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Resumen

La ballena jorobada es un cetaceo considerado una especie cosmopolita, distribuida
en todos los océanos del mundo. Durante muchos afios ha sido victima de actividades
de caceria, lo que ha hecho que la cantidad de individuos disminuya en gran cantidad.
La informacion disponible sobre sus ciclos migratorios y conectividad entre las zonas
de alimentacion y reproduccion en el Pacifico Sudeste no es la suficiente para una
determinacion clara de como ocurren estos ciclos. El presente proyecto representa la
tercera fase de estudio (Temporadas 2013 y 2014) de una investigacion que busca
evaluar la diversidad genética de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas,
Ecuador. Se obtuvo un total de 25 muestras de piel de ballena mediante dados de
biopsia Paxarm. El sexo de los individuos se determin6 mediante la amplificacion de
fragmentos de la region SFX/SFY con el uso de enzimas de restriccion (Tagl).
También, se amplifico un fragmento de la region control de ADNmt de
aproximadamente 500pb, el cual fue secuenciado para determinar los haplotipos a los
que corresponde cada individuo. Se identifico 12 haplotipos, 6 para el 2013 y 6 para
el 2014. La diversidad de haplotipos (H + sd) y de nucleotidos (w + sd) para el 2013,
fue de aproximadamente 0.782 £+ 0.015 y 0.016 + 0.009, respectivamente; menor en
relacién a otras zonas del Hemisferio Sur. Se recopil6é datos de todas las fases de
estudio (2010-2014) y se establecié diferentes analisis mediante AMOVA,
herramienta estadistica del programa Arlequin 3.5. La diversidad genética de
Esmeraldas se mostr6 alta en relacion a otras zonas del Stock G (Santa Elena y
Colombia). En cuanto a las zonas de alimentacion del Hemisferio Sur se identificd
una diferenciacion marcada entre las ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas y
el Estrecho de Magallanes, con una mayor conectividad entre las ballenas de
Esmeraldas y la zona de alimentacion de la Peninsula Antértica. La comparacion
entre sexos no mostré informacion relevante.



Abstract

The humpback whale is considered a cosmopolitan species, distributed all around the
world. For many years it has been victim of hunting activities, largely reducing the
number of individuals accounted for. The information available on their migratory
cycles and connectivity between feeding and breeding areas in the Southeastern
Pacific is not enough for a clear determination of how these cycles may occur. This
project represents the third phase of a research (2013 and 2014 seasons) that seeks to
assess the genetic diversity of humpbacks whales of the coast of Esmeraldas,
Ecuador. A total of 25 skin samples were obtained by whale Paxarm biopsy darts.
The sex of the individuals was determined by amplifying fragments from the SFX /
SFY region using restriction enzymes (Tagl). A fragment of the mtDNA control
region of about 500pb, was amplified and sequenced to determine the haplotypes
were identified, 6 for the samples collected in 2013 and 6 for the samples collected in
2014. The haplotype (H £ sd) and nucleotide diversity (r + sd) for 2013, was
approximately 0.782 + 0.015 and 0.016 + 0.009, respectively; which was, lower in
relation to other areas of the Southern Hemisphere. Data from all phases of study
(2010-2014) was collected and different analysis were established by AMOVA, a
statistical tool from Arlequin 3.5 software. Genetic diversity in Esmeraldas was
higher in comparison to other areas in Stock G (Santa Elena and Colombia). As for
feeding in the Southern Hemisphere, a marked difference between humpback whales
from the coast of Esmeraldas and the Strait of Magellan was found, with a greater
connectivity between whales from Esmeraldas and the feeding area of the Antarctic
Peninsula. The comparison between sexes showed no relevant information.
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1. INTRODUCCION
1.1.  Caracteristicas generales de Megaptera novaeangliae

Megaptera novaeangliae (Borowski, 1781) es una de las aproximadamente 78
especies del orden de los cetaceos, conocida como ballena jorobada (Chittleborough, 1965;
Mikhaliev, 1996), yubarte o xibarte. Pertenece a la familia Balaenopteridae. Tiene un gran
interés comercial, lo que ha hecho que durante mucho tiempo se encuentre bajo peligro por

la caza excesiva de estos ejemplares (Olavarria, 2008).

Son animales de cuerpo robusto, de aproximadamente entre 11.5 y 15 metros de
longitud, ademés de un peso de 25 a 30 toneladas; tomando en cuenta que las hembras
suelen ser ligeramente mas grandes que los machos (Leviathan, n.d). Poseen largas aletas
pectorales las cuales pueden alcanzar alrededor de la tercera parte de la longitud del cuerpo.
En la parte superior los individuos presentan una coloracion negra y en la parte interna se
puede observar regiones variables de color blanco. Tienen barbas corneas numerosas, las
cuales estan formando placas dispuestas en dos series (Parker & Haswell, 1987), se estima
que existen alrededor de 300-329 placas a cada lado de la mandibula superior para las
ballenas jorobadas (Demere, 2000).

A la ballena jorobada se la conoce por considerarse muy acrobatica en su
comportamiento debido a los saltos que constantemente realiza, siendo ésta actividad, uno
de los distintivos de estos animales. Viven en pequefios grupos, generalmente inestables,
siendo lo mas comun las relaciones entre madre y cria. Sin embargo, en muchas ocasiones
pueden observarse grupos de individuos machos, conocidos como grupos competitivos en
donde lo que los representa es el cortejo para lograr la atencion de alguna hembra. Asi

también se pueden identificar individuos que se piensa actlan como escoltas para
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interacciones madre-cria durante tramos de migracion. Estas migraciones madre-cria se
sabe que podrian dejar de cierta forma una memoria de los sitios de alimentacion y
reproduccion a las crias lo cual podria contribuir a una determinacion mas clara de los

ciclos migratorios que tendran los individuos (Acevedo, et al., 2006).

1.1.1. Zonas de Alimentacion

Para alimentarse, las ballenas engullen grandes cantidades de agua junto con el
alimento. Son capaces de dilatar la garganta por la presencia de pliegues ventrales, luego de
esto cierran la boca y el agua se expulsa a través de las barbas. En muchos casos las
jorobadas concentran a sus presas con una red de burbujas formada al liberar aire de los
pulmones y nadando en circulos cada vez mas estrechos alrededor de los cardumenes

(Parker & Haswell, 1987).

M. novaeangliae es una especie que se caracteriza por utilizar las zonas con
latitudes altas para sus actividades de alimentacion (Rasmussen, et al., 2007), en donde las
temperaturas superficiales estan entre los 2 y 10°C (Flérez-Gonzélez, et al., 2007). Las
condiciones ambientales resultan ser mejores en estas latitudes, para que los individuos

puedan utilizar a estas areas como una fuente de nutrientes (Félix, 2003).

Las zonas de alimentacion son abandonadas siguiendo un patron, asi primero las
hembras en estado de lactancia, seguidas por los individuos jovenes, machos y finalmente
las hembras en estado de gestacion. Estas Ultimas intentan aprovechar los recursos
disponibles en la zona ingiriendo mayores volimenes de alimento. En muchos casos las
hembras deben cumplir también la actividad de alimentacion de sus crias, por lo que

pueden permanecer mas tiempo en las zonas de alimentacion, ahorrando mas energia para
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poder continuar con sus ciclos migratorios (Clapham, 1996). No hay registros de
reproduccion en latitudes altas, sin embargo, se han podido observar algunos individuos

machos durante el fin de la primavera (Clark & Clapham, 2004).

1.1.2. Zonas de reproduccion

Las ballenas jorobadas se caracterizan por poblar las areas de latitudes bajas para
sus actividades de reproduccion, esto lo hacen durante el invierno (Rasmussen, et al.,
2007). Estas zonas generalmente estan alrededor de islas y bahias con temperaturas que
oscilan entre los 24 y 28°C. En el Hemisferio Sur, zona de interés del estudio, se identifican

estas zonas en las areas de Ecuador y Colombia (Olavarria, 2008).

Machos y hembras alcanzan su madurez sexual aproximadamente en un promedio
de 5 afios (Chittleborough, 1965; Clapham, et al., 1992). Las hembras tienen crias
aproximadamente cada 2 o 3 afios (Clapham & Mayo, 1987), las cuales requieren entre 11 o
12 meses de periodo de gestacion para su nacimiento. Este ocurre en aguas tropicales, y
luego de un entrenamiento para sobrevivir de aproximadamente 6 meses, pueden llegar a

ser independientes (Clapham & Mayo, 1987; Clapham, et al., 1993).

Se sugiere que las madres buscan zonas de aproximadamente 20 metros de
profundidad para llevar a sus crias (Félix, 2003). Incluso se dice que las ballenas jorobadas
son uno de los cetadceos mas agiles en sus actos de cortejo que se llevan a cabo en estas areas
(Pairoa-Riofrio, 2003). En este caso, los primeros individuos en abandonar las zonas de
reproduccion son las hembras en estado de gestacion, para empezar la migracion hacia las

zonas de latitudes altas (Clapham, 1996).
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1.2.  Distribucion poblacional y ciclos migratorios de Megaptera novaeangliae

Las ballenas jorobadas realizan migraciones caracterizadas por ser estacionales
entre las areas de reproduccion en latitudes bajas y las areas de alimentacion en latitudes
altas (Rice, 1998). El tiempo que dure un ciclo migratorio puede variar considerablemente
dependiendo de las caracteristicas de los individuos, condiciones ambientales y zonas
geograficas en las que se lleve a cabo (Clapham & Mattila, 1988). De forma general, a las
ballenas jorobadas se las puede clasificar geograficamente por su ubicacién en tres grupos,
divididos en: Atlantico Norte, Pacifico Norte y Hemisferio Sur. Las sub-clasificaciones
varian dependiendo del movimiento de los individuos hacia zonas de alimentacion y de
reproduccion. En verano existen subpoblaciones que se alimentan en el Hemisferio Norte,
mientras en invierno éstas se mezclan en las zonas de reproduccion (Clapham, 2000).

