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Abstract

Humpback whales (Megaptera novaeangliae) migrate across the world’s oceans from feeding grounds in polar waters in
high latitudes to breeding grounds in tropical waters. Although this species is predictable in its areas of occurrence,there are
several poorly understood aspects of its migration patterns. This study aims to evaluate the differences between site fidelity
of male and female humpback whales off the coast of Esmeraldas (Ecuador) for the years 2010, 2011 and 2012. A total
of 57 whale skin samples were obtained using a biopsy system.For sex determination, primers SFY1204 and SFY0097
were used. A variable section of the mitochondrial DNA control region (D-loop) was amplified by PCR and sequenced
to identify haplotypes. Of the humpback whale samples analyzed, it was found that 12 corresponded to females and 44
to males, and a total of 23 different haplotypes were identified. Molecular variance analysis (AMOVA) showed that males
had higher site fidelity, although a significant difference was found in the haplotype frequency and nucleotide composition
between males within the 2010 and 2011 seasons. These differences were not found within the seasons of 2010-2012 and
2011-2012, which can be attributed to the fact that samples of 2010 were collected in August, when males are in resident
groups, while samples of 2011 were collected in July when most males can be in transit to breeding areas further north
in Costa Rica and Panama. In addition, females showed no significant differences in haplotype frequency and nucleotide
composition, although between female humpback whales of the 2010 and 2012 seasons, only one haplotype was shared.
These results may be due to the relatively small number of female samples. These findings may suggest that although male
humpback whales disperse in the tropical breeding ground from Southern Ecuador to Northern Costa Rica, they return each
year to their native breeding ground. On the other hand, females probably remain in feeding sites during alternate years, to
recover from the energy expenditure of gestation and lactation.
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Resumen

La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) migra en todos los océanos del mundo desde sus zonas de alimentación en
aguas polares a zonas de reproducción en aguas tropicales. Aunque esta especie es predecible en sus áreas de ocurrencia,
son aún poco conocidos varios aspectos de la migración de la ballena jorobada. El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar las diferencias de fidelidad de sitio entre machos y hembras de ballenas jorobadas que visitaron las costas de
Esmeraldas (Ecuador) durante las temporadas 2010, 2011 y 2012. Un total de 57 muestras de piel de ballena se obtuvieron
mediante un sistema de toma de biopsias. Para la determinación del sexo se utilizó los primers SFY1204 y SFY0097.
Una sección variable de la región control del ADN mitocondrial (D-loop) se amplificó mediante PCR y secuenció para
analizar los haplotipos presentes. De las muestras de ballenas jorobadas analizadas se determinó que 12 correspondieron a
hembras y 44 a machos, y se identificó un total de 23 haplotiposdiferentes. Al realizar un análisis de varianza molecular
(AMOVA), se encontró que los machos presentaban una mayor fidelidad de sitio, a pesar de una diferencia notable en la
frecuencia de haplotipos y composición de nucleótidos entre machos de las temporadas 2010 y 2011. Esta diferencia no se
encontró entre las temporadas 2010 - 2012 ni 2011 - 2012, posiblemente porque las muestras del 2010 fueron recolectadas
en Agosto, cuando los machos se quedan en grupos residentes,mientras que las muestras del 2011 fueron recolectados en
Julio cuando la mayoría de machos están en tránsito hacia áreas de reproducción en el norte como Panamá y Costa Rica.
Las hembras no mostraron diferencias significativas en la frecuencia de haplotipos y composición de nucleótidos, a pesar
de que en las hembras de las temporadas 2010 y 2012 se compartió un solo haplotipo. Estos resultados, pueden deberse al
limitado número de muestras de ballenas jorobadas hembras.Estos hallazgos pueden sugerir que a pesar de que las ballenas
jorobadas machos se dispersan desde las zonas de reproducción al sur del Ecuador hasta el norte de Costa Rica, regresan
cada año a su zona de reproducción originaria. Por otro lado,las hembras posiblemente permanecen en años alternos en los
sitios de alimentación para recuperarse de los gastos energéticos de la gestación y lactancia.

