SP62 0 5 1 6 6
SP63 0 2 2
SP66 1 1 1
SP68 1 1 2 2
SP73 0 3 3
SP89 0 1 1

SP90 1 1 1 5 3 9 10
SP98 1 1 2 2 3
SP100 0 1 1 1
Mno03MAOQ2 0 1 1 1
Nuevo033 0 1 1 1
TOTAL 2 2 8 12 18 13 13 44 57

(Dalgo, 2013)



Tabla 11. Valores del anélisis de varianza molecular entre afios y por sexo, se muestra la
diferencia a nivel de frecuencias de haplotipos (FST), asi como la significancia estadistica (p).
La significancia de los valores obtenidos se comprob6 usando 5000 permutaciones aleatorias
de la matriz de datos. La M corresponde a machos y la H a hembras.

H 2010 H 2011
[Fst [ valorp | Fst [ valorp |
H 2011 0.00000 [0.66673 + 0.0061
H 2012 -0.00021 |0.55783 + 0.0073| -0.18003 |0.86749 + 0.0053
M 2010 M 2011
M 2011 0.09693 | 0.02400 + 0.0021
M 2012 0.00933 [0.30530 + 0.0056| 0.04320 |0.12378 + 0.0046

(Dalgo, 2013)

Tabla 12. Valores del andlisis de varianza molecular entre afios y por sexo, se muestra la
diferencia a nivel de la composicion de nucleétidos (®ST), asi como la significancia
estadistica (p). La significancia de los valores obtenidos se comprob6é usando 5000
permutaciones aleatorias de la matriz de datos. La M corresponde a machos y la H a hembras.

H 2010 H 2011
| _@st | valorp [ @st | valorp |
H 2011 0.00000 0.6/599
H 2012 -0.00021 0.54702 -0.18003 0.86111
M 2010 M 2011
M 2011 0.09693 0.02302
M 2012 0.00933 0.30516 0.04320 0.12758

(Dalgo, 2013)
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Figura 1. Mapa del area de estudio en “Bajos de Atacames” ubicado en la provincia de
Esmeraldas, Ecuador. La linea azul representa los limites del area de estudio (Denkinger, et al.

2006).
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Ladder 54 55 56 57 58

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la amplificacion de la
region control del ADN mitocondrial. El producto es de aproximadamente 500 pares de bases.
Los carriles con los numeros 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 y 61 corresponden a muestras de
ballenas jorobadas; el carril C* corresponde al control positivo que se trata de una muestra que
amplificaba en la primera fase de esta investigacion (Muestra 26).

Ladder53 54 55 56 57

11000pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la amplificacidn de las
regiones SFY/SFX. El tamafio aproximado es de 1100 pares de bases. Los carriles con los
numeros 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 y 60 corresponden a muestras de ballenas jorobadas; el
carril C* corresponde al control positivo que se trata de ADN humano de mujer.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la restriccion con la enzima Taq 1 de los
productos de amplificacion de las regiones SFY/SFX. La digestion de ADN de ballenas
hembra generé fragmentos de 439 pb mientras que la digestiéon del ADN de los machos
produjo fragmentos de dos tamafios diferentes, uno de 439 pb y otro de 621 pb. El patrén de
fragmentos de restriccion del ADN humano de mujer (control) es el mismo que el de las
ballenas macho. Los carriles con las muestras 53, 55, 56, 57, 60 y 61 corresponden a macho;
mientras que los carriles con las muestras 54 y 59 corresponden a hembra.
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Figura 5. Reconstruccion filogenética basada en la region control del ADN mitocondrial (469 pb de
longitud) de ballenas jorobadas, usando el método Neighbor-Joining, con un apoyo de 1000
replicaciones bootstrap. Las secuencias marcadas con cuadrados morados corresponden a las 22
muestras recolectadas en la temporada 2012. Las lineas en el lado derecho agrupan a los haplotipos en
los clados CD, IJ, AE y SH. El clado AE no contiene ninguna de las muestras obtenidas en este
estudio. Se utilizé la especie de Balaenoptera physalus o “fin whale” como outgroup, debido a su
relacion filogenética cercana con las ballenas jorobadas.



14. ANEXOS
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Anexo 1. Datos de las muestras de ballenas jorobadas recolectadas en la costa de Esmeraldas,

en la temporada 2012. ND corresponde a no determinado.

UTMN UTME
Same-Ecu 36 722561 110597 12/07/2012 SP32 H
Same-Ecu 37 722561 110598 12/07/2012 SP60 H
Same-Ecu 38 722561 110598 12/07/2012 SP6 M
Same-Ecu 39 722561 110598 14/07/2012 SP90 M
Same-Ecu 40 722561 110598 14/07/2012 SP50 M
Same-Ecu 41 722561 110598 16/07/2012 SP90 M
Same-Ecu 42 722561 110598 16/07/2012 SP52 M
Same-Ecu 43 722561 110598 19/07/2012 SP68 H
Same-Ecu a4 722562 110598 29/07/2012 SP63 M
Same-Ecu 45 722562 110598 20/07/2012 SP98 H
Same-Ecu 50 722595 0 24/07/2012 SP90 M
Same-Ecu 51 722595 0 24/07/2012 SP32 H
Same-Ecu 52 722561 110598 25/07/2012 SP90 H
Same-Ecu 53 722561 110598 25/07/2012 SP62 M
Same-Ecu 54 722561 110598 01/08/2012 SP14 H
Same-Ecu 55 722561 110598 02/08/2012 SP43 M
Same-Ecu 56 722561 110598 02/08/2012 SP63 M
Same-Ecu 57 722561 110598 02/08/2012 SP1 M
Same-Ecu 58 722561 110598 03/08/2012 SP32 ND
Same-Ecu 59 722561 110598 03/08/2012 SP66 H
Same-Ecu 60 | @ | e e SP100 M
Same-Ecu 61 | | e SP33 M