En el Atlantico Norte se identifican cuatro grupos de alimentacion: el Golfo de
Maine, Este de Canada, Groenlandia Occidental y Atlantico Nororiental; en invierno, estos
grupos migran hacia una zona de reproduccién ubicada en India Occidental (Gonzélez,
2002; Olavarria, 2008). Para el Pacifico Norte, los individuos que se alimenta en Alaska
migran principalmente hacia aguas hawaianas para su reproduccion; y aquellas ballenas
que se alimentan en las costas de California, Oregén y Washington, migran hacia la
peninsula de Baja California y México Continental con el mismo fin (Clapham, 2000;
Olavarria, 2008). Algunas ballenas pueden migrar mucho mas hacia el sur, llegando
incluso a encontrarse con individuos del Pacifico Sur, cerca de Costa Rica (Gonzélez,
2002; Palacios-Alfaro et al., 2012).

El Hemisferio Sur, presenta subpoblaciones en verano e invierno (Baker, et al,

1998) seis subgrupos de alimentacion (I-VI) y siete grupos subpoblaciones de
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reproduccion, clasificadas en stocks (A-G) (IWC, 2005). Asi entonces existen movimientos
constantes entre las zonas de alimentacion y reproduccion. EI grupo de individuos del stock
G (Costa Rica, Panaméa, Colombia y Ecuador) migra hacia el area I. Los individuos del
stock A migran hacia el Area |1, los individuos del stock B migran hacia el area Il y 111, la
ballenas del stock C migra hacia el area Ill. El stock D migra hacia el area 1V, el stock E
migran hacia el area V y finalmente los grupos de ballenas del stock F presenta migracion
hacia el area VI (Figura 1) (Olavarria, 2008; Flérez-Gonzalez et al., 2007).

1.2.1. Ballenas jorobadas en el Hemisferio Sur.

Las ballenas jorobadas migran a lo largo de la costa oeste de Sudameérica con zonas
de reproduccion en Ecuador y Colombia (Stock G). Ademas de zonas de alimentacion en la
costa oeste de la Peninsula Antéartica y en el Estrecho de Magallanes al sur de Chile. Para los
individuos del Stock G (Ecuador y Colombia), se identifica una sola zona de alimentacion,
ubicada en la Antartica, parte de Area | (Figura 1) (Donovan, 1991). Con resultados de
estudios genéticos y demograficos se ha confirmado que existe una relacion entre estas dos
zonas (Olavarria, 2008).

1.2.2. Megaptera novaeangliae en Ecuador

Las ballenas jorobadas visitan las costas ecuatorianas entre finales del mes de mayo
hasta aproximadamente octubre, mostrando una mayor presencia en el territorio en los
meses de julio y agosto. Mediante registros se ha podido determinar que agosto es el mes en
el cual ocurren la mayor cantidad de nacimientos (Constanza, 2003; Scheidat, et al., 2000;
Flérez-Gonzalez et al., 2007; Félix & Haase, 2001); momento en el cual las madres buscan
sitios con las condiciones adecuadas para las nuevas crias, como bajas profundidades y

temperaturas mas célidas (Félix, 2003).
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Ecuador forma parte del stock G; para este stock, mediante estudios moleculares
previos se ha sugerido panmixia y heterogeneidad (Félix, et al., 2007). Esto posiblemente
se debe a la diferencia en los movimientos migratorios de hembras. Ademas en estudios de
afios anteriores (2010-2012) se ha identificado una mayor proporcion de haplotipos Unicos
para Ecuador, comparados con datos de Colombia; y una alta variabilidad genética en

relacion al Estrecho de Magallanes (Dalgo, 2013; Rojas, 2014; Felix, et al., 2007).

1.3.  Analisis de ciclos migratorios de Megaptera novaeangliae en base a analisis
moleculares.

Hoy en dia para el andlisis de los ciclos migratorios, el uso de técnicas moleculares
para la identificacion de individuos es la mejor opcién. Considerando que la
foto-identificacion es un método que ha sido utilizado en otras investigaciones pero
muestra muchas inconsistencias para diferenciacion efectiva de los individuos (Acevedo,
2007).

Otro de los factores que podria ser influyente en su comportamiento es el sexo de
los individuos. Este puede aportar informacion para establecer una mejor comparacion y
obtencion de datos sobre la especie (Valsecchi, et al., 2010); datos que también son
posibles mediantes técnicas moleculares. M. novaeangliae no presenta dimorfismo sexual,
por lo que la determinacion del sexo de las ballenas se realiza con una amplificacion de
fragmentos de la region SFX/SFY del genoma de cada uno de los individuos, y el uso de
enzimas de restriccion (Palsboll et al, 1992).

El ADN mitocondrial es una molécula de herencia materna, es decir, que se
mantiene en las generaciones de los individuos a lo largo del tiempo. Es Gtil para identificar

la variedad de haplotipos que puedan existir en un grupo. Considerando que los haplotipos
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son una representacion gendmica de los alelos de un individuo, con una secuencia de bases
resultado de posibles eventos de recombinacion (Clapham, 2000).

La molécula del ADN mitocondrial representa solo una pequefia fraccion del
genoma del organismo, aun asi, ha sido el marcador molecular més popular para el estudio
de diversidad genética en animales durante las tres Gltimas décadas (Avise, et al., 1987,
Moritz, et al., 1987). Es un analisis escogido ya que su amplificacion es relativamente facil
y esta region del genoma presenta una alta tasa de mutacion (Gissi, et al., 2008). Tomando
en cuenta las variaciones que pueda presentar la secuencia, es posible la identificacion de la
variabilidad genética de una poblacion de ballenas (Baker et al, 1993). Esto puede generar
alguna sefal sobre la historia de una poblacidn en periodos cortos de tiempo (Galtier, et al.,
2009). Posteriormente, la caracterizacion genética de los individuos, se lleva a cabo
mediante un analisis estadistico, que permite establecer diferentes relaciones con grupos de
individuos cercanos a los individuos de estudio. En este caso, identificar la conectividad
entre los grupos de ballenas del Hemisferio Sur (Olavarria, 2008).

En la presente investigacion se utilizaron técnicas moleculares para la extraccion de
ADN mediante protocolo de CTAB. La determinacion de sexaje incluyd el uso de enzimas
de restriccion y para la determinacion de la diversidad genética se realizo analisis
molecular de ADN mitocondrial de ballenas. Cada resultado fue verificado mediante
electroforesis en gel de agarosa, para entonces proseguir con los analisis estadisticos
correspondientes de los datos. Esto siguiendo procedimientos expuestos en estudios

previos.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo General
Analizar la diversidad genética y conectividad de ballenas jorobadas (Megaptera
novaeangliae) en las costas de Esmeraldas-Ecuador, mediante analisis de la region

control del ADN mitocondrial, para las temporadas 2010-2014.

2.2.  Objetivos Especificos
e Determinar la diversidad de haplotipos para las ballenas de las costas de
Esmeraldas de las temporadas 2013 y 2014 mediante el andlisis de la regién

control de ADN mitocondrial.

e Establecer un analisis de conectividad de ballenas jorobadas de la costa de
Esmeraldas, Ecuador (2013 y 2014), con las zonas de alimentacion de la

Peninsula Antéartica y el Estrecho de Magallanes.

e Realizar andlisis de diversidad genética y comparacion de los grupos de ballenas
jorobadas de la costa de Esmeraldas (2010-2014) con las zonas de alimentacion
de la Peninsula Antartica y Estrecho de Magallanes considerando el afio de

estudio.

3. JUSTIFICACION

M. novaeangliae 0 ballena jorobada es una especie cosmopolita, distribuida en
todos los oceanos del mundo (Rosenbaum, et al., 2009). Son animales que se caracterizan
por presentar flujos migratorios extensos a lo largo del mundo, visitando zonas de
reproduccion y alimentacién dependiendo de las estaciones climaticas y sus necesidades.

Las caracteristicas de estas zonas de reproduccion son de gran importancia para que las
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ballenas puedan cumplir con sus actividades.

Antes de la implementacion de politicas de proteccion internacional, la poblacién
de ballenas jorobadas se redujo de 5000 individuos a 200 individuos en algunas
subpoblaciones alrededor de todo el mundo (Baker et., 1993; Constanza, 2003; Félix, 2003).
En el Pacifico Sudeste se estima que la poblacion de ballenas esta entre 3000 a 4000
individuos (Olavarria, 2008). A pesar de que la caceria de ballenas esté prohibida, no
existen politicas para el control de actividades que puedan causar dafios o heridas a estos
cetaceos (Félix, 2003). La venta de productos obtenidos a partir de ballenas de forma ilegal
es también una problematica de interés pues, no hay regulaciones dentro del comercio de
estos productos a baja escala. Es decir, solo se prohibe la comercializacién ilegal al
tratarse de cargamentos pesados (Baker & Palumbi, 1994).

Las ballenas son de gran importancia en los mares porque ayudan a la produccion
de plancton. Cuando se alimentan a grandes profundidades y vuelven a la superficie para
respirar, permiten expander nutrientes y microorganismos; ademas de que el nitrégeno de
su orina y heces funcionan como fertilizantes para el plancton. El fitoplancton es un
mecanismo de reduccién de CO2 en la atmdsfera, ya que es capaz de capturarlo y generar
oxigeno (Fondear, 2005). Por esto, su presencia en los mares es un aspecto clave en la
conservacion de los ecosistemas.

