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RESUMEN GENERAL

La identidad genética, las relaciones filogenéticas y la historia demografica de las agregaciones
temporales de ballena azul adyacentes a la Peninsula de Baja California fue determinada a través
del analisis de las secuencias nucleotidicas de la region control mitocondrial y la identificacion
molecular del sexo. EI DNA obtenido a partir de muestras de piel descamada y biopsias de
individuos fotoidentificados y con un historial de avistamientos, permitio la identificacion del sexo
y la asignacion del linaje materno para 189 individuos. Los niveles de diversidad genética
resultaron moderadamente bajos al compararlos con aquellos reportados en poblaciones de
especies de misticetos. Sin embargo, en los datos no se encontraron evidencias que indiquen que
las intensas capturas comerciales que sufrié esta especie durante la primera mitad del siglo
pasado hayan disminuido en forma drastica su diversidad genética. Aunque no se detectd
segregacion espacial o temporal por sexos o linajes, el analisis filogenético evidencid que en las
agregaciones mexicanas ocurren actualmente dos grupos de linajes genéticamente divergentes
que aparentemente reflejan dos eventos de colonizacion independientes. La proporcion de sexos
en las agregaciones, ligeramente sesgada hacia las hembras, asi como presencia de madres con
cria para ambos grupos de linajes en aguas del Golfo de California, confirmé la importancia de
esta zona como habitat critico para la conservacion de esta especie. De acuerdo con la
estimacion genética del tamafio efectivo histérico en las agregaciones mexicanas (4,812
individuos; 1.C. 95%; 2,854 — 7,237), el nimero de ballenas azules que actualmente conforman
el llamado stock México/California representa al menos un 50% del nivel previo a la explotacion
comercial. Sin embargo, debido a que se emple6 una aproximacion novedosa para el célculo del
tamario efectivo poblacional y considerando los niveles de incertidumbre de los parametros
bioldgicos criticos que se incorporan a la estimacion, estos numeros deben ser considerados con
la debida reserva hasta que puedan ser validados. Las principales restricciones del modelo
propuesto estan asociadas con la representatividad de la muestra genética y con el
establecimiento preciso de los limites de las poblaciones. La co-ocurrencia espacial y temporal de
dos grupos de linajes divergentes en las agregaciones mexicanas debera ser analizada a través
de otro tipo de marcador genético que permita establecer de manera concluyente la intensidad
del flujo génico entre estos grupos. Asi mismo, es evidente que el muestreo debe ampliarse hacia
otras agregaciones para establecer su identidad y la relacion que guardan con las agregaciones
mexicanas.



GENERAL ABSTRACT

The genetic identity, phylogenetic relationships and historical demography of blue whale Mexican
aggregations, which temporally inhabit at Baja California Peninsula surrounding waters, was
determinate by mean of mitochondrial DNA control-region sequences and through molecular
identification of gender. DNA was obtained as sloughed or biopsied skin samples from
photoidentified whales with a resighting history, and allowed sexing and haplotype assignment
for 189 individual blue whales. Genetic diversity was found to be relatively low when compared
when other misticetes. However, no evidence was found supporting that comercial whaling
during the first half of the last century lead to a substantial loss of diversity. Genetic structure
tests failed to detect seasonal or geographic segregation of individuals grouped by gender and/or
maternal lineales, but interestingly, phylogentic analyses support the presence of two clearly
divergent groups of haplotypes in the study area, suggestive of two independent colonization
events. The slightly skewed sex ratio towards females, as well as the occurrence of mother and
calf pairs for both groups in the Gulf of California, confirms the importance of the area as a
critical habitat for the conservation of the species. Historical population effective-size for the
Mexican aggregations (4,812 blue whales; 1.C. 95%; 2,854 — 7,237) could be indicating that
current population size is at 50% of pre-whaling stock levels. Nevertheless, since historical
population size was estimated through a novel approach and there is a huge uncertainty at most
of the biological key-parameters, these numbers most be interpreted with caution. The main
limitations to the proposed model are: sample size and stock identity. The seasonal and
geographic co-occurrence of those divergent lineages require of further analyses with other
genetic markers which allow us to establish the intensity of gene flow between both groups. In
the same way, it is evident that a wider sampling scheme most be implemented in order to
determine the relationships between Mexican and other Pacific aggregations of blue whales.
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PRESENTACION

Este trabajo de tesis forma parte de un proyecto de investigacion que, por poco mas de
12 afos, ha estudiado a las ballenas azules en el Golfo de California y la costa occidental
de la Peninsula de Baja California. Dicha investigacion ha generado informacion sobre la
abundancia, distribucion, alimentacion, reproduccion, comportamiento, uso del habitat y
la estructura poblacional, y representa la suma de esfuerzos que la Dra. Diane Gendron,
algunos otros investigadores, varios estudiantes, técnicos y voluntarios han dedicado al
conocimiento de la especie. Gran parte de los datos estan condensados en un catélogo
de individuos fotoidentificados que contiene el historial de mas de 400 ballenas azules y

que ha permitido dar un seguimiento continuo de su poblacién.

Cuando fui invitado a formar parte de este estudio, se me propuso evaluar los niveles de
variabilidad genética y la proporcion de sexos para determinar la estructura de las
agregaciones mexicanas de la especie en el Pacifico Nororiental. El muestreo se extendia
por un periodo de casi 7 anos, representados por poco més de 300 muestras de piel de
ballenas azules fotoidentificadas y con un historial individual de avistamientos de mas de

10 afios; parecia una oportunidad Unica.

Dado el avance tecnoldgico y la amplia gama de marcadores con los que se cuenta hoy
en dia para el estudio genético de las poblaciones, consideré que obtener DNA y analizar
unos cuantos marcadores moleculares no deberia de representar mayor problema. Daba
por hecho que podrian obtenerse resultados a corto plazo y que la interpretacion de los
mismos se facilitaria en gran medida por el cimulo de informacion con que se contaba.

Nada mas lejos de la realidad.

En muchas muestras la extraccion de DNA resultd problematica, algunos de los
extractos de DNA no generaban productos de amplificacion en las reacciones de PCR, y
en aquellos que amplificaron exitosamente los resultados no eran reproducibles.

Conforme se fueron analizando las muestras hubo que dar marcha atrés en repetidas
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ocasiones, reevaluar la metodologia e implementar nuevas estrategias con el objeto de

obtener resultados consistentes en el laboratorio.

Recapitulando hoy, después de casi 6 afios, solo puedo decir que esta no fue una
oportunidad Unica.... Lo sigue siendo. Los resultados obtenidos plantean quizd mas
interrogantes que respuestas, pero sefialan la direccion hacia la que las nuevas

preguntas deberan ser orientadas.

Aunque a la vista de muchos la presente tesis podria representar una considerable
cantidad de trabajo y de datos, gran parte de la informacién aqui generada tiene un
caracter colateral y de apoyo a los no tan numerosos resultados. El escrito se encuentra
organizado en tres capitulos, relativamente independientes, que reflejan las etapas en
las que se fue realizando el trabajo y se fueron generando las bases para desarrollar las

etapas subsecuentes.

En un primer capitulo se discuten las limitaciones, ventajas y desventajas de las
estrategias empleadas en este estudio para la recolecta de muestras. Esto a través de la
evaluacion macroscdpica y microscopica del tejido, asi como de la comparacion de la
eficiencia en la amplificacion de marcadores genéticos en funcion de la calidad y la

cantidad de DNA obtenida.

El segundo capitulo integra la informacion molecular, generada a partir del analisis del
polimorfismo en los marcadores amplificados (region control mitocondrial y una regidn
especifica de los cromosomas sexuales que permite la identificacion del sexo), con los
datos del historial de avistamientos de los individuos fotoidentificados. Aqui se discuten
los resultados de las estimaciones de variabilidad genética y las relaciones filogenéticas
entre los linajes maternos presentes en aguas circundantes de la Peninsula de Baja
California, y adicionalmente, asi como con los que han sido reportados para otras partes
del mundo. Asimismo, se analiza la distribucion espacial y temporal de los linajes con el

objeto de evaluar el grado de diferenciacion genética entre los individuos que conforman

las agregaciones.
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El tercer y Ultimo capitulo presenta un ejercicio en el que, con el objeto de estimar los
cambios histéricos en el tamafio poblacional de las agregaciones mexicanas, se integra
la informacidn disponible sobre la historia demografica y algunos parametros bioldgicos

poblacionales, con los datos moleculares obtenidos en este estudio.
Finalmente, a manera de sumario, se retoman e integran los resultados mas relevantes

de cada capitulo y se discuten brevemente a la luz de los planes de manejo y

recuperacion que se han propuesto para la especie.
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INTRODUCCION GENERAL

Durante las Ultimas tres décadas, el estudio de las poblaciones de los grandes cetéceos
a través de la identificacion fotogréfica y las observaciones de campo a largo plazo ha
incrementado notablemente nuestro conocimiento sobre aspectos relacionados con el
comportamiento social, los patrones de migracion y la demografia de estas especies. La
informacion asi generada ha sido la base para delinear las estrategias de manejo y
conservacion de estos mamiferos marinos, cuyas poblaciones estuvieron sujetas a una
intensa explotacion comercial que redujo de manera importante sus nimeros. Sin
embargo, la efectiva conservacion de estos recursos depende de nuestra habilidad para
discriminar con precision entre poblaciones genéticamente diferenciadas, ya que hemos
aprendido que la delimitacién de stocks, o unidades de manejo, basadas exclusivamente
en caracteristicas morfoldgicas o en la demografia pueden no ser adecuadas (ver
Hoelzel 1991).

Con la introduccién de las técnicas genéticas moleculares al estudio de las poblaciones
de cetdceos y de muchas otras especies, la Gltima década se ha caracterizado por una
acelerada recopilacion de datos genéticos que han permitido inferir la historia evolutiva
y los patrones filogeograficos de las especies y sus poblaciones. De igual forma,
mediante el estudio de la distribucion y el flujo de genes en la escala espacial y
temporal, se ha obtenido importante informacion sobre las estrategias reproductivas y
se han resuelto problemas taxondmicos y ecoldgicos que dificilmente podrian haber sido
evidenciados a corto plazo a través de las observaciones de campo (ver revisiones por
Dover 1991, Lambert y Millar 1995, Haig 1998). Mucho mas recientemente, con la
incorporacion de nuevas tecnologias electrdnicas, el marcaje por radio o por satélite, asi
como los estudios bioactsticos, han potencializado un seguimiento continuo de algunas
especies, aportando datos adicionales sobre la distribucién, las rutas y los destinos
migratorios. En conjunto, toda esta serie de estudios han posibilitado la delimitacion de
stocks y una estimacion confiable de los niveles actuales de abundancia para un buen
numero de poblaciones de diversas especies de cetdceos (ver Hoelzel ef a/. 1991, Dizon

et al. 1997).



Sin embargo, a pesar de todos estos avances, en algunas especies la informacion con la
que contamos es aun limitada; tal es el caso de la ballena azul. Aun cuando su gran
tamafio hizo de esta especie el blanco principal de la industria ballenera moderna (Holt y
Young 1991), para cuando se evidencié la relevancia de los datos bioldgicos basicos en
el estudio de las tendencias demogréficas y el establecimiento de un manejo
sustentable, sus poblaciones habian sido ya drasticamente reducidas. Debido a que la
captura de esta especie era ya poco redituable, la cantidad de datos sobre sus

poblaciones es escasa.

