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RESUMEN

La poblacién de rorcual comun (Balaenoptera physalus) del Golfo de California
(GC) es genéticamente aislada de las otras poblaciones y residente todo el afio.
Se ha descrito que tiene poca variacion genética, ya que unicamente se tienen
registrados tres haplotipos mitocondriales para toda la poblacion, por lo cual se le
considera en un estado de vulnerabilidad y propensa a la endogamia. Asimismo,
se ha observado que los rorcuales comunes del GC se comportan de manera
distinta a los del resto del mundo debido a su aislamiento. Dentro del GC, la Bahia
de La Paz se considera un sitio de alta productividad primaria, por lo que es
comun encontrar una mayor concentracion de mamiferos marinos, entre ellos, el
rorcual comun. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la diversidad genética y
las relaciones de parentesco de un grupo de rorcuales comunes dentro de la
Bahia de La Paz. Para esto se utilizaron 9 microsatélites nucleares, la secuencia
de la region control del ADN mitocondrial y se determiné el sexo de 27 individuos
colectados durante el verano del 2013. Los resultados indican que se trata de un
grupo relativamente diverso genéticamente, al encontrarse un total de cinco
haplotipos, cuando unicamente se habian reportado tres. Los cinco haplotipos
contemplan los tres haplotipos reportados previamente y los dos restantes no se
habian encontrado dentro del GC, pero son haplotipos frecuentes dentro de la
poblacién del Pacifico Norte. Los analisis de parentesco sugieren que se trata de
varios grupos familiares, pues se encontraron 75 relaciones entre 27 individuos,
donde unicamente dos individuos no tuvieron ninguna relacion de parentesco.
Este nivel de parentesco no habia sido reportado para otras poblaciones y sugiere
que los rorcuales comunes dentro del Golfo de California pueden tener un sistema
de apareamiento mas complejo de lo que se ha descrito para misticetos.



ABSTRACT

The fin whale (Balaenoptera physalus) population of the Gulf of California (GC) is
genetically isolated from the other populations and a year round resident. It's been
described with low genetic diversity, with only three mitochondrial haplotypes for
the whole population, thus it is considered vulnerable and prone to inbreeding. At
the same time, due to its isolation characteristics, it's been observed that fin
whales in the GC have a different behavior than the rest of the world. Within the
GC, La Paz Bay is considered a high primary productivity site, so it is usual to find
a major concentration of marine mammals, including fin whales. With the goal of
determining the genetic variability and relatedness of a group of fin whales in La
Paz Bay, we used 9 nuclear microsatellites, we sequenced the mitochondrial
control region and determined the sex of 27 samples collected during the summer
of 2013. The results show a genetically diverse group, we found a total of five
haplotypes. Three of them are the ones that were previously reported and the other
two have not been reported in the GC but they appear to be frequent haplotypes in
the North Pacific population, that is to say, they were newly found but are not
exclusive of the GC. The relatedness results suggest a family group, we found 75
relationships among 27 individuals, were only two individuals were not related in
any way. This level of relatedness has not been reported for other populations and
suggests that fin whales in the GC could have a more complex mating system than
the one that has been described for mysticetes.
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INTRODUCCION

Los estudios genéticos para el rorcual comun (Balaenoptera physalus) a nivel
mundial han contribuido a detectar la diferenciacion de las seis poblaciones
actualmente registradas (Bérubé et al., 1998; Reilly et al., 2008; Goto et al., s.f.).
Para el caso del Golfo de California en México, hay evidencia de que los rorcuales
comunes que ahi habitan son residentes todo el afio y estan aislados
genéticamente, por lo que se le ha considerado como una poblacion separada de
la del Pacifico Norte (Bérubé et al., 2002; Tershy et al., 1993) y por lo tanto,

merece ser estudiada como una unidad independiente.

Los estudios con genética de B. physalus dentro del Golfo se han centrado
principalmente en la distincién de dicha poblacién como un grupo genéticamente
aislado y han comprobado la baja variabilidad genética que posee con respecto a
las demas poblaciones (Bérubé et al.,, 2002; Rivera, en revision). Dichas
condiciones han colocado a la poblacion en un estado de vulnerabilidad a los
efectos de las actividades antropicas, las nuevas enfermedades y el cambio de
habitat (Rivera, en revisién). Con esta informacion, se reitera la necesidad de
profundizar en el conocimiento de la caracterizacién genética abordando otros
aspectos que aun no se han estudiado con el objetivo de disenar proyectos y
tomar las medidas adecuadas y especificas de conservacion para la poblacién en

cuestion.

Balaenoptera physalus: Biologia de la especie

El rorcual comun (Balaenoptera physalus), también llamado ballena de aleta,
pertenece al grupo de ballenas barbadas (suborden Mysticeti), y a la familia
Balaenopteridae. Esta ballena tiene una distribucion cosmopolita, es decir, se
puede encontrar en cualquier océano del mundo, aunque son raros los
avistamientos en los tropicos, y por lo general tiene una preferencia por las zonas
pelagicas (Reilly et al., 2013). Dentro de la especie se distinguen tres subespecies:

B. p. physalus, en el Hemisferio Norte, B. p. quoyi en el Hemisferio Sur y B. p.



patachonica, también conocido como rorcual comun pigmeo (SMM, 2014). Hasta
la fecha se han descrito seis poblaciones: Atlantico Norte, Pacifico Norte, Mar
Mediterraneo, Mar Este de China, Hemisferio Sur y Golfo de California (Reilly et
al., 2013).

El rorcual comun, es el segundo animal mas grande que existe en el mundo,
unicamente superado por la ballena azul. Mide entre 19 y 20 metros de largo, su
peso aproximado es de 70 toneladas (Urban et al., 2005). Son consideradas de las
ballenas mas rapidas, pues su cuerpo es delgado y largo, lo cual les ayuda a
alcanzar velocidades de hasta 28 km/h (Kermark, 1947). La parte superior de su
cuerpo es color negro o gris obscuro y en la parte inferior es blanco. La principal
caracteristica fenotipica distintiva de esta especie es que posee una coloracion
asimétrica en la cabeza, es decir, presenta el color blanco unicamente del lado
derecho de la mandibula y las barbas, el izquierdo es gris oscuro al igual que el
resto de su cuerpo (Jefferson, 1993; Guerrero et al., 2006). Aun no se sabe si esta
asimetria tiene alguna funcién para la especie, pero hay hipétesis que sugieren
que la coloracion sirve como estrategia al momento de alimentarse para alarmar a
las presas y congregarlas (Teshy, 1992). Los rorcuales comunes no presentan un
dimorfismo sexual, por lo que las técnicas para determinar el sexo de los
individuos se basan en analisis moleculares (Urban, 1997; Croll et al., 2002;
Enriquez, 1996).

Figura 1. Balaenoptera physalus (Imagen tomada de Guerrero et al., 2006)



Reproduccion

De acuerdo con una recopilacion de varios estudios realizada por Reilly et al.
(2013), se estima que la edad de madurez sexual de las ballenas de aleta es de
aproximadamente 8 afos, aunque dichos trabajos en conjunto reportan un
intervalo de 6 a 12 afos. El tiempo generacional se estima que es de 25.9 afos
(Taylor et al., 2007).

Estudios realizados en el Atlantico Norte, Pacifico Norte y Hemisferio Sur sugieren
que la proporcion sexual es de 1:1 (Reily et al., 2013), aunque dentro del Golfo de
California, un estudio realizado por Enriquez (1996) indica que la proporcién
sexual esta sesgada hacia un mayor numero de machos (1.72 M:H). La temporada
reproductiva es durante el invierno y principios de la primavera, entre los meses de
noviembre a marzo. El periodo de gestacion dura 11 meses y a partir del
nacimiento de las crias, éstas permanecen al cuidado de la madre durante un

lapso de 6 meses aproximadamente, luego se separan (Leatherwood et al., 1982).

Sociabilidad

Se ha descrito ampliamente que los misticetos o ballenas barbadas carecen de
una organizacion social definida, siendo el vinculo mas fuerte y prolongado el de la
madre con la cria; después del destete no es comun que se les vuelva a observar
juntas (Mann et al., 2000). Especificamente, para el caso de los rorcuales
comunes se ha documentado que generalmente se ven solos o en pares, pero
también se ha visto que hacen agrupaciones temporales para alimentarse y éstas
llegan a ser de hasta 50 individuos reunidos en un area pequefia (Leatherwood et
al., 1982).

Para el Golfo de California se han descrito grupos de hasta 21 animales en la
misma zona (principalmente en la zona norte del Golfo) que hacen subgrupos de
aproximadamente 5 individuos, siendo el comportamiento mas comun
‘navegando” y luego “alimentandose” (Enriquez, 1996). Tershy et al. (1992)
reporta que a diferencia de otros rorcuales, el rorcual comun dentro del Golfo de

California se alimenta y viaja en grupos grandes. Similar al rorcual jorobado



(Megaptera novaeangliae), se ha reportado que los rorcuales comunes tienen un

comportamiento de alimentacién cooperativa (Ladrén de Guevara et al., 2008).

En Loreto, Baja California Sur, se estudiaron las vocalizaciones de los rorcuales
comunes presentes en la zona. Se encontré que los individuos que vocalizaban
eran unicamente los machos, lo cual sustenta la idea de que los patrones de
sonido tienen un propdsito reproductivo como una llamada a las hembras que se

encuentran a largas distancias (Croll et al., 2002).

Alimentacion

El rorcual comun a nivel mundial es considerado una especie generalista por la
gran cantidad de presas que consume (Nemoto, 1957; Leatherwood et al., 1982),
pero también se le ha catalogado como una especie oportunista (Gaskin, 1982),

es decir, que aprovecha la presa que esté disponible en el momento.

Dentro del Golfo de California, se han reportado avistamientos de rorcual comun
alimentandose en su mayoria del eufausido Nyctiphanes simplex, reconociendo
esta presa como de su preferencia sobre otras (Ladron de Guevara, 2007; Tershy,
et al., 1993 y Urban, 1997). Estudios recientes con isotopos estables indican que
a medida que aumenta la temperatura durante el afo, baja la disponibilidad de
esta presa. Por tanto, en la temporada calida se ha visto que cambian su dieta a
presas de un nivel trofico mas alto, como las sardinas (Jaume, 2004). De igual
manera, se ha descrito que Balaenoptera physalus se alimenta en zonas costeras
durante la temporada invernal y que prefiere las zonas oceanicas en el verano
(Nemoto, 1959). Este mismo habito alimenticio lo encontré Jaume (2004) para las

B. physalus dentro del Golfo de California.

Distribucion dentro del Golfo de California
Los rorcuales comunes del Golfo de California se consideran una poblacion
pequefa, aislada de la poblacion del Pacifico Norte y residente en todo el afio

(Bérubé et al.,, 2002) Se estima que su tamafo poblacional es de 400-800



individuos, pero la estimacion mas reciente realizada por Diaz (2006) es de

aproximadamente 600 individuos.

