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RESUMEN EJECUTIVO

Las ballenas jorobadas (Megaptera novaeangliae) son una especie cosmopolita que realiza grandes
migraciones entre sus areas de alimentacion (ubicadas en latitudes altas) y sus areas de
reproduccion (ubicadas en latitudes bajas). La estructura poblacional de la especie esta divida en
“stocks” (Stock A hasta Stock G), o poblaciones delimitadas geograficamente. La poblacion que
arriba a las costas de Ecuador, especialmente a Esmeraldas y Manabi pertenece al Stock G o
poblacion reproductora del Pacifico Sudoriental, cuya zona de alimentacion se encuentra en la
Antartica. A pesar de que las ballenas jorobadas han sido de gran interés, se han realizado pocos
estudios de sus poblaciones en el Pacifico sudamericano, por lo que existe un conocimiento
limitado acerca de su habitat, comportamiento, tamafio y estructura poblacional en la region. En
este proyecto se estudiaran las ballenas jorobadas que llegan a las costas de Esmeraldas durante su
periodo reproductivo, para poner a prueba dos hipotesis. En primer lugar, se plantea que las
ballenas vuelven a las costas de Esmeraldas para reproducirse de manera anual, o interanual; o sea,
que son fieles a su sitio de reproduccion. En segundo lugar, que las hembras tienen mayor fidelidad
de sitio que los machos. Estas hipdtesis se pondran a prueba utilizando principalmente
identificacion individual molecular basada en 15 loci de microsatélites. Este andlisis sera
complementado con analisis basados en ADN mitocondrial, foto-identificacién y sexado
molecular. El estudio se realizara en las costas de Esmeraldas por 3 afios consecutivos, esperando
contar con un muestreo de 40 individuos por afio. Se espera que los resultados de este proyecto
contribuyan al manejo adecuado de &reas marinas protegidas para la conservacion de cetaceos en
Ecuador.

DESCRIPTORES: Ballenas jorobadas, Conservacion, Fidelidad, Sitios de reproduccion.
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ABSTRACT

Humpback whales (Megaptera novaeangliae) are cosmopolitan species that make long migrations
between their feeding areas (located in high latitudes) and their reproduction areas (located in low
latitudes). The population structure of the species is divided in “stocks” (Stock A until Stock G)
or geographically delimited populations. The population that arrives to the Ecuadorian coast,
especially to Esmeraldas and Manabi, belongs to Stock G or breeding population of the Southeast
Pacific; their feeding area is located in Antarctica. Although humpback whales have been of great
interest, few studies of their populations in the South American Pacific have been conducted. Thus,
there is only limited knowledge about their habitat, behavior, size, and population structure in the
region. This project will study the humpback whales that arrive to Esmeraldas coast during their
reproductive period, to test two hypotheses. The fist states that these whales return to Esmeraldas
coast to breed annually or interannually, which means that they are faithful to their reproduction
site. The second states that females have a higher site fidelity that males. These hypotheses will be
tested using individual molecular identification based on 15 microsatellites loci. This analysis will
be complemented with analyzes based on mitochondrial DNA, photo-identification, and molecular
sexing. This study will be conducted in Esmeraldas coast for 3 consecutive years, hoping to gather
a sampling of 40 individuals per year. The results of these project are expected to contribute to
appropriate handling of marine protected areas for the conservation of cetaceans in Ecuador.

KEYWORDS: Humpback whales, Conservation, Fidelity, Reproduction sites
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1. INTRODUCCION

Las ballenas jorobadas (Megaptera novaeangliae) son consideradas una especie cosmopolita, la
cual se encuentra distribuida en los océanos principales a nivel mundial, desde las regiones polares
y subpolares hasta el ecuador, siendo menos comunes en la zona Artica (Clapham, 1996; Gonzélez,
2002). Esta especie habita con mayor frecuencia las tres principales cuencas oceanicas: Pacifico
Norte, Océano Austral y Atlantico Norte (Florez-Gonzélez et al., 2007). La distribucién geogréafica
de las ballenas jorobadas esta influida por la época de reproduccion (invierno) en donde se
mantienen en zonas subtropicales y tropicales, y la temporada de alimentacion (verano) donde

acuden a areas en altas latitudes (Baker y Perry, 1987).

Las ballenas son organismos oportunistas. Su dieta consiste principalmente de pequefios peces que
habitan aguas a mediana profundidad o cerca de la superficie, asi como macro zooplancton también
conocido como “krill” (Remili et al., 2020), la presa mas frecuentemente encontrada en la region
Antartica (NMFS, 1991; Baker et al., 1985; Mackintosh, 1970; Nemoto, 1970). El estudio de la
dieta de las ballenas jorobadas ha sido limitado, pero las presas mayormente conocidas son
copepodos (Calanus sp.), congrio de arena (Ammodytes americanus), arenque y sardina (Clupea
sp.), camarones (Eualus sp., Pandalus sp.), anfipodos pelagicos (Parathemisto sp.), capelin
(Mallotus villosus), anchoveta (Engraulis sp.), jurel (Scomber scombrus) y especies diferentes de

krill (Thysanoessa sp., Nyctiphanes sp. y Euphausia sp.) (Clapham y Mead, 1999; NMFS, 1991).

