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Abstract

Humpback whalesMegaptera novaeanglidenigrate across the world’s oceans from feeding ground®larpvaters in

high latitudes to breeding grounds in tropical waters. lth this species is predictable in its areas of occurreheeg are
several poorly understood aspects of its migration pattarhis study aims to evaluate the differences between ditétii

of male and female humpback whales off the coast of Esmergkizuador) for the years 2010, 2011 and 2012. A total
of 57 whale skin samples were obtained using a biopsy systemsex determination, primers SFY1204 and SFY0097
were used. A variable section of the mitochondrial DNA cohtegion (D-loop) was amplified by PCR and sequenced
to identify haplotypes. Of the humpback whale samples aealyit was found that 12 corresponded to females and 44
to males, and a total of 23 different haplotypes were idedtifMolecular variance analysis (AMOVA) showed that males
had higher site fidelity, although a significant differencasviound in the haplotype frequency and nucleotide conipasit
between males within the 2010 and 2011 seasons. Theseediffss were not found within the seasons of 2010-2012 and
2011-2012, which can be attributed to the fact that samdl@910 were collected in August, when males are in resident
groups, while samples of 2011 were collected in July whentmmades can be in transit to breeding areas further north
in Costa Rica and Panama. In addition, females showed ndisamt differences in haplotype frequency and nucleotide
composition, although between female humpback whaleseo2@10 and 2012 seasons, only one haplotype was shared.
These results may be due to the relatively small number oafesamples. These findings may suggest that although male
humpback whales disperse in the tropical breeding growrd 8outhern Ecuador to Northern Costa Rica, they return each
year to their native breeding ground. On the other hand, lesrrobably remain in feeding sites during alternate years
recover from the energy expenditure of gestation and lactat
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Resumen

La ballena jorobadaMegaptera novaeanglidenigra en todos los océanos del mundo desde sus zonas detalade en
aguas polares a zonas de reproduccion en aguas tropicalegué\esta especie es predecible en sus areas de ocurrencia,
son aln poco conocidos varios aspectos de la migracion dalémé jorobada. El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar las diferencias de fidelidad de sitio entre machoergbinas de ballenas jorobadas que visitaron las costas de
Esmeraldas (Ecuador) durante las temporadas 2010, 20112y @6 total de 57 muestras de piel de ballena se obtuvieron
mediante un sistema de toma de biopsias. Para la deterdrindel sexo se utilizé los primers SFY1204 y SFY0097.
Una seccion variable de la region control del ADN mitocoad(D-loop) se amplificé mediante PCR y secuencié para
analizar los haplotipos presentes. De las muestras denhsljerobadas analizadas se determiné que 12 correspamaier
hembras y 44 a machos, y se identificé un total de 23 haplotifesentes. Al realizar un andlisis de varianza molecular
(AMOVA), se encontré que los machos presentaban una mayalidéd de sitio, a pesar de una diferencia notable en la
frecuencia de haplotipos y composicion de nucleétidosantachos de las temporadas 2010 y 2011. Esta diferencia no se
encontré entre las temporadas 2010 - 2012 ni 2011 - 201)lpowente porque las muestras del 2010 fueron recolectadas
en Agosto, cuando los machos se quedan en grupos resideigasas que las muestras del 2011 fueron recolectados en
Julio cuando la mayoria de machos estan en transito hacia deereproduccién en el norte como Panama y Costa Rica.
Las hembras no mostraron diferencias significativas erelaiéncia de haplotipos y composicion de nucleétidos, a pesa
de que en las hembras de las temporadas 2010 y 2012 se camypestlo haplotipo. Estos resultados, pueden deberse al
limitado nimero de muestras de ballenas jorobadas henttstas hallazgos pueden sugerir que a pesar de gque las ballena
jorobadas machos se dispersan desde las zonas de repéodaicsiir del Ecuador hasta el norte de Costa Rica, regresan
cada afio a su zona de reproduccion originaria. Por otrolasibembras posiblemente permanecen en afios alternos en los
sitios de alimentacion para recuperarse de los gastosétivegde la gestacion y lactancia.