Las ballenas azules tienen una distribucion cosmopolita y tipicamente ocednica, pero
realiza migraciones estacionales entre sus zonas de alimentacion y sus zonas de
reproduccion y crianza (ver Kellogg 1929, Omura 1955, Lockyer y Brown 1981, Yochem
y Leatherwood 1985). Sin embargo, aunque algunas de sus zonas de alimentacion son
bien conocidas, no se han encontrado sus zonas de reproduccién y se ha sugerido que
realizan sus actividades de reproduccion en aguas ocednicas y de forma no gregaria
(Tomilin 1967). Ante tal panorama, no es de sorprender que mucha de la informacion
sobre la distribucion y la biologia reproductiva de la especie se restringa a los escasos
datos de las bitdcoras de captura. No se conocen con precision ni su longevidad, ni su
tasa de reproduccion, asi como también muchos otros parametros demograficos criticos

para la evaluacion de sus niveles de recuperacion.

En el Pacifico Nororiental la distribucién de la ballena azul comprende desde la region
sur de las Islas Aleutianas y el Golfo de Alaska (Rice 1974) hasta la region del Domo de
Costa Rica (Reilly y Thayer 1990). Su distribucion en aguas mexicanas es claramente
temporal, entre noviembre y julio, donde la abundancia relativa de la especie parece
coincidir con los cambios estacionales en la productividad primaria a lo largo de la region
costera de la Peninsula de Baja California (Gendron 2002). Las principales agregaciones
ocurren durante el invierno en la porcion sudoccidental del Golfo de California y el Domo
de Costa Rica, durante la primavera en la costa occidental de la Peninsula de Baja
California y durante el verano en la costa de California (ver Gendron 2002, Calambokidis

y Barlow 2004).



Las ballenas azules del Pacifico Nororiental representan el remanente poblacional mas
grande de la especie a nivel mundial. A estas se les ha reconocido como un stock que,
aunque fue considerablemente reducido en sus nimeros por las capturas comerciales,
ha mostrado signos de recuperacion (ver Perry et a/. 1999). Lo anterior, aunado a que el
Golfo de California es la Unica agregacion invernal de la especie en la que ocurren
frecuentemente madres con cria (ver Gendron 2002), resalta la importancia de la zona
como un habitat critico para la crianza y probablemente para la reproduccion de la
especie. Por ello, el presente trabajo se planted con el objeto evaluar los niveles de
diversidad genética y la historia demografica de las ballenas azules que ocurren en
aguas adyacentes a la Peninsula de Baja California a través de marcadores moleculares
de DNA.

La informacion genética sobre las ballenas azules del Pacifico Nororiental, asi como de
otras partes del mundo, es escasa. Resalta solamente el trabajo de Conway vy
colaboradores (2003), quienes a través de un analisis preliminar de la variacion genética
nuclear en muestras de diferentes regiones del mundo, sugieren que las agregaciones
del Pacifico Oriental conforman un grupo evolutivo independiente de aquellas
agregaciones que ocurren en el Océano indico, Antértica y el Atldntico Norte. No
obstante, aun cuando la mayor parte de las evidencias parecen sustentar la existencia
de un solo stock en el Pacifico Nororiental (ver Stafford et a/ 1999, 2001; Calambokidis
et al. 1995, Chandler et al. 1999), los datos bioaclsticos mas recientes plantean la
posibilidad de que las agregaciones de ballena azul del Pacifico Norte, asi como las del
Océano Indico y Antértica presenten cierto nivel de mezcla (ver Stafford 2003, Stafford
et al. 2004). Lo anterior evidencia que la relacion entre las agregaciones del Pacifico

Nororiental con el resto de las agregaciones del Pacifico permanece incierta.

Aun mas controversial resulta el hecho de que los datos morfométricos obtenidos
mediante fotogrametria aérea en aguas de California (Gilpatrick y Perryman 1999,
Gilpatrick et a/. 1999), contrastan con los obtenidos en aguas costeras de la Peninsula
de Baja California (Ortega-Ortiz 2004) y plantean la posible ocurrencia de mas de un

grupo genético de ballenas azules en la zona.



En el presente estudio se optd, por analizar la variacion genética mitocondrial en funcién
de que representa dos claras ventajas sobre los marcadores genéticos nucleares. En
primera instancia, debido a que el genoma mitocondrial se replica clonalmente, en
ausencia de recombinacion, las relaciones filogenéticas entre las secuencias
mitocondriales reflejan directamente la historia de los linajes maternos que conforman
una poblacion (Brown y Gibson 1983, Wilson et al. 1985, Hoelzel et al. 1991). En
segundo lugar, ya que el tamafio efectivo de la poblacion para los genomas
mitocondriales es cuatro veces menor al de los genes autosdmicos nucleares, la deriva
génica tiene un efecto mayor en los linajes mitocondriales, lo que favorece una tasa mas
acelerada de diferenciacion local en las poblaciones. A la vez, esta acelerada
diferenciacion puede verse favorecida por el hecho de que la tasa evolutiva del DNA
mitocondrial es generalmente de cinco a diez veces mas rapida comparada con la del
DNA nuclear codificante de muchas especies de mamiferos (ver Wilson et al. 1985,
Lopez et al. 1997, Pesole et al, 1999, Avise 2000).

Es asi como, a través del analisis de la distribucion espacial y temporal de los linajes
maternos, su filogenia y la identificacion molecular del sexo, el presente trabajo se
orientd hacia el esclarecimiento de la identidad genética de los individuos que

conforman las agregaciones mexicanas de ballena azul del Pacifico Nororiental.



RESUMEN

La calidad y la cantidad de DNA que pueden obtenerse de una muestra de tejido son factores
limitantes en la deteccion de marcadores genéticos en estudios relacionados con la ecologia
molecular. Los avances tecnoldgicos en el campo de la biologia molecular, muy particularmente
aquellas relacionadas con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han promovido el uso
del muestreo no invasivo para el estudio de especies raras o en las que su comportamiento o
habitat las hace relativamente inaccesibles al muestreo. Tal es el caso de los cetaceos. En el
presente capitulo se evalud el rendimiento en la extraccion y la calidad del DNA obtenido a partir
de muestras de piel de ballena azul recolectadas de forma no invasiva (piel descamada) y semi-
invasiva (biopsia). Esto con el objeto de determinar la eficiencia terminal del muestreo no
invasivo en identificacion molecular del sexo y la asignacion de linajes maternos para el analisis
ulterior de la identidad genética y la estructura de las poblaciones de esta especie. Se realizé una
comparacion morfologia macroscopica e histoldgica de las muestras que evidencid que en la
ballena azul la descamacion involucra casi exclusivamente ldminas de queratina y que en muy
pocos casos se extiende hacia las capas inferiores de células epidérmicas. En contraste, una
biopsia recupera no solo céluas de todas los estratos de la epidermis, sino tejido adiposo
subcutaneo. La cantidad y la calidad del DNA obtenido de la piel descamada fueron
significativamente mas bajas que en las biopsias y estas diferencias se reflejaron de forma
directa en la eficiencia en la deteccién de los marcadores genéticos por PCR y en la calidad de las
secuencias obtenidas. A pesar de la eficiencia terminal mucho mas baja de las muestras de piel
descamada, estas contribuyeron de manera importante en la asignacion del haplotipo y la
identificacion del sexo en individuos para los que no se obtuvieron biopsias. Sin embargo, el
nimero de ensayos que fueron necesarios para obtener resultados confiables a partir de las
muestras de piel descamada, implicd necesariamente un mayor costo, tiempo y esfuerzo. Lo
anterior, aunado al reducido nimero de analisis moleculares géneticos o no genéticos que
podrian efectuarse en un futuro con las muestras de piel descamada, contrasta con la potencial
diversidad de moléculas que pueden ser obtenidas de las biopsias. Considerando que no existe
evidencia que indique algun tipo de dafio o alteracion severa del comporamiento al obtener una
biposia, los resultados aqui obtenidos, permiten concluir que la recolecta de biopsias debe ser
considerada como la estrategia primaria de muestreo para la obtencion de datos moleculares a

partir del DNA en esta especie



ABSTRACT

The yield and quality of DNA recovered from tissue samples are limiting factors for the detection
of genetic markers in molecular ecology studies. Technological innovations in molecular biology,
particularly to the polymerase chain reaction (PCR), has lead to the extensive use of non invasive
sampling strategies for studies on rare, evasive or behavioral problematic species for which direct
sampling could represent a handicap. Cetaceans are such of these cases. Through an evaluation
of the yield and the quality of DNA recovered from blue whale sloughed (non-invasive method)
and biopsy (semi-invasive) skin, this chapter analyzes the overall efficiency of such kind of
samples in the detection of molecular markers for gender identification and maternal lineage
assignation in a study of population genetic identity and structure of the species. Macroscopic
and histological description of the tissue revealed that blue whale sloughs almost exclusively
keratin layers, which rarely includes cells from underlying epidermis. In contrast, biopsy skin
samples recovered, besides the external keratin layers, cells from all epidermis strata and
subcutaneous blubber. DNA yield and quality from sloughed skin were significantly lower than for
biopsy sampling, those differences were directly related to the detection of the molecular
markers through PCR and sequencing. Despite the lower efficiency of the sloughed skin samples,
these contributed importantly for the identification of gender and lineage assignment in several
individuals for which no biopsy was obtained. However, the number of essays that were
conducted on sloughed tissue to ensure the reliability of the results, represented higher costs, as
well as time and effort. Moreover, considering that the number of future molecular genetic and
non-genetic essays which could be conducted on sloughed tissue will be strongly limited by the
DNA yield and the absence of other sources of molecules, contrasts with the yields and the
diversity of molecules that could be obtained from epidermal cells and blubber of the biopsy skin
samples. Since there is no evidence of severe injuries or strong and permanent behavioral
response to skin biopsing, overall results clearly point out to the use of semi-invasive sampling as
the primary sampling strategy for DNA molecular ecology studies on blue whale.



INTRODUCCION

Hace un par de décadas, cuando se desarroll6 la tecnologia para la amplificacion del
DNA por medio de la reaccion en cadena con la polimerasa (PCR'), se desaté una
revolucion en todos los campos de biologia, particularmente en aquellas disciplinas
relacionadas con la genética evolutiva (ver Parker et a/. 1998, Sunnucks 2000). Con tal
innovacion tecnoldgica se promovié una acelerada y creciente disponibilidad de
marcadores moleculares de DNA con gran poder de resolucion para el analisis de la
variabilidad genédtica. Hoy en dia, con la tecnologia automatizada para la secuenciacion
de DNA y el impresionante potencial de la rama de la bioinformatica, se ha simplificado
enormemente la obtencion de datos moleculares y se han generado poderosas
herramientas de simulacion matematica para su andlisis. Practicamente no existe rama
de la biologia que no se haya sometido ante este nuevo régimen caracterizado por un

intenso uso de los marcadores moleculares de DNA.