Los individuos se alimentan con frecuencia a profundidades de hasta 40 m; sin embargo, registros
de sonar han demostrado que pueden bucear a profundidades de hasta 200 m persiguiendo a sus
presas (Krieger, 1987). Las ballenas jorobadas se alimentan embocando grandes cantidades de
agua con el alimento que sera ingerido; los individuos pueden ensanchar la garganta por los
pliegues ventrales que poseen. Luego de eso, el agua ingerida es expulsada mediante sus barbas.
También se ha evidenciado que pueden capturar a sus presas mediante una red de burbujas (que se
forman al liberar aire de los pulmones) y, posteriormente nadan en circulos alrededor de los

cardimenes y los ingieren (Parker y Haswell, 1987).



1.1 Diferencias entre zonas de alimentacion y zonas de reproduccién

La “época de alimentacion” de la especie, en la que acumulan energia suficiente para la época de
reproduccion, se da en latitudes altas (entre los 40° y 75°) durante la época de verano, en zonas
localizadas sobre la plataforma continental donde existen profundidades menores a 200 m. En estas
zonas hay una gran variacion en la temperatura, siendo usualmente bajas (de 2°C a 10°C) (NMFS,
1991). La productividad primaria y la concentracion de alimento en estas zonas es abundante
durante la temporada de verano (Brodie et al., 1978). Los grupos de individuos se forman con el
proposito de optimizar el consumo comun de alimento (Florez-Gonzalez et al., 2007; Valsecchi et
al., 2002).

En el hemisferio norte, las areas de alimentacion se encuentran en: el Mar de Barents, Golfo de
Alaska, Bahia de California, Mar de Chuckchi, Estrecho de Bering, costas de Islandia y Noruega,
Golfo de Maine, Labrador y Golfo de Saint, Mar Arabe, Terranova y Lawrence (Mackintosh,
1965). En el hemisferio sur, la zona de alimentacidn esta ubicada alrededor de la Antartica y esta
dividida en seis areas: Pacifico oriental, Atlantico occidental, Atlantico oriental e indico

occidental, indico oriental, Pacifico occidental y Pacifico central (Mackintosh, 1965).

Durante el tiempo de reproduccion (invierno), los individuos optan por regiones subtropicales y
tropicales. En estas zonas, la temperatura del agua se encuentra entre los 24°C y 28°C (con
frecuencia areas entre los 05° y 35° de latitud). La profundidad dentro de estas regiones es limitada
y prefieren aguas entre 20 y 60 m de profundidad en la plataforma continental (Félix y Van
Waerebeek., 2005) alrededor de islas y bahias (Acevedo et al., 2007). El periodo de reproduccion
se extiende entre 4 y 5 meses (Kaufman y Forestell, 2003). Sin embargo, durante la migracién se
puede dar el proceso de apareamiento (Clapham, 1996). Dentro de las zonas de reproduccién se
han evidenciado principalmente los comportamientos de apareamiento y crianza por parte de las

hembras (Kaufman y Forestell, 2003; Mobley y Herman, 1985).



En general, los machos alcanzan su madurez sexual entre los 7 y 12 afios, mientras que en las
hembras ocurre entre los 4 y 9 afios. El sistema de apareamiento es promiscuo/poligdmico, debido
a su estructura grupal (Avila, 2000). Las ballenas jorobadas podrian tener una cria cada 2 o 3 afios;
sin embargo, se han reportado hembras que han tenido crias durante afios consecutivos (Baker y
Perry, 1987; Clapham, 1996; Gonzalez, 2002; Flérez-Gonzélez et al., 2007). El proceso de
gestacion dura entre 10 y 12 meses, y las crias alcanzan su independencia completa al afio de haber
nacido (Baker y Perry, 1987; Clapham 1996).

Dentro de las poblaciones de ballenas jorobadas existe una secuencia, tanto de arribo como de
partida, a las areas de reproduccion. En primera instancia arriban las crias con sus madres para
propiciar el proceso de destete. A continuacion, arriban los individuos subadultos, posteriormente
los ejemplares adultos y finalmente las hembras prefiadas. La secuencia que se produce para el
abandono del sitio de reproduccion es el siguiente: en primer lugar, las hembras prefiadas, seguidas
de individuos inmaduros, luego los individuos maduros y por Gltimo las hembras con crias recién
nacidas (Dawbin, 1966).

La ausencia de depredacion en habitats tropicales produce prefencia de sitio y otorga libertad a los
individuos, haciendo innecesaria la formacion de grupos de defensa comun o vigilancia (Clapham,
1996; 2000). Asi, las zonas de reproduccion se caracterizan por la presencia de pequefios grupos

y asociaciones breves entre individuos (Clapham, 1996; 2000).

Las zonas de reproduccion conocidas en el hemisferio norte son Hawai, algunas islas de México,
las islas Bonin y Ryukyu ubicadas cerca de Japon, Baja California, Republica Dominicana, Costa
Rica, norte del Océano indico, Panaméa y Antillas Menores (Van Waerebeek, 2003). En el
hemisferio sur, las areas reconocidas son: Nueva Caledonia, Polinesia Francesa, Australiay Nueva
Zelanda (Olavarria et al., 2007), Brasil (Siciliano, 1994), Africa y Madagascar (Rosenbaum et al.,
1997), Colombia (Flérez-Gonzalez, 1991) y las costas de Ecuador (Félix y Haase, 2001; Scheidat
et al., 2000).