Palabras Clave.Ballena jorobada, ADN mitocondrial (DNAmt), zonas de refrecion, fidelidad de sitio.
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Introduccién (Ecuador), durante las temporadas 2010, 2011 y 2012,
mediante el andlisis de la region control del ADN mito-

La ballena jorobadaegaptera novaeanglia&ive en condrial (D-loop)

las tres principales cuencas oceanicas: Océano Austral,
Atlantico Norte y Pacifico Norte [1-3]. Segun las co- _ i
nexiones migratorias entre las zonas de distribucion in- Materiales y Métodos
vernal y de verano, cada poblacién se divide en subpo-
blaciones [4]. Durante la época de reproduccion, en in-

vierno, las ballenas jorobadas permanecen en regiones| 3 recoleccién de muestras se realizé en Agosto del
tropicales y subtropicales, mientras que en la época de 2010, Julio del 2011, y entre Julio y Agosto del 2012,
alimentacion, durante el verano, permanecen en zonasen |os Bajos de Atacames en la provincia de Esmeraldas
de latitudes altas [5]. (Figura 1). Esta area de reproduccién se extiende desde
La fidelidad hacia las areas de alimentacion es dirigida |2 desembocadura del rio Esmeraldas {8®54,1"-W
maternalmente, ya que las madres les ensefian las rutag9°38'37,7”), hasta la desembocadura del rio Muisne
migratorias a sus crias durante el primer afio de vida, (N 0°37'3,9"- W 80°02'01,9"), donde la temperatura
luego de lo cual, los ballenatos regresan por si mismos aPromedio del agua de mar es d€2g20]. Los analisis

las &reas de alimentacién maternas [5, 6]. Por otro lado, moleculares fueron llevados a cabo en el Laboratorio de
en estudios realizados con ADN mitocondrial, se encon- Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco
tr6 que la fidelidad dirigida maternalmente a las zonas de Quito.

de alimentacion y rutas migratorias es una de las posi- g recolectaron muestras de piel de 20 individuos en

bles razones por las cuales se han mantenido hasta I‘%gosto del 2010, 15 individuos en Julio del 2011 y 22

actualidad las estructuras poblacionales de las ba"enasindividuos entre Julio y Agosto del 2012, utilizando el
jorobadas [7-9]. '

sistema de biopsias Paxarm [21]. A fin de incrementar la
El flujo migratorio de las ballenas jorobadas se da por representacion de las hembras para la temporada 2012,
la sincronizacién de movimiento de hembras adultas se- el muestreo se centré al animal nuclear (hembra) en gru-
gun su estado reproductivo [10]. Este patron migratorio pos competitivos. Para evitar duplicados, los individuos
parece influir en el éxito reproductivo de la especie. Las fueron foto- identificados. Las muestras fueron almace-
hembras pueden aumentar su éxito reproductivo, maxi- nadas en tubos eppendorf con etanol al 70 % &4G20
mizando el tiempo empleado en la alimentacién en lati- para su preservacion a largo plazo.

tudes altas, de tal manera que se puedan cubrir los cos-
tos energéticos de la gestacion y lactancia [11]. En al-
gunas poblaciones, los machos constituyen la mayoria

de los animales migratorios, lo que indica que las hem- ge exirajo ADN genémico siguiendo el protocolo de
bras no migran cada afio [10, 11]. Segun Opzee#and  gjeleczawa (2006) [22]. La amplificacion de las regio-

al. (2013) [12], ballenas jorobadas en la Peninsula An- neg 7Fy/ZFX del genoma de ballenas jorobadas se la
tartica, especificamente al sur del Mar de Weddell, se pizo por medio de la reaccion en cadena de la polimera-
quedan invernando en esta zona, en vez de completar sug5 (PCR) [23], usando los primers: SFY1204 (5'CATTA
ciclo migratqriq anual _hacia el area de reproduccion en TGTGCTGGTTCTTTTCTG-3") y SFY0097 (5'CATC

la costa de Africa Occidental. CTTTGACTGTCTATCCTTG-3") [24]. El producto am-

Las ballenas jorobadas visitan las costas ecuatorianasplificado fue digerido con la enzima Taq 1, que genero
entre finales de Mayo y Octubre con picos de abundan- fragmentos de 439 pares de bases (pb) para las hembras
cia en los meses de Julio y Agosto [13-15]. La mayoria Y de 439 pby 621 pb para los machos [24].