A la luz de esta amplia gama de herramientas moleculares, disciplinas como la biologia
de poblaciones, la genética evolutiva y la conservacidn de los recursos naturales han
convergido en lo que hoy se conoce como la ecologia molecular. En esta disciplina
integral se estudian y se modelan los mecanismos bioldgicos, incluyendo los
antropogénicos, mediante los cuales una variante génica portada por un individuo se
establece en una poblacion, permanece o se desplaza a otra, trayendo como Ultima
consecuencia la acumulacion de cambios en el acervo de genes de las poblaciones,
diferenciandolas y distribuyendo heterogéneamente la biodiversidad en el tiempo y en el

espacio.

Aunque parezca sorprendente, con todo y los avances tecnoldgicos y las herramientas
analiticas que se tengan a la mano, el poder de la molécula de DNA para trazar esta ruta

a través de las poblaciones, del tiempo y del espacio, reside exclusivamente en sus

Ula reaccion en cadena por medio de la polimerasa (PCR), es la técnica mas ampliamente usado para

generar copias de regiones especificas (uno o varios genes) de la cadena de DNA, a los que llamamos
marcadores genético de DNA v sobre los que se evalua la variabilidad genética. En un sclo ensayo de
PCR, muestras de tejido tan pequenas como un solo cabello 0 tna gota de saliva, son suficientes para
que a partir del DNA contenida en las células sea amphlicado billones de veces, lo que permite disponer
de suficiente marcador genetico para efectuar diversos estudios.



propiedades biofisicas. Debido a esto, resulta obvio que existen importantes limitantes
asociadas directamente con la calidad del DNA que serd empleado en el analisis
genético, por lo que la naturaleza y la preservacion de la muestra son aspectos criticos

que deben considerarse al realizar un estudio que involucre marcadores moleculares.

Dentro de la amplia variedad de métodos que se han disefiado para la obtencion de
muestras para el estudio de poblaciones animales en vida libre a través de marcadores
genéticos?, los métodos no destructivos han sido los mas extensamente empleados.
Gracias a las virtudes del PCR, los métodos no invasivos, han adquirido gran importancia
en el campo de la biologia enfocada a la conservacion o cuando los estudios incluyen
algin componente etoldgico. El muestreo no invasivo ha permitido conducir estudios
genéticos de diversas especies animales en su habitat natural, a partir de cantidades
minimas de tejido, obtenidas sin la necesidad de capturar, manipular o incluso observar
a los individuos (ver Taberlet et a/. 1999). Mas importante adn resulta el hecho de que
un muestreo no invasivo posibilita el estudio de especies evasivas o raras, asi como de
aquellas que presentan dificultades técnicas en cuanto a su accesibilidad o su captura;

tal es el caso de los cetaceos.

En este capitulo se compara la eficiencia en la obtencidon de datos moleculares de las
agregaciones mexicanas de ballena azul a partir de un muestreo no invasivo (piel

descamada) con respecto al método convencional de muestreo semi-invasivo (biopsias).

Antecedentes

Los cetdceos permanecen en la superficie del mar solo unos segundos, y en ocasiones
se muestran evasivos a las embarcaciones, por lo que el Unico tejido disponible para la
obtencién de muestras a través de métodos no destructivos es la epidermis. Para

recolectar piel en estas especies se han disefiado flechas modificadas que pueden ser

"l muestren destructiva implica el sacrificio de los animales. En el muestreo invasivo los animales son
capturados temporalmente, muestreados v liberados, o que generalmente altera su comportamiento y
puede provocar la muerte ncidental. En el muestreo semi-invasivo las muestras se toman a distancia
(p.e. dardos) v solo ocasionalmente se altera su comportamiento. Finalmente, en el muestreo no
invasivo la muestra se obtiene de forma indirecta sin alterar a los animales.(p.e. heces, reslos de plumas

0 pelo en los nidos).



disparados a distancias de entre 10 y 20 m mediante una ballesta o un rifle (p.e.
Lambersten 1987, Palsbgll et a/. 1991). Estos dispositivos de muestreo semi-invasivos
permiten recuperar una pequefia biopsia de piel y tejido adiposo subcutaneo,
aparentemente sin causar un trauma severo en los animales. Algunos estudios que han
evaluado la respuesta a este tipo de muestreo en cetdceos misticetos concluyen que,
mas alla de la reaccion inmediata al disparo, no existe evidencia que indique efectos a
corto o largo plazo en el comportamiento, independientemente de la especie, la edad y
el sexo (p.e. Brown ef al. 1991, Weinrich et a/. 1991, Gauthier y Sears 1999).

La recolecta oportunista de piel descamada’®(p.e. Amos et a. 1992) o heces (p.e.
Parsons et al. 1999), evidencié que en los cetdceos podia obtenerse DNA a partir de
este tipo de muestras. Esto promovid que en algunas especies se implementara la
recolecta no invasiva de piel como estrategia de muestreo alternativa para reducir al
minimo la posibilidad de alterar su comportamiento. Estudios posteriores demostraron
que el DNA contenido en la piel descamada tenia el potencial para la deteccién de
ciertos marcadores moleculares (p.e. Amos et al. 1992, Clapham et a/. 1993, Gendron y
Mesnick 2001). No obstante, los estudios poblacionales en los que se ha incluido este
tipo de muestras son escasos y muy restringidos en la escala estacional y geografica
(p.e. Richard et al. 1996, Valsecchi et al. 1998).

Una de las principales razones por las que la recolecta de piel descamada no ha sido
extensivamente empleada en estudios genéticos poblacionales, esta asociada con
problemas inherentes al comportamiento de las especies blanco. Aunque existe
evidencia histolégica de que la descamacion no es igual en todas las especies de
cetdceos (S. Southern®, com. pers.), se desconoce si la descamacién ocurre en todos los
individuos, a las mismas tasas y homogéneamente en toda la superficie del cuerpo. En
el cachalote (ver Whitehead et a/. 1990) y en la ballena jorobada (ver Clapham et al.
1993), por ejemplo, se ha observado que la descamacion es comln sélo en los

individuos involucrados en comportamientos sociales activos (p.e. saltos, roces o

*La epidermis de los cetaceas tienen una anatomia especializada (ver Ridgway y Carder 1993) por le que
sus laminas  epiteliales  extemmas son continuamente  descamadas vy regeneradas  para  mantenerla
hidrodindgmicamente funcional (Haun y Hendricks 1990y, Fstas laminas son de tamafio variable, y pueden
recolectarse facilmente de la superficie del mar debido a que permanecen flotando por algunos segundos.



interacciones agresivas). Esto trae como consecuencia importantes limitaciones para el
uso del muestreo no invasivo en estudios poblacionales. EI muestreo podria estar
sesgado hacia un grupo particular de individuos, o a un area y temporada especifica
(p.e. machos adultos en zonas invernales de reproduccion, descamacion diferencial
asociada con la temperatura del agua). Por otra parte, la asignacion de la muestra de
piel a un individuo especifico se dificulta si hay varios individuos interactuando en la
zona, limitando el total de muestras correctamente asignadas (ver Valsecchi et al.
1998).

Otras limitaciones frecuentemente reportadas para muestras obtenidas de forma no
invasiva, se encuentran asociadas con la baja cantidad de DNA y la pobre calidad
(degradacion) del mismo, asi como con la presencia de compuestos inhibidores del PCR
(p.e. melaninas®); factores intrinsecos a la naturaleza de la muestra que restringen la
amplificacion del marcador genético durante el PCR, reduciendo el nimero de muestras
disponibles para el analisis (ver Taberlet et a/ 1999). Particularmente grave resulta el
hecho de que, cuando se amplifican simultaneamente dos o méas marcadores genéticos
en muestras con baja calidad o cantidad de DNA, pudiese estar ocurriendo la
amplificacion estocastica de solo alguno de estos marcadores (a/lelic dropout®), lo que

implicaria una subestimacion de su frecuencia real en la poblacion.

Ante este panorama pareceria que el andlisis de la variabilidad genética a través de
marcadores moleculares obtenidos de muestras de piel descamada en cetéceos esta
fuera de contexto. Sin embargo, de los resultados del trabajo de Gendron y Mesnick
(2001) se desprenden suficientes evidencias que sugiere que, al menos para el caso

particular de las ballenas azules que ocurre en aguas del Golfo de California y la costa

1 Sarka Southern, Southwest Fisheiics Science Conter, NOAA- Fisheries, La Jolla, California 920387, USA.

® Las melaninas son biopigmentos poliméricos sintetizados en el tejido epidérmico de los vertebrados. Por
sus propiedades bioquimicas tienden a co-precipitar junto con el DNA durante la extraccion. Poseen residuos
carboxilicos libres que los hacen afines a ciertas moléculas cargadas, por ko que su actividad inhibidora
durarite el PCR se atribuye a st interaccion con las polimerasas de DNA,

“ La amplificacion estocastica o diferencial del marcador gendtico (aliefic dropout) sc explica en terminos de
fa diferencia en la abundancia relativa de los marcadores en la muestra, La probabilidad de que uno de los
inarcadores sea amplificado preferencialmente con respecta al otro, se incrementa considerablemente
cuando la calidad v la cantidad del DNA son muy bajas,
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occidental de la Peninsula de Baja California, es factible realizar analisis genéticos
poblacionales a partir de muestras no invasivas. Esta autora realizd un muestreo
sistemético de piel descamada y reporta que la descamacion ocurrié en el 95% de las
ballenas azules estudiadas, y que en el 92% de los casos fue posible efectuar la

recolecta.

Debido a que a la ballena azul se le encuentra generalmente sola o en parejas, Gendron
(2002) asigné con una eficiencia del 86% la muestra a cada individuo; eficiencia mucho
mayor al 11% reportado en ballena jorobada (Valsecchi ef al. 1998). Adicionalmente, al
comparar la cantidad de tejido descamado muestreado en cada individuo, no encontré
diferencias asociadas con la temperatura superficial del mar, la distancia a la costa o
entre parejas madre-cria e individuos solitarios. Por otro lado, Gendron y Mesnick (2001)
encontraron que la cantidad y la calidad del DNA que puede obtenerse de la piel
descamada de ballena azul fue suficiente para amplificar marcadores moleculares para
la identificacion del sexo, y sugieren que tanto la naturaleza de la muestra, como el
método de preservacién que emplearon, permitirian el analisis de marcadores

moleculares en dichas muestras.

Por lo anterior, este capitulo tiene como objetivo validar el uso de la piel descamada de
ballena azul para el andlisis molecular de marcadores genéticos. Para ello se planteo el
analisis macroscépico y microscépico del tejido recolectado, asi como la evaluacion de la
cantidad y la calidad de DNA obtenido a partir de muestras no invasivas y muestras
semi-invasivas. Los resultados se contrastan en términos de la eficiencia global de las
muestras después de la amplificacién por PCR de marcadores moleculares nucleares y
mitocondriales empleados para la identificacion molecular del sexo y para el analisis de
la variabilidad genética, respectivamente. Por (ltimo, se discuten las ventajas y
desventajas del muestreo semi-invasivo y el muestreo no invasivo, orientadas a su

aplicacion en futuros estudios.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Las muestras de piel de ballena azul empleadas en este estudio fueron recolectadas en
el Golfo de California y la costa occidental de la Peninsula de Baja California (Fig. 1). La
mayorfa de estas muestras fueron recolectadas en el periodo 1996-2004 por la Dra.
Diane Gendron’ y el personal del Laboratorio de Ecologia de Mamiferos Marinos del
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico Nacional (CICIMAR-
IPN). Sin embrago, algunas muestras recolectadas en el Golfo de California (1994-2000)
por el Programa de Investigacién de Mamiferos Marinos de la Universidad Autonoma de
Baja California Sur (PRIMMA-UABCS), donadas a la coleccion de la Dra. Gendron,

también se incluyeron en este trabajo.