Las areas de reproduccion no sirven de zonas de alimentacion para las ballenas jorobadas (Dawbin,
1966; Nishiwaki, 1966; Baracho-Neto et al., 2012), aunque existen estudios que muestran registros
inusuales de ballenas solitarias que si se alimentan en zonas tropicales (Gendron y Urban, 1993;
Salden, 1989; Baraff et al., 1991). Mas aun, en la poblacion del Mar Arabigo los individuos usan
la misma area tanto para su reproduccion como para su alimentacion (Papastavrou y Van
Waerebeek, 1998).

1.2 Fidelidad a sitios de alimentacién y reproduccion

En general, las ballenas jorobadas han mostrado cierta fidelidad a sus zonas de alimentacién y de
reproduccion, ubicadas en diferentes partes del mundo. Segun Seton et al. (2002) la tasa de re-
avistamiento es mas alta en las areas de alimentacion en comparacion a las areas de reproduccion.
Estos datos estan sustentados con fotografias tomadas en el Atlantico Norte (zona de
alimentacion), donde en el Golfo de Maine la tasa de re-avistamiento fue de un 58%. Otro ejemplo
se da en el Golfo de Saint Lawrence, ha registrado un porcentaje de re-avistamiento del 42% (Seton
et al., 2002).

La razon principal por la cual los individuos presentan mayor fidelidad hacia las areas de
alimentacion, es que las crias son orientadas por sus madres hacia esas zonas, proporcionando un
mecanismo directo de fidelidad (Craig y Herman, 1997). Durante su primer afio de vida las
progenitoras les muestran las diferentes rutas migratorias, facilitando asi que las crias vuelvan a
las zonas de alimentacidn por si mismos (Baker y Perry, 1987). Esta experiencia materna temprana

forma parte de la base de la herencia cultural del destino migratorio (Clapham y Mead, 2008).

Durante su migracion, las poblaciones de ballenas jorobadas son dirigidas por las hembras adultas.
La estadia en la zona de alimentacion es aprovechada mayormente por las hembras con el proposito
de adquirir mayor cantidad de energia para la lactancia y la gestacion, facilitando asi el éxito

reproductivo de la poblacién (Craig y Herman, 1997).



Dentro de las poblaciones de ballenas jorobadas, los machos tienden a ser totalmente migratorios,
mientras que las hembras tienden a migrar durante afios consecutivos (Craig y Herman, 1997).
Potencialmente, para dirigirse hacia las areas de reproduccidn, los individuos tanto hembras como
machos emplean diferentes rutas migratorias (Salden et al., 1999). Ademas, el apareamiento no se
da unicamente en las areas de reproduccion, sino también en las areas de alimentacion o a lo largo
de la ruta migratoria (Herman et al., 2010). Esto evitaria que las hembras completen su ciclo

migratorio (Herman et al., 2010).

1.3 Estructura poblacional y conservacion

Dentro de la estructura poblacional de las ballenas jorobadas existen subdivisiones establecidas
Ilamadas “stocks”, las cuales son poblaciones delimitadas geograficamente que en su mayoria se
encuentran aisladas pudiendo darse entre ellas flujo génico (Gonzélez, 2002; Baker et al., 1986).
A nivel mundial se conocen siete subpoblaciones de individuos reproductores (Stock A hasta Stock
G) (IWC, 2005). De igual modo, se han identificado seis zonas de alimentacion alrededor de la
Antartica (I-VI; Comision Ballenera Internacional (IWC, 2005). La poblacion que acude a las
costas ecuatorianas corresponde al Stock G, poblacion reproductora del Pacifico Sudoriental, la
cual acude a costas de Panama, Costa Rica, Ecuador y Colombia. Su zona de alimentacion
corresponde a la | ubicada en la Antartica (Mar de Bellinghausen y los alrededores de las islas
Shetland del Sur) (Fl6rez-Gonzélez et al., 2007; Olavarria, 2008).

Las poblaciones de ballenas jorobadas realizan migraciones de manera estacional, entre las zonas
de alimentacion las cuales se encuentran en latitudes altas (Figura 1) y las zonas de reproduccion
ubicadas en latitudes bajas (Rice, 1998). La migracion puede variar en gran medida dependiendo
de las zonas geograficas en las que se produce la migraciéon, los individuos y las condiciones del
ambiente (Clapham y Mattila, 1988). Las rutas exactas que siguen las ballenas jorobadas en su
migracion son desconocidas (Mate et al., 1998). Sin embargo, se ha podido trazar una ruta entre
Hawai y Alaska mediante transmisores satelitales colocados en los ejemplares (Mate et al., 1998).
Ademas, existen ciertas diferencias entre las poblaciones migratorias debido a su preferencia.

Algunas prefieren atravesar el océano abierto, mientras otras prefieren tomar rutas costeras, las



cuales pueden ser apreciadas desde las diferentes orillas (Aguayo et al., 1998; Avila, 2000; Félix
y Van Waerebeek, 2005).
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Figura 1. Distribucion de las poblaciones de ballenas jorobadas a nivel mundial, su relacién entre
zonas de alimentacion y zonas de reproduccion y sus posibles rutas migratorias (Flérez-Gonzélez
et al., 2007).