de los ballenatos nace a mediados de Agosto, y a par-
tir de entonces las madres comienzan a buscar zonas d
poca profundidad [15]. Por esta razén cuando las ma-

dres con crias comienzan su viaje a la Antartida al final A partir del ADN extraido, se amplificé un fragmento de
de la temporada de reproduccion (fines de septiembre y aproximadamente 500 pb de longitud de la regién con-
octubre), lo hacen bordeando la costa y es posible 0b- tro| del ADN mitocondrial mediante PCR, utilizando los
servarlas en muchos sitios desde la orilla [16]. primers: t-Pro-whale DIp1.5 (5 TCACCCAAAGCTGR
En el sur y centro de Ecuador, las ballenas jorobadas ARTTCTA-3) y DIp8 (5’'CCATCGWGATGTCTTATT

muestran una fidelidad de sitio muy baja [13, 16-18]. TAAGRGGAA-3') [25-27]. Los productos de PCR fue-
Sin embargo en el &rea de reproduccion de Esmeraldason enviados a Functional Biosciences, Inc. (Madison
y el Parque Nacional Machalilla, existe una tasa anual EE.UU.), donde fueron limpiados utilizando el proto-

de retorno promedio de 49 %, lo cual demuestra una alta colo de Exo/Sap (Affymetrix, Inc.) y secuenciados en
fidelidad de sitio [19]. ambas direcciones con un secuenciador de ADN ABI

3730xl.

Area de estudio y recoleccion de muestras

Determinacién del sexo de las ballenas jorobadas por
métodos moleculares

Analisis de la regidn control de ADN mitocondrial de
%allenas jorobadas

El presente estudio tuvo como objetivo determinar las
diferencias de fidelidad de sitio entre machos y hem- Las secuencias amplificadas por el primer DIP 1.5 (light
bras de ballenas jorobadas en las costas de Esmeraldastrand) fueron editadas y alineadas manualmente con el
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Figura 1: Mapa del area de estudio en “Bajos de Atacame” ubicdo en la provincia de Esmeraldas, Ecuador. La linea azul rem@senta los

limites del area de estudio [47].
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programa Mega 5 [28]. Luego fueron recortadas a 469 cion. Ademas, las hembras inmaduras pueden maximi-
pb, comenzando desde la posicidn 6 de la secuencia re-zar su crecimiento, permaneciendo en las areas de ali-
ferencial de la region control de la ballena jorobada (ni- mentacion de la Antartida durante todo el afio [32]. Por
mero de accesién X72202), con el fin de coincidir con el contrario, los machos exhiben una mayor dispersién
unaregién consenso analizada en estudios previos comaoen cuanto a sus areas de reproduccion, ya que tratan de
el de Olavarrizet al. (2006, 2007), Félixet al. (2012) maximizar sus oportunidades de apareamiento. Por esta
y Dalgo (2013) [25, 26, 29, 30]. Con las secuencias re- razon, es mas comun encontrar a machos en diferentes
cortadas se realizé una busqueda en el GenBank con lazonas de reproduccion lejanas a sus zonas originarias
opcién Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) de apareamiento [7, 11, 32, 33, 37-40]. Por ejemplo, en
proporcionada por la pagina web del Centro Nacional un estudio por Craig & Herman (2000) [41], los ma-
de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI). Se selec- chos tendian a moverse mas entre las diferentes islas de
ciono el algoritmo megablast para secuencias muy simi- Hawaii mientras que las hembras preferian quedarse en
lares, con el fin de identificar los haplotipos presentes en una misma isla durante todo el periodo de reproduccion.

las secuencias de las ballenas jorobadas de este estudio. ) _
Se ha reportado la predominancia de los machos entre

Analisis estadisticos las ballenas que migran [32, 33]. Por ejemplo, Brown
o . o et al. (1995) [32] encontraron una proporcion de sexos
La estratificacion por sexo y afios se realizé usando un 5 g-1 (machos: hembras) en la migracién hacia la zona
analisis de varianza molecular implementado en el pro- ge reproduccion del este de Australia. De esta manera, si
grama Arlequin 3.5 [31]. Con esta opcion se calcularon gigunas hembras se quedan en las areas de alimentacion,
las diferencias en las frecuencias de haplotipos (FST) y asto puede explicar por qué mas machos son muestrea-

la diferenciacion de nuclectido®§T). La significan- o en las zonas de reproduccion en los primeros meses
cia de los valores obtenidos se comprobd usando 5000 yg periodo de reproduccion [33].