En la Tabla I se detallan las fuentes, la fechas, la zonas de recolecta y los métodos de
recolecta de muestras incluidas en este trabajo. Todas estas muestras fueron
recolectadas bajo el amparo de los permisos de pesca de fomento SEMARNAP 071197-
213-03, 050199-213-03 y 240100-213-03, y se obtuvieron a partir de animales vivos, en
su habitat natural, utilizando un método de muestreo semi-invasivo (biopsia) y/o no
invasivo (piel descamada). El tejido se recolectd sdlo para aquellos animales en los que
se consiguié obtener un registro fotografico (ver Gendron 2002) con el objeto de poder

asignar posteriormente la muestra a cada individuo fotoidentificado®.

7 Dra. Diane Gendron Laniel. Departamento de Biologia Marina y Pesauerias del CICIMAR-IPN, La Paz,
B.C.5 dgendron@ipn.my

YEL patren de pigmentacion motcado de las ballenas azules ha sido empleado para identificar a los
individuos de esta especie (ver Sears of af 1990} y conocer asi aspectos sobre su dinamica poblacional.
Las ballenas azules que han sido fotografiadas con suficiente detalle son comparadas y el mejor registro
de cada una es catalogada como individuo. El catdlogo de ballenas azules de Baja California cuenta con el
historial de registros de mas de 400 individuos.
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Figura 1. Area de estudio. (A) Localizacion de la Peninsula de Baja California y del Golfo de California. (B)
Zonas en las que se concentrd el esfuerzo de recolecta de muestras de piel de ballena azul. (C)
Distribucién de las ballenas azules en la region costera de la Peninsula de Baja California entre
1993 y 1999 [tomado de Gendron 2002]. BC = Baja California, BCS = Baja California Sur, SON =
Sonora, SIN=Sinaloa, SQ= San Quintin, Lor = Loreto, BaMag = Bahia Magdalena, BaPaz = Bahia
de la Paz, CSL= Cabo San Lucas. Los circulos discontinuos en rojo indican las zonas donde se
recolectaron las muestras de piel [area costera entre Loreto y la Bahia de la Paz, drea oceanica en
la porcién sur del Golfo de California, area costera fuera de Bahia Magdalena, area costera fuera
de San Quintin y area ocednica en la porcion sudoccidental de la Peninsula de Baja California].
Los puntos de color azul indican la posicion geogréfica de los avistamientos de ballena azul.
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Tabla I. Muestras de piel de ballena azul incluidas en este trabajo.

Fuente Aiio Biopsias Piel descamada

J. Urban. PRIMMA-UABCS? 1994 y o E

D. Gendron. CICIMAR" 1995 26 -

D. Gendron. CICIMAR® 1996 4° 2751 17*
D. Gendron. CICIMAR" 1997 . 61°

D. Gendron. CICIMAR® 1998 - 20° ;: 6"
D. Gendron. CICIMAR? 1999 - 57¢

D. Gendron. CICIMAR® 2000 68 96

J. Urban. PRIMMA-UABCS? 2000 7 -

D. Gendron. CICIMAR® 2001 138 49¢

D. Gendron. CICIMAR" 2002 286 14°

D. Gendron. CICIMAR® 2003 406 18°

D. Gendron. CICIMAR" 2004 17° 336

Total 124° 288% ; 23°

Dr. Jorge Urban. Programa de Investigacion de Mamiferos Marinos de la Universidad Autdénoma de
Baja California Sur, La Paz, Baja California Sur, México.

U Dra. Diane Gendron. Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico
Nacional. La Paz, Baja California sur, México

% Golfo de California.

P pacifico. Costa occidental de la Peninsula de Baja California.



Las biopsias se recolectaron usando flechas con una punta cilindrica hueca de acero
inoxidable (7 mm de didametro y 40 mm de largo) con barbillas internas para la retencién
del tejido, y una ballesta (ver Lambersten 1987). El tejido fue removido de la punta y
preservado a temperatura ambiente en una solucion sobresaturada de cloruro de sodio y
dimetilsulfoxido (NaCl-DMSO) al 20% (ver Amos y Hoelzel 1991, Amos 1997), o
envueltas en papel aluminio, refrigeradas en el campo y congeladas a —20°C en el
laboratorio hasta que se procesaron para extraer el DNA. Para evitar la contaminacion
entre muestras y posibles infecciones en los animales, la punta de la flecha y el material
con el que se manejo la muestra fueron cuidadosamente esterilizados, a fuego directo y

lavados con alcohol, antes y después de cada disparo (ver Medway 1983, Hoelzel 1991).

Las muestras de piel descamada fueron recolectadas de la superficie del mar, durante
las aproximaciones a los animales, utilizando una red manual de acuario, (ver Gendron y
Mesnick 2001). El tejido se removio de la red con ayuda de unas pinzas esterilizadas y
se preservo también en NaCl-DMSO al 20%. Alternativamente, algunas muestras de piel
descamada fueron preservadas en criotubos, refrigeradas en el campo y posteriormente

congeladas a —20°C en el laboratorio.

Evaluacion del tejido recolectado como fuente de DNA para la
deteccion y analisis de marcadores moleculares

La descripcion del conjunto de variables empleadas en la evaluacion de la eficiencia de
las muestras se resume en la Tabla II. Se realizd una evaluacién morfoldgica cualitativa
a un conjunto de muestras de piel descamada y se agruparon con base en dos
caracteristicas macroscopicas: el grosor del tejido y la pigmentacion del mismo. El
grosor del tejido se considerd como un reflejo de la cantidad de laminas celulares que
podrian estar presentes en la muestra. La pigmentacion se incluyé como un indicador

indirecto de la cantidad de melanina en el tejido.
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Tabla II. Variables cualitativas y cuantitativas empleadas en la evaluacion de muestras de piel de
ballena azul recolectadas por métodos semi-invasivo o no invasivo.

Etapa Variables

Recolecta Edad: Periodo entre la recolecta y la extraccion de DNA.
Tipo: Método de recolecta (piel descamada o biopsia).

Evaluacion del tejido  Cualitativa: Escala de pigmentacion y grosor del tejido asignados después de una
evaluacion detallada en un estereoscopio con objetivos graduados. Se selecciond un
grupo de muestras para cada categoria de pigmentacién/grosor (ver Fig. 1) y se
prepararon para realizar una descripcion histoldgica.

Asignaciéon de histotipos: Criterio de agrupacion basado en las caracteristicas
microscopicas del tejido en las laminillas histoldgicas.

Cuantitativas: Peso himedo y superficie total de la muestra evaluados en una
balanza analitica y un estereoscopio con ocular reticulado, respectivamente

Extraccion de DNA Concentracion: Cantidad de DNA estimada contra estdndares de concentracion
conocida por electroforesis y confirmada por espectrofotometria.

Degradacién: Medida de degradacion del DNA cuantificada como la moda de la
distribucion del tamafio de los fragmentos de DNA obtenidos evaluados por
electroforesis contra un marcador de peso molecular estandar.

Rendimiento de extraccién: Estimada como la razén entre la concentracion de DNA
y el peso hiimedo de tejido empleado en la extraccion.

PCR Eficiencia en el PCR: Porcentaje de muestras que amplificaron el fragmento
esperado
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Aunque resultan obvias las diferencias entre el grosor y la pigmentacion de una biopsia
con respecto a una muestra de piel descamada, en la comparacion se agregd un grupo
de biopsias ya que el objetivo central de este analisis es el de comparar la eficiencia de
las muestras para la deteccion de los marcadores moleculares de DNA. En este trabajo,
el término “eficiencia” sera empleado en un sentido porcentual haciendo referencia al
ndmero de muestras que funcionaron adecuadamente en cada una de las etapas del
proceso de deteccion de los marcadores con respecto al total de muestras procesadas.
La eficiencia global sera referida de forma porcentual acumulativa, representando el

porcentaje final de muestras que funcionaron adecuadamente.

Se seleccionaron muestras representativas de los grupos de grosor y pigmentacion del
tejido para su analisis histologico. Las muestras se lavaron en una solucidn
amortiguadora para eliminar el exceso de DMSO-NaCl. El tejido se preparé siguiendo un
procedimiento estandar de deshidratacion con alcoholes, inclusion en parafina y, tincion
en eosina-hematoxilina (ver Bancroft y Stevens 1977). Los cortes histoldgicos se
montaron con resina en laminillas permanentes y se realizd una descripcion de las

observaciones efectuadas en el microscopio.

Extraccion del DNA total

El método primario que se empled para obtener el DNA gendmico total (DNAt) de las
células epidérmicas fue un procedimiento estdndar de extraccion organica (ver
Sambrook et al. 1989). La lisis celular se efectu6 en 400 pL de una solucion
amortiguadora (pH 8.0) con dodecil-lauril sulfato de sodio (SDS) al 1.0%, clorhidrato de
tris-hidroximetil-aminometano (Tris-HCl) 10 mM, NaCl 150 mM, y acido etilen-diamino
tetracético (EDTA) 1 mM. Cuando la cantidad de muestra recolectada lo permitid, entre
5y 30 mg de tejido fueron finamente cortados con ayuda de una hoja de bisturi y
homogeneizados con pistilos plasticos desechables en la solucion amortiguadora.
Posteriormente se afiadié proteinasa K (100 pg/mL) y se permitid la digestion durante

12 h a temperatura ambiente.
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Los acidos nucleicos fueron purificados con extracciones sucesivas en un volumen de
fenol, uno de fenol-cloroformo-alcohol isopentilico (25:24:1) y por Gltimo en uno de
cloroformo-alcohol isopentilico (24:1). Finalmente, el DNAt se precipitd a 4°C en un
volumen de isopropanol al 99%, se lavd en 500 pL de etanol al 70% y se seco por
evaporacion a temperatura ambiente. El precipitado se resuspendié por 12 h en 20 pL
de solucion amortiguadora Tris-HCl 1 mM (pH 7.5) y EDTA 0.1 mM.

Para cada grupo de muestras procesadas se incluyd un control negativo de extraccion
(sin tejido) para evaluar posteriormente la presencia de contaminacion por DNA ajeno a

la muestra.

La calidad y la concentracion del DNAt fueron evaluadas por electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% en los que se incorporaron 0.05 pg/mL de bromuro de etidio (EtBr). El
tamanio vy la integridad (degradacion) del DNA obtenido se estimaron comparando contra
un marcador de peso molecular comercial (DNA A digerido con Hind III). La
concentracion fue determinada contrastando las muestras contra diluciones de DNA
comercial de concentracion conocida (SIGMA® DNA A o DNA de esperma de arenque) y
confirmada por espectrofotometria (Ultrospec 2000 PHARMACIA BIOTECH). Finalmente,
para calibrar las estimaciones de concentracion de DNAt en los geles, se selecciond al

azar un grupo de muestras y se estimé su concentracion por espectrofotometria.