Palabras Clave.Ballena jorobada, ADN mitocondrial (DNAmt), zonas de reproducción, fidelidad de sitio.
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Introducción

La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) vive en
las tres principales cuencas oceánicas: Océano Austral,
Atlántico Norte y Pacífico Norte [1–3]. Según las co-
nexiones migratorias entre las zonas de distribución in-
vernal y de verano, cada población se divide en subpo-
blaciones [4]. Durante la época de reproducción, en in-
vierno, las ballenas jorobadas permanecen en regiones
tropicales y subtropicales, mientras que en la época de
alimentación, durante el verano, permanecen en zonas
de latitudes altas [5].

La fidelidad hacia las áreas de alimentación es dirigida
maternalmente, ya que las madres les enseñan las rutas
migratorias a sus crías durante el primer año de vida,
luego de lo cual, los ballenatos regresan por sí mismos a
las áreas de alimentación maternas [5, 6]. Por otro lado,
en estudios realizados con ADN mitocondrial, se encon-
tró que la fidelidad dirigida maternalmente a las zonas
de alimentación y rutas migratorias es una de las posi-
bles razones por las cuales se han mantenido hasta la
actualidad las estructuras poblacionales de las ballenas
jorobadas [7–9].

El flujo migratorio de las ballenas jorobadas se da por
la sincronización de movimiento de hembras adultas se-
gún su estado reproductivo [10]. Este patrón migratorio
parece influir en el éxito reproductivo de la especie. Las
hembras pueden aumentar su éxito reproductivo, maxi-
mizando el tiempo empleado en la alimentación en lati-
tudes altas, de tal manera que se puedan cubrir los cos-
tos energéticos de la gestación y lactancia [11]. En al-
gunas poblaciones, los machos constituyen la mayoría
de los animales migratorios, lo que indica que las hem-
bras no migran cada año [10, 11]. Según Opzeelandet
al. (2013) [12], ballenas jorobadas en la Península An-
tártica, específicamente al sur del Mar de Weddell, se
quedan invernando en esta zona, en vez de completar su
ciclo migratorio anual hacia el área de reproducción en
la costa de África Occidental.

Las ballenas jorobadas visitan las costas ecuatorianas
entre finales de Mayo y Octubre con picos de abundan-
cia en los meses de Julio y Agosto [13–15]. La mayoría
de los ballenatos nace a mediados de Agosto, y a par-
tir de entonces las madres comienzan a buscar zonas de
poca profundidad [15]. Por esta razón cuando las ma-
dres con crías comienzan su viaje a la Antártida al final
de la temporada de reproducción (fines de septiembre y
octubre), lo hacen bordeando la costa y es posible ob-
servarlas en muchos sitios desde la orilla [16].

En el sur y centro de Ecuador, las ballenas jorobadas
muestran una fidelidad de sitio muy baja [13, 16–18].
Sin embargo en el área de reproducción de Esmeraldas
y el Parque Nacional Machalilla, existe una tasa anual
de retorno promedio de 49 %, lo cual demuestra una alta
fidelidad de sitio [19].

El presente estudio tuvo como objetivo determinar las
diferencias de fidelidad de sitio entre machos y hem-
bras de ballenas jorobadas en las costas de Esmeraldas

(Ecuador), durante las temporadas 2010, 2011 y 2012,
mediante el análisis de la región control del ADN mito-
condrial (D-loop).

Materiales y Métodos

Área de estudio y recolección de muestras

La recolección de muestras se realizó en Agosto del
2010, Julio del 2011, y entre Julio y Agosto del 2012,
en los Bajos de Atacames en la provincia de Esmeraldas
(Figura 1). Esta área de reproducción se extiende desde
la desembocadura del río Esmeraldas (N 0◦59’54,1”–W
79◦38’37,7”), hasta la desembocadura del río Muisne
(N 0◦37’3,9”- W 80◦02’01,9”), donde la temperatura
promedio del agua de mar es de 26◦C [20]. Los análisis
moleculares fueron llevados a cabo en el Laboratorio de
Biotecnología Vegetal de la Universidad San Francisco
de Quito.