1.4 Ballenas jorobadas en las costas ecuatorianas

Los estudios de ballenas jorobadas dentro de Ecuador comenzaron en los afios 90, principalmente
en torno a la Isla de la Plata (Félix y Haase, 2001; Scheidat et al., 2000), mientras que en
Esmeraldas se dieron a inicios del 2000 (Barragan, 2003; Brtnik et al., 2003) y finalmente en
Salinas en el 2003 (Félix y Haase, 2005). Las ballenas jorobadas acuden a la zona de reproduccién
correspondiente a las costas ecuatorianas entre los meses de mayo y octubre, observando mayor
presencia de individuos entre julio y agosto. En base a estos registros se ha establecido que el mes



de agosto es cuando se da la mayor cantidad de nacimientos (Acevedo, 2007; Pairoa-Riofrio, 2003;
Félix y Haase, 2001; Florez-Gonzélez et al., 2007; Scheidat et al., 2000). Durante el proceso del
nacimiento, las progenitoras optan por sitios con las condiciones favorables para los ballenatos,

especialmente temperaturas calidas y profundidades bajas (Félix, 2003).

En las costas ecuatorianas la fidelidad de las poblaciones de ballenas jorobadas varia segun el sitio.
Las zonas con menos fidelidad son aquellas frente a Puerto Lopez, la Isla de la Plata, Puerto Cayo
y el Bajo de Cantagallo. En estos sitios se ha reportado baja cantidad de recapturas en los
individuos, tanto durante afios seguidos como en la misma temporada reproductiva (Pairoa-
Riofrio, 2003; Felix y Haase, 1998; Félix y Haase, 2001; Félix, 2003). Se ha propuesto que la
escasez de re-avistamientos de ballenas jorobadas, se produce porque los individuos no se
mantienen por largos periodos de tiempo en las areas de estudio, debido a su preferencia hacia

aguas menos profundas y mayormente calientes (Félix y Haase, 1998; Félix y Haase 2001).

Sin embargo, dentro del Parque Nacional Machalilla y Esmeraldas (zonas identificadas de
reproduccion), a partir de los afios 1996 hasta el 2012, se ha podido evidenciar mediante analisis
de foto-identificacion que dentro de la poblacion perteneciente a la costa de Esmeraldas, la tasa
anual de retorno al mismo sitio de reproduccion es de un promedio de 49% (Gladek, 2013). Debido
a estas cifras se propone que los individuos que acuden a las costas de Ecuador muestran una
fidelidad alta de sitio, contrario a lo reportado en estudios previos. Es importante mencionar
también que durante 1996 y 2004 los ejemplares permanecian en las areas de reproduccion un
promedio de 17 dias, siendo el tiempo de ocupacion mas alto encontrado dentro de las poblaciones
(Pairoa-Riofrio, 2003; Félix y Haase, 2001, 2005; Scheidat et al., 2000).

Estudios genéticos realizados en la poblacion tanto del Ecuador continental como de Galapagos
han evidenciado la existencia de panmixia con la poblacién presente en Colombia.
Adicionalmente, estudios genéticos han demostrado que la Peninsula Antartica es la zona principal

de alimentacion para los individuos que arriban al pais, (Félix et al., 2007, 2012).



1.5 Conservacion de las ballenas jorobadas

Durante la década de los 70’s y 80’s las ballenas jorobadas fueron consideradas una especie en
peligro de extincion, causado principalmente por la caza indiscriminada. Debido al critico estado
de las poblaciones, se originaron diversos planes de conservacion a nivel mundial (Bettridge et al.,
2015). Actualmente segin la Unién Mundial para la Conservacién (UICN), se encuentra
catalogada como en Preocupacion Menor (LC). De acuerdo a esta categoria su peligro de
extinguirse es minimo, es abundante en el mundo y cuenta con una distribucion amplia (Reilly et
al, 2008). A pesar de ello, la accion humanay los cambios que produce siguen generando amenaza
de conservacion para la especie (Nieto Garcia, 2019).

1.6 Justificacion y objetivos

Las ballenas jorobadas se han estudiado de manera extensiva en algunas zonas reproductivas como
Hawai (Herman y Antinoja, 1977). Sin embargo, dentro del Pacifico sudamericano se han
realizado pocos estudios. Por esta razdn, se conoce poco acerca del uso de habitat,
comportamiento, tamafo y estructura poblacional de las ballenas jorobadas en esta region
(Scheidat, 2001).

Ademas, es importante entender y evaluar la fidelidad que presentan los organismos hacia las
aguas ecuatorianas. A pesar de que las costas de Ecuador constituyen la zona de reproduccion mas
importante dentro del Pacifico sudeste tropical, las costas de la provincia de Esmeraldas siguen
siendo poco estudiadas (Ofia, 2013). Estudios mas profundos, podrian determinar si el sitio es de

alto interés para las ballenas del Stock G.

Con el desarrollo de la presente propuesta se busca determinar la fidelidad de sitio de reproduccion
de las ballenas jorobadas (Megaptera novaengliae) en la zona costera de Esmeraldas, y si esta se

da durante afios consecutivos. Se busca también determinar si existen diferencias entre sexos en



cuanto a la fidelidad a los sitios de reproduccion. La informacion producida en el estudio servira

para contribuir al manejo de &reas marinas protegidas para la conservacion de cetaceos en Ecuador.

Se esperaria que el estudio genético de las ballenas de esta poblacion confirme que las ballenas
que llegan a la costa de Esmeraldas vuelven al mismo sitio de reproducciéon. Ademas, es méas
probable que vuelvan pasando un afio y no en afios consecutivos (Baracho-Neto et al., 2012).
Estudios anteriores (Gladek, 2013) sugieren que, en general, las ballenas hembra son mas fieles a
sus sitios de reproduccion que los machos. Por esta razon, se esperaria que también sea similaren

el caso de las ballenas de la costa de Esmeraldas.