En aquellas muestras para las que no se observd DNA en los geles se efectué de nuevo
la extraccién utilizando un método modificado y que hemos probado exitosamente con
diversos tejidos de varias especies en nuestro laboratorio. Basicamente el método
combina varios protocolos descritos por Hoelzel (1992) y consiste en la homogenizacion
del tejido en 150 pL de una solucion amortiguadora que contiene Tris-HCl 200 mM (pH
7.4), NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, y SDS al 1%. El homogenizado se incubd a
temperatura ambiente en agitacion constante y durante 20 min. Posteriormente se
agregaron 100 L de una solucién que contiene Tris-HCl 100 mM (pH 8.0), NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM, 2% bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB), 1% de polivinil-
pirrolidona (PVPP) y 0.2% de 2-mercaptoetanol. Después de incubar la mezcla anterior a
65°C durante 10 min, se afadieron 350 pL de cloruro de litio (LiCl) 5 M y se incubd
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durante otros 5 minutos con agitacion vigorosa a temperatura ambiente. Se centrifugd
la mezcla para eliminar el debris y el sobrenadante fue purificado con un volumen de
cloroformo-alcohol isopentilico (24:1). EI DNAt se precipitd en un volumen de
isopropanol al 99%, se lavd con etanol al 70%, se secd a temperatura ambiente y se

resuspendid en solucion amortiguadora, tal y como en el primer método mencionado.

Las muestras en las que la cantidad de tejido epidérmico fue menor de 5 mg fueron
tratadas de manera significativamente diferente. El tejido fue homogenizado en 10 pL
de una solucidn amortiguadora compatible con la que se usd mas adelante para la
amplificacion (ver Allen et al. 1998), adicionado con proteinasa K (100 pg/mL). El
homogenizado fue incubado por 30 min a 65°C y posteriormente a 95°C por 10 min. La
mezcla se centrifugé para eliminar el debris y el sobrenadante, que tedricamente
contenia el DNAt, se separd en alicuotas de 2 pL que se preservaron inmediatamente a
-20°C.

Amplificacion del DNA mitocondrial

Un fragmento del DNAmt de aproximadamente 540 pares de bases (540 pb) que
corresponde al dominio hipervariable I de la region control (dHvI-RCmt; ver Saccone et
al. 1991, Avise 2000) fue amplificado simétricamente usando la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR; Mullis y Faloona 1987). Para ello, se utilizd un par de
oligonucledtidos cebadores especificos para dHvI-RCmt disefiados por el grupo de
Ecologia Molecular de Mamiferos Marinos del Southwest Fisheries Science Center®
(SWFSC): 7ro (5"-CCTCCCTAAGACTCAAGG-3") y Dxx (5'-CCTGAAGTAAGAAACCAGATG-

3.

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen final de 30 L de una solucion
amortiguadora con Tris-HCl 22 mM (pH 8.4), cloruro de potasio (KCI) 55 mM, cloruro de
magnesio (MgCl;) 3.0 mM, mezcla de nucledtidos (dNTPs) 0.22 mM, 280 picomoles de
cada cebador, y 1.1 U de 7ag DNA Polimerasa (Invitrogen™) a partir de 5-15 ng de DNA

genomico total. El perfil empleado en el termociclador incluyé un periodo inicial de
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desnaturalizacion de 4 min a 94°C seguido de 35 ciclos de amplificacion. Cada ciclo
consistio de 45 s en desnaturalizaciéon a 95°C, 45 s de reincorporacion a 52°C y 60 s de
extension de la cadena a 72°C. Un periodo final de 7 min a 70°C se afadié para

asegurar la extension completa de los productos de PCR.

Para cada grupo de muestras procesadas se incluyeron dos controles negativos de
amplificacion. En un primer control se empleé, en lugar de DNA, agua di-destilada
desionizada, tratada con luz UV, filtrada (0.2 pm) y esterilizada (H,044.) para evaluar la
posible contaminacion en los reactivos empleados para la amplificacion. Un segundo
control correspondio al control negativo de la extraccidn, en el que se evalud la posible

contaminacion de los reactivos usados para la extraccion del DNA.

Para el caso de aquellas muestras para las que la extraccion se realizé a partir de menos
de 5 mg de tejido, una de las alicuotas previamente preparadas fue resuspendida
directamente en la solucion amortiguadora de amplificacion y sometida al perfil de ciclos

térmicos ya mencionado.

El éxito de la amplificacion fue evaluado mediante electroforesis en geles de
agarosa/EtBr, usando un marcador de peso molecular de 250 pb (Invitrogen™ 250 bp
DNA Ladder). Aquellas muestras en las que la cantidad del producto de la amplificacion
fue muy bajo se amplificaron nuevamente utilizando el doble de la cantidad de DNAt
empleada en el primer intento. Un intento mas para amplificar dHvI-RCmt se llevo a
cabo en todas aquellas muestras en las que no se obtuvo producto de PCR, asi como en
las extracciones cuya evaluacion por electroforesis y espectrofotometria sugerian la
ausencia de DNA. Estas amplificaciones se realizaron reduciendo la temperatura de
reincorporacion a 48°C y afiadiendo a la reaccion albdmina sérica bovina (BSA) en una
concentracion final de 0.1%, y N,N,N-trimetilglicina (betaina) en una concentracion final
de 0.5 M. En conjunto, estos dos Ultimos aditivos incrementan el rendimiento del
producto de PCR y eliminan los efectos inhibidores de sustancias como la melanina (ver

Frackman et a/. 1998).

Y Southwest Fisheries Scence Cenler, National Oceanographne and Atmaosphetic Administration - Fisheries,
La Jalla, Califarnia 920387, 1JSA
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Por Gltimo, se procedid a extraer DNA nuevamente de las muestras en la que no se
logré obtener producto de PCR. Para estas muestras, las reacciones de PCR se

prepararon usando la polimerasa de DNA Platinum® P#x (Invitrogen™),

que posee una
mayor procesividad, especificidad y rendimiento que la 7ag polimerasa. Debido a la alta
sensitividad de esta polimerasa las reacciones de PCR se realizaron siguiendo las
especificaciones del fabricante y utilizando exclusivamente los reactivos suplementados

por el mismo (Platinum® Pfx Reaction Buffer y PCR enhancer solution).

Identificacion molecular del sexo

El sexo fue determinado a partir de 25-30 ng de DNAt usando amplificaciones por PCR
con cebadores cuyas secuencias blanco se localizan en los cromosomas sexuales.
Excepto por los cebadores, y a menos de que se especifique lo contrario, todas las
reacciones de PCR para la identificacion del sexo se efectuaron en un volumen final de
20 pL de la misma solucion amortiguadora empleada para la amplificacion inicial de
dHvI-RCmt. En la Tabla III se especifican los cebadores y las condiciones de PCR

empleadas.

Dada la importancia de asignar correctamente el sexo a los individuos para este estudio,
cada muestra se analizé por duplicado (réplica) y se incluyeron, ademas de los controles
negativos de extraccion y de amplificacion, un par de controles positivos con animales
de sexo conocido. En este caso se usd una muestra de un macho joven de ballena azul
varado en la Bahia de la Paz en 1998 y la muestra de un individuo que se ha observado
en diferentes afios con una cria pequeiia, por lo que supuso que se trata de una hembra
adulta. Cuando el resultado de la réplica fue consistente con la primera prueba, se

asigna el sexo a la muestra correspondiente.

El método primario que se empled en la identificacion molecular del sexo fue el

propuesto por Bérubé y Palsbgll (1996), que amplifica sobre una secuencia homéloga
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denominada zinc finger X/Y situada en los cromosomas sexuales (ZFX/ZFY™; ver
Schenider-Gédicke et a/. 1989). Simultdneamente, un tercer cebador interno reconoce y

amplifica sobre una secuencia especifica al cromosoma Y.

Las muestras en las que el patrén de bandas esperado fue ambiguo se analizaron
empleando el protocolo de Fain y LeMay' en el que se amplifica una secuencia
denominada SRY'? especifica del cromosoma Y, ademds de una secuencia comuin a los

dos cromosomas que funciona como control de amplificaciéon. De igual forma, las
amplificaciones se realizaron por duplicado y en este caso se asigno el sexo a las
muestras que exhibieron el patron de bandas caracteristico de los machos. El resto de

las muestras se asignaron temporal y tentativamente como hembras.

Usando como base las secuencias obtenidas por A. Rosenberg® reportadas en el
GeneBank, y usando los programas Primer Select 'y Restriction Site Analysis & Map
Creation (DNASTAR Inc.), se disefiaron varios pares de cebadores cuya secuencia blanco
es el sistema ZFX/ZFY en cetaceos y que flanguean sitios de restriccion polimdrficos
entre sexos (ver Anexo A). De igual forma, usando la secuencia reportadas para el
sistema SRY en ballena azul y otros cetaceos (Nishida et a/. 2003; Genebank Accession

e vdedo de zine” (zine finger) es ta region de una proteina con cierta secuencia de aminoacidos que se
combinan con un ion de zinc, Fsta region permite que la prokeina con dicha estructura interactue con la
doble hélice del DNA. Muchos factores de transcripcion, proteinas reguladoras y otras proteinas que
interactuan con el DNA contienen esta region. Aunrue se han descubierto mejores candidatos, por mucho
tiempo se pensd en ZFY como al factor detenminante en ¢l desarollo de los testiculos. Ya que ZFY se
presenta exclusivamente en el cromosama ¥, permite [ identificacion melecutar de los machos.

" Fain, 5.R. and 1.P. LeMay. No publicado. Gender identification of humans and mammalian wildlife species
from PCR amplified sex-linked genes. Proceedings of American Academy of Forensic Science. [Disponible

en http://www.aasf.org|

¥ SRY es uno de los genes que intervienen en la deteminacion de sexo durante el desarrollo embrionario.
Se encuentra en el cromosoma Y de casi todos los mamiferos y obras especies. Tiene una influencia mas
directa como factor de desarrollo de los testiculos que la del Z-V del sistema ZFX/ZFY.

3 aviva Rosenberg (2002). The cetacean ZFX and ZFY genes: interfamilial characterization of a novel region
facilitates gender determination (Genebank Accessions No. AF260783 a AF260812). [Disponible en Marine
Mammal Division, National Marine Fisheries Service (NMFS) Southwest Fisheries Science Center (SWFSC),
8604 La Jolla Shores Drive, La Jolla, CA 92038, USA.|

" GenBank™ s la base de datos gendlicos de los inlibutos Nacionales de Salud (NIH) en donde se
almacenan las secuencias de DNA de acceso pablico, asi coma las referencias e informacion solwe la
autoria de las secuencias. http://www.nebi.nini.nih.gov/Genbank/
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No. AB108511) se disefiaron dos pares de cebadores que pueden ser empleados en una

reaccion multiple. Las combinaciones de cebadores empleados, las secuencias de los

mismos, el perfil de la reaccion de PCR en el termociclador, la enzima de restriccion

empleada y el método de deteccion se resumen en la Tabla IIL.