Esmeraldas representa una de las areas de reproduccion para las ballenas,
correspondiente al stock G (Donovan, 1991). Este estudio recopila informacion sobre los
individuos observados los dos Ultimos afios. De gran importancia, ya que para el Pacifico
Sudeste, especialmente Ecuador, no se tiene suficiente informacion genética que pueda

aportar a explicar mejor los ciclos migratorios.
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El presente trabajo nos permite conocer mas acerca de la informacion genética,
comportamiento y migracion de las ballenas de la zona de Esmeraldas. Fomentando la
implementacion de mejores politicas y acciones de control para la proteccion de las
poblaciones de M. novaeangliae en territorio ecuatoriano. Nos permite ademas, identificar
la posible conectividad entre el territorio ecuatoriano con otras zonas del Hemisferio Sur.
Principalmente la relacion entre la costa de Esmeraldas (Zona de reproduccion del Stock
G), con la Peninsula Antartica y el Estrecho de Magallanes (Zonas de alimentacién)
(Olavarria, 2008). Precisamente, considerando que no se tiene certeza de la conectividad
entre el Estrecho de Magallanes y Ecuador (Acevedo, et al., 2006). Todo esto tomando en
cuenta los factores que puedan influenciar en las diferentes variaciones, ciclos e indices de
diferenciacion entre las poblaciones (Baker, 1987). El desarrollo del proyecto mediante
técnicas moleculares y estadisticas, da paso a un analisis de la variabilidad genética de las
ballenas, distribucion de los diferentes haplotipos, aportando informacién al aspecto de

conservacion de estos animales.

4. AREA DE ESTUDIO

Las ballenas jorobadas visitan las costas ecuatorianas desde el mes de junio hasta
septiembre y en algunos casos hasta el mes de octubre cada afio, con fines de reproduccion.
La recoleccion de muestras de piel de ballena se llevé a cabo desde julio hasta septiembre
para el afio 2013; y desde agosto a septiembre para el afio 2014, en la provincia de
Esmeraldas, canton Atacames, en el sector conocido como “Bajos de Atacames”, cercano a
la playa de Same (Figura 2). El area va 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
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80°02°01,9") (Figura 3). El analisis molecular de las muestras se llevd a cabo en el

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.

5. MATERIALES

5.1.

5.2.

Recoleccion de muestras de piel de ballenas jorobadas (M. novaeangliae)

GPS.

Rifle modificado de calibre 0.22 (Paxarm).
Dardos de biopsia (Paxarm).

Tubos eppendorf de 1.5 mL.

Etanol al 70%.

Pinzas de diseccion.

Anélisis moleculares

5.2.1. Extraccion de ADN de M. novaeangliae

Muestras de piel de ballena.

Nitrogeno liquido (N2).

Buffer de extraccion CTAB 2X.

2, B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).

Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1).

Isopropanol frio (-20°C).

Etanol al 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 de M. novaeangliae

NanoDrop 1000 (ThermoScientific).



e Buffer TE (Tris base 10mM (invitrogen), EDTA 1mM (Invitrogen), pH 8.0).

e Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO).

5.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

e SeaKem LE Agarose.

e TBE 1X (Tris base-Acido borico-EDTA).

e SYBR Safe ADN gel stain (GIBCO).

e Blue Juice 10x Loading BUffer (Invitrogen).

e Ladder ADN 100bp (Invitrogen).

e MGU-502T Electrophoretic Gel System (C. B. S Scientific).
e Fuente de Poder EPS -300 11 ( C.B.S Scientific).

e Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD).
5.2.4. Sexaje de M. novaeangliae

e  Tris 20 mM pH 8.4 (Invitrogen).

e KCI50 mM.

e MgCI2 2 mM (Invitrogen).

e dNTPs 200 uM (Invitrogen).

e 0.5 mg/ml BSA (Invitrogen).

e (.5 uM de cada primer (SFY 1204 / SFY0097) (Palsboll, et al., 1992).
e Tag DNA polimerasa 0.4 U (Invitrogen).

e Tag 1 endonucleasa de restriccion 10 U (Invitrogen).

e T Personal Thermocycler (Biometra).

5.2.5. Anadlisis de la region control de ADNmt de M. novaeangliae

e Buffer PCR 10X (Invitrogen).

25



26

e MgCI2 2 mM (Invitrogen).

e dNTPs 200 uM (Invitrogen).

e 20 pmol de cada primer (t-Pro whale DIp 1.5/ DIp 8) (Palsboll, et al., 1992).
e Taq DNA polimerasa 1 U (Invitrogen).

e T Personal Thermocycler (Biometra).

e Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).

5.2.6. Anélisis estadisticos
e Software Mega version 6 (Tamura et al., 2011).
e Software Arlequin version 3.5. (Excoffier, Laval & Schneider, 2005).
6. METODOS
6.2. Fases del estudio

El estudio genético acerca de ballenas jorobadas en la costa de Esmeraldas,
Ecuador, ha comprendido hasta el momento 3 fases de andlisis. La primera fase realizada
por Dalgo (2013) correspondiente a los afios 2010 y 2011. La segunda fase, realizada por
Rojas (2014) correspondiente al afio 2012, y la tercera fase, correspondiente a los afios
2013 y 2014. El presente trabajo abarca el analisis de la tercera fase y un analisis global de

informacién de las temporadas estudiadas (2010-2014).

6.1.  Recoleccion de muestras de piel de M. novaeangliae

En Same, ubicado las costas de la provincia de Esmeraldas-Ecuador, para esta fase
de estudio se realizd la recoleccion de muestras durante los meses de julio a septiembre. Se
recolectaron 25 muestras de piel de ballena; 13 correspondientes al afio 2013, y 12 para el

afio 2014, siguiendo el protocolo de toma de muestras de Paxarm (Krutzen et al., 2002), las
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recomendaciones, parametros, observaciones indicadas en la Guia de Observacion De
Ballenas Jorobadas (Félix, 2003). Ademas se tomé datos biogeograficos importantes como
la hora, coordenadas del sitio de observacion, profundidad aproximada, principales
patrones de comportamiento, es decir, si estos eran individuos solitarios o grupos, si se
encontraban saltando o desplazandose. Ademas datos de las condiciones climaticas durante
las expediciones que duraron un promedio de 6 horas diarias.

La toma de muestras incluye una serie de pasos, se realiza el acercamiento hasta el
individuo elegido y se ejecuta el disparo con el dardo de biopsia, hacia la region cercana a
la aleta posterior de la ballena. El dardo disefiado exclusivamente para este tipo de
practicas, penetra algunos milimetros la piel del individuo, reteniendo un minimo de piel.
Entonces el dardo cae al mar y es recogido manualmente para extraer cuidadosamente la
porcion de piel que se coloca en tubos eppendorf con etanol al 70%, debidamente rotulado.

La informacidn registrada previa al disparo permitid que se descarten posibilidades
de duplicados. Las muestras de piel fueron entregadas al Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito por Judith Dekinger (USFQ) e
integrantes  del proyecto "CETACEA-Ecuador, 2014" para posteriores analisis
experimentales.

6.2.  Andlisis moleculares
6.2.1. Extraccion de ADN de muestras de piel de M. novaeangliae

A partir de las muestras de piel de ballena, se siguio el protocolo de extraccion de
ADN utilizando CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) (Kieleczawa, 2006).
Aproximadamente 100 mg de cada muestra de piel de ballena se trituré con nitrégeno

liquido, utilizando un mortero y pistilo desinfectados con alcohol al 70%. Inmediatamente
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se afiadié 800uL de CTAB 2X vy se transfirié la mezcla a un tubo eppendorf de 1.5 mL
debidamente rotulado; se afadid 8uL de B-mercaptoetanol y cuidadosamente se
homogenizo las muestras para luego incubarlas en una cama de arena aproximadamente a

62°C durante una hora, invirtiendo los tubos cada 10 minutos.

Se afiadié 500uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo y se
centrifugd por 20 minutos a 13200 rpm. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo
eppendorf estéril y se afiadié aproximadamente 500uL de isopropanol frio. Se invirtieron los
tubos cuidadosamente para homogenizar las muestras y luego se las centrifugd durante 5
minutos a 5000 rpm. EIl sobrenadante fue eliminado y se afiadié 800uL de etanol al 75%
para lavar el pellet. Se elimind cuidadosamente el etanol, se dejé secar el pellet en una
camara de flujo laminar y finalmente se resuspendio el pellet con 70uL de buffer TE. Se

almacend las muestras de ADN debidamente rotuladas, a -20°C.

Para comprobar la exitosa extraccion de ADN, las muestras fueron sometidas a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% durante 1 hora a 80V, y luego se tom¢é una foto del
gel con un fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad). Adicionalmente las muestras fueron

cuantificadas mediante un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

6.2.2. Sexaje de muestras de M. novaeangliae

Con el ADN extraido se procedio a la amplificacion de las regiones SFX/SFY del
genoma de M. novaeangliae, mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) (Saiki,
etal., 1988). Siguiendo el protocolo de Palsboll, et al (1992). El volumen final de la reaccion
fue de 20uL (20mM de Tris pH 8.4, 50mM de KCI, 2mM de MgCl2, 200uM de dNTPs,

0.5mg/mL de BSA, 0.5uM de cada primer, 40 ng de ADN y 0.4 unidades de Taq DNA
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polimerasa (Invitrogen)). Los primers utilizados fueron SFY1204/SFY0097 (Palsboll, et al.,
1992). Con un termociclador Biometra T-Personal se siguio un programa térmico que inicio
con una desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos, seguida por 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. Como control positivo se us6 ADN humano de mujer. El producto de
amplificacion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1%, colocando 5ul del
producto de PCR, 2 ul de SYBR Safe y se corrio a 100V por 45 minutos. Se fotografio el gel

en un fotodocumentador BIORAD (Palsboll, et al., 1992).