permutaciones aleatorias de la matriz de datos.
Fidelidad de sitio por afios y sexo

Resultados y Discusion Serealizé una comparacién de la composicién de haplo-

tipos por sexo y afios para comprender si existe diferen-
cia en los patrones migratorios entre machos y hembras
De las 57 muestras de piel de ballenas jorobadas que sede ballenas jorobadas que visitan las costas de Esmeral-
analizaron, 12 fueron de hembras, 44 de machos y en 1das (Ecuador). Para las hembras se encontraron 2 haplo-
muestra no se pudo identificar el sexo, debido a la poca tipos diferentes en 2010, 2 en el 2011y 7 para el 2012,
cantidad de ADN disponible. La proporcién de sexos Mientras que en los machos se encontraron 10 haploti-
fue de 3,7:1 (machos: hembragf (= 18,28 p<0,001). pos diferentes para el 2010, 6 para el 2011y 10 en el

_ ) 2012 (Tabla 2).
Como se ha reportado anteriormente para otras areas de

reproduccién de las ballenas jorobadas, la proporcion de La mayoria de los haplotipos encontrados en las hem-
sexos en este estudio fue sesgada hacia los machos (Tabras estaban también presentes entre los haplotipos de
bla 1) [25, 26, 32, 33]. Debido a que la conformacién los machos (SP1, SP14, SP25, SP32, SP50, SP90 SP98).
y estructura del sistema de apareamiento de las ballenasSin embargo, algunos haplotipos estuvieron mas repre-
jorobadas se basa en que varios machos adultos compi-sentados en machos que en hembras. Por ejemplo, los
ten por el acceso sexual a una sola hembra madura, edaplotipos SP90 y SP32 fueron méas comunes en ma-
mas facil obtener muestras de machos que de hembrashos que en hembras con 88,9 y 50 % respectivamente.
[34].

Relacibn machos/hembras

En diferentes estudios realizados en el Ecuador, se ha
Existen diferentes patrones temporales y espaciales deencontrado que algunas ballenas jorobadas no se que-
migracion entre hembras y machos de ballenas joro- dan durante todo el periodo de reproduccién en la mis-
badas [33]. En un estudio realizado por Broetnal. ma area. Scheidat al.(2000) [14] encontrd, en el Par-
(1995) [32], se encontré que alrededor de 50 % de las que Nacional Machalilla, que varias ballenas pasan solo
hembras de la Zona Antartica V no migraban a sus zo- hasta 5 dias en la misma zona y que sélo alrededor del
nas de reproduccion cada afio. Por lo que se sugiere quel0 % de ellas se quedan mas de 2 semanas. Por lo que
ciertas hembras permanecen en las zonas de alimentase sugirié que varios individuos soélo estan en transito
cion durante todo el invierno. Se han observado ballenas en esta regiéon. En otro estudio realizado por Félix &
jorobadas en zonas de alimentacion durante el invierno Haase (2001) [17], en la misma zona, a pesar de tener
en el Golfo de Maine [35] y en el norte de la Patagonia pocos avistamientos interanuales, los mismos mostra-
[36]. Puede ser ventajoso para algunas hembras no reali-ban sincronia, por lo que se sugirié que habia un uso
zar este largo viaje a las zonas de reproduccion, debidociclico mas no residente por parte de algunas ballenas
a los costos energéticos de la gestacion y la lactanciajorobadas que visitan las costas ecuatorianas. Sin em-
afiadido a la migracién. De esta manera, algunas hem-bargo Gladelet al.(2013) [19], determinaron que en las
bras optan por realizar la migracién en afios alternos pa- areas de reproduccion de Esmeraldas y el Parque Nacio-
ra recuperarse de los costes energéticos de la reproducnal Machalilla el 31,84 % de las ballenas son reavistadas
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Sitio de recoleccién Individuos Sexo sin

Referencia Machos Hembras ; Proporcion
de muestras muestreados determinar
Brown et al. 1995 Australia Este 180 127 53 0 24:1
Olavarria etal. 2007 AUS OI’CN&)FF’ 79, 1112 705 361 46 1.9:1
Valsecchiet al. 2010 Australia Este 135 91 44 0 21:1
Félix et al. 2012 Santa Elena - 103 66 25 12 26:1
Ecuador
Proyecto Cetacea Esmeraldas - Ecuador 57 44 12 1 3.7:1

USFQ

Tabla 1: Cuadro resumen de la proporcién de sexos encontraden diferentes estudios de ballenas jorobadas realizados ehHemisferio
Sur. Aus O= Australia Oeste, NC= Nueva Caledonia, PF= Polirsta Francesa, Tg= Tonga, IC= Islas Cook, Col= Colombia.