2. METODOS
2.1 Sitio de estudio
El estudio se realizara en las costas de la provincia de Esmeraldas ubicada en la zona noroccidental

del pais. Se estableceran puntos estratégicos para la coleccion de muestras, cuya ubicacion

aproximada se encuentra en la Figura 2.
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Figura 2. Area de estudio de fidelidad de sitio de las ballenas jorobadas en la costa de Esmeraldas.

La zona costera de la provincia estd caracterizada por poseer temperaturas que oscilan entre los
24°C y 26°C a lo largo de todo el afio (Brtnik et al., 2003; Ofia, 2013). Una de las principales
caracteristicas que posee la zona es la presencia de corrientes inter-tropicales las cuales provienen
del norte aportando de esta manera gran diversidad marina en la zona y la presencia de rutas
migratorias de varias especies como manta rayas, ballenas jorobadas, aves marinas, entre otros
(Brtnik et al., 2003).

El clima del éarea esta clasificado como subtropical y cuenta con dos subestaciones bastante
definidas. Durante la época de invierno (junio a noviembre) la precipitacion es mas baja que el
verano (diciembre a abril) (Cruz, 2012). En la zona de Esmeraldas las temperaturas mas bajas se

experimentan durante el mes de diciembre y las més altas durante el mes de mayo (CPPS, 2014).
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2.2 Recoleccion de muestras

El estudio se realizara por 3 afios consecutivos. El trabajo de campo se realizara en julio y agosto,
que son los meses de mayor presencia de ballenas jorobadas (Scheidat et al., 2000), para aumentar
la probabilidad de muestrear la mayor cantidad de individuos. Se espera poder contar con un
muestreo de 40 individuos por afio. Esto se logrard, por medio del sistema de biopsias Paxarm
(Kritzen et al., 2002), siguiendo los parametros, recomendaciones y observaciones indicadas en
la Guia de Observacion de Ballenas Jorobadas (Félix, 2003). Para la obtencién de las 40 muestras
por afio, se trabajara en campo por un promedio de 27 dias por afio, contando con las condiciones
climéticas oportunas. Para tomar las muestras durante 27 dias se deberian capturar tres individuos

cada 2 dias.

Para la obtencion de las muestras se contratard una lancha que cuente con las condiciones
necesarias (motor de 75 caballos de fuerza y la tripulacion pertinente), la cual servira de transporte
para cada salida. Para la toma de muestras se necesitara estar a una distancia no mayor de 300 m
del individuo, por un periodo no superior a 5 min; con estas medidas se busca no causar malestar
en los individuos. Cuando la distancia sea mayor a 300 m, el encuentro sera considerado como
avistamiento, pero no se intentard tomar la muestra. La ubicacion de los individuos se basara
principalmente en la observacion, donde el animal nuclear usualmente es la hembra y los
ejemplares que se encuentran a su alrededor son los machos, también conocidos como escoltas
(Rojas Lopez, 2014).

La recoleccion de muestras se realizara de la siguiente manera: al observar un individuo se
disparara con un rifle calibre 0.22 (sistema de biopsias Paxarm, New Zealand Ltd.) un dardo de
biopsia de policarbonato liviano con direccion a la region flanqueante del individuo (region
cercana a la aleta posterior del individuo). El impacto del dardo penetrara la piel y retendra una
muestra de mas o menos 3 cm, la cual finalmente sera recolectada manualmente del agua. La punta

del dardo obtendra muestras de tejido adiposo y epitelial que se colocara en tubos eppendorf con
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etanol al 95%. Por ultimo, durante el proceso de recoleccion de muestras se obtendra una fotografia
del individuo (foto-identificacion) de las aletas dorsales y caudales, con el propdsito de evitar

analizar muestras duplicadas de un mismo ejemplar durante el trabajo de campo.

2.3 Andlisis de laboratorio

2.3.1 Extraccién de ADN

Para el proceso de extraccion de ADN, se utilizard un protocolo eficaz en términos de cantidad y
calidad del material gendmico aislado, y de bajo costo (Pefafiel et al., 2019). Este se basa en
precipitacion de proteinas con Tiocianato de Guanidina, precipitacion de ADN con isopropanol y
limpieza final con etanol. Para la verificacion de una extraccion exitosa, se medira la concentracion

y calidad del ADN en un espectrofotometro de microplacas Epoch (BioTek).

2.3.2 Microsatélites

Para determinar la fidelidad de sitio de los individuos en la muestra, utilizaremos microsatélites.
Estos son marcadores moleculares repetitivos de ADN, constituidos por secuencias cortas de bases
de nucledtidos (Gonzalez, 2003). Por su tasa elevada de polimorfismo, estos aportan con

informacion bastante Util para estudios poblacionales y de conservacion (Bruford y Wayne, 1993).

En todas las muestras se examinaran 15 loci de microsatélites polimorficos que se listan (junto a
sus cebadores correspondientes) en la Tabla 1. Los productos de PCR seran limpiados de cebadores
y nucledtidos no incorporados con ExoSAP-IT (Applied Biosystems) y seran analizados en
Macrogen (Corea del Sur). Los cromatogramas seran examinados y los microsatélites codificados
en Geneious 11.1.5 (Biomatters Ltd., Kearse et al., 2012). Adicionalmente los cebadores de cada

microsatélite seran unidos a un marcador con fluorescencia (Boutin-Ganache et al., 2001).
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Tabla 1. Cebadores (primers) para cada loci de microsatélites.