Se recolectaron muestras de piel de 20 individuos en
Agosto del 2010, 15 individuos en Julio del 2011 y 22
individuos entre Julio y Agosto del 2012, utilizando el
sistema de biopsias Paxarm [21]. A fin de incrementar la
representación de las hembras para la temporada 2012,
el muestreo se centró al animal nuclear (hembra) en gru-
pos competitivos. Para evitar duplicados, los individuos
fueron foto- identificados. Las muestras fueron almace-
nadas en tubos eppendorf con etanol al 70 % a -20◦C
para su preservación a largo plazo.

Determinación del sexo de las ballenas jorobadas por
métodos moleculares

Se extrajo ADN genómico siguiendo el protocolo de
Kieleczawa (2006) [22]. La amplificación de las regio-
nes ZFY/ZFX del genoma de ballenas jorobadas se la
hizo por medio de la reacción en cadena de la polimera-
sa (PCR) [23], usando los primers: SFY1204 (5’CATTA
TGTGCTGGTTCTTTTCTG-3’) y SFY0097 (5’CATC
CTTTGACTGTCTATCCTTG-3’) [24]. El producto am-
plificado fue digerido con la enzima Taq 1, que generó
fragmentos de 439 pares de bases (pb) para las hembras
y de 439 pb y 621 pb para los machos [24].

Análisis de la región control de ADN mitocondrial de
ballenas jorobadas

A partir del ADN extraído, se amplificó un fragmento de
aproximadamente 500 pb de longitud de la región con-
trol del ADN mitocondrial mediante PCR, utilizando los
primers: t-Pro-whale Dlp1.5 (5’TCACCCAAAGCTGR
ARTTCTA-3’) y Dlp8 (5’CCATCGWGATGTCTTATT
TAAGRGGAA-3’) [25–27]. Los productos de PCR fue-
ron enviados a Functional Biosciences, Inc. (Madison
EE.UU.), donde fueron limpiados utilizando el proto-
colo 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 editadas y alineadas manualmente con el
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Figura 1: Mapa del área de estudio en “Bajos de Atacame” ubicado en la provincia de Esmeraldas, Ecuador. La línea azul representa los
límites del área de estudio [47].
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programa Mega 5 [28]. Luego fueron recortadas a 469
pb, comenzando desde la posición 6 de la secuencia re-
ferencial de la región control de la ballena jorobada (nú-
mero de accesión X72202), con el fin de coincidir con
una región consenso analizada en estudios previos como
el de Olavarríaet al. (2006, 2007), Félixet al. (2012)
y Dalgo (2013) [25, 26, 29, 30]. Con las secuencias re-
cortadas se realizó una búsqueda en el GenBank con la
opción Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
proporcionada por la página web del Centro Nacional
de Información sobre Biotecnología (NCBI). Se selec-
cionó el algoritmo megablast para secuencias muy simi-
lares, con el fin de identificar los haplotipos presentes en
las secuencias de las ballenas jorobadas de este estudio.

Análisis estadísticos

La estratificación por sexo y años se realizó usando un
análisis de varianza molecular implementado en el pro-
grama Arlequin 3.5 [31]. Con esta opción se calcularon
las diferencias en las frecuencias de haplotipos (FST) y
la diferenciación de nucleótidos (ΦST). La significan-
cia de los valores obtenidos se comprobó usando 5000
permutaciones aleatorias de la matriz de datos.

Resultados y Discusión

Relación machos/hembras

De las 57 muestras de piel de ballenas jorobadas que se
analizaron, 12 fueron de hembras, 44 de machos y en 1
muestra no se pudo identificar el sexo, debido a la poca
cantidad de ADN disponible. La proporción de sexos
fue de 3,7:1 (machos: hembras) (χ2 = 18,28 p<0,001).