A continuacion 10uL del producto de PCR fueron sometidos a la accién de 10
unidades de enzima de restriccion Tagl (Invitrogen) durante una hora a 60°C. El producto
de la reaccion se corri6 en un gel de agarosa al 3% con 2uL de SYBR Safe a 80V durante 1
hora y media. Se fotografio el gel con el fotodocumentador para identificar el patron de
fragmentacion. Segun Palsboll, et al (1992) las bandas que se identifica para el analisis
siguen un patrén determinado. El control positivo se caracteriza porque muestra un patrén
de fragmentacion similar al esperado para ballenas machos, generando 2 bandas de 439 y
621pb aproximadamente. Mientras se sabe que para ballenas hembras se identifica un

patrén de una sola banda (439pb aproximadamente).

6.2.3. Analisis de la region control de ADNmt de M.novaeangliae

Se amplificé un fragmento correspondiente a la region control del ADN
mitocondrial las ballenas jorobadas, de aproximadamente 500pb, mediante PCR (Saiki, et
al., 1988). La reaccién en cadena de la polimerasa tuvo un volumen final de 50uL, se utilizd

los primers: t-Pro-whale DIpl.5 (5 TCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3) y D1p8
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(5CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3) (Palsboll, et al., 1992) (Buffer de
PCR 1X, 2 mM de MgCI2, 200 mM de dNTPs, 20 pmol de cada primer, 1U de Taq
polimerasa (Invitrogen) y 50 ng de ADN) (Baker, et al., 1998; Olavarria, et al., 2007; Félix,
et al., 2012). La amplificacion se realizé en un termociclador T-personal Biometra, con el
programa térmico que consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 minutos,
seguida por 36 ciclos de 94°C durante 30 segundos, hibridacion de primers a 55,5°C
durante 1 minuto, extension a 72°C durante 1 minuto con 30 segundos, y una extension

final a 72 ° C durante 5 minutos (Félix, et al., 2007; Dalgo, 2013).

Se realizo la electroforesis utilizando 10uL de muestra de ADNmt con 3uL de Blue
Juice 10X (Invitrogen) en gel de agarosa al 1% durante 1 hora a 80V (Dalgo, 2013). Antes
de la secuenciacién es importante confirmar una calidad adecuada de las muestras, para lo
cual se las cuantific6 mediante un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).
Posteriormente los productos de la PCR se enviaron a Functional Biosciences, Inc. En

Madison, EE.UU, para su secuenciacion con un secuenciador de ADN ABI 3730xl.

Las secuencias obtenidas se alinearon utilizando “ClustalW” del programa Mega 5
(Tamura, et al., 2011; Thompsom, et al., 1994). Se recorto las secuencias hasta 469pb a
partir de la posicion 6 para que coincida con una region consenso (Olavarria et al, 2006;
2007; Félix, et al., 2012; Dalgo, 2013). Las secuencias fueron editadas y completadas. Con
las secuencias listas se realizo una busqueda de homologia de cada una de las secuencias
con informacion almacenada en el GenBank mediante la Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST) herramienta brindada por la pagina web del Centro Nacional de
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Informacion sobre Biotecnologia (NCBI), para determinar los haplotipos a los que

correspondian cada muestra.

6.3.  Analisis estadisticos

Para el célculo de la diversidad genética de los grupos de individuos en estudio se
utiliz6 el programa Arlequin 3.5 (Excoffier, et al., 1992), que proporciond el nivel de
diversidad de haplotipos (H) y el nivel de diversidad de nucledtidos (n). La diversidad de
haplotipos representa la probabilidad de que dos haplotipos muestreados al azar sean
diferentes. La diversidad de nucleotidos indica cdmo se define el nimero promedio de

diferencias de nucle6tidos por cada sitio (Shane, 2005).

Por otra parte las distancias genéticas entre los individuos de las areas de
reproduccion se determinaron mediante un analisis de varianza molecular (AMOVA) que
esta implementado en el mismo programa, Arlequin 3.5 (Excoffier, et al., 1992), para lograr
un célculo de las diferencias en las frecuencias de haplotipos (FST), asi como diferenciacion

de nucleodtidos (OST) (Shane, 2005; Rojas, 2014).

7. RESULTADOS
7.1. Diversidad genética de M. novaeangliae.

Para la primera fase del estudio, a partir de 35 muestras se identificaron 19
haplotipos diferentes, con una diversidad de haplotipos de 1.0000+0.0068 (h + sd) y de
0.0209 £ 0.0109 a nivel de nucleétidos (n + sd) (Dalgo, 2013). Para la segunda, a partir de
21 muestras se identificaron 16 haplotipos diferentes, con valores de 0.9567 + 0.0290,
mientras la diversidad de nucleotidos (m + sd) fue de 0.0214 = 0.0113 (Tabla 1) (Rojas,

2014). Para la tercera fase, a partir de 25 muestras se identificaron 12 haplotipos, con una
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diversidad de haplotipos de 0.782 + 0.105 para el 2013 y de 0.864 £ 0.072 para el 2014;
mientras la diversidad de nucleétidos fue de 0.016+0.009 y 0.015+0.009, para las

temporadas 2013 y 2014 respectivamente (Tabla 1).

Tomando en conjunto las temporadas 2010-2014, existe un total de 81 muestras, con
un total de 27 haplotipos (Tabla 2). La diversidad de haplotipos fue de 0.927+ 0.015 (H+SD)
mientras la diversidad de nucleotidos fue de 0.019 + 0.010 (n + sd) (Tabla 1). Estos
resultados fueron comparados con informacion de diversidad reportada para el Hemisferio
Sur, y se encontro que la diversidad de nucleétidos es similar a otras regiones del Stock G
(Colombia (0.019) y Santa Elena (0.019)); y zonas de alimentacion como el Area | de la
Peninsula Antartica (0.019) y el Estrecho de Magallanes (0.010). El Area 11 de la Peninsula
Antartica, por otra parte, muestra valores mas altos de diversidad nucleotidica (0.025) que
Esmeraldas (0.019) (Tabla 1). En cuanto a la diversidad de haplotipos, Esmeraldas (0.927)
mostré mayor diversidad que Colombia (0.900), Santa Elena (0.922) y las zonas de
alimentacion de la Peninsula Antértica (Area | (0.913) y Area Il (0.916)) y superior de

forma marcada en comparacion con el Estrecho de Magallanes (0.339) (Tabla 3).

No se identificé ningin nuevo haplotipo, para las temporadas 2013 y 2014. El
numero de haplotipos en comparacion a las fases anteriores de estudio (2010-2012) fue
menor. En afios anteriores (2012), 3 haplotipos fueron identificados por primera vez en
Ecuador (SP63, SP43 y SP66) (Rojas, 2014), mientras en las temporadas 2013 y 2014 se
identificd 2 haplotipos (HBA023, HBAQ75) correspondientes al Océano indico y Sur del

Atlantico (Félix, et al., 2006, 2007, 2012; Rosenbaum, et al., 2009).
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7.2.  Comparacion interanual de la diversidad genética de individuos M.
novaeangliae en Esmeraldas para las temporadas 2010-2014.
En cuanto a la frecuencia y composicion de nucledtidos fue en la primera fase del
estudio en donde se encontraron diferencias entre el afio 2010 y 2011 (FST=0.08778,
p<0.05; ®ST =0.08778, p<0.00001) (Tabla 4) (Dalgo, 2013). En el resto de temporadas de

estudio no se evidenciaron diferencias relevantes entre los grupos de ballenas.

En cuanto a los haplotipos, la mayor cantidad de haplotipos compartidos se
encuentran entre las ballenas del 2010 y 2012, con 6 haplotipos compartidos; y las
temporadas que menos haplotipos comparten corresponden a los afios 2011 y 2014 con un

solo haplotipo (Tabla 5).

7.3.  Sexaje de muestras de M. novaeangliae y comparacién interanual por sexo de

ballenas jorobadas de Esmeraldas (2010-2014).

Para la primera fase de estudio, con 35 muestras, 4 fueron hembras y 31 machos,
con una proporcién de 8:1 (machos: hembras) (Anexo 1) (Dalgo, 2013). Para la segunda
fase, a partir de 22 muestras se registraron 8 hembras y 13 machos, descartando una de las
muestras por poseer poca cantidad de ADN, con una proporcion de sexos de 1.6:1 (machos:

hembras) (Anexo 2) (Rojas, 2014).

En el presente estudio, de las 13 muestras que corresponden al afio 2013 se obtuvo 5
hembras y 8 machos, con una proporcion 1.6:1 (machos: hembras). En el 2014, de 12
muestras, 1 fue identificada como hembra, mientras 11 se identificaron como machos, con

una proporcion de 11:1 (machos: hembras). Con esto, un total de 6 individuos hembras, y



34

19 individuos machos para las temporadas 2013-2014. Tomando en conjunto el periodo

2010-2014 se obtuvo un total de 81 muestras, de las cuales 63 son machos, 18 hembras.

Dentro de Esmeraldas, para el analisis interanual por sexo, en hembras, las
temporadas entre las cuales los individuos mostraron menos diferenciacion fueron entre
2010 y 2012, 2011 y 2012, 2011 y 2013, 2011 y 2014, 2012 y 2013 (Tabla 6). Para los
machos, las relaciones entre las diferentes temporadas que mayor conectividad mostraron

fueron entre 2011 y 2013, 2012 y 2013 (Tabla 7).

7.4.  Comparacion las ballenas jorobadas de Esmeraldas (Julio-Agosto y
Septiembre) de las temporadas 2010-2014, con la Peninsula Antéartica y el
Estrecho de Magallanes
Tomando en cuenta los ciclos migratorios de M. novaeangliae, se realiz6 una

comparacion con el fin de conocer las posibles rutas migratorias de los individuos que

visitan la zona de Esmeraldas y las zonas de alimentacion de la Peninsula Antértica y el

Estrecho de Magallanes. Al encontrarse el Estrecho de Magallanes mas al norte, se esperaria

que los individuos muestreados en Esmeraldas, el primer mes (Junio) de la temporada,

muestren conectividad con esta zona; y los individuos muestreados para los siguientes
meses muestren mas conectividad con la Peninsula Antartica ubicada mas al sur (Félix &

Haase, 2001; Stevick, et al., 2004).