Esta poblacién tiene una distribucion por todo el Golfo de California, pero tienen
areas y temporadas de preferencia. De acuerdo con una recopilacion de 5
estudios, Tershy et al. (1993) confirman que mas del 70% de los avistamientos
son en la temporada invierno-primavera, y también resalta una mayor
concentracion de animales en la zona norte del Golfo, no obstante, también hay
reportes de avistamientos en la zona sur y durante el verano, pero éstos son
menos frecuentes. La conglomeraciéon de ballenas en la zona norte se atribuye a
que al final de verano, cuando la temperatura del Golfo es mas alta, baja la
productividad biolégica, por lo que las ballenas se ven obligadas a cambiar de

zona en busca de alimento (Enriquez, 1996).

El Canal de Ballenas, ubicado entre la isla Angel de la Guarda y la costa de Baja
California, es bien conocido como una zona de alta productividad primaria debido
a que mantiene una temperatura baja (hasta 4°C menos que el resto del Golfo). Es
por eso que los rorcuales comunes pueden observarse con mayor frecuencia en
dicha zona (Tershy et al.,, 1993). De hecho, el Canal de Ballenas ha sido
extensamente estudiado y es considerado como un habitat unico de forrajeo
temporal para las ballenas de aleta en el Golfo de California (Ladréon de Guevara
et al., 2008).

Puesto que no existe una relacion directa entre los movimientos migratorios y el
comportamiento reproductivo, no se puede suponer que los movimientos dentro
del Golfo sean migraciones con fines reproductivos, sino para la busqueda de
alimento (Tershy et al., 1992; Urban et al., 2005). Potencialmente, los rorcuales
comunes pueden recorrer los 1,000 km de largo del Golfo en un periodo de entre 3
a 10 dias (Tershy et al., 1993).



Estado de conservacion

Actualmente, a nivel mundial, el rorcual comun se encuentra en la Lista Roja de
Especies Amenazadas de la IUCN bajo la categoria de Peligro de Extincidon
(Endangered). Esta situacion se debe principalmente a la caza comercial de
ballenas, que durante el siglo XX fue tan intensa que en las ultimas tres
generaciones (1929-2007) se perdido mas del 70% de la poblacion global (Reilly,
2013).

La intervencion del ser humano principalmente con la construccion de marinas y
pesquerias representa una amenaza para la biodiversidad en el Golfo de
California, ya que esta alterando el habitat de muchas especies mediante diversos
factores como la descarga de contaminantes y la contaminacién acustica
(Guerrero et al., 2006). La principal causa de mortandad de cetaceos en el Golfo
de California es la captura incidental en las redes de pesca (Urban et al., 2005).
Asi mismo, la colisibn de cetaceos con embarcaciones también representa un
indice de mortandad importante, y precisamente, de acuerdo con Laist et al.
(2001) la especie que sufre de estas colisiones con mayor frecuencia es

Balaenoptera physalus.

En México existen distintos instrumentos legales disponibles para tomar acciones
en la conservacion de esta especie. Dentro de la Ley General del Equilibrio
Ecolégico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA), se estipulan los lineamientos
principales para que la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) pueda disenar politicas publicas que se adecuen a las necesidades
de conservacion de cada especie en particular. También existe la Ley General de
Vida Silvestre (LGVS), que bajo la responsabilidad de SEMARNAT y sus
subsecretarias, busca un balance entre la proteccion de la biodiversidad del pais y
las necesidades socioecondmicas. Para el caso de mamiferos marinos, en 2002
se establecié que ninguna especie de mamifero marino puede usarse con objeto
de subsistencia o comercio, unicamente para fines de investigacion cientifica
(Urban et al., 2005).



La Norma Oficial Mexicana 059 (NOM-059-SEMARNAT-2010) clasifica especies
del territorio nacional en cuatro categorias de riesgo de acuerdo al nivel de
amenaza en el que se encuentran. El rorcual comun esta clasificado como Sujeta
a Proteccién Especial (SEMARNAT, 2010). Partiendo de esta lista se cred el
Programa de Conservacion de Especies en Riesgo (PROCER), el cual tiene como
meta contribuir a la recuperacion de especies hasta lograr bajarlas de categoria en
la NOM-059 o incluso sacarlas de la lista. Actualmente el rorcual comun se
encuentra dentro de la lista de especies prioritarias que seran atendidas por el
PROCER (CONANP, 2010).

Los microsatélites y las secuencias como medidas de variabilidad
genética

La variabilidad genética dentro de una poblacion es importante porque determina
en gran medida su capacidad de supervivencia. Existe un amplio numero de
marcadores moleculares que sirven para evaluar la variabilidad genética de una
poblacién, para inferir patrones demograficos, e incluso procesos evolutivos
(Avise, 1994). En biologia de la conservacion los estudios basados en marcadores
moleculares se han vuelto de gran utilidad, pues proporcionan informacion
referente a la “salud” genética de la poblacidén, que posteriormente se utiliza para
tomar decisiones mas solidas en cuanto a las acciones de conservacion de las
especies. A continuacion se describe brevemente el uso de los microsatélites y las
secuencias de ADN como marcadores moleculares, por ser los utilizados en este

trabajo.

Los microsatélites son marcadores moleculares usados ampliamente en el campo
de la genética de poblaciones debido a su elevado polimorfismo, su alto nivel de
resolucion y su ubicuidad en el genoma (Ellegren, 2004; Godoy, 2009). Los
microsatélites son fragmentos de ADN que se repiten en tandem, y por lo general
se encuentran en las regiones no codificantes del genoma. Por ejemplo, una
secuencia de CACACACACACACACA representaria el microsatélite (CA)s. Mas



que el arreglo en la secuencia de las bases nitrogenadas, la variabilidad de los
microsatélites se cuantifica por el numero de repeticiones en tandem dentro del
fragmento. En general se utilizan con mayor frecuencia los motivos de mono, di, tri

y tetra-nucledtidos que se repiten consecutivamente (Ellegren, 2004).

El potencial del uso de los microsatélites es muy amplio y valioso por su precision,
por ejemplo, se puede hacer una identificacion de cada individuo de una poblacion
a través su genotipo, lo cual proporciona informacion sobre patrones migratorios,
uso de areas, tiempos de residencia o simplemente como un inventario genético.
De igual manera, estudios basados en frecuencias alélicas pueden determinar la
consanguinidad entre individuos y evaluar riesgos de endogamia en una poblacién
(Godoy, 2009).

La variabilidad genética de una poblacion también puede inferirse a partir de la
secuenciacion de un fragmento de ADN, ya sean genes o0 regiones no
codificantes; la unica condicién es que dicho fragmento debe ser polimorfico para
la poblacion (Avise, 1994). Durante las ultimas tres décadas, el ADN mitocondrial
ha sido comunmente usado para estudiar la historia demografica y evolutiva de las
poblaciones por varias razones, entre ellas, la ausencia de recombinacién, el
modo de herencia unicamente por via materna, su elevado polimorfismo debido a
su alta tasa de mutacion y su facilidad en la amplificacion. Especificamente la
region control del ADN mitocondrial se utiliza para estos fines, ya que representa
la unica region no codificante de este genoma y tiene una tasa de mutacién alta
(Ballard y Whitlock, 2004).

10



ANTECEDENTES

La primera sugerencia de que los rorcuales comunes dentro del Golfo de
California pudieran ser una poblacion residente fue propuesta por Gilmore en
1957, al observar que existian registros de avistamientos todo el ano.
Leatherwood et al., (1988) describieron que dentro del Golfo de California
Balaenoptera physalus es aparentemente una poblacion aislada. La escasez de
avistamientos del lado de la costa occidental de la peninsula sugiere que hay poco

o nulo intercambio entre la poblacién del Golfo y la del Pacifico.

Tershy y colaboradores (1993) examinaron la evidencia existente que sustentaba
la hipétesis de que los rorcuales comunes del Golfo eran una poblacion residente
todo el afno. Analizaron variables como la velocidad en el nado de las ballenas,
dieta, disponibilidad de presas, asi como los patrones de movimiento y distribucion
temporal, tanto de la costa oriental como occidental de la peninsula de Baja
California. Sin embargo, la informacién disponible hasta ese momento era
insuficiente para afirmar que los rorcuales comunes del Golfo de California

constituian una poblacién residente.

Bérubé y colaboradores (1998) utilizaron técnicas moleculares para describir las
poblaciones de rorcuales comunes en distintos lugares del mundo. Dentro del
Golfo de California, localizaron dos haplotipos poco comunes entre el resto, fuera
de eso, el 90% de los individuos presentaron el mismo haplotipo. Ademas, afirman
que la diversidad nucleotidica para las muestras colectadas en el Golfo de
California es la mas baja de todas las poblaciones analizadas (Atlantico Norte
1=0.0113, Mar Mediterraeo m=0.0057 y Golfo de California =0.0007).

Mas adelante, Bérubé y colaboradores (2002) colectaron 64 muestras de rorcuales
comunes (56 dentro del Golfo y 8 en la costa del Pacifico) y evaluaron el nivel de
diferenciacion poblacional entre las muestras del Pacifico Norte y las del Golfo de
California. Con marcadores nucleares y mitocondriales obtuvieron un nivel de
diferenciacién inusualmente alto para poblaciones adyacentes (Fst=0.23 con

marcadores nucleares y Fst=0.42 con marcadores mitocondriales), de hecho este
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nivel de divergencia se observa tipicamente entre poblaciones oceanicas. Por lo
tanto, concluyeron que las ballenas observadas en el Golfo de California
constituyen una poblacion genéticamente aislada con un tamafo efectivo de
poblacion pequefo por los bajos niveles de variacidon genética en loci nucleares y
mitocondriales. Estos resultados también sugieren que la poblacién de rorcuales
comunes del Golfo de California representa una unidad de conservacion aislada,
por lo que se deberian tomar medidas de manejo adecuadas a las circunstancias,

ya que las caracteristicas propias de la poblacion la vuelven vulnerable.