Como se ha reportado anteriormente para otras áreas de
reproducción de las ballenas jorobadas, la proporción de
sexos en este estudio fue sesgada hacia los machos (Ta-
bla 1) [25, 26, 32, 33]. Debido a que la conformación
y estructura del sistema de apareamiento de las ballenas
jorobadas se basa en que varios machos adultos compi-
ten por el acceso sexual a una sola hembra madura, es
más fácil obtener muestras de machos que de hembras
[34].

Existen diferentes patrones temporales y espaciales de
migración entre hembras y machos de ballenas joro-
badas [33]. En un estudio realizado por Brownet al.
(1995) [32], se encontró que alrededor de 50 % de las
hembras de la Zona Antártica V no migraban a sus zo-
nas de reproducción cada año. Por lo que se sugiere que
ciertas hembras permanecen en las zonas de alimenta-
ción durante todo el invierno. Se han observado ballenas
jorobadas en zonas de alimentación durante el invierno
en el Golfo de Maine [35] y en el norte de la Patagonia
[36]. Puede ser ventajoso para algunas hembras no reali-
zar este largo viaje a las zonas de reproducción, debido
a los costos energéticos de la gestación y la lactancia
añadido a la migración. De esta manera, algunas hem-
bras optan por realizar la migración en años alternos pa-
ra recuperarse de los costes energéticos de la reproduc-

ción. Además, las hembras inmaduras pueden maximi-
zar su crecimiento, permaneciendo en las áreas de ali-
mentación de la Antártida durante todo el año [32]. Por
el contrario, los machos exhiben una mayor dispersión
en cuanto a sus áreas de reproducción, ya que tratan de
maximizar sus oportunidades de apareamiento. Por esta
razón, es más común encontrar a machos en diferentes
zonas de reproducción lejanas a sus zonas originarias
de apareamiento [7, 11, 32, 33, 37–40]. Por ejemplo, en
un estudio por Craig & Herman (2000) [41], los ma-
chos tendían a moverse más entre las diferentes islas de
Hawaii mientras que las hembras preferían quedarse en
una misma isla durante todo el período de reproducción.

Se ha reportado la predominancia de los machos entre
las ballenas que migran [32, 33]. Por ejemplo, Brown
et al. (1995) [32] encontraron una proporción de sexos
2,6:1 (machos: hembras) en la migración hacia la zona
de reproducción del este de Australia. De esta manera, si
algunas hembras se quedan en las áreas de alimentación,
esto puede explicar por qué más machos son muestrea-
dos en las zonas de reproducción en los primeros meses
del período de reproducción [33].

Fidelidad de sitio por años y sexo

Se realizó una comparación de la composición de haplo-
tipos por sexo y años para comprender si existe diferen-
cia en los patrones migratorios entre machos y hembras
de ballenas jorobadas que visitan las costas de Esmeral-
das (Ecuador). Para las hembras se encontraron 2 haplo-
tipos diferentes en 2010, 2 en el 2011 y 7 para el 2012,
mientras que en los machos se encontraron 10 haploti-
pos diferentes para el 2010, 6 para el 2011 y 10 en el
2012 (Tabla 2).

La mayoría de los haplotipos encontrados en las hem-
bras estaban también presentes entre los haplotipos de
los machos (SP1, SP14, SP25, SP32, SP50, SP90 SP98).
Sin embargo, algunos haplotipos estuvieron más repre-
sentados en machos que en hembras. Por ejemplo, los
haplotipos SP90 y SP32 fueron más comunes en ma-
chos que en hembras con 88,9 y 50 % respectivamente.