La primera comparacion se establecid entre los individuos identificados en los
meses de julio-agosto con la Peninsula Antartica y el Estrecho de Magallanes. Se realizo el
analisis mediante AMOVA del programa Arlequin. Se identificd una diferenciacion mas

baja entre los grupos de ballenas de Esmeraldas (Julio-agosto) con la Peninsula Antartica
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(FST=0.0007 (p<0.00001) y dst = 0.07668 (p< 0.00001)), que entre las ballenas de
Esmeraldas (Julio-agosto) con el Estrecho de Magallanes (FST=0.21374 (p<0.00001) y ®st

= 0.34693 (p< 0.00001)) (Tabla 8).

Otro de los andlisis se centr6 en la comparacion de los individuos muestreados en la
costa de Esmeraldas en el mes de septiembre, con el Estrecho de Magallanes y la Peninsula
Antartica. Se identific6 mayor semejanza con la Peninsula Antartica con valores de

FST=0.17552 (p<0.00001) y un ®st=0.47102 (p< 0.00001), contrario a lo esperado.

7.5.  Conectividad de las ballenas jorobadas de las zonas de reproduccion del
Pacifico Sudeste con las zonas de alimentacion (Peninsula Antértica y Estrecho
de Magallanes).

El presente analisis se realizé con el afan de comprender la relacion que puedan
tener los individuos que visitan las zonas de reproduccion de Ecuador y Colombia con la
Peninsula Antértica y Estrecho de Magallanes. Intentando relacionar los sitios en los que se
estarian alimentando los individuos dentro de sus ciclos migratorios. Se determind que los
individuos de Ecuador y Colombia mantienen una diferenciacion baja con la Peninsula
Antértica, es decir estdn mas relacionados con esta zona, mostrando valores de

FST=-0.00083 (p=0.68035) y un ®st= 0.08833 (p< 0.00001) (Tabla 9).

7.6.  Conectividad de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas (2010-2014) con
otras poblaciones del Pacifico Sudeste.
Los grupos de ballenas jorobadas de Ecuador se compararon con los de otras areas
de reproduccion del Stock G (Santa Elena y Colombia) y de alimentacion del Pacifico

Sudeste (Peninsula Antéartica y Estrecho de Magallanes) (Olavarria, et al., 2006). Para las
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temporadas 2013 y 2014 se identifico 12 haplotipos, de los cuales el mas frecuente
correspondio al SP90, el cual ha sido reportado como el haplotipo mas comun del Pacifico
Sudeste (Félix, et al., 2006), coincidiendo con las dos fases anteriores de estudio
(2010-2011 y 2012) (Dalgo, 2013; Rojas, 2014). El segundo haplotipo més frecuente para
las mismas temporadas fue el HBAQ75, no registrado en las fases anteriores del estudio
(Dalgo, 2013; Rojas, 2014), comun en las regiones del Océano indico y Sur del Atlantico
(Rosenbaum, et al., 2009). El tercer haplotipo mas frecuente es el SP32, identificado de
igual forma como el tercero mas frecuente en la primera fase del estudio (Dalgo, 2013).
Ademas de registrarse como el segundo haplotipo mas comun en la segunda fase de estudio
(Rojas, 2014), y en las zonas de Salinas, Colombia y la Peninsula Antartica (Feélix, et al.,

2006,2007; Olavarria, 2008).

Con el total de 27 haplotipos presentes en el area de Ecuador (Tabla 1) para las
temporadas 2010-2014, se identifico al haplotipo SP32 como el mas comun, seguido del
SP90, el SP1 y el SP62, estos dos ultimos en igual proporcién (Tabla 1). Los grupos de
individuos que comparten el mayor nimero de haplotipos son los de Esmeraldas (2012) y la
Peninsula Antartica con 13 haplotipos compartidos (Tabla 3). Por otra parte, se identificd
que los 4 haplotipos identificado para el Estrecho de Magallanes (Olavarria, 2008), estan
compartidos con Esmeraldas (2010-2014); uno de estos (SP90) esta dentro de los haplotipos

mas comunes para el Pacifico Sudeste (Félix, et al., 2006).



37

8. DISCUSION

8.1. Diversidad genética de ballenas jorobadas en la costa de Esmeraldas para las

temporadas 2010-2014.

La diversidad genética de las ballenas durante las temporadas 2010-2014 se reflejé
en los valores de diversidad de haplotipos ((H+SD) 0.927+0.015) y de diversidad de
nucledtidos ((x = SD) 0.019 £ 0.010) (Tabla 1). Estos valores no han variado
significativamente cada afio. La diversidad de haplotipos mas baja se registré en el afio
2013 con un valor de 0.782+0.105 (Tabla 1). Para la diversidad de nucleétidos (n = SD) el
valor més bajo correspondio al afio 2014 con valores de 0.019 + 0.010. De forma general,
esta diversidad en Esmeraldas, muestra valores cercanos a los de otras regiones del
Hemisferio Sur, superando la diversidad de algunos sitios como las Islas Cook, Polinesia
Francesa, Colombia y Santa Elena (Olavarria, 2008). Para las areas de alimentacion,
supera la diversidad de la Peninsula Antartica y el Estrecho de Magallanes (Tabla 3)
(Olavarria, 2008; Felix, et al., 2007, 2012). Estos resultados coinciden con las fases

anteriores de este estudio (Dalgo, 2013; Rojas, 2014).

Aun con un numero bajo de muestras, el nUmero de haplotipos identificados en
Esmeraldas (2010-2014) fue alto, esto nos sugiere que la diversidad genética en general es
alta. Esta informacion es respaldada con estudios anteriores, como el realizado por Felix, et
al., 2012 sobre “Diversidad genética y estructura de la poblacion de ballenas jorobadas (M.
novaeangliae) de Ecuador con base en analisis de ADN mitocondrial” en donde Ecuador
con un menor numero de muestras que Colombia, mostré el mismo nimero de haplotipos.
Para las zonas de alimentacion, por otra parte, se ha registrado un estudio en el Estrecho de

Magallanes en donde a partir de una poblacion de 52 muestras, apenas pudieron
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encontrarse 4 haplotipos (Olavarria, et al.,, 2007). Los resultados de estos estudios
respaldan datos obtenidos en las fases anteriores de la investigacion (Dalgo, 2013; Rojas,
2014) en donde la diversidad genética para Ecuador también se habria mostrado mayor que
el resto de zonas del Stock G. Esto sugiere que las ballenas que atraviesan el Pacifico
Sudeste, dentro de sus ciclos migratorios visitan frecuentemente el area de reproduccion

ubicada en las costas ecuatorianas de Esmeraldas (Félix, 2008).

La diversidad genética encontrada puede ser resultado de un intercambio de
individuos entre los grupos de ballenas que visitan las costas de Esmeraldas v el resto del
Hemisferio Sur. Esta podria ser una de las razones principales por las cuales se
identificaron en la temporada 2013-2014 los haplotipos HBA023 y HBAO75
correspondientes a la zona del Atlantico Sur y Océano indico (Rosenbaum, et al., 2009). Al
ser Esmeraldas una zona de reproduccion, en donde las hembras visitan las costas con fines
de crianza y reproduccion, podria considerarse que es una zona clave para el intercambio de
individuos. Una de las relaciones genéticas mas notables se identifico entre Ecuador y el
area de alimentacién ubicado a lo largo de la costa oeste de la Peninsula Antéartica, con el
registro de un nimero considerable de haplotipos compartidos entre estas areas (De 5 a 14

haplotipos) (Tabla 5).

Otro aspecto a tomar en cuenta es que el namero de individuos muestreados para los
altimos afios (2013 y 2014) fue menor. Sin embargo, la diversidad de haplotipos no
disminuyd significativamente, pero si la diversidad de nucleotidos. Para cada uno de estos
afios se identifico un total de 6 haplotipos, nUmero que no es realmente bajo en relacion al

numero de muestras, que fue de 25. De forma general la cantidad de muestras obtenidas en
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esta fase no fue muy alta ya que el nimero de expediciones realizadas fue menor que el de

fases anteriores.

8.2.  Andlisis de diferenciacion genética global de ballenas jorobadas de la costa de
Esmeraldas (2010-2014) y comparacion con la Peninsula Antartica y el
Estrecho de Magallanes.

Las ballenas del Estrecho de Magallanes, zona de alimentacién del Pacifico Sudeste

(Acevedo, et al., 2006), mostraron clara diferenciacion genética con las ballenas de

Esmeraldas FST=0.31446, p<0.00001; ®st=0.17689, p <0.00001) (Tabla 9).

Por otra parte, las ballenas de la costa de Esmeraldas y las de la Peninsula Antartica,
tienen un valor de diferenciacion bastante bajo (FST=-0.00083, p=0.68035; ®st=0.08833, p
<0.00001). Por esto se puede sugerir una estrecha relacion genética entre las poblaciones de

Esmeraldas y aquellas que visitan la zona de alimentacion de la Peninsula Antartica.

Estudios previos han registrado diferencias significativas entre la Peninsula
Antértica y el Estrecho de Magallanes (FST=-0.180; ®st=0.169) (Olavarria, 2008), lo que
quiere decir que los individuos que visitan la Peninsula Antartica no muestran evidencia de
un notable intercambio de individuos con las ballenas que visitan el Estrecho de Magallanes
al sur de Chile. Siendo asi, la conectividad estaria dandose principalmente entre las zonas de
reproduccion ubicadas en Ecuador, y la zona de alimentacién a lo largo de la costa oeste de
la Peninsula Antéartica (Félix, et al., 2007), coincidiendo con el hecho de que es con esta

zona con la cual se ha registrado el mayor nimero de haplotipos compartidos (Tabla 5).
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8.3.  Analisis interanual por sexo de ballenas jorobadas para las temporadas

2010-2014 de la costa de Esmeraldas.