Locus Cebador Secuencia Referencia
EV1 EVla CCCTGCTCCCCATTCTC Valsecchi y Amos
(1996)
EV1b ATAAACTCTAATACACTTCCTCCA
AC
EV14 EV14a TAAACATCAAAGCAGACCCC Valsecchi y Amos
(1996)
EV14b CCAGAGCCAAGGTCAAGAG
EV21 EV2la CAATAATTGGACAGTGATTTCC Valsecchi y Amos
(1996)
EV21b CGCTGAAGGTGTGCCC
EV37 EV37a AGCTTGATTTGGAAGTCATGA Valsecchi y Amos
(1996)
EV37b TAGTAGAGCCGTGATAAAGTGC
EV94 EV94a ATCGTATTGGTCCTTTTCTGC Valsecchi y Amos
(1996)
EV94b AATAGATAGTGATGATGATTCAC
ACC
EV96 EV96a AAGATGAGTAGATTCACTACACG  Valsecchi y Amos
AGG (1996)
EV96b CCACTTTTCCTCTCACATAGCC
EV104 EV104a TGGAGATGACAGGATTTGGG Valsecchi y Amos
(1996)
EV104b GGAATTTTTATTGTAATGGGTCC
rw4-10 rw4-10f GCCTCCCTCGCGCCAATGGCATTA Waldick et al. (1999)
CTTCATTCTTT
rw4-10r GCCAAACTTACCAAATTGTG
rw48 rw48f GCCTCCCTCGCGCCACCAATGACT Waldick et al. (1999)
TTCCCTGTA
rw48r GATACCGCAGTGTGTCCTG
GT211 GT211f GCCTCCCTCGCGCCACTGCTCTAT  Bérubé et al. (2000)
TCTATGAAAGCA
GT211r CTCCAGTATACCTATCTTGTC
GT23 GT23f GCCTCCCTCGCGCCAGTTCCCAGG  Bérubé et al. (2000)
CTCTGCACTCTG
GT23r CATTTCCTACCCACCTGTCAT
GT575 GT575f GCCTCCCTCGCGCCATATAAGTGA Bérubé et al. (2000)
ATACAAAGACCC
GT575r ACCATCAACTGGAAGTCTTTC
GATA417 GATA417f CTGAGATAGCAGTTACATGGG Palsboll et al. (1997)
GATA417r TCTGCTCAGGAAATTTTCAAG
GATAZ28 GATA28f CGCTGATAGATTAGTCTAGG Palsboll et al. (1997)
GATA28r AAAGACTGAGATCTATAGTTA
GATA98 GATA98f TGTACCCTGGATGGATAGATT Palsboll et al. (1997)

GATA98r

ATGTCTCTCTCACACCTCACC
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2.3.3 ADN mitocondrial

Se amplificard un fragmento de aproximadamente 500 pares de bases de la region de control del
ADN mitocondrial mediante PCR (Saiki et al., 1988). Para el procedimiento se utilizaran los
cebadores:  t-Pro-whale  DlIpl.5 (5TCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3) 'y Dlp8
(5'CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3") (Baker et al., 1998; Olavarria et al., 2007;

Félix et al., 2012). Para verificar la amplificacion se realizard una electroforesis en gel de agarosa
al 1%. La purificacion de productos de PCR se realizara de la misma manera que para los
microsatélites. EI ADN de las reacciones de PCR sera secuenciado en Macrogen en ambas

direcciones.

La inspeccion y edicion de cronogramas se realizard en Geneious 11.1.5 (Biomatters, Ltd., Kearse
et al, 2012). Para la alineacion de las secuencias amplificadas se utilizara el sistema “ClustalW”
del programa Mega 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011), donde
las muestras se alinean progresivamente hasta obtener una alineacion global (Thompson et al.,
1994).

2.3.4 Determinacion de sexo

Para la determinacion de sexo, se amplificaran las regiones SFY/SFX mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto, se usaran los cebadores: SFY1204 y
SFY0097 (Palsboll et al., 1992). Los productos de PCR seran examinados con 3 unidades de
endonucleasas de restriccion Tagl (New England BioLabs Inc.). Posteriormente los fragmentos
de restriccién seran separados y visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 4%
(Palsboll et al., 1992).

Una vez realizado el PCR las muestras seran colocadas en un gel de agarosa al 3%, donde se
determinaréa el sexo de acuerdo con los patrones de los fragmentos de restriccion. Segun Palsboll

et al. (1992), el control positivo se diferencia debido a que presenta un patron de fragmentacién
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similar al esperado para individuos machos, generando dos bandas de aproximadamente 439y 621
pares de bases. En cambio, para individuos hembras se identificara un patrén de una sola banda de
aproximadamente 439 pares de bases.

2.4 Andlisis de datos

2.4.1 Andlisis de fidelidad

Se evidenciara la presencia de alelos nulos en el programa MICRO-CHECKER v.2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004). Ademas, se calculard el nimero de alelos por locus, la desviacion del
equilibrio Hardy-Weinberg, la heterocigocidad observada, la heterocigosidad esperada, y el
desequilibrio de ligamiento (LD) en GENEPOP v.4.7 (Rousset y Rainmod, 1995, Rousset, 2008).