Hembras Machos Total
Haplotipo  Agosto Julio Julioy 2010, Agosto  Julio Julioy 2010, Sexosin N (machos
2010 2011 A9oSto 2011y “o5147 5019 AQOSIO 2011y o iificar & 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
Mno0O3Ma02 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 deskeraldas para las temporadas 2010, 2011 y 2012. La frecuémale cada
haplotipo (ADNmt) se muestra por sexo y afio. La N correspondal total de individuos (machos y hembras) de cada haplotipo.

mas de una vez, mientras que 68,16 % de las ballenastanto en la frecuencia de haplotipos asi como la compo-
jorobadas han sido observadas una sola vez, sugiriendasicion de nucleétidos para los afios de estudio del 2010
gue la mayor cantidad de ballenas estan en transito pory 2011, pueden deberse principalmente a que las mues-
esta area de reproduccion. tras del 2010 fueron recolectadas en Agosto, cuando los
machos ya no estan en transito y se quedan como gru-
Al comparar los haplotipos entre los machos, se encon- pos residentes [17]. Mientras que las muestras del 2011
tr6 que entre los machos del 2010 y 2011 se compatrtie- fueron tomadas en Julio, cuando la mayoria de machos
ron 2 haplotipos (SP32 y SP90), mientras que entre los posiblemente se encontraban adn en transito hacia las
del 2010 y 2012 se compartieron 3 haplotipos (SP52, areas de reproduccién en el norte como Colombia, Pa-
SP62 y SP90), y finalmente para los machos del 2011 nama y Costa Rica [42]. Segln Fééikal. (2009) [43],
y 2012 se compartieron 2 haplotipos (SP1y SP90). Al 4 individuos registrados en Ecuador en 4 afios diferen-
realizar el AMOVA, se encontraron diferencias signifi- tes (1996, 2002, 2005 y 2008) fueron avistados en Costa
cativas tanto en la frecuencia de haplotipos asi como la Rica-Panama en el 2007 y sugiere que estan en transito
composicién de nucleétidos sélo entre los machos del [26, 44].
2010 con los del 2011 (FST= 0.0968ST= 0.0969,
p=0.0230) (Tablas 3 y 4). Las diferencias encontradas Ninguno de los haplotipos de las hembras del 2010 es-
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H 2010 H 2011
Fst valor-p Fst valor-p
H2011 0.0000 0.666% 0.0061
H2012 -0.0002 0.5578& 0.0073 -0.1800 0.867% 0.0053
M 2010 M 2011
M 2011 0.0969 0.02406- 0.0021
M 2012 0.0093 0.3053 0.0056 0.0432 0.1238 0.0046
Tabla 3: Valores del andlisis de varianza molecular entre afis y por sexo, se muestra la diferencia a nivel de frecuenciae haplotipos

(FST), asi como la significancia estadistica (p). La signifiaicia de los valores obtenidos se comprob6 usando 5000 pertaciones aleatorias
de la matriz de datos. La M corresponde a machos y la H a hembras

H 2010 H 2011
Pst valor-p Pst valor-p
H2011 0.0000 0.6760
H2012 -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 andlisis de varianza molecular entre afis y por sexo, se muestra la diferencia a nivel de la composiai de nucleétidos

(®st), asi como la significancia estadistica (p). La significaia de los valores obtenidos se comprobé usando 5000 permcitanes 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,hembras pueden deberse al limitado nimero de mues-
lo cual se repiti6é en la comparacion de las hembras del tras. Para futuros estudios de fidelidad de sitio y propor-
2011y 2012. Las hembras del 2010 y 2012 compartie- cién de individuos por sexo y afo, se deberian tomar un
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