Se realizo6 un analisis interanual por sexos de las ballenas jorobadas de la costa de
Esmeraldas para las temporadas 2010-2014. Para las hembras, el nimero de ballenas
muestreadas fue bastante bajo (16) y de forma general no mostraron similitud entre las
diferentes temporadas consideradas: 2010-2014 (Tabla 5). El indice de diferenciacién mas
alto correspondi6 a los grupos de ejemplares muestreados entre el 2013 y 2014 (Tabla 5).
Ante esto, se debe tener presente que las hembras presentan ciclos migratorios que
dependen en gran parte de las condiciones reproductivas en las que se encuentren, ya que
deben considerar el gasto energético de la migracion (Brown, et al., 1995; Valsecchi, et al.,

2010).

Para los individuos machos, se identifico valores bajos de diferenciacién entre los
diferentes afios de estudio (Tabla 6). La comparacion entre grupos de ballenas con la
diferenciacion genética mas baja fue entre los individuos machos de Esmeraldas del 2011 y
los machos de 2013 (FST=-0.06448; ®st=0.15576). Sin embargo, todos los valores de
diferenciacion genética encontrados para las diferentes comparaciones fueron bajos. Esto se
le puede atribuir al hecho de que los machos mantienen ciclos migratorios mas frecuentes,
ademas de que el tamafio de la muestra para machos fue mucho mas alto que el de las
hembras. Es posible que los individuos realicen sus ciclos con mayor rapidez ya que el gasto

de energia no es la prioridad de estos ejemplares (Valsecchi, et al., 2010).

A pesar de los datos obtenidos, no se ha registrado evidencia clara de la influencia

que puede tener el sexo de los individuos dentro del analisis para las ballenas jorobadas,



41

pues, en estudios anteriores tampoco se han mostrado diferencias significativas

influenciadas por el sexo de los individuos (Acevedo, et al., 2006; Valsecchi, et al., 2010).

8.4. Comparacion de los grupos de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas
(2010-2014) de los meses de Julio-Agosto y Septiembre, con la Peninsula
Antértica y Estrecho de Magallanes.

Se conocen dos grupos de alimentacion para el Pacifico Sudeste, la Peninsula
Antartica y el Estrecho de Magallanes, esta ultima ubicAndose mas hacia el Norte.
Teniendo en cuenta las distancias desde cada zona de alimentacion hacia las costas
ecuatorianas, se esperaria que los primeros individuos en llegar a las costas provengan del
Estrecho de Magallanes. Estos corresponderian aproximadamente a los individuos del mes
de Junio. Para los meses de Julio-Agosto ya se esperaria que los individuos que visitan las
costas de Esmeraldas sean aquellos que parten desde la Peninsula Antéartica (Félix & Haase,

2001; Stevick, et al., 2004).

La mayoria de muestras (73 de 81) de ballenas jorobadas obtenidas en la costa de
Esmeraldas en el periodo 2010-2014, corresponde a los meses de julio-agosto. Al comparar
estos individuos con ballenas jorobadas de la Peninsula Antartica, mediante analisis de
AMOVA, se pudo identificar una minima diferenciacion, confirmando el hecho de que las
ballenas que visitan la costa de Esmeraldas en estos meses muestran un ciclo migratorio
que ubica como zona de alimentacion a la Peninsula Antartica. Asi, en estudios previos,
utilizando técnicas de foto-identificacion se identifico una conectividad entre la zona de
Ecuador y Colombia con la Peninsula Antartica, como resultado del reavistamiento de

ejemplares en estas zonas (Stevick, et al., 2004). Las ballenas de la costa de Esmeraldas,
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muestreadas en el mes de septiembre (9 muestras) para las temporadas 2010-2014 también
mostraron baja diferenciacion (FST=0.0089; ®st=0.11545) con las ballenas de la Peninsula
Antartica, contrario a lo esperado, que era mayor conectividad con el Estrecho de
Magallanes. Se le puede atribuir esta inconsistencia en los datos debido al bajo numero de

muestras obtenidas para este mes.

La comparacion establecida entre las muestras de ballenas de Esmeraldas,
colectadas los meses de julio-agosto con el Estrecho de Magallanes mostro valores de
diferenciacion altos para la comparacién haplotipica y la nucleotidica (FST=-0.21374;
®st=0.34693) (Tabla 8). Al igual que las ballenas jorobadas muestreadas en el mes de
septiembre comparadas con las ballenas del Estrecho de Magallanes (FST=0.17552;
®st=0.47102). Los individuos identificados en septiembre corresponden en su mayoria a
hembras, lo que tiene sentido ya que estas son las Ultimas en dejar las zonas de
reproduccion, ademas de que en este estudio, los datos muestran una mayoria de ballenas
jorobadas hembras para este mes (Anexo 3). Entonces las hembras estarian siguiendo su
ciclo migratorio entre la zona de alimentacion de la Peninsula Antértica y la zona de

reproduccion de Esmeraldas.

Es importante recordar que las madres que se encuentran realizando esta ensefianza
de ciclos migratorios a sus crias (Brown, et al., 1995), tienen como prioridad que la energia
sea necesaria para migrar de un lugar a otro, al contrario de los machos que mantienen
ciclos con mucho més gasto de energia y son capaces de visitar mas zonas, ya sean de
reproduccion o alimentacion, cambiando sus patrones migratorios (Valsecchi, et al., 2010).

Aspectos que podrian sugerir que los individuos obedecen a su patron migratorio, el cual se
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sabe, podria ser transmitido de madres a crias como experiencia adquirida en el primer afio

de vida (Baker, et al. 1990, 1994; Plasboll, et al. 1995).

9. CONCLUSIONES

e Existe conectividad entre la zona de alimentacion ubicada en la Peninsula Antéartica
y la zona de reproduccién de la costa de Esmeraldas, Ecuador; mientras la
conectividad con la zona de alimentacion del Estrecho de Magallanes ubicado en el

territorio chileno y respaldada por analisis de AMOVA, es menor.

e La diversidad genética de ballenas jorobadas en Ecuador es alta en relacion a las
zonas de alimentacion del Hemisferio Sur (Peninsula Antartica y Estrecho de
Magallanes), pero mantiene valores cercanos en relacién a la diversidad haplotipica

y nucleotidica del resto de zonas que son parte del Stock G.

10. RECOMENDACIONES

Se recomienda que se continten los estudios durante mas temporadas de forma que
los datos que se obtengan puedan ser estadisticamente validos, incluyendo recoleccion de
mayor numero de muestras en todos los meses (Junio- Septiembre) en los que las ballenas

jorobadas visitan las costas ecuatorianas. La recoleccion de mayor numero de muestras
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ademas, puede ayudar a realizar analisis que relacionen de mejor manera los ciclos
migratorios con el sexo, pues es necesario contar con un nimero considerable de muestras

de cada sexo de tal forma que puedan realizarse comparaciones logicas.

Es importante la implementacion de otras técnicas moleculares como microsatélites,
que permitan conocer mas a fondo el parentesco que puedan tener los individuos
muestreados entre si, para comprender de mejor manera los ciclos migratorios y aportar

datos para analisis de fidelidad de sitio de los individuos.

Se recomienda la toma de muestras en otras zonas del Pacifico Sudeste cercanas a
las zonas de alimentacion (Peninsula Antartica y Estrecho de Magallanes) y de
reproduccion (Stock G) ya conocidas, pues podria aportar a confirmar los datos que se

pueda obtener a partir de los estudios ya realizados.

El anélisis de fidelidad de sitio de los individuos es un tema complejo que requiere
de una gran cantidad de datos, por lo que se recomienda que se realicen mayor cantidad de
estudios que combinen la foto-identificacion con anélisis molecular y estadistico. De forma

que puedan obtenerse mejores resultados.
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12. TABLAS

Tabla 1. Numero de haplotipos, diversidad de haplotipos (H) y nucleotidos (m)

identificados en ballenas jorobadas de las temporadas 2010-2014 en las costas de

Esmeraldas, Ecuador.

Temporada Numero de
Stock (AFi0) Muestras Haplotipos

G 2010 20
G 2011 15 7 0.867 + 0.064 0.016 + 0.009
G 2012 21 16 0.957 +0.029 0.023 £ 0.001
G 2013 13 6 0.782 £ 0.105 0.016 + 0.009
G 2014 12 6 0.864 + 0.072 0.015+ 0.009
G 2010-2014 81 27 0.927 +0.015 0.019 £ 0.010

H=£SD: Diversidad de Haplotipos. @ = SD: Diversidad de nucle6tidos.
Fuente: (Datos para las temporadas 2010-2012: Dalgo 2013; Rojas, 2014)
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Tabla 2. Diversidad de haplotipos de las ballenas jorobadas en la Costa de Esmeraldas durante las tempradas 2010-2014. Se muestra la
frecuencia y porcentaje de cada haplotipo (ADNmt) por sexo.