Tabla III. Protocolos y patrén de fragmentos esperados para la identificacion molecular del sexo por PCR o

PCR/RFLP.
Referencia Cebadores™ PCR RFLP* Deteccion** Hembra Macho
1X : 4 min a 94°C EtBr
ZFYX0582 F Agarosa 3% 328 pb 328 pb
ZFYX0785 R 35X: 45sa95°C NO
Bérubé & Palsbgll 60 s a 55°C 60V, 2h
(1996) 90 sa70°C
ZFYX0582 F MP 50 pb 254 pb
ZFY0752 R 1X : 7 min a 70°C
1X : 4 min a 94°C EtBr
SRY Y53-3c F Agarosa 1.5% 440 pb 440 pb
SRY Y53-3d R 35X: 45sa95°C
Fain & LeMay 45 s a 58°C NO 60V, 1h
PISEZ F 60 s a 70°C 245 pb
P23EZ R MP 250 pb
1X : 7 min a 70°C
1X : 4 min a 94°C Tag 1 EtBr 238 pb
Palshgll et al. ZFXY0097 F Agarosa 3.0%
(1992) 35X: 45sa95°C 65°C 158 pb 158 pb
60 s a 50°C 60V, 2h
60 s a 70°C 8h 80 pb 80 pb
ZFXY270-287 R MP 250 pb
Este trabajo 1X: 7 min a 70°C 0.7 ug 48 pb 48 pb
1X : 4 min a 94°C Alu I AgNO3
CZFXY243-261 F Acrilamida  10% 98 pb
35X: 30sa95°C 37°C
Este trabajo 30 sa48°C 35mA,3h 54 pb
60 s a 70°C 6h
CZFXY319-340 R MP 50 pb 44 pb
1X: 5 min a 70°C 0.8 ug
BSRY188-211 F 1X : 4 min a 94°C AgNO3
Acrilamida  10% 154 pb
BSRY264-287 R 35X: 30sa95°C
Este trabajo 30 s a54°C NO 35mA, 3h NO
BSRY370-393 F 60 sa 70°C
MP 50 pb 100 pb
BSRY500-523 R 1X: 5 min a 70°C

Secuencias de

ATTACATGTCGTTTCAAATCA-3'),
ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT-3’),
CCCATGAACGCATTCATTGTGTGG-3),
CATCCTTTGACTGTCTATCCTTG-3),

los cebadores empleados:
ZFYX0785 R

SRYY53-3d R

P23EZ R

ZFXY0582 F (5-ATAGGTCTGCAGACTCTTCTA-3"),
(5-CACTTATGGGGGTAGTCCTTT-3"),
(5-GCACTTCTTTGGTATCTGAG-'3),
(5-ATTTTAGCCTTCCGACGAGGTCGATA-3),
BSRY188-211 F (5-ACGGTGAGGATTACAGCCCAGAGG-3),

CGATCATTTGAGCCACCATTGTC-3"), BSRY370-393 F (5-GATCAAAGGCGAAAGGTGGCTCTA-3")

ATTTGTCTCGGTGCATGGCTCGTA-3).

P15EZ
SRYY53-3¢

ZFY0752 R (5-

F (5
Foo(5

ZFXYo097 F  (5-
BSRY264-287

R (5-

y BSRY500-523 R (5™

* RFLP: Se indica la enzima de restriccién especifica, la temperatura y el tiempo de incubacion y la cantidad de producto de PCR

empleada en la digestion. Las digestiones se prepararon siguiendo las indicaciones del fabricante (Invitrogen™)

** Se indica la tincién empleada para visualizar los productos, la concentracién del gel empleado en la electroforesis, las

la digestion,

condiciones del corrimiento y el marcador de peso estandar con el que se midieron los fragmentos de PCR o los productos de
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Las muestras que no fueron exitosamente amplificadas por ninguno de los dos métodos
anteriores, asi como el grupo de muestras asignadas tentativamente como hembras
usando el método de Fain y LeMay, se amplificaron con un par de cebadores que
generan un fragmento de aproximadamente 238 pb correspondiente al sistema ZFX/ZFY
(ver Tabla III). Las secuencias homologas ZFX-ZFY se diferencian por una sustitucién
(transicion'®) en ZFY que ha modificado un sitio de reconocimiento para enzima de
restriccién’® y permite distinguir sin ambigliedad el sexo en cetdceos y muchos otros
mamiferos (ver Palsbgll et a. 1992). Las muestras que fueron amplificadas
exitosamente con estos cebadores fueron digeridas con enzima 7ag 7y el polimorfismo

en la longitud de los fragmentos generados (RFLP) se evalud por electroforesis.

Por ultimo, con las muestras en las que hasta este punto no se habia logrado una
asignacion confiable del sexo, se realizé una nueva extraccion de DNA (en caso de que
hubiera tejido suficiente) y se procedid a amplificar cada muestra con un grupo de
cebadores disefados para amplificar otra region del sistema ZFX/ZFY con un sitio de
restriccion polimorfico entre sexos para A/lu 1. Paralelamente, se empled otro grupo de
cebadores disefiados para amplificar simultaneamente dos fragmentos especificos de
SRY. Estos dos Ultimos grupos de cebadores (ver Tabla III) fueron disefados para
amplificar regiones muy pequefias (100-150 pb), por lo que en las reacciones de PCR se
anadié formamida a una concentracion final 0.8 M con el objeto de incrementar el
rendimiento de la reaccion, reducir la amplificacion no especifica y prevenir la

amplificacion preferencial de artificios durante el PCR (ver Chakrabarti y Schutt 2001).

Ademas de los controles positivos y negativos usados en cada andlisis, se incluyd un
grupo de muestras en las que ya se habia asignado el sexo con cualquiera de los otros
métodos. Se reportd el sexo para aquellas muestras que mostraron un resultado

consistente con su réplica y con al menos uno de los otros métodos empleados.

" Las sustiluciones de nucléotidos en la cadena de DNA pueden ser de dos lipos: transiciones vy
transversiones, Las transiciones son cambios alternativos entre pirimidinas (C - T) o entre purinas (A - G).
Por el conlrario, las transversionss son cambios entre pirimidimas y purinas (C/T - A/G)

% Una enzima de restriccion es una endonucleasa bacteriana que reconoce y corta el DNA en regiones con
secuencias especificas. En ef campo de la ecologia molecular han sido extensamente usadas para evaluar
el polimoffismo en marcadores moleculares ya que periniten detectar diferencias entre secuencias
homologas mediante un analisis conocido como PR (Restriction Fragment Length Polymorphisms).
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Secuenciacion del dominio hipervariable I de la region control del
DNAmt (dHvI-RCmt)

Los productos de amplificacion del dHvI-RCmt se limpiaron mediante el sistema de
columnas de purificacion Concert™ (Gibco-BRL Rapid PCR Purification System)
modificando el volumen de solucién amortiguadora para eluir el DNA de la columna, asi
como la temperatura y el tiempo de incubacion que sugiere el fabricante en este paso.
Se empled un volumen de 25 puL y 5 minutos de incubacion a 55°C previos a la
recuperacion del producto purificado. Finalmente, la concentracion de los productos de

PCR purificados fue evaluada a través de electroforesis en agarosa/EtBr.

Por medio de una reaccidn ciclica de secuenciacion (ver Sears et al. 1992), que emplea
terminadores de cadena inhibidores de la DNA polimerasa (Sanger et al. 1977), las
cadenas complementarias (pesada y ligera) del fragmento dHvVI-RCmt fueron
amplificadas independientemente por extension ciclica en un termociclador. Se optd por
usar la mezcla comercial de terminadores de secuencia con marcaje fluorescente
BigDye®, que permite el uso de sistemas de deteccion automatizados con tecnologia

laser y reduce el tiempo en la obtencion de resultados.

Las reacciones se prepararon en un volumen de 12 pL utilizando 2.2 pL de la mezcla
BigDye v3.1 (BygDye® Terminator Ready Reaction Mix), 1.3 pL de solucion
amortiguadora de secuenciacion (BigDye® Terminator Sequencing Buffer 5X), 6.4
pmoles de alguno de los cebadores (Oxx o 7ro), 80-100 ng del fragmento de DNA

purificado y H,04¢ hasta ajustar al volumen final.

El perfil de ciclos térmicos usados para la extension de las cadenas en la reaccion de
secuenciacion consté de un periodo inicial de desnaturalizacion a 96°C por 60 s, seguido
por 25 ciclos de extension y amplificacion de cadena sencilla (asimétrica). Cada uno de
estos ciclos incluyd una desnaturalizacion a 96°C por 10 s, reincorporacién a 50°C por 5
s y extension a 60°C por 4 min. Los productos de la extension ciclica fueron purificados
por precipitacion en 4 volimenes de isopropanol al 70% a temperatura ambiente.

Finalmente los productos fueron lavados con 250 UL de isopropanol al 75%, se secaron

25



en una centrifuga con vacio (CentriVap Concentrator LABCONCO) durante 10 min a

50°C y se mantuvieron refrigeradas a 4°C.

Previo a la deteccion electroforética capilar, las muestras fueron resuspendidas en
formamida (Hi-DIi™ Formamide Applied Biosystems Inc) para proceder a la electroforesis
capilar de las muestras. Los sistemas de deteccion que se emplearon para las muestras
fueron los secuenciadores automaticos ABI Prism® 377 (Vertical Gel Automated DNA
Sequencer) y ABI Prism® 3100 (Automated Capillary DNA Sequencer) de Applied
Biosystems Inc. Un primer lote de muestras se analizo en el Laboratorio de Ecologia
Molecular del SWFSC, un segundo lote en el SDSU Microchemical Core Facility’’, y dos

Gltimos lotes en Sequegene, Inc'®.

Edicion de las secuencias

Los cromatogramas ' de las cadenas complementarias para cada muestra fueron
alineadas usando el programa Sequencher™ 3.0.1, o bien el programa ChromasPro 1.15
(Technelysium Pty Ltd®). Las posiciones con bases ambiguas en alguna de las dos
cadenas fueron revisadas y comparadas con la cadena complementaria. Se editaron
manualmente sdlo aquellas posiciones en las que la ambigliedad se debiera a diferencias
en la movilidad o la presencia de burbujas durante la electroforesis capilar del proceso

de secuenciacion.

Aquellas muestras en las que no fue posible obtener una secuencia consenso sin bases
ambiguas se procesaron una vez mas. Se amplificd dHvI-RCmt y se realizé la limpieza

del producto como se describié anteriormente. Sin embargo, se afiadi6 en esta ocasion

"7 San Diego State University Microchemical Core Facility. CSL 326 MC 1030. 5500 Campanile Drive, San
Diego, CA 92182-1030 http://www.sci.sdsu.edu/dnacore/sdsu_dnacore. htim

I Sequegene Inc. 11526 Sonento Valley Road. Suite 32, San Diego, CA 92 121 hitp://www.sequeqgene.com

¥ Un cromalograma es el archivo de salida de la paqueteria de andali=is on el secuenciador automatico. Las
seiiales fluorescentes son detectadas con tecnologia laser y el programa grafica la intensidad y la posicion
de cada senial en Tuncion de fa distiibucion por tamanos durante la electroforesis, determinando asi la

secuencia de nucleatidos.,

2 Chromas Pio es un programa para la edicion de secuencias de DNA y proteinas. [Disponible en
hitp://www.technelysium.com.au/chromas.hitml |
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5% de DMSO y 5% de glicerol (ver GeneLab Sequencing? ) a la reaccién de
secuenciacion ciclica. En ocasiones existe una disminucion en la procesividad de la
polimerasa en las regiones repetitivas en la secuencia debido a la formacion de
estructura secundaria. La adicion de los compuestos mencionados magnifica la sefial y

disminuye el bloqueo de la polimerasa a lo largo de la cadena de DNA.