Para conocer si existe fidelidad de sitio por parte de las ballenas jorobadas hacia las costas de
Esmeraldas, se identificaran individualmente las muestras tomadas cada afio mediante el analisis
de microsatélites. Para identificar las muestras a nivel individual se usara el programa CERVUS
(Marshall et al., 1998), limitando el criterio de busqueda de coincidencias (matching) a un minimo
de 9 loci de microsatélites. Adicionalmente, las identificaciones individuales seran confirmadas
inspeccionando la secuencia de haplotipos (100% de coincidencias en la regién de control), el sexo
del individuo (determinado genéticamente) y la foto-identificacion (realizada en campo). Este
analisis de identificacion se realizara comparando los muestreos por afio: afio 1 contra afio 2, afio
1 contra afio 3y afio 2 contra afio 3. De esta manera se evaluara si la fidelidad de sitio se da a afio

seguido, o pasando un afio.

Sin embargo, existe la posibilidad que el tamafio muestral o que el nimero de microsatélites
analizados no permitan probar fidelidad de sitio a nivel individual. Debido a esta limitante
potencial, se espera poner a prueba la hipétesis de fidelidad a nivel poblacional, es decir que, en
general, individuos genéticamente relacionados tienden a regresar a las mismas zonas de

reproduccion, al mismo tiempo. Por ello, se comparara la composicion genética las muestras
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tomadas cada afio, utilizando un analisis de varianza molecular (AMOVA) en Arlequin 3.5
(Excoffier et al., 1992). Este anélisis se realizara tanto con los datos obtenidos de microsatélites,
como con los datos de la region de control mitocondrial, comparando los muestreos por afio: afio
1 contra afio 2, afio 1 contra afio 3 y afio 2 contra afio 3. Al igual que se plantea con la identificacion
individual, esta comparacion permitira evaluar si la fidelidad de sitio se da a afio seguido, 0
pasando un afio. Si existiera cierta fidelidad de sitio a nivel poblacional, se esperaria que no se
encontraran diferencias significativas en la composicion genética de los individuos entre afios

consecutivos, 0 pasando un afio.

Adicionalmente, utilizando los datos de microsatélites se realizara un andlisis de componentes
principales (PCA) para observar si existe una agrupacion de las muestras de acuerdo con el afio en
que fueron muestreados. Al existir fidelidad de sitio a nivel poblacional, se esperaria que no se
generaran agrupaciones claras porque las muestras obtenidas afio tras afio, provienen (en gran
proporciodn) de individuos de la misma poblacion. Si no existiera fidelidad de sitio, se esperaria
que cada afio pudiera identificarse en el PCA como un grupo genético diferente o con algo de
mezcla entre grupos (representando algunos pocos individuos que vuelven cada afio o a afio

sequido).

2.4.2 Analisis de fidelidad entre sexos

Para poner a prueba la hipétesis de fidelidad de las ballenas jorobadas de acuerdo a su sexo se
repetiran los mismos andlisis de identificacion individual y de fidelidad a nivel poblacional, sin

embargo, en esta parte los datos seran separando por sexo.

2.4.3 Analisis de foto-identificacion

El uso de foto-identificacién nos servira para identificar individuos a través de sus marcas
naturales, mediante tres criterios: observacion de cicatrices y marcas naturales, patron de
pigmentacion y la forma de la hendidura de la parte media de la aleta caudal (Katona et al., 1979).

Para estos analisis se utilizara el programa IS Contour (Interactive Individual Identification
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System) (Hartog y Reijns, 2011), el cual mediante un algoritmo de trazado semiautomatico analiza

el contorno de las aletas dorsales o caudales para identificar individuos de manera automatica.

3. RESULTADOS ESPERADOS

3.1 Fidelidad de sitio

Se conoce que las ballenas jorobadas muestran mayor fidelidad hacia las areas de alimentacion en
comparacion a las areas de reproduccion (Seton et al., 2002). Sin embargo, se esperaria que los
individuos presenten cierta fidelidad hacia el sitio de reproduccion ubicado en la costa de

Esmeraldas.

Flérez-Gonzalez et al. (2007) mencionan que alrededor del 26% de los individuos vuelven a las
costas colombianas, al ser poblaciones relativamente cercanas se esperaria una tasa de retorno
similar o incluso mayor a la sefialada. Sin embargo, este porcentaje puede variar debido a la
diferente composicion de los grupos sociales presentes en la zona costera colombo-ecuatoriana
(Flérez-Gonzalez, 1991).

Con el apoyo de los andlisis genéticos y los datos obtenidos con foto-identificacion se conocera si
los individuos retornan o no al sitio de reproduccién de la costa de Esmeraldas durante afios
consecutivos. Segun Brown et al. (1995), se evidencié que aproximadamente el 50% de las
hembras de la zona Antartica no migraban a sus zonas de reproduccion cada afio, por lo que se
cree que ciertas hembras permanecen en las zonas de alimentacion durante todo el invierno debido
principalmente a los costos energéticos. Por esta razén algunas hembras prefieren realizar la

migracion en afios alternos para recuperarse de los costes energéticos (Brown et al., 1995).
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3.2 Fidelidad de sitio con respecto al sexo

En cuanto a fidelidad con respecto al sexo se esperaria encontrar mayor proporcion por parte de
hembras a comparacién con machos (Rizzo y Schulte, 2009). Debido principalmente a que las
madres y las crias al preferir zonas poco profundas su nivel de fidelidad seria més alto hacia la
zona costera de Esmeraldas por sus caracteristicas optimas (Félix y Haase, 2001). Una posible
explicacion para la baja fidelidad de los machos es que presentan mayor dispersion en cuanto a los
sitios de reproduccion, debido a que tratan de maximizar sus oportunidades de apareamiento, por
ello es mayormente comun encontrar machos en diferentes areas de reproduccion lejanas a sus
zonas originarias de apareamiento (Pomilla y Rosenbaum, 2005; Brown et al., 1995; Valsecchi et
al., 2010).