Hembras Machos ND | Total
2010 2010

ago-10 | jul-11 | jul-12 | ago-12 | jul-13 | ago-13 | sep-13 | jul-14 | ago-14 | sep-14 | al % | ago-10 | jul-11 | jul-12 | ago-12 | jul-13 | ago-13 | sep-13 | jul-14 | ago-14 | sep-14 | al % N | %
2014 2014

1 1 5.26 1 1 1 3 4.84 4 |4.88

0 0 1 1 1.61 1122

0 0 1 1 1.61 1122

0 0 2 2 3.23 2 (244

1 1 5.26 1 1 2 3.23 3 | 3.66

1 1 5.26 2 2 3.23 3 | 3.66

1 1 5.26 1 1 1.61 2 (244

2 2 10.5 2 2 1 1 6 968 1 9 | 11

0 0 1 1 1.61 1|122

0 0 1 1 1.61 1122

1 1 |5.26 1 1 1.61 2 | 244

0 0 1 1 2 323 2 | 244

1 1 5.26 0 0 1122

0 0 1 1 1.61 1122

1 1 |5.26 5 1 1 7 113 8 |9.76

0 0 1 1 2 3.23 2 244

1 1 5.26 0 0 1|122

1 1 2 10.5 0 0 2 244

0 0 2 2 3.23 2 244

0 0 3 2 5) 8.06 5|61

0 0 1 1 1.61 1|122

1 3 4 [211 1 5 3 1 2 12 | 194 16 | 19.5

1 1 |526 2 2 |[323 3 | 3.66

0 0 1 1 1.61 1122

0 0 1 1 1.61 1122

0 0 1 1 1.61 1122

2 2 |105 0 0 2 | 244

0 0 4 4 6.45 4 |4.88

2 2 5 2 0 0 5 0 0 2 19 | 100 18 13 8 5 2 3 2 0 6 5 62 | 100 | 1 |82 100

ND: No determinado. N: Total de individuos (machos y hembras). Fuente: (Datos para los afios 2010-2012 obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Rojas, 2014).



Tabla 3. Diversidad de haplotipos y nucle6tidos de varias zonas del Hemisferio Sur.

Stock Region Ha h (SD) n(SD)
A Brazil 61 0.972 (0.004) 0.025 (0.013)
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 Caledonia 61 0.974 (0.003) 0.021 (0.018)
E Tonga 48 0.962 (0.004) 0.020 (0.012)
F Islas Cook 23 0.923 (0.010) 0.019 (0.010)
F Polinesia Francesa 21 0.913 (0.012) 0.019 (0.010)
G Colombia 27 0.900 (0.016) 0.019 (0.001)
G Santa Elena 29 0.922 (0.012) 0.019 (0.009)

Areas de alimentacion

Area | Peninsula Antartica 34 0.913 (0.016) 0.019 (0.001)
Area ll Peninsula Antéartica 31 0.916 (0.029) 0.025 (0.013)
Estrecho de Magallanes Chile 4 0.339 (0.080) 0.010 (0.053)

Ha: Ndmero de de haplotipos. h: Diversidad de haplotipos. n: Diversidad nucleotidica.

Fuente: (Olavarria, 2008; Rosenbaum, et al., 2009)
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Tabla 4. Comparacion interanual de diferenciacion genética para las poblaciones de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas

para las temporadas 2010-2014.

Comparacion interanual de haplotipos para las temporadas 2010-2014

0.08831 0.00320 0.0705 0.03905
0.02321+0.0021 0.36104+0.0069 0.00196 0.02933 valor p
0.08831 0.00320 0.14453 0.10596 Dst
0.02083 0.33948 <0.00001 <0.00001 valor p
0.08831 0.01943 -0.02846 0.08597 Fst
0.02321+0.0021 0.19857+.0046 0.89443 0.00098 valor p
0.08831 0.01943 0.1747 0.1348 Dst
0.02083 0.19425 <0.00001 <0.00001 valor p
0.00320 0.01943 0.00033 0.05599 Fst
0.36104+0.0069 0.19857+.0046 0.43988 0.00293 valor p
0.00320 0.01943 0.12516 0.0869 Dst
0.33948 0.19425 <0.00001 <0.00001 valor p
0.0705 -0.02846 0.00033 0.13394 Fst
0.00196 0.89443 0.43988 <0.00001 valor p
0.14453 0.1747 0.12516 0.1777 Dst
<0.00001 <0.00001 <0.00001 <0.00001 valor p
0.03905 0.08597 0.05599 0.13394 Fst
0.02933 0.00098 0.00293 <0.00001 valor p
0.10596 0.1348 0.0869 0.1777 Dst
<0.00001 <0.00001 <0.00001 <0.00001 valor p

negro representan las relaciones que no se pueden establecer (Corresponden a la misma temporada).
Fuente: (Datos para los afios 2010-2012 obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Rojas, 2014)

FST: Diferenciacion genética de haplotipos, entre dos grupos de ballenas. ®st: Diferenciacion genética de nucledtidos, entre dos grupos de ballenas. Los cuadros en



Tabla 5. Haplotipos compartidos entre las poblaciones de Esmeraldas (2010-2014) y otras areas de Pacifico Sudeste.
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Se incluye la comparacion interanual entre las diferentes temporadas de las ballenas de la costa de Esmeraldas. M: Muestra(s).

Haplotipos Compartidos: Esmeraldas (2010-2014) Vs. Pacifico Sudeste

2(sP12, | 2(sP32, 3 (SP32, L(spa2) | 4(6P32,5PE2, PoRI2 P | o RE .
SP32) SP62) | SP62, SP73) SP72, SP73) oo | o apos,
2 (SP12, 3(SP1,SP32, | 2(SP32, |3(SPL, SP32,| 4 (SPL,SP32, SS(PS3P21’SSPF;112' SS(F,S3F;1’§PP6112' 1 (5P90)
SP32) SP90) SP90) SP90) SP61, SP90) Sro0) Sro0)
15 (SPL,
14 (SP1, SP14, | SP14, SP32,
12 OPL o | spaa, spas, | spas, spa3,
2(spa, | 3(PL 6 (SP1, SP32, | 5 (SPL, SP14, | oS 08 | SPAS, PO, | SPSO,SPS2, |, gng
S | sPe SPS2,SPG2, | SP32,SP90, | ool oot | SPS2,SP6O, | SPGO,SPG2, | ASocD
SP90) SP68. SP90) | SP98) ' SP62, | spey’ P63, | S63, SP66,
SP68, SP90.
Spos Spiofy | SPOS SPGB, | SPGE, SPSD
! SPQO, SP98) |  SP9,
SP100)
9 (SP10, SP25, | 10 (SP8, SP10, | 9 (SP8, SP10,
3(SP32, | , (opgp, |6 (SPLSPR2 3 (5P25 SP32,SP50, | SP25,SP32, | SP32, SPSO,
SP62, Shoq) | P52, P62 spa0. epse) | SPS2.SPG2, | SPS0,SP52, | SP52, SP62, |2 (SP8, SPOD)
SP73) SP68, SP90) : SP68. SP73, | SP62, SP6S. | SP6S. SP73,
SP90) SP73,SP90) |  SP90)
3(SP1, |5 (SPL SPI4, 6 (SP1, SP14, |5 (SPL, SP14,
1(SP32) | SP32, | SP32, SPYO, 353(252%30) G(S;’Fl,'zg)P 14,1 “spos,'sp32, | sp32, sPoo, 2S(§g§)o
SP90) SP98) ! SPQ0, SP98) |  SP98)

M: Muestras. Se indica el nimero de haplotipos compartidos entre cada zona o temporada y en paréntesis los haplotipos que estdn compartiendo. Los cuadros en
negro representan las relaciones que no se pueden establecer (Corresponden a la misma temporada).
Fuente: (Datos de Esmeraldas para los afios 2010-2012 obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Olavarria, 2008; Rojas, 2014. Datos para

Santa Elena, Colombia, Peninsula Antéartica y Estrecho de Magallanes, obtenidos a partir de: Olavarria, 2008).
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Tabla 6. Comparacion interanual de ballenas jorobadas hembras de la costa de Esmeraldas, Ecuador, para las temporadas

2010-2014.

Comparacion Interanual-Hembras

0.00001 -0.00021 0.14066 0.14286 Fst
1 0.4868 0.10753 0.39101 valor p
0.00001 0.02554 0.28751 0 Dst
1 0.65298+0.01369 0.08700+0.00779 1 valor p
-0.18003 -0.12323 -0.11111 Fst
0.97654 0.82698 0.74389 valor p
0.02554 0.28571 0 Ost
1 0.64223+0.01101 0.10850+0.01040 1 valor p
-0.00021 -0.18003 -0.0261 0.07052 Fst
0.4868 0.97654 0.66178 0.33138 valor p
0.02554 0.02554 0.19613 0.03571 Dst
0.65298+0.01369 0.64223+0.01101 0.00098+0.00098 0.77615+0.01190 valor p
0.14066 -0.12323 -0.0261 0.22 Fst
0.10753 0.82698 0.66178 0.06354 valor p
0.28751 0.28571 0.19613 0.4 Dst
0.08700+0.00779 0.10850+0.01040 0.00098+0.00098 0.17595+0.01260 valor p
0.14286 -0.11111 0.07052 0.22 Fst
0.39101 0.74389 0.33138 0.06354 valor p
0 0 0.03571 0.4 st
1 1 0.77615+0.01190 0.17595+0.01260 valor p

negro representan las relaciones que no se pueden establecer (Corresponden a la misma temporada).
Fuente: (Datos para los afios 2010-2012, obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Rojas, 2014).

FST: Diferenciacidon genética de haplotipos, entre dos grupos de ballenas. ®st: Diferenciacion genética de nucleotidos, entre dos grupos de ballenas. Los cuadros en
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Tabla 7. Comparacién interanual de ballenas jorobadas machos, de la costa de Esmeraldas, Ecuador, para las temporadas

2010-2014.

e e e

FST: Diferenciacion genética de haplotipos, entre dos grupos de ballenas. ®st: Diferenciacion genética de nucledtidos, entre dos grupos de ballenas. Los
cuadros en negro representan las relaciones que no se pueden establecer (Corresponden a la misma temporada).