Posteriormente a estos estudios, se realizé una investigacion a cargo de Rivera
(en revisién) con el fin de evaluar la vulnerabilidad de la poblacion del Golfo de
California. Se analizaron 287 muestras colectadas en un intervalo de 11 afios
(1993 a 2004) y se estimo la variacion genética dentro de la poblacion, asi como
diferencias con otras poblaciones fuera del Golfo, el tamafo efectivo de la
poblacién y la tasa de migracion. Con dicho estudio se reafirma que la poblacién
de Balaenoptera physalus del Golfo de California presenta una variacion genética,
tanto haplotipica como nucleotidica, muy baja (0.133 y 0.00052, respectivamente).
El tamano efectivo de poblacion es de 200 individuos, que es menor que el minimo
(500-1000 Lynch y Lande, 1998) para alcanzar un balance entre la mutacion, la
seleccion y la deriva génica. Igualmente, se detectaron unicamente cuatro
inmigrantes en un intervalo de 11 afios. Tomando en cuenta la accesibilidad, la
corta distancia entre las dos poblaciones y el potencial migratorio de esta especie,
es sorprendente la baja tasa de migracion (Bérubé et al., 2002; Urban et al., 2005).
Con esta informacion, se puede concluir que las ballenas de aleta en el Golfo de
California estan susceptibles a los efectos de la deriva génica y la endogamia, los

cuales dejarian a la poblacién en un alto grado de vulnerabilidad.
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JUSTIFICACION

De acuerdo con una clasificacién a nivel mundial realizada por Pompa et al.
(2011), el Golfo de California se encuentra entre las nueve regiones prioritarias
para la conservacion de mamiferos marinos por su riqueza de especies.
Igualmente, por ser un cuerpo de agua semi-cerrado, el Golfo de California esta
considerado como una de las areas mas pristinas en los océanos del mundo
(Fossi et al., 2016). No obstante, también alberga muchas especies que se
encuentran en alguna situacion de vulnerabilidad, como es el caso del rorcual

comun.

De acuerdo con el Programa de Conservacion de Especies en Riesgo, el rorcual
comun fue seleccionada como una especie que requiere atencion y esfuerzos de
conservacion, ya que no solamente es una especie en riesgo, sino que es
considerada una especie “sombrilla”, es decir, que su conservacién permite incidir

en la conservacidn de otras especies y su habitat.

El presente trabajo es una herramienta importante que va a contribuir, a través de
la caracterizacion con datos genéticos, a profundizar el conocimiento acerca de la
dindamica que tiene la poblacion a nivel de estructura social y parentesco, asi como
en el enriqguecimiento de la caracterizacion genética de los rorcuales dentro de La
Bahia de La Paz.
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Se ha descrito que los rorcuales comunes que habitan dentro del Golfo de
California tienen habitos de alimentacion exclusivos (Jaume, 2004), pero poco se
sabe acerca de su reproduccion y sociabilidad. También se ha observado que los
patrones de movimientos entre zonas dentro del Golfo y las agregaciones que
forman, se diferencian de los patrones migratorios en otras poblaciones del mundo
(J. Urban, comunicacién personal, diciembre de 2015). En el campo de la genética
se han descrito los haplotipos para toda la poblacién, pero quedan otros temas
aun desconocidos como es el comportamiento reproductivo, que puede explorarse
a través de las relaciones de parentesco y la caracterizacion del sexo de los
individuos muestreados. Dada la accesibilidad que tiene la Bahia de La Paz para
el avistamiento de cetaceos, es posible localizar a los animales con mayor rapidez

y observarlos durante un mayor tiempo, por lo cual se facilita su estudio.

Preguntas de Investigacion

¢, Como es la estructura genética de un grupo de rorcuales comunes dentro del
Golfo de California? Genéticamente hablando ¢Qué relacién guarda dicho grupo
con la poblacién del Pacifico Norte? ; Existen relaciones de parentesco dentro de

un grupo de rorcuales comunes? ¢ Existe una organizacién social o familias?

Hipotesis

Puesto que la poblacién del Golfo de California es pequefia, aislada y tiene baja
variabilidad genética, se espera encontrar que dentro de un grupo rorcuales
comunes en la Bahia de La Paz exista una baja variabilidad genética y alto
numero de relaciones de parentesco dentro de un grupo de individuos en una

misma zona.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la variabilidad genética y las relaciones de parentesco entre un grupo

de rorcuales comunes de la Bahia de La Paz.

Objetivos especificos

1) Evaluar si existe estructura genética dentro del grupo y compararla con la

poblacion del Pacifico Norte.
2) Determinar el sexo de los individuos por técnicas moleculares

3) Analizar si existen relaciones de parentesco dentro de los individuos del grupo.
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METODOLOGIA

Area de estudio

La Bahia de La Paz, Baja California Sur, esta localizada en la parte sur del Golfo
de California entre las coordenadas 24° 15’ — 24° 33’ Norte y 110° 15" — 110 ° 47
Oeste. Limita al Este con el Archipiélago Espiritu Santo y al Norte con la Isla San
Francisquito (ver figura 2). La Bahia tiene profundidades desde 40 hasta 400
metros, y presenta un incremento en su profundidad de sur a norte, con una
pendiente de 1% (Murillo-diménez, 1987). Abarca un area de aproximadamente

1780 km?y tiene un perimetro costero de 200 km (Velasco, 2009).

Figura 2. Mapa de la Bahia de La Paz, Baja California Sur, México.
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La Bahia de La Paz es considerado un lugar de gran interés cientifico y turistico
debido a su agradable clima, facil acceso y porque alberga una extensa diversidad
biolégica, incluyendo de mamiferos marinos. Tan solo de cetaceos se tienen
registrados avistamientos de 27 especies, una cifra que representa el 32% del
total de las especies de cetaceos en el planeta (Urban et al.,, 1997). Esta
diversidad es el reflejo de una combinacion de factores ambientales y fisico-
quimicos que suceden en la Bahia, asi como de una alta productividad en el area,
que ha sido documentada por diversos estudios (Signoret y Santoyo, 1980;
Verdugo-Diaz et al., 2014).

Colecta de muestras

Durante los meses de mayo a julio del ano 2013 se realizaron seis salidas a la
Bahia de La Paz como parte del Programa de Investigacion en Mamiferos Marinos
(PRIMMA) de la Universidad Autonoma de Baja California Sur, La Paz, México.
Estas salidas se realizaron en la embarcacion “Yubarta” con un equipo abordo de
4 a 6 personas y con un esfuerzo de muestreo promediado de 8 horas al dia. En

total se obtuvieron 35 biopsias.
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Figura 3. Mapa de la Bahia de La Paz, donde cada punto indica los sitios de muestreo durante las
seis salidas realizadas entre mayo y julio del 2013.

La biopsia consiste en una pequefa porcién de piel de aproximadamente 0.5-1
centimetros, y se obtuvo mediante la técnica descrita por Palsbgall (1991). Para
tomar la biopsia, se carga una ballesta desde la embarcacion, dicha ballesta utiliza
una flecha con la punta modificada en forma cilindrica y hueca, la punta cuenta
con una especie de “dientes” en su interior que permiten retener el tejido. La flecha
también cuenta con un flotador que rebota al momento de impactar con la ballena
y permite su recoleccion desde la superficie del agua. Inmediatamente, la muestra
se retira con pinzas de diseccién y se deposita en un vial con etanol al 70%,
previamente rotulado con la fecha, el nombre abreviado de la especie (Bp) y el
numero de biopsia del dia. Los viales se guardan en hielo, y en el laboratorio se

almacenan en refrigeracion a -20°C.
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Para evitar tomar varias muestras de un mismo individuo, se tomé una fotografia
de la parte del lomo donde se expusiera la aleta dorsal, que sirvio como referencia
para identificarlo posteriormente. Aun asi, en campo es dificil estar seguros de que
se estan muestreando individuos diferentes, especialmente si van en grupos
grandes. También, si se sale a navegar en dias consecutivos, es probable
encontrar los mismos grupos de ballenas. Por lo anterior, es recomendable utilizar
técnicas moleculares para asegurar que dentro de los anadlisis no existan

individuos repetidos.

Analisis en el laboratorio
Extraccion de ADN

Para evitar la contaminacion durante el proceso de extraccion de ADN se trabajo
bajo una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad, se utilizaron en
todo momento guantes de latex esterilizados y bata de laboratorio. Antes de

empezar se esterilizo todo el material mediante calor humedo en el autoclave.

La extraccion del ADN se llevé a cabo con un protocolo modificado de Miller et al.
(1998). Para macerar la muestra, primero se corté en pedazos pequeinos con un
bisturi dentro de un mortero, y posteriormente se le agrego nitrégeno liquido para
congelar el tejido y pulverizarlo de manera mas eficaz. El producto macerado se
colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml con 400 pl de buffer de lisis (NaCl a 100
Mm, Tris pH 8 a 50 mM, EDTA pH 8 a 100 mM, SDS a 1% y agua desionizada) y
se le agregaron 20 ul de proteinasa K. Los tubos se depositaron en una
incubadora durante 60 minutos a 65°C, con una agitacion constante de 800 rpm.
Posteriormente, se dejaron enfriar en hielo por 10 minutos y se les agrego 2 pl de
NaCl saturado para precipitar proteinas y membranas. Se hizo una centrifugacion
de 10 minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante se transfirié con una micropipeta a
un tubo nuevo con 1 ml de etanol absoluto. El tubo se volvié a centrifugar durante
10 minutos a 13,000 rpm, el sobrenadante se decantd dejando la pastilla de ADN
en el fondo del tubo. A este mismo tubo se le agregaron 500 pl de etanol al 70% y
se centrifugd ahora 5 minutos a 13,000 rpom. Se desech¢ el sobrenadante y el tubo

fue sometido a una centrifugacion al vacio durante 6 minutos aproximadamente
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hasta secar la pastilla por completo. Finalmente, las muestras se resuspendieron
en un volumen de 50 ml de agua desionizada estéril y se almacenaron a -20°C

para los analisis posteriores.

La calidad del ADN se observé mediante electroforesis con un gel de agarosa al
0.8% (137 volts durante 40 minutos) en una solucion buffer de TBE al 5%. Cada
gel se visualizé mediante luz ultravioleta en un transiluminador UVP (ULTRA-
VIOLET-PRODUCTS), y se le tomé una fotografia.

La concentracion de cada muestra se midié con un espectrofotdmetro NanoDrop
2000 marca ThermoScientific, y con estos resultados se hicieron las diluciones

pertinentes para tener alicuotas del ADN a 25 ng/ul.

Determinacion de sexo

Para determinar el sexo de los individuos, se utilizé la metodologia estandarizada
por Jayasankar et al. (2008), que se basa en la técnica de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) con la amplificacion de un gen presente Unicamente en
el cromosoma Y (SRY) y como control positivo, la amplificacion de un gen
homodlogo presente en ambos cromosomas (ZFY/ZFX). Los primers que se
utilizaron fueron los siguientes: SRY F (5-CCCATGAACGCATTCATTGTGTGG-
3’), y SRY R (5-ATTTTAGCCTTCCGACGAGGTCGATA-3’) (Jayasankar et al.,
2008); ZFYX0582F (5-ATAGGTCTGCAGACTCTTCTA-3") (Bérubé y Palsboll,
1996) y ZFYX1204R (5'-GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT-3") (Jayasankar et
al., 2008).