3.3 Conservacion

Para promover la conservacion y manejo de las poblaciones de ballenas jorobadas es importante
comprender aspectos relevantes sobre la especie, tales como la biologia, la demografia, y la
composicién poblacional. Por ello, los estudios basados en fidelidad de sitio tanto para areas de
alimentacion como para areas reproductivas, son importantes debido a que influyen en el manejo
y disefio dptimo de areas marinas protegidas para la conservacion de cetaceos. Es el caso de la
costa de Esmeraldas, donde al ser una importante zona de residencia para la especie y evidenciar
la numerosa presencia de ballenas jorobadas, se podria promover un manejo oportuno, como por
ejemplo la ampliacion de la Reserva Marina Galera San Francisco. De esta manera se podria
conservar mejor a la especie contribuyendo al mantenimiento de una importante area de

reproduccion en el pais.
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4. PRESUPUESTO
Para la toma de muestras de piel de las ballenas jorobadas en la fase de campo, se contara con el material de toma de biopsias Paxarm
empleado en el Proyecto CETACEA Ecuador. De igual manera, se emplearan los equipos fotograficos del proyecto para generar la foto-

identificacion de los individuos. La fase de laboratorio seré desarrollada en el laboratorio de la Universidad San Francisco de Quito y se

contara con los equipos existentes en ese laboratorio.

Tabla 2. Presupuesto para el desarrollo del proyecto.

) TIPO DE COSTO COSTO

ACTIVIDAD | DESCRIPCION RECURSO CANTIDAD UNITARIO TOTAL
. Lancha 81 salidas 150,00 12,150
Reco'ec‘i'on de I"ospedaje 81 dias 20,00 1,620
Fase de campo muestras Alimentacion 3 veces por dia 5,00 1,215
. Tubos eppendorf 1000 unidades 0,012 12,00
Memenimieno. [parafilm 1 rollo 40,00 40,00
Etanol 95% 1 galon 13,00 13,00
Bisturi 100 hojas 0,05 5,00
Cloro 5% 1 litro 2,46 2,46
NaCl 100 mM 500 gramos 24,00 24,00
Fase de E . Proteinasa K+ 2 paquetes de 100 mg c/u 170,00 170,00

. xtraccion
laboratorio RNasa 10 mL 20ug/uL 198,00 198,00
Solucién de acetato

de sodio 100 mL 3M 55,00 55,00
Guantes 2 cajas 8,90 17,80
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10 paquetes de 1000

Puntas blancas unidades 0,008 80,00
Puntas azules 1000 unidades 0,013 13,00
10 paquetes de 1000

Puntas amarillas unidades 0,012 120,00
Agarosa Ultra Pura | 100 gramos 210,00 210,00

Visualizacion | SyberGreen 500 uL 404,00 404,00
Blue Juice 10X 64,00 64,00
Agua destilada 500 ml 25,00 25,00
Kit de PCR (Taq,
MgCL2 y Buffer) 8 kits 160,00 1,280
dNTPs 5 unidades 160,00 800,00
Primers para ADN 15 pares (30 nucleoétidos
microsatelites c/u) 9,00 270,00

PCR Primers con
fluoréforos- 3 primers (FAM, VIC,
microsatelites NED) 70,00 210,00
Primers para ADN 1 par de primers (30
mitocondrial nucleotidos c/u) 8,00 16,00
4 paquetes de 500
EX0oSAP reacciones c/u 178,00 712,00
Placas y tapas para
- enviar 10 placas y tapas 24,70 247,00
Secuenciamiento —
; Secuenciamiento en

0 genotipado- placas 2 placas (96 muestras) 299,00 598,00

Macrogen Inc, Genotipado de

(Corea del Sur) chotipau
microsateélites en
placas 12 placas (96 muestras) 250,00 3,000

TOTAL $23,571.26
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5. CRONOGRAMA

El proyecto ha sido planteado para ser realizado en el trascurso de 3 afios, por ello se plantean cronogramas tanto para el afio 1 como

para el afio 3, dando a conocer que durante el afio 2 las actividades seran similares a las del afio 1.

Tabla 3. Cronograma de actividades del afio 1.

ANO 1
ETAPA ACTIVIDAD DESCRIPCION Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre
1 2 3 4 5 6
Fase de
campo Toma de muestras | Recoleccion de muestras
Extraccion de ADN
Amplificacion
Fase de Analisis Analisis de microsatélites
laboratorio moleculares Determinacion de sexo
Analisis de ADN
mitocondrial
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Tabla 4. Cronograma de actividades del afio 3.

ANO 3
ETAPA ACTIVIDAD DESCRIPCION Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre | Bimestre
1 2 3 4 5 6
Fase de
campo Toma de muestras | Recoleccion de muestras
Extraccién de ADN
Amplificacion
Analisis de microsatélites
Analisis Determinacion de sexo
Fase de moleculares Andlisis de ADN
laboratorio mitocondrial
Secuenciamiento
(Macrogen Inc.)
Anlisis Anélis!s de f!del!dad
estadisticos Analisis de fidelidad entre
SEX0S
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