Comparacion Interanual-Machos

0.07473 0.00416 0.03826 0.04631 Fst
<0.00001 0.36559 0.08211 0.02053 valor p
0.13092 0.07167 0.11792 0.12024 Dst
<0.00001 0.00196+0.00136 | 0.00098+0.00098 <0.00001 valor p
0.07473 0.011 -0.06448 0.08067 Fst
<0.00001 0.25709 0.9912 0.00391 valor p
0.13092 0.10474 0.15576 0.15634 Dst
<0.00001 <0.00001 <0.00001 <0.00001 valor p
0.00416 0.011 -0.02248 0.05074 Fst
0.36559 0.25709 0.80938 0.02248 valor p
0.07167 0.10474 0.08955 0.09315 Dst
0.00196+0.00136 <0.00001 0.00293+0.00164 | 0.00098+0.00098 valor p
0.03826 -0.06448 -0.02248 0.09071 Fst
0.08211 0.9912 0.80938 0.00782 valor p
0.11792 0.15576 0.08955 0.14423 Dst
0.00098+0.00098 <0.00001 0.00293+0.00164 0.00098+0.00098 valor p
0.04631 0.08067 0.05074 0.09071 Fst
0.02053 0.00391 0.02248 0.00782 valor p
0.12024 0.15634 0.09315 0.14423 Dst
<0.00001 <0.00001 0.00098+0.00098 | 0.00098+0.00098 valor p

Fuente: (Datos obtenidos para los afios 2010-2012, obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Rojas, 2014).




Tabla 8. Comparacion mensual (Julio y Agosto, Septiembre) de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas (2010-2014) con la

Peninsula Antértica y el Estrecho de Magallanes respectivamente.

0.0007 0.21374
< 0.00001 < 0.00001 p-value
0.07668 0.34693 Dst
< 0.00001 < 0.00001 p-value
0.00899 0.17552 FST
0.11535 < 0.00001 p-value
0.11545 0.47102 Dst
< 0.00001 < 0.00001 p-value

FST: Diferenciacion genética de haplotipos, entre dos grupos de ballenas. ®st: Diferenciacion
genética de nucleétidos, entre dos grupos de ballenas.

Fuente: (Datos para los afios 2010-2012, obtenidos a partir de: Dalgo, 2013; Rojas,
2014).
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Tabla 9. Diferenciacion entre grupos de ballenas jorobadas de Esmeraldas y Colombia vs. Peninsula Antértica y Estrecho de

Magallanes.

-0.00083

0.31446

0.68035 <0.00001
0.08833 0.17689
<0.00001 <0.00001

FST: Diferenciacion genética de haplotipos, entre dos grupos de ballenas.
®st: Diferenciacion genética de nucledtidos, entre dos grupos de ballenas.

Fuente: (Datos de Esmeraldas para los afios 2010-2012,
obtenidos a partir de:Dalgo, 2013; Rojas, 2014. Datos de
Colombia, Peninsula Antartica y Estrecho de Magallanes,
obtenidos a partir de: Olavarria, 2008).
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13. FIGURAS
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Figura 1.Zonas de alimentacién y de reproduccion de ballenas jorobadas (M. novaeangliae) a

nivel mundial.
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Figura 2. Area de Estudio de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas para las temporadas

2010-2014 (Playa de Same).
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Figura 3. Limites geograficos del area de estudio de ballenas jorobadas de la costa de Esmeraldas,

para las temporadas 2010-2014.
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Anexo 1. Datos de las muestras de ballenas jorobadas recolectadas en la costa de Esmeraldas en la

temporada 2010 y 2011.

UTMN UTME
Same-Ecu 1 631313 120753 12/08/2010 SPES M
Same-Ecu 2 611727 103596 14/08/2010 SP90 M
Same-Eeu 3 610389 109582 12/08/2010 SPE M
Same-Ecu 4 622697 113794 13/08/2010 5P25 M
Same-Ecu 5 622687 113794 13/08/2010 5P6S F
Same-Ecu L] 631313 120753 12/08/2010 5P31 M
Same-Ecu 7 510589 109582 12/08/2010 5P62 M
Same-Ecu 5 627678 109262 13/08/2010 5P62 M
Same-Ecu 9 510589 109582 12/08/2010 SP10 M
Same-Ecu 10 617162 119408 12/08/2010 5P32 M
Same-Ecu 11 611727 103396 14/08/2010 | Mroo03hial2 M
Same-Ecu 12 619801 113242 13/08/2010 5F73 M
Same-Ecu 13 526116 112144 14/08/2010 SP73 M
Same-Ecu 14 617162 119409 12/08/2010 5P62 M
Same-Ecu 13 631313 120753 12/08/2010 SP31 M
Same-Ecu 1s 627140 113206 13/08/2010 SP30 F
Same-Eeu 17 630780 113853 13/08/2010 5P10 M
Same-Ecu 18 630780 113893 13/08/2010 5P62 M
Same-Ecu 19 630427 111875 13/08/2010 5P62 M
Same-Ecu 20 627140 113206 13/08/2010 SP73 M
Same-Ecu 21 0058546 | 0BODOSS9 060772011 5P98 M
Same-Een 22| 0059332 | 0BODO275 07072011 5P32 M
Same-Ecu 23 0055874 | 08000004 07072011 SP90 M
Same-Ecu 24| 0059874 | 0BOOOOO4 07072011 5P90 M
Same-Ecu 25 0058354 | 08001008 0770772011 5F1 F
Same-Ecu 26 | 0100854 | 07953622 05/07/2011 5P90 M
Same-Eeu 27| 0100854 | 079353622 090772011 5P90 M
Same-Ecu 28| 0101472 | 07954715 05/07/2011 5P32 M
Same-Ecu 29| 0101981 | 07952914 05/07/2011 5P1 M
Same-Ecu 30| 0101297 | 07951561 059/07/2011 5P14 M
Same-Ecu 31 0101297 | 07951561 09/07/2011 5P14 M
Same-Ecu 32| 0056358 | 0BOO1358 10/07/2011 SPo8 M
Same-Ecu 33 0057125 | 0BOO1918 10/07/2011 NUEWVO M
Same-Ecu 34| 0057877 | 0BODO2B3 107072011 5P90 M
Same-Ecu 35 0057877 | 0BODO283 10/07/2011 5P15 F

(Dalgo, 2013)
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Anexo 2. Datos de las muestras de ballenas jorobadas recolectadas en la costa de Esmeraldas en la

temporada 2012.

UTMN UTME
Same-Ecu 36 722561 110597 | 12/07/2012 5P32 H
Same-Ecu 37 722561 110598 | 12/07/2012 SPG0 H
Same-Ecu 38 722561 110598 | 12/07/2012 5Pg M
Same-Ecu 39 722561 110598 | 14/07/2012 5P90 M
same-Ecu 40 722561 110598 | 14/07/2012 5P50 M
Same-Fcu 4 722561 110598 | 16/07/2012 5P90 M
Same-Fcu 42 722561 110598 | 16/07/2012 5P52 M
Same-Fcu 43 722561 110598 | 19/07/2012 5P6S H
Same-Ecu 44 722562 110598 | 29/07/2012 5P63 M
Same-Ecu 45 722562 110598 | 20/07/2012 5pas H
Same-Ecu 50 722595 0 24/07/2012 5P90 M
Same-Ecu 51 722595 0 24/07/2012 P32 H
Same-Ecu 52 722561 110598 | 25/07/2012 5P90 H
Same-Fcu 53 722561 110598 | 25/07/2012 5P62 M
Same-Ecu 54 722561 110598 | 01/08/2012 spi4 H
Same-Ecu 55 722561 110598 | 02/08/2012 5p43 M
Same-Ecu 56 722561 110598 | 02/08/2012 SP63 M
Same-Ecu 57 722561 110598 | 02/08/2012 5p1 M
Same-Ecu 58 722561 110598 | 03/08/2012 5p32 ND
Same-Ecu 59 722561 110598 | 03/08/2012 SP66 H
Same-Ecu 60 J— JE— 5P100 M
Same-Ecu 61 — — 5P33 M

ND: No determinado.

(Rojas, 2014)
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Anexo 3. Datos de las muestras de ballenas jorobadas recolectadas en la costa de Esmeraldas en la

temporada 2013 y 2014.

Same-Ecu 62 98479 7994779 11/07/2013 SP32 M
Same-Ecu 63 1.02 7980593 13/07/2013 SP90 M
Same-Ecu 64 91100 8003623 19/07/2013 SP1 M
Same-Ecu 65 5030 795551 14/08/2013 SP61 M
Same-Ecu 66 5030 795552 14/08/2013 SP32 M
Same-Ecu 67 9788 7994166 | 16/08/2013 | SP12 M
Same-Ecu 68 591980 7958315 | 17/08/2013 | SP90 M
Same-Ecu 69 101159 7949137 18/08/2013 | SP90 M
Same-Ecu 70 100202 7953022 19/08/2013 SP90 H
Same-Ecu 71 101232 7951373 19/08/2013 SP90 H
Same-Ecu 72 591980 7958315 17/09/2013 | HBA023 H
Same-Ecu 73 591980 7958315 17/09/2013 SP90 H
Same-Ecu 74 591980 7958315 17/09/2013 | HBA023 H
Same-Ecu 75 591980 7958315 17/08/2014 | HBAO75 M
Same-Ecu 76 591980 7958315 17/08/2014 | HBAO75 M
Same-Ecu 77 591980 7958315 17/08/2014 | HBAO75 M
Same-Ecu 78 591980 7958315 17/08/2014 | HBAO75 M
Same-Ecu 79 591980 7958315 17/08/2014 SP12 M
Same-Ecu 80 591980 7958315 17/08/2014 SP62 M
Same-Ecu 81 591980 7958315 23/09/2014 | SP32 M
Same-Ecu 82 59311 56113 23/09/2014 SP62 H
Same-Ecu 83 100662 795294 23/09/2014 SP73 M
Same-Ecu 84 102457 7949463 24/09/2014 SP72 M
Same-Ecu 85 102457 7949463 24/09/2014 SP73 M
Same-Ecu 86 102457 7949463 24/09/2014 SP72 M

H: Hembra, M: Macho.