Es sabido que el gen SRY, presente unicamente en el cromosoma Y,
desencadena una serie de reacciones que determinan la masculinidad en un
individuo (Kashimada, 2010). Por lo tanto, teniendo los primers para dicho gen, en
una reaccion de PCR, se debe llevar a cabo la amplificaciéon unicamente en
individuos que tengan el cromosoma Y, es decir, en individuos del sexo masculino.
Por lo anterior, la identificacion de individuos femeninos se basaria en la ausencia
de amplificacion, sin embargo, es necesario tener un control positivo para

asegurar que el ADN del individuo que se identifica como femenino es
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amplificable, es decir, que la ausencia no se debe a un error en la amplificaciéon

(Jayasankar et al., 2008), es debido a eso que se utiliza el gen ZFY/ZFX.

Las reacciones para el gen SRY y ZFY/ZFX se llevaron a cabo por separado
debido a la diferencia en las temperaturas de alineamiento, pero el contenido fue
igual para ambos. Para cada individuo se prepardé una reaccion con un volumen
final de 5 pl, que contenia 3 pl de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (1000), 1 pl
de primer a una concentracién de 5 pmol/ul, y finalmente, 1 yl de ADN a 25 ng/pl.
La amplificacion se llevo a cabo con el mismo programa, cambiando unicamente
las temperaturas de alineamiento; 56°C para SRY y 60°C para ZFY/ZFX.
Empezando con 95°C por 15 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 2 minutos, la
temperatura de alineamiento por 15 segundos y 72°C por 15 segundos. Se le
agregaron 10 minutos a 72°C como temperatura de elongacién para que las
cadenas terminen de formarse. Posteriormente se realizé una electroforesis (110
volts por 40 minutos) en un gel de agarosa al 1% para visualizar los productos,
determinar la presencia y/o ausencia de los productos de PCR y con ello

determinar el sexo del individuo.

Para la determinacion de sexo y para todos los siguientes analisis que utilizan la
técnica de PCR, se utiliz6 el mismo termociclador: Mastercycler epgradient marca

Eppendorf.

Secuencias de la region control del ADN mitocondrial

Se secuenciaron los primeras 411 pares de bases de la region control del genoma
mitocondrial para todos los individuos muestreados. Se utilizaron los primers
BPO0O016R (5°-CCTCAGTTATGTTATGATCATGGGC-3’) (Bérubé, sin publicar) y
MT4F (5-CCTCCCTAAGATCAAGGAAG-3’) (Arnason et al., 1993), ambos a una
concentracion de 5 pmol/ul. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen
total de 5 pl, que contenia 3 pyl de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 0.5 pl de
cada primer y 1 yl de ADN a 25 ng/ul. El programa que se utilizd en el
termociclador fue de 95°C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1

minuto, 54°C por 30 segundos y 72°C por un minuto, con una temperatura de
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elongacion de 72° por 10 minutos. El producto se visualizé por electroforesis (137

volts por 40 min) en un gel de agarosa al 0.8%.

Aunque el producto se viera aparentemente limpio en el gel (s6lo una banda), se
le realizé una limpieza para asegurar su calidad. En un tubo eppendorf de 1.5 ml
se agregaron 500 pl de etanol absoluto, 10 pl de acetato de sodio 3M y el volumen
total de producto PCR; se centrifugd a 14,000 rpm durante 15 minutos, se decanto
el sobrenadante y nuevamente se le agregaron 500 ul de etanol ahora al 70%; se
hizo una centrifugacion de 14,000 rpm durante 5 minutos, se decanto el
sobrenadante y se dejé secar. Finalmente, se resuspendié la pastilla en el

volumen que el producto tenia originalmente (4 ul).

La secuenciacion se llevd a cabo por la técnica de Sanger, la cual se basa en la
interrupcion controlada de la replicacion del ADN in vitro (Sanger et al., 1977). La
reaccion de secuencia se realizd con el Kit de Applied Biosystems™ Big Dye®
Terminator v3.1 en un volumen total de 10 ul, que contenian 1 ul de BigDye
(marcado), 3 pl de buffer 5x BigDye, 1 uyl del primer MT4F, 1 pl del producto PCR
limpio y 4 pl de agua desionizada. El programa que se utilizé en el termociclador
fue el siguiente: 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 96°C por 30 segundos,

50°C por 15 segundos y 60°C por 2 minutos, finalmente 72°C por 1 minuto.

Se realizd una limpieza del producto de secuencia por columnas de sephadex. El
método se basa en la filtracidon del producto a través de un gel, que en este caso
es el sephadex (Zoon, 1987). El protocolo que se sigui6 fue recuperado de
Marquez et al. (2014).

Las columnas se prepararon agregando Sephadex® G-50 Sigma-Aldrich hasta la
marca indicada en la columna y 0.8 ml de agua desionizada. La columna se debe
agitar bien en vortex y asegurarse de que no queden burbujas. Se dejé reposar
una hora a temperatura ambiente para asegurar que el sephadex se hidrate de
manera homogénea. Finalmente, se retir6 el exceso de agua centrifugando 3
minutos a 4000 rpm y las columnas quedan listas para usarse. La columna se

deposité en un tubo eppendorf de 1.5 ml, que sirvié como contenedor del producto
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de secuencia al momento de la filtracion por centrifugacién. El total del producto
de secuencia se depositd en el centro de la columna de sephadex con una
micropipeta, se dejé reposar 5 minutos y se centrifugd 3 minutos a 4000 rpm. Los
tubos eppendorf, que contienen el producto limpio, se centrifugaron al vacio para
evaporar los restos de agua y formar una pastilla. Por ultimo, la pastilla limpia se
resuspendio en 10 pl de Hi-Di™ Formamida, marca Applied Biosystems™, e
inmediatamente se colocé en una placa de 96 pozos para ser leida por
electroforesis capilar en un analizador genético automatico ABI Prism 3130xI de 16
capilares marca Applied Biosystems™. Cabe mencionar que este mismo

analizador genético se utilizé para leer los analisis siguientes con microsatélites.

Se observo la calidad de los electroferogramas en el software BioEdit v7.2.5 y en
caso de que la sefal no fuera clara, se editaron las secuencias con Sequencher
414,

Microsatélites

Se realizé un PCR de gradiente (40-60°C) para probar 10 microsatélites nucleares,
de los cuales hubo uno que no amplificé con ninguna de las temperaturas, por lo
que fue descartado para los analisis posteriores. Al final, se usaron 9

microsatélites (ver tabla 1).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 5 ul, que contenia 3
pl de QUIAGEN Multiplex PCR Master Mix (1000), 0.5 ul de cada primer [5
pmol/ul] y 1ul de ADN [25 ng/ul]. Para todos los microsatélites se utilizé el mismo
programa en el termociclador, cambiando unicamente las temperaturas de
alineamiento. Empezando con 95°C durante 15 minutos, seguido de 35 ciclos de
94°C por 2 minutos, 15 segundos a la temperatura de alineamiento (ver tabla 1) y
72°C por 15 segundos, finalizando con una temperatura de elongacién de 72°C
por 10 minutos. Antes de ser leidos en el analizador genético, todos los productos

se visualizaron en un gel de agarosa al 1.2% (100 volts por 30 minutos).

Para la lectura de los microsatélites en el analizador genético se utilizaron placas

de 96 pozos, a cada pozo se le agregé 1 ul del producto de PCR de cada
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individuo, 10 pl de Hi-Di™ Formamida y 0.3 uyl de GeneScan™-600 LIZ® v2.0,

ambos marca Applied Biosystems™.

Tabla 1. Resumen de los microsatélites utilizados en este trabajo.

Locus Clave Secuencia del primer 5' 3' Referencia Intervalo Etiqueta Temperatura
de fluorescente de
tamaiio alineamiento
(pb) (°c)
GATA028 M2GATA028 R AAA GACTGA GATCTATAGTTA Palsboll et 199-236 FAM 51.1
GATAO028 F CGCTGA TAG ATT AGT CTA GG al., 1997
GATA417 M2GATA417R CTG AGA TAG CAG TTA CAT GGG 181-253 NED 51.1
GATA417 F TCT GCT CAG GAAATT TTC AAG
GT575 M2GT575R CTG CCA ATATAA GTG AAT ACA Bérubéet 147-149* PET 51.1
GT575F CCATCAACT GGAAGTCTTT al., 2000
GGAA520 GGAA520R TAG CAG AYCTGA GTT ATT TCC Palsboll et 162-226 NED 51.1
GGAA520 F TAG CAT TTT AGT CTT GGG TGG al., 1997
GATA053 M1GATAO053 R ATT GGC AGT GGC AGG AGA CCC 238-269 VIC 53.8
GATAO53 F GAC ACA GAG ATC TAG AAG GAG
GTO011 GTO11R CATTTT GGG TTG GAT CATTC Bérubéet 117-128* PET 60
GTO11F GTG GAG ACC AGG GAT ATT GC al., 1998
GT195 GT195R TGA GAA AGATGACTATGACTCTGA  Bérubéet 149-169* VIC 60
GT195F TGA AGT AAC AGT TAATAT ACC al., 2000
GT211 GT211 R2 CAT CTG TGC TTC CAC AAG CCC 187-228* FAM 60
GT211F GGC ACA AGT CAG TAA GGT AGG
TAA023 TAAO023 R CTC GCA CAG AAATGA AGA CcC Palsboll et 75-102 NED 60
TAAO023 F AGA GCC TG AAC AGA ACA AGG al., 1997

*El intervalo de tamafio de estos microsatélites no se reporté en los articulos de referencia, por lo tanto, se reporta el
intervalo que se encontré en el presente trabajo.

Analisis de datos

Secuencias de region control del ADN mitocondrial

Se secuenciaron 35 muestras de Balaenoptera physalus dentro de la Bahia de La

Paz, a las cuales se les realizé un BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool)

con la base de datos de nucleétidos disponible en la pagina del NCBI. Este

analisis compara una secuencia dada contra toda la base de datos disponible en

linea y encuentra las secuencias con mayor numero de regiones de similitud, que

serian las secuencias de la misma especie. De esta manera se puede comprobar

que las secuencias que se obtuvieron son de la especie esperada.
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Para los analisis posteriores la muestra se redujo de 35 biopsias a 27 individuos,
esta reduccion de la muestra se explica posteriormente en detalle en la seccién de

Resultados.

Para los analisis de diferenciacion poblacional entre el grupo de individuos de la
Bahia de La Paz y la poblacion del Pacifico Norte, se utilizaron 221 secuencias
obtenidas del GenBank, que Archer et al. (2013) recopilaron en un estudio previo
para B. physalus en el Pacifico Norte, por lo tanto, se trabajaron un total de 248

secuencias.

Con la ayuda del programa PhyDE-1 v0.9971 (Muller y Muller, 2010), todas las

secuencias fueron alineadas y recortadas hasta las 411 pares de bases.

Los niveles de diversidad genética, como el numero de haplotipos, el numero de
sitios segregantes, la diversidad haplotipica, la diversidad nucleotidica, y el
coeficiente de diferenciacién poblacional, se obtuvieron con el software DNAsp v5
(Librado y Rozas, 2009) .