Con la primera secuencia editada obtenida se efectué una comparacion con las bases de
datos NCBI* con ayuda del programa Blastn 2.2.9 (Altschul et a/. 1997) para corroborar
que el fragmento secuenciado correspondia a la regién y a la especie blanco. Una vez
editadas las secuencias, se efectud un alineamiento multiple de agrupamiento jerarquico
usando el programa MultAlin (Corpet 1988), en el que se incluyeron todas las secuencias
editadas. La secuencia consenso se obtuvo programando el alineamiento con base en la
Tabla de comparaciones AItDNA-30-0 y sin criterio de penalizacion para las deleciones a

lo largo de la secuencia.

Finalmente, la secuencia consenso se editdé nuevamente, localizando y eliminando las
regiones correspondientes a los cebadores. Mediante el programa MEGA v3.0 (Kumar et
al. 2004) y usando como base la secuencia consenso global editada, se removieron a su
vez las regiones de los cebadores del resto de las secuencias y se construy6 la Tabla de

sitios variables a partir de la cual se definieron los haplotipos®.

" Genelab Sequencing. Troubleshooting Guide. [Disponible en hittp://www.vetmed.lsu.edu/vmp/genelab)

7 NCBT (National Center for Biotechnology Information) genera bases de datos de acceso publico, dirige
diversas lineas de investigacian en biviniormitica, desarrolla pagueteria espedializada comao herramienta
pricipal en el andlisis de datos gendmicos y difunde informacion biomédica atraves de boletines y otras
publicaciones periodicas

Y Un haplotipo es una secuencia deterninada de nucleotidos en el DNAmt que caracteriza a ciertos
individuos., Fn el caso de los mamiferos pueda interpretarse como el linaje materna al que pertence el
individuo que lo porta. Haplotipo se tefiere a una condicion haploide y se distingue del genotipo que tiene
una condicion diploide.
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Asignacion de las muestras a los individuos: Revision del catdlogo de
identificacion fotografica.

Debido a que en el campo es dificil reconocer a los individuos que ya han sido
observados previamente, frecuentemente se recolecta mas de una muestra por
individuo. Al no descartar las muestras repetidas en los analisis, se estaria introduciendo
un importante sesgo en la estimacion de los descriptores genéticos de la poblacién bajo
estudio. Por esta razon, las muestras recolectadas en el campo son asignadas
temporalmente con un cddigo que la asocia a un registro fotografico del presunto
individuo muestreado. Todos los registros fotograficos son organizados y debidamente
etiquetados (p.e. fecha, ubicacion geogréfica, codigo de la muestra de piel, etc.).
Posteriormente cada registro fotografico es comparado con el resto y de esta forma
todas aquellas ballenas azules que puedan ser individualizadas con base en sus patrones
de pigmentacion o marcas naturales sobre su cuerpo, son incorporadas al catalogo de

individuos fotoidentificados.

El catdlogo fotografico esté a su vez asociado con una base de datos en la que se
registra cada ocasion que un individuo ha sido observado permitiendo con ello contar
con un historial de ocurrencia individualizado. Como se mencioné anteriormente, este
catalogo de individuos fotoidentificados es producto de muchos afios de estudio de las
ballenas azules en aguas de la Peninsula de Baja California. La Dra. Diane Gendron me
facilitd amablemente toda esa informacion con el objeto de evaluar errores de
asignacion de las muestras en el campo, la presencia de contaminacion cruzada durante
la manipulacién de las muestras en el campo o en el laboratorio y otras potenciales

fuentes de error.

Una vez que se identificd molecularmente el sexo y el haplotipo de cada muestra, se
procedié a revisar las asignaciones del cddigo temporal para corroborar la congruencia
entre los cddigos de identificacion de los individuos en el catédlogo de fotoidentificacion
con los resultados de la asignacion molecular. En el presente trabajo se incluyeron sélo
aquellas muestras que pudieron ser asignadas sin ambigliedad a un individuo y para las

que se identificé6 molecularmente tanto el sexo, como el linaje materno.
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RESULTADOS

Evaluacion macroscopica y microscopica de las muestras de piel

Para la descripcion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del tejido se
emplearon exclusivamente 176 muestras de piel descamada de ballena azul catalogadas
con base en las variables descritas en la Tabla II. Se definieron 5 grupos de muestras en
funcion del grosor de la lamina epidérmica descamada y su pigmentacion (Fig. 2). Un
grupo adicional de 82 biopsias se empled con fines comparativos. La evaluacion
histoldgica permitid observar caracteristicas que resultaron congruentes con el primer
criterio de clasificacion macroscopico por lo que se decidi6 mantener estos grupos

(histotipos) en los subsecuentes analisis comparativos.

La Figura 3 resume los aspectos mas relevantes de la descripcion histologica. En
general, las muestras de piel descamada estuvieron conformadas por un numero
variable de laminas de queratina y, aunque los nucleos no eran evidentes en las pocas
células que pudieron observarse, se considerd que la presencia de acidos nucleicos era

minima por la ausencia de zonas de basofilicas en la tincién histoldgica.

Las estadisticas descriptivas para cada uno de los histotipos se muestran en la Tabla IV.
A pesar de la concordancia entre las caracteristicas microscopicas y macroscopicas, la
concentracion y la calidad del DNA extraido en las muestras de piel descamada
(histotipos I-V; Tabla IV) fue extremadamente variable, por lo que no se observaron
diferencias significativas entre ellos (Prueba de Mediana ¥ *=4.61, p>0.05). La
concentracion y la calidad de DNA fue significativamente mayor y mas homogénea en

las biopsias que en la piel descamada (Prueba de Mediana y*=132.05, p<0.05).

Aunque no se observaron diferencias significativas en la cantidad y la calidad de DNA en
los grupos de piel descamada, los histotipos II, IV y V fueron en los que se obtuvo mayor
cantidad y calidad de DNA (ver Tabla 1V). Estos tres histotipos presentaron no solo
ldminas de queratina sino una capa de células basofilicas, presumiblemente del estrato

granuloso subyacente, que podria explicar esas pequenas diferencias (ver Tabla IV y Fig.

2).
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Plel descamada
& i B. musculus

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas de los diferentes tipos de piel descamada recolectadas
que representan las categorias de grosor y pigmentacion empleadas para definir los grupos para
su posterior andlisis histologico. Cadigos de grosor: (1) lamina delgada flexible, (2) lamina
gruesa rigida y (3) masivo, corresponderia a una biopsia (no se muestra). Cédigos de
pigmentacion: (0) translicido sin pigmentacion, (1) traslticido pigmentado, (2) lémina opaca con
pigmentacién moderada, (3) ldmina opaca densamente pigmentada. Del extremo superior
izquierdo al inferior derecho: 1-1, 1-2, 2-2, 2-3.

S
o ¢ 1_3%
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Tabla IV. Caracteristicas y estadisticas descriptivas (media + desv. est.) de las variables de evaluacién para las muestras de piel de ballena azul agrupadas
por histotipo

Morfologia macroscépica , Extraccion de DNA
Tipo de muestra Histotipo? n Superficie Grosor®  Pigmentacién®  Concentracién Calidad® Edad¢
(cn?) (ngona/ MPresico) (meses)
Piel descamada I 60 0.75 +£1.49 1 0 6.44 £7.48 Baja 13.31 £ 13.72
Piel descamada II 22 15.04 + 15.58 1 1 8.84 +13.22 Media-Baja 1281+ 12,79
Piel descamada III 54 6.00 £9.55 2 3 4.17 £3.81 Baja 13.31 + 13.36
Piel descamada v 16 4.10 £2.20 2 2 7.34 +16.67 Media-Baja 13.27 £ 13.02
Piel descamada v 24 0.77 £1.77 1 2l 15.61 + 15.73 Media-Baja - 13.11 = 13.24
Biopsia VI 82 = - ~ 85.70 £ 50.80 Buena-Media 1342 + 13.57

® Los cadigos de los histotipos corresponden a los de la Figura 3.

® Los cddigos de grosor y pigmentacion corresponden a los de la Figura 2.

¢ Las categorias de calidad reflejan la integridad del DNA extraido: buena (fragmentos > 8500 pb; sin degradacién), media (fragmentos 5000 - 8500 pb; degradacicn moderada)
y baja (fragmentos < 5000 pb; degradacion evidente). Ver Amos y Hoelzel (1991).

®La edad de la muestra refiere el perioda, en meses que la muestra estuvo preservada. Tiempo transcurrido desde la colecta hasta Iz extraccidn del DNA.



Figura 3. Histologia descriptiva de las muestras de piel de ballena azul (40X; eosina-hematoxilina). (A) Histotipo I: conformado exclusivamente por
ldminas delgadas de queratina (kl) del estrato cérneo (SC) y algunos clmulos de melanina (ms). (B) Histotipo II: formado por ldminas de queratina
menos compactas pero corrugadas. Se distingue faciimente por la presencia de una o dos capas de células basofilicas presumiblemente del estrato
granuloso (SGr). Los nicleos de no son evidentes pero el color azul-plrpura del citoplasma en estas células posiblemente se deba a la ruptura del
nicleo. (C) Histotipo III: presenta una conformacion similar a la del histotipo I pero posee un mayor nimero de cimulos de melanina, reflejo de un
estrato corneo densamente pigmentado. (D) Histotipo IV: caracterizado por la presencia de varias laminas (20-50) de epitelio plano escamoso y células
poligonales lienas de queratina y varios cimulos de queratina. En apariencia, este histotipo se asemeja a la capa externa del estrato granuloso situada
directamente bajo el estrato cdrneo. (E) Histotipo V: presenta varias léminas corrugadas de células planas queratinizadas y algunos cimulos dispersos
de melanina. Se asemeja bastante al histotipo III pero exhibe una zona basofilica mucho mas evidente. (F) Histotipo VI: representa una biopsia en la
que se aprecian todas las capas caracteristicas de la epidermis de los mamiferos. La capa masiva de células clibicas compactas y nucleadas corresponde
al estrato germinativo (SGe). Los ndicleos (n) son evidentes por su color azul-plrpura, que los diferencian de la gran cantidad de melanocitos presentes
en ese estrato. El estrato espinoso (SS) contiene células nucleadas con forma poligonal. Sobre el estrato espinoso se encuentran las células escamosas
aplanadas del estrato granuloso en las que también se aprecian los nicleos. Finalmente en la parte externa (extremo izquierdo, Fig. 3F) se observa el
estrato cérneo anucleado. Los codigos para cada histotipo corresponden a aquellos de la Tabla IV.