En diferentes estudios realizados en el Ecuador, se ha
encontrado que algunas ballenas jorobadas no se que-
dan durante todo el período de reproducción en la mis-
ma área. Scheidatet al. (2000) [14] encontró, en el Par-
que Nacional Machalilla, que varias ballenas pasan solo
hasta 5 días en la misma zona y que sólo alrededor del
10 % de ellas se quedan más de 2 semanas. Por lo que
se sugirió que varios individuos sólo están en tránsito
en esta región. En otro estudio realizado por Félix &
Haase (2001) [17], en la misma zona, a pesar de tener
pocos avistamientos interanuales, los mismos mostra-
ban sincronía, por lo que se sugirió que había un uso
cíclico mas no residente por parte de algunas ballenas
jorobadas que visitan las costas ecuatorianas. Sin em-
bargo Gladeket al.(2013) [19], determinaron que en las
áreas de reproducción de Esmeraldas y el Parque Nacio-
nal Machalilla el 31,84 % de las ballenas son reavistadas
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Referencia Sitio de recolección Individuos Machos Hembras Sexo sin Proporción
de muestras muestreados determinar

Brown et al. 1995 Australia Este 180 127 53 0 2.4 : 1

Olavarría et al. 2007
Aus O, NC, PF, Tg,

1112 705 361 46 1.9 : 1
IC, Col

Valsecchiet al. 2010 Australia Este 135 91 44 0 2.1 : 1

Félix et al. 2012
Santa Elena -

103 66 25 12 2.6 : 1
Ecuador

Proyecto Cetacea
Esmeraldas - Ecuador 57 44 12 1 3.7 : 1

USFQ

Tabla 1: Cuadro resumen de la proporción de sexos encontradaen diferentes estudios de ballenas jorobadas realizados enel Hemisferio
Sur. Aus O= Australia Oeste, NC= Nueva Caledonia, PF= Polinesia Francesa, Tg= Tonga, IC= Islas Cook, Col= Colombia.

Haplotipo

Hembras Machos Total

Agosto Julio
Julio y 2010,

Agosto Julio
Julio y 2010,

Sexo sin N (machos
2010 2011

Agosto 2011 y
2010 2011

Agosto 2011 y
identificar & hembras)

2012 2012 2012 2012
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 2
SP66 1 1 1
SP68 1 1 2 2
SP73 0 3 3 3
SP89 0 1 1 1
SP90 1 1 1 5 3 9 10
SP98 1 1 2 2 3
SP100 0 1 1 1
Mno03Ma02 0 1 1 1
Nuevo033 0 1 1 1
TOTAL 2 2 8 12 18 13 13 44 57

Tabla 2: Haplotipos delas 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 año. La N correspondeal total de individuos (machos y hembras) de cada haplotipo.

más de una vez, mientras que 68,16 % de las ballenas
jorobadas han sido observadas una sola vez, sugiriendo
que la mayor cantidad de ballenas están en tránsito por
esta área de reproducción.

Al comparar los haplotipos entre los machos, se encon-
tró que entre los machos del 2010 y 2011 se compartie-
ron 2 haplotipos (SP32 y SP90), mientras que entre los
del 2010 y 2012 se compartieron 3 haplotipos (SP52,
SP62 y SP90), y finalmente para los machos del 2011
y 2012 se compartieron 2 haplotipos (SP1 y SP90). Al
realizar el AMOVA, se encontraron diferencias signifi-
cativas tanto en la frecuencia de haplotipos así como la
composición de nucleótidos sólo entre los machos del
2010 con los del 2011 (FST= 0.0969,ΦST= 0.0969,
p=0.0230) (Tablas 3 y 4). Las diferencias encontradas

tanto en la frecuencia de haplotipos así como la compo-
sición de nucleótidos para los años de estudio del 2010
y 2011, pueden deberse principalmente a que las mues-
tras del 2010 fueron recolectadas en Agosto, cuando los
machos ya no están en tránsito y se quedan como gru-
pos residentes [17]. Mientras que las muestras del 2011
fueron tomadas en Julio, cuando la mayoría de machos
posiblemente se encontraban aún en tránsito hacia las
áreas de reproducción en el norte como Colombia, Pa-
namá y Costa Rica [42]. Según Félixet al. (2009) [43],
4 individuos registrados en Ecuador en 4 años diferen-
tes (1996, 2002, 2005 y 2008) fueron avistados en Costa
Rica-Panamá en el 2007 y sugiere que están en tránsito
[26, 44].