El numero de sitios segregantes es un estimado de la diversidad genética que se
basa en los nucledtidos que son polimodrficos en la muestra (Pifero et al., 2008).
La diversidad haplotipica se expresa en funcion de la frecuencia de los haplotipos
en la muestra que se esta analizando y se presenta con valores de 0 a 1, donde 0
quiere decir que hay un solo haplotipo para todos los individuos y 1 es que cada
individuo tiene un haplotipo distinto. La diversidad nucleotidica es el promedio de
la proporcion de diferencias en los nucledtidos entre todos los posibles pares de

secuencias en la muestra (Hartl y Clark, 1997).

La diferenciacion poblacional se estimé entre la poblacion del Pacifico Norte y el
grupo de la Bahia de La Paz con el coeficiente Fst. El estadistico Fst es una
medida estandar de diferenciacién poblacional que se basa en las varianzas de las
frecuencias alélicas de las poblaciones (Eguiarte et al., 2010). Se obtienen valores
de 0 a 1, donde 0 significa que las frecuencias alélicas son idénticas para ambas

poblaciones, y 1 indica que cada poblacion esta fija en alelos diferentes.
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Se construyeron dos redes de haplotipos con el software popart-1.7 (Clement et
al., 2002), una que contemplaba unicamente al grupo de individuos de la Bahia de

La Paz, y otra que comparaba a dicho grupo con la poblacién del Pacifico Norte.

Microsatélites

El tamafo de los alelos se observo con el software PeakScanner™ v2 (Applied
Biosystems™) Para el caso de los individuos que tuvieran una sefial de lectura
muy baja (un valor por debajo de 20 en la minima altura de los picos (unidades
relativas de fluorescencia)), se repitid el procedimiento desde la amplificacién del

fragmento.

Con el software GenALex 6.501 (Peakall y Smouse, 2012) se obtuvieron los
principales estadisticos descriptivos, tales como: numero de alelos (Na), numero
de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad esperada y observada (He y Ho,

respectivamente), coeficiente de endogamia (F) y la probabilidad de identidad (PI).

El numero de alelos efectivos es el niumero de alelos con frecuencias iguales que
se requieren para llegar a un diversidad genética dada (Orjango et al., 2011) y se
calcula con la sumatoria de la frecuencia de los alelos por cada locus. La
heterocigosidad se refiere a la proporcion de individuos con dos alelos diferentes
para un mismo locus (heterdcigos). La probabilidad de identidad se define como la
probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una poblacion tengan el
mismo genotipo. El coeficiente de endogamia (F) de un individuo es la
probabilidad de que dicho individuo reciba en un locus dado, dos alelos idénticos

por descendencia (Caughley, 1994).

También con el software GenAlex 6.501 se probd si los loci se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg y se hizo un Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA) diferenciando hembras y machos para examinar si existen agrupaciones

genéticas entre individuos y si éstas estan sesgadas por el sexo.

Se usé el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2010) para averiguar si
existia estructura genética entre los individuos del grupo. Se aplicaron 100,000
cadenas de Markov Monte Carlo y 50,000 pasos de Burnin, probando una k de 1 a
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5, con 10 iteraciones, utilizando un modelo de “admixture” y de frecuencias
alélicas correlacionadas. Con Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2011), se

evaluaron los valores de probabilidad para las multiples k.

Por ultimo, se realizé un andlisis con el software ML-Relate (Kalinowski et al.,
2006), que hace estimaciones pareadas a través de la maxima probabilidad de
parentesco o relacion. Ademas, a través de analisis probabilisticos, asigna cuatro
categorias de relacion entre todos los pares de individuos: “sin relacion”,
“‘hermanos”, “medios hermanos” y “padres/hijos”. Las relaciones genealdgicas
entre individuos se representan matematicamente como probabilidades de que
dos genotipos (o dos individuos) compartan cero, uno o dos alelos idénticos por
descendencia. Cabe mencionar que las relaciones mas cercanas pueden ser
dificiles de diferenciar, por ejemplo, los medios hermanos podrian confundirse con
la categoria de “primos” o “no relacionados”, pero no tanto con la categoria de

“padres/hijos” (Kalinowski et al., 2006).

Para representar las relaciones encontradas entre los individuos, se hizo una red
en el programa R 2.13.1 (R Core Team, 2014) con las categorias asignadas y una
grafica de frecuencias con las estimaciones de maxima probabilidad de

parentesco.
Foto-identificacion

Se hizo una revisidn del inventario fotografico sobre la especie en el Golfo de
California. Este inventario es el resultado de un proyecto a cargo del Programa de
Investigacion de Mamiferos Marinos (PRIMMA) de la Universidad Autbnoma de
Baja California Sur (UABCS), que reune informacion fotografica de las distintas
instituciones que trabajan con la especie en todo el Golfo de California. El catalogo
tiene 923 registros capturados durante el periodo de 1983-2013, resultando en un
total de 415 individuos foto-identificados (Urban et al., 2014). A través de este
instrumento se logré conocer el tiempo de residencia de los animales en La Bahia

de La Paz, los movimientos e historia de cada individuo dentro del Golfo de
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California, asi como un aproximado de la composicion y duracion de las

agrupaciones.

Cabe mencionar que ademas de la informacion del catalogo, se utilizd la
informacion mas reciente que tiene el Laboratorio de Mamiferos Marinos de la

UABCS, por lo tanto, se presentan registros hasta el afio 2015.
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RESULTADOS

De las 35 muestras iniciales recolectadas en la Bahia de La Paz, se identificé por
técnicas moleculares que habia individuos repetidos (ver mas adelante la seccion
de microsatélites), por lo que fueron eliminados para los analisis posteriores,

resultando finalmente en un total de 27 individuos.

Determinacion del sexo

Los resultados obtenidos en un gel de agarosa permitieron identificar como
machos a los individuos que presentaran doble amplificacion (dos bandas), y los
que presentaron una banda, se identificaron como hembras. Finalmente, se
obtuvo un total de 8 hembras y 19 machos. Hubo un individuo (carril 16 en el gel)
(Figura 11, Anexo) que, a diferencia del resto, presenta una banda casi
imperceptible en la amplificacién del SRY, esto puede deberse a que el ADN es de
baja calidad, no obstante, el PCR se realizé dos veces y se comprobd que a pesar
de que la banda era muy tenue, en ambas reacciones existe amplificacién. Las

fotografias de los geles se encuentran en el anexo.

Analisis de secuencias

Haplotipos Bahia de La Paz

Para la Bahia de La Paz se encontraron 5 haplotipos, que en el presente trabajo
se denominaron H1, H2, H3, H4 y H5. Tres de ellos se habian reportado
previamente dentro del Golfo de California como Bp49 (GenBank: AF120004.1)
(H1), Bp50 (H2) y Bp51 (H3) por Bérubé et al. (2002). El haplotipo H4 no se habia
reportado dentro del Golfo, pero si esta presente en el haplogrupo del Pacifico
Norte y unicamente es portado por un individuo en la muestra de la Bahia de La
Paz. El haplotipo H5, observado en tres individuos, tampoco habia sido reportado
dentro del Golfo de California pero resulté ser un haplotipo comun en la poblacion
del Pacifico Norte y en la Bahia de La Paz esta presente en tres individuos (ver
tabla 2).
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Tabla 2. Haplotipos encontrados para el grupo de la Bahia de La Paz. La frecuencia se refiere al
numero de individuos de la muestra que tienen dicho haplotipo. La posicién es el lugar de la
secuencia donde se encuentra la sustitucion, tomando como referencia la secuencia de Bp49 de
411 pares de bases.

Referencia Haplotipo  Sustitucion Posicion Frecuencia Clave de la
secuencia
Bérubéet H1 (Bp49) Haplotipo ancestral 21 El resto
al., 2002 H2 (Bp50) T por C 164 1 17
H3 (Bp51) T por C 215 1 12
El H4 TporC 88 1 24
presente CporT 202
trabajo A por G 291
H5 T por C 302 3 2,3,19

De los 5 haplotipos encontrados, el haplotipo H1 (Bp49), por encontrarse con
mayor frecuencia, se puede considerar al haplotipo ancestral y los demas son
derivados (Aguirre-Dugua y Gonzalez-Rodriguez, 2016). Estos cuatro haplotipos
derivados se diferencian principalmente por una sustitucion, excepto el H4, que
presenta tres sustituciones, es decir, dos pasos mutacionales mas que los demas
(Figura 4), lo cual indica que el individuo que porta el H4 (individuo 24) esta
alejado del haplogrupo del Golfo de California. Cabe mencionar que todas las
sustituciones son transiciones, y la mas comun es de Timina por Citosina. El
haplotipo mas comun (Bp49) esta representado por la secuencia de la Figura 13

(ver Anexo).

Figura 4. Red de haplotipos para la Bahia de La Paz, donde cada circulo es un haplotipo y su
tamafio es proporcional a la frecuencia. Los circulos negros indican el niumero de pasos
mutacionales entre haplotipos. Por ejemplo, el H4 tiene 3 sustituciones con respecto al H1. Cuando
no hay circulos negros es que existe sé6lo una sustitucion.
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Medidas de diversidad genética

La diversidad haplotipica (h) para los individuos de la Bahia de La Paz es de 0.393
y la diversidad nucleotidica (11) es de 0.001, ambos valores son bajos, esto quiere
decir que los haplotipos tienen pocas diferencias entre si, y tomando en cuenta
que unicamente 6 mutaciones son las que dan lugar a los 5 haplotipos, los valores

bajos de diversidad nucleotidica son de esperarse (Tabla 3).

Tabla 3. Diversidad genética total y de cada region.

Grupo Numerode Numero de Sitios diversidad Diversidad
secuencias  haplotipos  segregantes haplotipica nucleotidica

(s) (h) (r)

Bahia de 27 5 6 0.393 0.001
La Paz

Pacifico 221 38 32 0.926 0.007
Norte
(Archer et
al., 2013)

Total 248 39 32 0.912 0.007

Se obtuvo un coeficiente de diferenciacion poblacional Fst = 0.215 (p<0.001) entre

la poblacion del Pacifico Norte y los individuos de la Bahia de La Paz.

Con las 221 secuencias del Pacifico Norte y las 27 secuencias de la Bahia de La
Paz, se obtuvieron 39 haplotipos a partir de 32 sitios segregantes. En la red de
haplotipos construida con todas las secuencias (Figura 5) se observa que el H4 se
asocia mejor con la poblacién del Pacifico Norte. Los estudios que se han
realizado hasta ahora (Bérubé et al. 2002; Archer et al. 2013 y el presente trabajo)
sugieren que el haplotipo H3 es exclusivo del Golfo de California y ademas es un
haplotipo poco comun, ya que en el trabajo de Bérubé et al. (2002) aparece
solamente en un individuo del Golfo de California, en el trabajo de Archer et al.
(2013) no aparece dicho haplotipo y en el presente trabajo aparece también

Unicamente en un individuo

31



Figura 5. Red de los 39 haplotipos encontrados entre la poblaciéon del Golfo de California (color
rojo) y el Pacifico Norte (color azul). Cada circulo representa un haplotipo y el tamafio de los

mismos es proporcional a su frecuencia.

Microsatélites

Se analizaron un total de 35 muestras del Golfo de California con 9 microsatélites
nucleares (ver tabla 1, Pag. 24). Se encontré6 que ocho muestras presentaron
genotipos idénticos para los nueve loci. Al corroborar que dichas muestras
también presentaban el mismo haplotipo, el mismo sexo y que eran recapturas en
el catalogo de foto-identificacion, se concluyé que se trataba de individuos
repetidos y se eliminaron. Por lo tanto, los analisis finales se realizaron con una
n=27.

Se obtuvieron los principales estdisticos descriptivos de variacién genética (Tabla
4) donde los valores de heterocigosidad destacan una Ho promedio de 0.626,

ligeramente mas alta que la esperada (0.552) por equilibrio de Hardy-Weinberg.
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En general, el inice de fijacion (F) presenta valores muy bajos o negativos, con un
promedio de -0.095. Los valores negativos demuestran que existe un déficit de
homocigotos, lo cual se relaciona con una ausencia de endogamia en la poblacion.
Los valores obtenidos de probabilidad de identidad por locus son muy bajos, por lo
tanto, se deduce que mediante el uso de los 9 microsatélites probados en el
presente trabajo se puede inferir, con un alto nivel de certeza, la identidad

genética de los individuos.

Tabla 4. Principales estadisticos descriptivos de variacion genética para cada locus. Numero de
alelos (Na), numero de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada (He), indice de fijacion (F), probabilidad de identidad (Pl). La prueba de Chi cuadrada se
realizd para evaluar el equilibrio de Hadry-Weinberg, los valores en negritas en la columna de
Probabilidad (p) son los que resultaron significativos.

Locus Na Ne Ho He F Pl Chi- p
cuadrada
GATAO028 7 3.352 0.778 0.702 -0.109 1.2E-01 15.653 0.789
GATA417 10 4.765 0.889 0.790 -0.125 6.4E-02 50.443 0.267
GT575 2 1.077 0.074 0.071 -0.038 8.6E-01 0.040 0.842
GGAA520 8 1.429 0.259 0.300 0.137 5.0E-01  108.333 0.000
GATAO53 8 2.128 0.444 0.530 0.162 2.4E-01 43.619 0.030
GTO11 7 2.206 0.704 0.547 -0.287 2.7E-01 63.238 0.000
GT195 10 4.703 1.000 0.787 -0.270 7.2E-02 99.099 0.000
GT211 7 3.600 1.000 0.722 -0.385 1.1E-01 30.200 0.088
TAA023 4 2.056 0.481 0.514 0.063 3.2E-01 4.727 0.579
Promedio 2.813 0.626 0.552 -0.095 2.8E-01

En el resultado del Analisis de Coordenadas Principales (Figura 6) no se observan
agrupaciones definidas dentro de la muestra, los individuos se encuentran
dispersos en los cuatro cuadrantes. Se observa que la mayoria de las hembras se
agruparon dentro de los cuadrantes de la derecha, esta agrupacion sesgada por
sexo puede deberse unicamente al azar o también puede indicar que el factor
sexo tiene incidencia en las agrupaciones genéticas. No obstante, este supuesto
no se sustenta con los analisis posteriores, ya que el sexo no se presenta como un

rasgo determinante en la formacion de los subconjuntos de individuos. Cabe
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destacar la lejania del individuo 24 del resto de los individuos, el cual también

porta el unico haplotipo H4 (el que tiene mas mutaciones).

Principal Coordinates (PCoA)

24

o
5 21
©
5 12 14
o 10 25
16 22
11 18 6
7 1509 26 3023 3
19 9 27 13
17 1
4
Coord. 1

Hembras Machos

Figura 6. Analisis de coordenadas principales, donde cada numero representa un individuo y el
color del punto corresponde al sexo del mismo.

En la figura 7 se presenta el resultado de la evaluacién de los cinco grupos
genéticos probados con el programa STRUCTURE, el numero 2 tiene la delta k
mas alta, lo cual significa que el grupo de rorcuales de la Bahia de La Paz tiene

una mayor probabilidad de estar estructurado en dos grupos genéticos (Evano et
al. 2005).
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Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

Delta K

2.0 25 3.0 3.5

Figura 7. Delta K obtenida con Harvester a partir de los cinco grupos probados (K=5).

En la Figura 8 se muestra la grafica de barras realizada en STRUCTURE con la

asignacion genética que explica mejor los datos. En este caso arrpjaron dos

grupos genéticos. Dicho resultado es congruente con los resultados obtenidos

previamente en el presente trabajo, tanto en microsatélites como en secuencias,

es decir, existen individuos que a pesar de que pertenecen a la misma poblacion

presentan una diferenciacion genética al interior del grupo. Se clasificaron los

individuos por sexo para averiguar si existia un patron que estuviese sesgando las

agrupaciones por el sexo del individuo, sin embargo, en este caso, no parece ser

un rasgo determinante para la formacion de las agrupaciones genéticas.

Figura 8. Estructura genética de los 27 individuos de la Bahia de La Paz. Cada barra representa
un individuo y los colores indican la proporcién asignada de cada grupo a cada individuo. La letra H

indica que el individuo es hembra, el resto son machos.
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Parentesco

Se construy6 una red de todas las relaciones de parentesco encontradas bajo las
categorias de “padres/hijos”, “medios hermanos”, “hermanos” y “sin relacion”
(Figura 10). Se identificaron una madre y cuatro padres dentro del grupo. A pesar
de que existe un total de 14 relaciones de padre/hijo, el individuo 20 (hembra)
aparece en 5 de las 14 relaciones y los individuos 15, 9, 7 y 17 (machos)
presentan cada uno tres relaciones de padre/hijo, por lo tanto, puede inferirse que
se trata de individuos progenitores dentro del grupo. Unicamente hubo dos
individuos que no presentaron ninguna relacion y hubo tres individuos que solo
presentaron una relacion. El resto de los individuos presentan un coeficiente de
parentesco que los incluye mayormente en la categoria de hermanos (33), seguido
de medios hermanos (28) y por ultimo padres/hijos (14), como se observa en la
figura 9. La relacion de hermanos es la que tiene la probabilidad mas alta de
parentesco en la estimacidon que realiza el programa ML-Relate, y precisamente,
esa relacién fue la mas frecuente en la muestra, lo cual indica que en estudios

basados en frecuencias alélicas, los individuos son genéticamente muy cercanos.
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Sin relacién Hermanos Medios hermanos Padres/hijos

Categoria de parentesco

Figura 9. Frecuencia absoluta de las relaciones de parentesco de un total de 351 relaciones
posibles entre 27 individuos.
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Figura 10. Red de relaciones de parentesco entre 27 individuos del Golfo de California. Cada
circulo representa un individuo y el tamafio del mismo es proporcional al nimero de relaciones que
éste tiene.

El numero de relaciones que tiene cada individuo es independiente de las
agrupaciones determinadas por los analisis del PCoA, es decir, el hecho de que
un individuo presente un mayor o menor numero de relaciones no lo asocia a una
agrupacion especifica dentro del PCoA. Sin embargo, en los analisis de
STRUCTURE si se observo cierto patron. Todos los individuos que presentaron
relaciones de paternidad (individuos 7, 9, 15, 17 y 20) de la figura 10 pertenecen a
una de las dos agrupaciones de STRUCTURE, especificamente la agrupacion en
la que predomina el color verde, y los cinco individuos que presentaron pocas o
ninguna relacién (21, 24, 25, 13 y 12) pertenecen al grupo rojo de STRUCTURE
(ver figura 8, Pag. 35).
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Foto-identificacion

Con la ayuda del catalogo fotografico para B. physalus en el Golfo de California se
logré identificar que de los 27 individuos, 22 individuos tienen una historia de
movimientos dentro el Golfo de California, es decir, se han fotografiado en
diferentes afios, algunos desde 2004 o 2010, incluso se han visto después del
muestreo del presente trabajo en 2015. Los registros incluyen las zonas de Bahia
de Los Angeles, Isla Danzante, Kino, Canal de San José, Bahia de La Paz y

Loreto, sin embargo, el 78% de dichos avistamientos son en La Bahia de La Paz.

De manera particular 8 individuos se fotografiaron mas de una vez durante los 3
meses de muestreo en La Bahia de la Paz, el resto solo se registraron en una
ocasion. De los 8, varios se observaron juntos en los mismos dias, por ejemplo

individuos 8 y11 (Tabla 5), pero no necesariamente en el mismo avistamiento.

Tabla 5. Individuos que tuvieron recapturas fotograficas durante los tres meses de muestreo.

Individuo
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DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la variabilidad genética y las
relaciones de parentesco de un grupo de rorcuales comunes de la Bahia de La
Paz, para lo cual se determiné el sexo de todos los individuos, su haplotipo por
ADN mitocondrial y se obtuvieron datos de 9 microsatélites nucleares, lo que

derivo en informacion relevante para responder a dicho objetivo.

Sexo

De los 27 individuos muestreados, 19 fueron machos y 8 hembras (1.74 M:H).
Esta proporcion es comun encontrarla en otras poblaciones de la misma especie
(Agler et al. 1993; Bérubé et al. 1998), e incluso en estudios previos para
Balaenoptera physalus dentro del Golfo de California (38M y 23H, 1.72 M:H)
(Bérubé et al., 1998; Enriquez, 1996). La proporcion de sexos esta claramente
inclinada a una dominancia numérica de machos, lo cual podria deberse a un
sesgo en el muestreo, pero dados los antecedentes de la especie, es un patrén
que se ha observado constantemente, por lo que se ha concluido que la
proporcion sesgada por los machos es real (Enriquez, 1996). Esta situacion es
preocupante ya que un menor numero de hembras indica que hay un menor
numero de individuos reproductivos, que son los que contribuyen a la siguiente
generacion, asimismo se asocia con un tamaro efectivo poblacional pequefio, el
cual a su vez se asocia con la pérdida de adecuacién e incluso depresion por

endogamia (Moreno, 2007).