Ninguno de los haplotipos de las hembras del 2010 es-
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H 2010 H 2011
Fst valor-p Fst valor-p

H 2011 0.0000 0.6667± 0.0061
H 2012 -0.0002 0.5578± 0.0073 -0.1800 0.8675± 0.0053

M 2010 M 2011
M 2011 0.0969 0.0240± 0.0021
M 2012 0.0093 0.3053± 0.0056 0.0432 0.1238± 0.0046

Tabla 3: Valores del análisis de varianza molecular entre años y por sexo, se muestra la diferencia a nivel de frecuenciasde haplotipos
(FST), así como la significancia estadística (p). La significancia de los valores obtenidos se comprobó usando 5000 permutaciones aleatorias
de la matriz de datos. La M corresponde a machos y la H a hembras.

H 2010 H 2011
Φst valor-p Φst valor-p

H 2011 0.0000 0.6760
H 2012 -0.0002 0.5470 -0.1800 0.8611

M 2010 M 2011
M 2011 0.0969 0.0230
M 2012 0.0093 0.3052 0.0432 0.1276

Tabla 4: Valores del análisis de varianza molecular entre años y por sexo, se muestra la diferencia a nivel de la composición de nucleótidos
(Φst), así como la significancia estadística (p). La significancia de los valores obtenidos se comprobó usando 5000 permutaciones aleatorias
de la matriz de datos. La M corresponde a machos y la H a hembras.

tuvo presente en los haplotipos de las hembras del 2011,
lo cual se repitió en la comparación de las hembras del
2011 y 2012. Las hembras del 2010 y 2012 compartie-
ron un haplotipo (SP68). Sin embargo, no se encontra-
ron diferencias significativas en los valores de FST yΦst
entre los diferentes años de estudio (AMOVA, Tablas 3
y 4), posiblemente debido a las pocas muestras de hem-
bras en los primeros años de estudio (2010 y 2011). Al
comparar los haplotipos correspondientes para cada año
usando el software Arlequin, no se encontró diferencias,
debido a que los mismos difieren principalmente en uno
o dos nucleótidos [45], y a que el programa toma en
cuenta la frecuencia con la que se presenta cada haploti-
po para comparar las poblaciones correspondientes y en
el presente estudio, la frecuencia fue igual a 1.

En la Península de Santa Elena, Ecuador, en estudios si-
milares se encontró que entre los años del 2006, 2007
y 2008 las diferencias más altas tanto en la frecuencia
de haplotipos así como la composición de nucleótidos
fueron entre las hembras, mientras que los machos com-
partieron la mayoría de haplotipos y sus frecuencias por
lo que mostraron diferencias menores [26]. En un estu-
dio realizado en el Atlántico Sudeste y Océano Índico,
se sugirió que debido al reducido número de muestras
de hembras, los haplotipos más comunes aumentan en
frecuencia, reduciendo el número de haplotipos raros o
poco frecuentes, lo que resulta en distancias significati-
vamente más bajas entre los haplotipos disponibles [46].
Lo reportado en el estudio de Rosenbaumet al. (2006)
[46] es similar a lo encontrado en esta investigación.

En conclusión, se encontró que las ballenas jorobadas
macho mostraron mayor fidelidad de sitio que las hem-
bras, aunque se propone que varios individuos pueden
estar en tránsito hacias las áreas de reproducción más
hacia el norte en Panamá y Costa Rica. Por otro lado,
las pocas diferencias en la frecuencia de haplotipos y
composición de nucleótidos al comparar las muestras de

hembras pueden deberse al limitado número de mues-
tras. Para futuros estudios de fidelidad de sitio y propor-
ción de individuos por sexo y año, se deberían tomar un
número equitativo de muestras tanto de machos como
de hembras entre los diferentes años y en la misma tem-
porada para poder entender claramente cuál es el com-
portamiento de los individuos de ambos sexos.

[47]
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