Para estudios de parentesco, tener el sexo de cada individuo es informacion
valiosa para identificar posibles parejas dentro del grupo. En ese sentido, se
obtuvieron cuatro machos identificados como posibles padres y unicamente una
hembra como madre. Sélo en una ocasion se identifico a ambos padres de un
individuo, aunque el trio padre, madre e hijo nunca se observé en el mismo
avistamiento. Posteriormente se explicaran estos resultados en detalle en la

seccion de Parentesco.
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Variacion en el ADN mitocondrial

Se encontraron en total 5 haplotipos en un muestreo de 27 individuos, lo cual
llama la atencion, ya que en estudios pasados de todo el Golfo de California solo
se habian reportado 3 haplotipos con mas de 200 muestras analizadas (ver tabla
6) (Urban, 1997; Bérubé et al., 1998; Bérubé et al., 2002, Rivera (en revisidon)). Sin
embargo, es importante destacar que en los trabajos pasados estan comparando
unicamente 288 pares de bases (pb), las cuales representan una parte del
fragmento completo compuesto de 937 pb, que forma la regidon control para
Balaenoptera physalus (Arnason et al., 1991). En el presente trabajo se secuencio
un total de 411 pb, es decir, se tienen 123 pb adicionales a las que se habian
trabajado anteriormente, y de las cuales se puede extraer mayor cantidad de

informacion.

Debido a lo anterior, es natural suponer que existe una alta probabilidad de que
los dos haplotipos nuevos ya se hayan muestreado en los trabajos pasados dentro
del Golfo de California y que pasaron desapercibidos porque las mutaciones que
los diferencian estaban “ocultas” en el fragmento que sucede a las 288 pb. No
obstante, el haplotipo H4, presenta diferencias mutacionales dentro de las
primeras 288 pb, por lo tanto, se puede afirmar que este haplotipo no habia sido
muestreado anteriormente dentro del Golfo de California. También cabe
mencionar que dicho haplotipo es portado unicamente por un individuo (Numero
24) y que en campo el individuo también se observd con caracteristicas y
comportamientos particulares: tenia tamano pequefio, iba navegando muy
tranquilo y mostré curiosidad hacia la panga. Entre las observaciones destaca:
‘parecia una cria recién destetada”. Esto podria sugerir que se trata de un juvenil
de la poblacion del Pacifico Norte que entr6 al Golfo durante la temporada calida
del 2013. No obstante, carecemos de evidencia suficiente para corroborar dicha

hipétesis.

Es interesante haber encontrado los tres haplotipos reportados para el Golfo de
California mas dos nuevos en un muestreo tan reducido en espacio y tiempo,

como es la Bahia de La Paz y unicamente durante en tres meses de la temporada
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calida de 2013. Cabe mencionar que en el 2013 casi no se observaron rorcuales
comunes durante la temporada de calida, que es cuando ocurren la mayoria de los
avistamientos (Tershy et al., 1993), sino que para este afo la mayoria de los
registros fueron en temporada calida. Se desconoce si existe una causa inmediata
a este evento atipico, aunque también es sabido que la abundancia y conducta de
alimentacion de los rorcuales comunes varia afio con afio de acuerdo con los

factores ambientales (Ladron de Guevara, 2007).

Una posible explicacion para la concentracion de rorcuales comunes en dicha
zona y en dicha temporada es que hay lugares del Golfo que concentran mayores
cantidades de alimento para el rorcual, entre ellas precisamente se encuentra la
Bahia de La Paz, y por eso es que pueden observarse mas animales en la zona y
durante mayor tiempo (Urban, 1997). De hecho, la Bahia de La Paz ya se habia
reportado anteriormente como el area con el valor mas alto de abundancia de
rorcuales comunes dentro de la zona sur del Golfo y con una permanencia mas

prolongada (Enriquez, 1996).

Diversidad genética

Los niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica que se obtuvieron para el
grupo de rorcuales comunes de la Bahia de La Paz son bajos (0.393 y 0.001,
respectivamente), sin embargo, son los mas altos que se han reportado para B.
physalus dentro del Golfo de California (Rivera, en revision; Medrano, 2006). Este
resultado es logico dado que se encontraron mas haplotipos que en los trabajos

pasados.

En comparacion con otros estudios para distintas especies de cetaceos dentro del
Golfo de California, es un valor muy bajo, sin embargo es importante tomar en
cuenta que el muestreo no contempla a toda la poblacion. Por ejemplo, la
diversidad haplotipica para la ballena jorobada (Megaptera novaenglie) es de
h=0.836 (Medrano, 2006), para el cachalote (Physeter macrocephalus) es de
h=0.75 (Valdes, 2011) y para el rorcual tropical (Balaenoptera edeni) de h=0.740
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(Viloria, 2015). Haciendo una comparacion de la diversidad haplotipica para el
rorcual comun encontrada en el presente trabajo con la encontrada en otras
regiones del mundo para la misma especie, sigue siendo un valor bajo (ver Tabla
6). Por ejemplo, Rivera (en revision) reporta para el Golfo de San Lorenzo,
Canada, una h=0.874.

En los estudios previos que se han hecho para el Golfo de California se afirma que
la poblacion de rorcuales comunes tiene una diversidad genética que se encuentra
entre las mas bajas reportadas para cetaceos, por lo que se encuentra en un
estado de vulnerabilidad (Rivera, en revision). En efecto, con el presente trabajo
se confirma que es una diversidad baja, pero es un poco mas alta a la que se
habia reportado. Dado el incremento observado de h y 11 para una n de 27
individuos tan solo de la Bahia de La Paz, es de suponer que exista mayor
diversidad en la poblacion de la que se ha descubierto hasta ahora, por lo tanto,
es necesario un muestreo que abarque la poblacion en su totalidad, ademas de
una ampliacién y diversificacidn de las técnicas de analisis para determinar la

salud genética de la poblacion de B. physalus en el Golfo de California.
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Tabla 6. Comparacién de la diversidad genética obtenida en presente estudio con distintos
estudios de la misma poblacion, asi como con distintas poblaciones y especies. Todos los trabajos
utilizaron como marcador la region control del ADN mitocondrial.

Especie Poblacion Referencia Numero Numero Diversidad Diversidad
de de haplotipica nucleotidica
muestras haplotipos h 118
Balaenoptera Golfo de Bérubé et al., 61 3 0.0007
physalus California 1998
Bérubé et al., 56 3 0.00059
2002
Rivera (en 287 4 0.133 0.00052
revision)
El presente 27 5 0.393 0.0014
trabajo
Mar Bérubé et al., 72 7 0.0057
Mediterraneo 1998
Altantico 309 45 0.0113
Norte
Hemisferio Archer et al., 48 41 0.993
Sur 2013
Pacifico 346 50 0.935
Norte
Eubalaena Altantico Rosembaum 269 5 0.698 0.006
glacialis Noroeste et al., 2000
Megaptera Golfo de Medrano, 11 5 0.836 0.0141
novaeangliae California 2006
Balaenoptera Golfo de Viloria, 2015 82 12 0.741 0.0113
edeni California

Aun asi, dadas las condiciones de aislamiento y el tamafio reducido que tiene la

poblacion del Golfo de California, no seria sorprendente encontrar que la

poblacion presenta una diversidad baja. Es comun que en poblaciones pequefias y

aisladas, con poco o nada de flujo génico, la diversidad genética sea baja (Torres-
Florez et al., 2014).

A pesar de que en el presente trabajo se estd comparando una poblacion muy

grande (Pacifico Norte) contra una parte de una poblacién (la Bahia de La Paz),

fue interesante obtener el coeficiente de diferenciacion poblacional entre ambos

grupos. Se obtuvo un valor de Fst de 0.221. La interpretacion del Fst varia
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dependiendo de las caracteristicas de la especie que se analiza, en este caso, de
acuerdo a los resultados obtenidos en otros trabajos para cetaceos, es un valor
intermedio-alto de diferenciacién para dos poblaciones adyacentes (Rosenbaum et
al., 2000; Bérubé et al., 2002; Jackson et al., 2014; Viloria, 2015), lo cual esta
indicando que el grupo de ballenas de la Bahia de La Paz y la poblacion del

Pacifico Norte son dos grupos diferenciados genéticamente.

Bérubé et al. (1998) hicieron una comparacion similar a la del presente trabajo con
la misma especie; ellos contrastan la poblacion del Mar Mediterraneo con la del
Atlantico Norte, las cuales presentan tamafnos poblacionales distintos y con
aislamiento geografico. Para ese analisis se reporta un Fst = 0.12 y un valor de
Gst =0.11.

Heterocigosidad y endogamia

Partiendo del hecho de que la variabilidad genética es necesaria para que las
poblaciones sean viables y puedan sobrevivir a los cambios ambientales, la
heterocigosidad se ha utilizado como indicador de esta “salud” genética en una
poblacién (Allendorf, 1986), ya que esta evaluando si un individuo en determinado
locus tiene el mismo alelo heredado tanto de su padre como de su madre
(homécigo) o si cada progenitor le heredé un alelo distinto (heterécigo). Los
resultados de heterocigosidad muestran que en promedio la heterocigosidad
observada (Ho) fue mayor que la esperada (Ho=0.626 > He=0.552), indicando un
mayor numero de individuos heterdcigos. Paraddjicamente, los resultados de
heterocigosidad en este trabajo son ligeramente mas altos a los de otros trabajos
que contemplan toda la poblacion del Golfo (Bérubé et al., 2002), esto puede
atribuirse a gran variabilidad de la muestra, de la cual ya se ha hablado

previamente.

La informacion de heterocigosidad corresponde con el resultado del indice de
fijacion (F=-0.095), que derivo en la interpretacion de una ausencia de endogamia
dentro del grupo. Dichos resultados no eran de esperarse dados los antecedentes
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que tiene Balaenoptera physalus dentro del Golfo, como son baja diversidad
haplotipica y tamafno efectivo pequefo (Bérubé et al., 2002). Esta incongruencia
no es trivial y merece atencion mas alla del presente trabajo, ya que existe
unicamente un estudio previo que hizo este tipo de analisis, por lo tanto, es
necesario la realizacion de estudios con un mayor numero de muestras vy
localidades para corroborar y despejar incertidumbres de la informacién que hasta

ahora se tiene.

Estructura genética dentro del grupo

Los resultados de estructura genética con microsatélites (STRUCTURE) indican
dos grupos distintos, lo cual, de primera instancia sugiere que el grupo de la Bahia
de La Paz tiene una subestructura genética, sin embargo, es posible hacer otro

tipo de suposiciones, como son las siguientes.

Dados los resultados de estructura genética con microsatélites (PCoA vy
STRUCTURE), la aparicion de haplotipos que no se conocian anteriormente y la
proximidad del sitio de muestreo a la boca del Golfo, es natural suponer que hay
individuos de la poblacion del Pacifico que estan entrando al Golfo, es decir, la
presencia de migrantes. Aunado a esto, la informacion del ADN mitocondrial y el
analisis de Coordenadas Principales (PCoA) indica que el individuo que porta el
haplotipo H4 (individuo 24) es un macho que esta muy alejado de la poblacién del
Golfo de California Con dos pasos mutacionales mas que el resto de los
haplotipos se asocia al haplogrupo de la poblacién del Pacifico Norte. Ademas,
este posible “migrante” parece ser un “anero” (juvenil) y esta emparentado
unicamente con el individuo 23. No obstante, dicha hipétesis, en la que se
sustenta la entrada de individuos al Golfo durante una temporada del afio, ya se
habia planteado previamente y ha sido descartada por una serie de argumentos
que Urban (1997) enlista en un informe sobre la poblacién en el Golfo, que Bérubé
et al. (2002) confirman con la descripcion del aislamiento por datos genéticos y
que Rivera (en revisidon) sustenta con la baja tasa de migrantes. La evidencia

genética que hasta ahora se presenta en los resultados de este trabajo sugiere un
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grupo con una mayor diversidad genética de la que se tiene registrada
actualmente para el Golfo de California, pero la informacion que se obtuvo aun es

muy limitada para retomar la hipétesis de posibles migrantes temporales.

Parentesco

Con los resultados de ADN mitocondrial y con los estadisticos descriptivos de
microsatélites, los individuos de la Bahia de La Paz se observan como un grupo
genéticamente diverso. Por otro lado, los resultados de parentesco muestran que

los individuos estan tan relacionados que llegan incluso a niveles familiares.

Se encontré un numero muy alto de relaciones para un grupo con tan pocos
individuos: en total 75 relaciones en una muestra de 27 individuos, las cuales
discriminaron en 33 relaciones de hermanos, 28 de medios hermanos y 14 de
padres/hijos. Resultdé que 93% de los individuos estaban relacionados con al
menos otro individuo. Un escenario como este no se habia observado antes en
otros estudios de poblaciones con la misma especie, como es la poblacion del
Atlantico Norte en las aguas de Islandia, donde encontraron unicamente 15
individuos relacionados entre 267 perfiles genéticos comparados (Pampoulie et al.,
2013). Este resultado tiene sentido ya que se esta hablando de una poblacién
mucho mas grande y ademas utilizaron muestras de capturas comerciales que
colectaron durante 2009 y 2010. En cambio, puesto que la poblacion del Golfo de
California es pequefia y aislada, es de esperarse que haya muchas relaciones de

parentesco en un grupo pequeiio.

El rorcual comun dentro del Golfo tiene comportamientos exclusivos que la
diferencian de las demas poblaciones, por ejemplo, los patrones de migracion son
muy distintos ya que se mueven unicamente dentro del area del Golfo, a diferencia
de las demas poblaciones que tienen migraciones con distancias oceanicas. Otro
ejemplo es que, por medio de foto-identificacién, se observaron tres individuos (un
macho y dos hembras) navegando juntos en temporada calida, y luego se

volvieron a observar en temporada fria (Ramirez, 2016).
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A pesar de que existe un numero considerable de relaciones de parentesco, el
indice de fijacion indica una ausencia de endogamia, este resultado sugiere que
puede tratarse de varios grupos familiares, pero no hay evidencia de cruzas
endogamicas entre ellos. Con los resultados de parentesco no fue posible
determinar si habia cruzas endogamicas, puesto que unicamente el individuo
numero uno obtuvo dos relaciones de padre/hijo, una con una hembra y otra con
un macho, por lo que se infirié que eran sus padres (ver figura 10, Pag. 37), fuera
de este caso, no hay relaciones claras de padre, madre e hijo, por lo tanto, dicho

analisis no puede explicar si se estan apareando entre familiares.

Se han realizado analisis de parentesco para otras especies de misticetos en
distintas regiones del mundo (Pampoulie et al., 2013; Bendnisdottir et al., 2012;
Pomilla et al., 2006; Skaug y Givens, 2005; Valsecchi et al., 2002), pero ningun
estudio reporta un numero tan alto de relaciones entre tan pocos individuos. Cabe
destacar que el area geografica que contemplan dichos estudios es mayor de lo
que representa el Golfo de California, y mas aun, la Bahia de La Paz, y que en la
mayoria de los estudios, las muestras no se tomaron de agrupaciones observadas
en campo, sino que fueron muestreos oportunistas entre distintos afios, algunas

incluso de capturas comerciales.

Valsecchi et al. (2002) realizaron un trabajo con rorcual jorobado en donde si se
contemplan y evaluan agrupaciones que se mueven en conjunto, principalmente
trios de madres con cria y un macho, pero no se encontraron relaciones de
parentesco significativas entre el macho y la cria, por lo que no puede hablarse de
grupos familiares. Por el contrario, en el presente trabajo se observaron relaciones
familiares entre individuos que iban juntos. Tan solo en un dia se observaron 12

relaciones de parentesco entre 10 individuos.

El hecho de que se hayan encontrado padres y hermanos en una sola agregacion
sugiere que pueden existir grupos de parientes que se mueven en conjunto y
permanecen asi durante un tiempo, como familias. Esta estructura social ha sido
reportada unicamente para grupos de odontocetos como son los cachalotes y las

orcas (Mann et al., 2000). Por el contrario, entre misticetos se sabe que son
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generalmente solitarios, con algunas agregaciones temporales, unicamente se
observa una estrecha relacién en lo que se refiere al cuidado de la cria, que se le
atribuye completamente a la madre y una vez que la cria es destetada, no es

comun volverlas a observar juntas (Mann et al., 2000).

El muestreo de la Bahia de La Paz en 2013 consistido en seis dias durante tres
meses. En tres de las seis salidas se observaron individuos emparentados en los
mismos avistamientos, es decir, se observaron juntos o navegando alrededor, y
con los datos genéticos se supo que en su mayoria dichas relaciones eran de
hermanos. Sin embargo, no se observaron agrupaciones definidas en campo de
individuos emparentados, por lo tanto, no se puede asegurar que ciertos
individuos permanecen juntos, unicamente un dia en el que se tienen registradas
alrededor de 10 ballenas en el mismo avistamiento, se observé que tres de ellas

eran hermanos y otras dos se presentan como medios hermanos.

También es importante mencionar las complicaciones de relacionar los resultados
de genética con la bitacora de campo, puesto que las salidas no fueron planeadas
especificamente para la observaciéon de comportamiento o de estructura social, lo
que conlleva a que las descripciones sean muy generales y sintéticas en ese
aspecto. Cabe resaltar que entre las anotaciones de campo durante las seis
salidas sobresalen cierto tipo de observaciones, como son: “el grupo se juntaba y
se separaba”, “son las mismas que en semanas pasadas” y “hay mas individuos

en la zona”.

Como se indica en la Tabla 5 (Pag. 38), hubo varios “grupos” de individuos que se
vieron en un solo dia y luego se volvieron a ver en dias posteriores, de hecho,
hubo un par de individuos que se registraron en 4 de las 6 salidas. Esto no quiere
decir que iban juntos o que estaban socializando de alguna manera, pero sugiere
que la mayoria de los individuos estuvieron formando un tipo de agrupacion no

bien definida, sino dispersa dentro de la Bahia de La Paz.

Recapitulando, los resultados sugieren que durante los tres meses de muestreo

hubo varios grupos familiares de ballenas que estuvieron presentes en la zona y
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formando agregaciones aleatorias en distintos dias. Este comportamiento ha sido
reportado para cachalotes, en donde se describen grupos estables de
generalmente 20 animales que permanecen juntos por periodos de horas o hasta
10 dias en un espacio de 1 km aproximadamente (Mann et al., 2000). Pero a
diferencia de los grupos de cachalotes, aqui no se observaron agregaciones

diferenciadas por sexo, cada agrupacion tenia un patron homogéneo de sexos.

Aunque parece ser un comportamiento similar al que se menciona arriba con los
cachalotes, no hay evidencia suficiente para asegurar que los rorcuales comunes
en la Bahia de La Paz tienen una organizacion social definida. Sin embargo, la

posibilidad no queda descartada.

A pesar de las multiples dificultades que presentan los mamiferos marinos para su
estudio, como son la observacién por periodos largos, madurez sexual tardia,
intervalos de nacimiento y la coleccion del material genético, se necesitan estudios
enfocados estrictamente a la sociabilidad, que evaluen tanto el sistema de
apareamiento genético (relaciones de parentesco, paternidad) como el sistema de
apareamiento social (vinculacion afectiva o proteccion de pareja) para resolver

este tipo de incognitas.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se reportan dos haplotipos nuevos para B. physalus
en el Golfo de California, sumados a los tres ya reportados, en total se tiene

un registro de cinco haplotipos.

Los niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica que se obtuvieron para
el grupo de rorcuales comunes de la Bahia de La Paz son bajos (0.393 y
0.001, respectivamente), sin embargo, son los mas altos que se han

reportado para B. physalus dentro del Golfo de California.

Con una heterocigosidad observada de 0.620 para nueve microsatélites
nucleares, se obtuvo un coeficiente de fijacion negativo (-0.095) lo cual se

relaciona con ausencia de endogamia en el grupo.

Se encontraron 75 relaciones de parentesco entre un grupo de 27 animales
dentro de la Bahia de La Paz durante el verano de 2013, lo cual sugiere
que se tratdé de varios grupos familiares que estuvieron navegando por la

Zona.

Durante el muestreo se obtuvieron varias recapturas tanto por foto-
identificacion como por biopsias, indicando que el grupo se mantuvo junto,
al menos durante los tres meses de muestreo, formando agregaciones

aleatorias.

No se logré identificar una estructura social definida debido a la ausencia de
registros de subgrupos familiares; como trios de madre-padre-hijo, ni
agregaciones diferenciadas por sexo, o comportamientos que denoten una

organizacion social.

No se detectd una correlacion entre las relaciones de parentesco y el

comportamiento social de los individuos o las agregaciones que formaban.
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Por lo tanto, es necesario realizar estudios dirigidos a evaluar dicha

correlacion.
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ANEXO

Figura 11. Fotografia de la amplificacion del gen SRY para 36 muestras iniciales. Cada carril
representa un individuo. La muestra nimero 36 (ultimo carril) fue un individuo que se eliminé de los
analisis cuando se identific6 genéticamente que la biopsia pertenecia a una ballena azul
(Balaenoptera musculus).

Figura 12. Fotografia de la replicacion de la amplificacién de los genes SRY y ZFY/ZFX para las 30
muestras, que finalmente se redujeron a 27 individuos. Cada carril representa un individuo.

TGAAAAAGTATATTGTACAATAACCACAGGACCACAGTACTATGTCCGTATTGAAAATAACTT
GCCTTATTAGATATTATTATGTAATTCGTGCATGTATGTACTTCCACATAATTAATAGCGTCTT
TCCATGGGTATGAATAGATATACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGA
GCAGTTAAAGCCCGTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATTTGTATTAATAGTACA
ATAGCGCATGTTCTTATGCATCCCCAGGTTTATTTAAATCAAATGATTCCTATGGCCGCTCCAT
TAGATCACGAGCTTAGTCAGCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTAATCGTGGGGGT

Figura 13. Secuencia del haplotipo Bp49 (H1) de 411 pares de bases de la regién control del ADN

mitocondrial. En negritas se indica el fragmento de 288 pares de bases que se ha usado como
referencia en trabajos anteriores.
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