Las ldminas de piel mas grandes resultaron ser también las més pigmentadas y
presentaron rendimientos de extraccion bajos. Sin embargo, al ser muy pocas las
muestras de este tipo y tan amplias las varianzas, la correlacion entre la cantidad de DNA
y la superficie de tejido descamado resultd baja, aunque significativa (Rspearman= -0.21,

p<0.05).

No se encontraron diferencias en concentracion o calidad del DNA asociadas con el
método de preservacion (¥*=0.65, p>0.05) o con el método de extraccion empleado
(¥*=0.89, p>0.05). Por (iltimo, y contrario a lo que se esperaba, |la edad de la muestra no
mostrd correlacion significativa ni con la cantidad (Rspearman= 0.42, p£>0.05), ni con la
calidad del DNA (Rspearman= 0.34, p> 0.05).

Pruebas de amplificacion por PCR para los histotipos definidos

Los resultados de la PCR para los marcadores nucleares (sistema ZFX/ZFY; Bérubé y
Palsbgll 1996) y el marcador mitocondrial (dHvI-RCmt) mostraron diferencias significativas
en la eficiencia de amplificacion asociadas a la concentracion de DNA (y’=11.84, p<0.05)
y la calidad del mismo (¥’=14.35, p<0.05). A pesar de que estas diferencias fueron
mucho mas evidentes para los marcadores nucleares con respecto a los mitocondriales
(¥=6.11, p<0.05), se obtuvieron cantidades bajas de producto de PCR en algunas
muestras en las que no se observé DNA durante la electroforesis y cuya concentracion

estimada en el espectrofotometro estaba por debajo de 1 ng/uL.

Con base en lo anterior, se decidio trabajar primero con el grupo de muestras en las que
hubiera suficiente tejido y para las que se lograra una extraccion con suficiente DNA de
buena calidad. Posteriormente se implementaron estrategias para intentar la amplificacion

en las muestras con bajo rendimiento de DNA.
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Eficiencia en la extraccion del DNA, identificacion molecular del sexo y

asignacion de los haplotipos para todas las muestras

En la Tabla V se resume la informacion referente a la extraccion, la amplificacion por PCR
y la eficiencia en asignacién del sexo y el haplotipo para el total de las muestras
analizadas. Los resultados fueron congruentes con lo observado anteriormente; menor
cantidad y calidad de DNA para la piel descamada y por ende menor eficiencia en la
amplificacion, asi como una menor eficiencia en la amplificacién de los marcadores

nucleares con respecto al marcador mitocondrial.

Se logré amplificar el fragmento dHvI-RCmt con una eficiencia del 100% para las biopsias
y del 70% para las muestras de piel descamada. El uso de betaina, BSA o polimerasa 7aq
Platinum® Pfcen las reacciones de PCR permiti6 incrementar la eficiencia, particularmente
para el caso de la piel descamada. Por su parte, la eficiencia en la identificacion molecular

del sexo resultd del 99% y del 65% para biopsias y piel descamada, respectivamente.

Como se puede observar en la Tabla V, la eficiencia en la identificacion molecular del sexo
empleando el protocolo de Bérubé y Palsbgll (1996) fue casi del 100% para las biopsias y
solo del 23% en las muestras de piel descamada. El porcentaje de eficiencia tan bajo no
indica necesariamente que no se hayan obtenido productos de amplificacion, pero si que
el patron de bandas esperado no fue los suficientemente evidente como para asignar sin

ambigliedad el sexo.

En las muestras con baja calidad de DNA con frecuencia se presentd una incongruencia en
las replicas de amplificacion, por lo que la eficiencia del 65% reportada representa el
porcentaje acumulado de asignaciones no ambiguas a través de los diferentes protocolos
empleados (ver Tabla III para protocolos). El uso de cebadores cuya secuencia blanco
fuera progresivamente mas corta, incrementd la eficiencia del 23% hasta el 65%. El

ndmero total de muestras sexadas por mas de un método (sin ambigiiedades) fue de 325.
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Tabla V. Eficiencia global en la identificacion molecular del sexo y la asignacién de haplotipos definidos a
partir del dominio hipervariable I de la region control mitocondrial (dHvI-RCmt).

Etapa/Proceso Piel descamada Biopsia Total
Recolecta 311 124 435
Extraccién DNA?
Buena calidad 128/311 (41%) 120/124 (97%) 248/435 (57%)
Mala calidad 87/311 (28%) 4/124 ( 3%) 91/435 (21%)
Sin DNA 96/311 (31%) 0/124 ( 0%) 96/435 (22%)
Amplificacién de dHvI-RCmt"
Directa 167/311 (54%) 121/124 ( 98%)  288/435 (66%)

Directa + Aditivos
Directa + Aditivos + Polimerasa Pfx

Secuenciacion

Asignacién no ambigua del haplotipo

Identificacion molecular del sexo®
B&P
B&P + F&L
B&P + FRL + Tag [
B&P + F&L + Tag I + Alu T
B&P + F&L + Tag I + Alu I+ SRY®

Identificacion no ambigua del sexo

Asignacién completa®
Individuos haplotipados y sexados

Revision del historial fotografico®
Identificacion individual

193/311 (62%)
217/311 (70%)

173/217 (80%)

156/173 (90%)

71/311(23%)
87/311 (30%)
155/311 (50%)
186/311 (60%)
202/311 (65%)

154/202 (76%)

154/311 (49%)

135

121/124 ( 98%)
124/124 (100%)

124/124 (100%)

118/124 ( 95%)

115/124 (93%)
115/124 (93%)
117/124 (94%)
120/124 (97%)
123/124 (99%)

120/123 (98%)

117/124 (94%)

105

314/435 (72%)
341/435 (78%)

297/341 (87%)

274/297 (92%)

186/435 (43%)
202/435 (46%)
272/435 (63%)
306/435 (70%)
325/435 (75%)

274/325 (84%)

271/435 (62%)

189

* El porcentaje acumulativo refiere al porcentaje total de muestras en las que la identificacion del sexo o del linaje
materno fueron exitosa al aplicar sucesivas estrategias. Por ejemplo, el nimero de muestras de piel descamada en las
que se amplificd exitosamente el marcador mitocondrial fue del 54%, mientras que al afiadir algunos aditivos (A+) el
total de muestras amplificadas aumento del 54% al 62%. Esto indica que del 56% que no amplificaron con la primera
estrategia, algunas muestras amplificaron con los aditivos, acumulando un total de 62% de eficiencia en la
amplificacion.

? Los cddigos para las categorias de la extraccion hacen referencia a la calidad del DNA: Buena calidad, sin degradacion
(BC); mala calidad, con degradacidn (MC); y no evidente en |a evaluacion electroforética (NE).

b Los cadigos para la amplificacion de dHvI-RCmt refieren el protocolo estandar (DNAmt), el uso de aditivos (DNAmt A+)
y el uso de polimerasa Platinuni®

¢ Los codigos para la identificacion molecular del sexo refieren el protocolo empleado: Bérubé y Palsbgll (B&P), Fain y
LeMay (F&L), digestién con Tagl (T), digestion con Aluf (A) y amplificacién con los cebadores especificos en ballena
azul para SRY (SRY®). Ver Tabla III para mayor detalle.

* Notese que para el caso de la identificacion individual, que representa la asignacion combinada del linaje materno y del
sexo a los individuos del catdlogo fotografico, los totales no corresponden a la suma de las asignaciones
independientes. Esto se debe a las recapturas intra e interanuales de individuos (muestras multiples para el mismo
individuo).
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Después de analizar los cromatogramas y editar las secuencias, se pudieron leer sin
ambigliedades 500 pares de bases de cada secuencia con los que se definieron 17
haplotipos en funcion de 20 sitios variables (Tablas VI y VII; Anexo B). El nimero de
muestras en las que logré amplificarse la region dHvI-RCmt fue de 314, pero sélo para el
87% (297) de ellas se obtuvieron secuencias lo suficientemente limpias y sin
ambigledades (Tabla V). Todos los cromatogramas con pobre resolucion se obtuvieron
del grupo de muestras de piel descamada, y aunque se procesaron de nueva cuenta
usando glicerol y DMSO en la reaccion de secuenciacion, sélo se incremento la eficiencia

en un 6%.

Tabla VI. Secuencia completa de la cadena ligera del dominio hipervariable I de
la region control mitocondrial para Balaenoptera musculus (500 pb; Haplotipo
NPBWOL1).

pb Secuencia nucleotidica

001 AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTATATAAA
051 CTATTCCCTGAAACATGTATATTGTACAATAACCGCAAAGCCACAGTACT
101 ATGTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTTCG
151 TGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGTTAATCAGTGTTATCCCTGTGAA
201 TATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCAC
251 CACGAGCAGTTAAAGCCCGTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACAT
301 AATATTTATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGGTCA
351 ATTTAAATCAAATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAAT
401 CACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTCTTCTC
451 GCACCGGGCCCATTACTCGTGGGGGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

¥ La secuencia corresponde a los sitios 15,911 a 16,184 de la secuencia completa del
genoma mitocondrial de la ballena azul (Arnason y Gullberg 1993; GeneBank
NC_001601).
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Tabla VII. Sitios de segregacion que definen los haplotipos mitocondriales de la ballena azul del Golfo de California y la costa occidental de la
Peninsula de Baja California, México.

Sitios variables*

Haplotipo 074 147 148 157 164 165 168 172 181 213 251 267 320 325 343 347 350 368 369 379
NPBWO1 G T T T T C o A A C c c G A T G A Cc Cc T
NPBW02 A 3

NPBWO03 A . G

NPBWO04 C " - ‘ .

NPBWO05 C E 2 T . T . A G 5

NPBWOE Cc c T T . c T

NPBWO7 c c T T ‘ T ° c T

NPBWO08 c Cc = T T T 1 G c

NPBWO09 c o . T ; .

NPBW10 c T T c T .
NPBW13 Cc Cc
NPBW14 Cc ;
NPBW15 i . . . c
NPBW16 . T A C A

NPBW17 : G « .
NPBW18 T G T

* El nimero del sitio variable hace referencia a las posiciones 1 a 500 con res,

pecto a la secuencia de la Tabla VI. Los sitios invariables estan representados por un punto

(.). La secuencia completa para cada haplotipo se presenta en el Anexo C.

* Nétese que el cddigo con el que se identifican los haplotipos incluye 4 letras que hacen referencia a la zona de origen de los especimenes y al nombre comdn de la
espedie en inglés (North Pacific Blue Whale). El cédigo incluye también un nimero que identifica @ cada haplotipo. Este nimero se fue asignando conforme se fueron
detectande en los alineamientos, sin embarao, después de la Gltima revisidn se detectd que el hapletipo que originalmente se habia asignado como NPBW12 se
diferenciaba del haplotipo NPBWO06 por la presencia de un sitio variable localizado en la region de los cebadores. Al eliminar de las secuencias la region de los cebadores,
el individuo Unico individuo que presentaba el haplotipo NPBW12 quedd incluido en el NPBWO6. Por esta razén, aunque a primera vista la numeracion pareciera indicar
que el nGmero total de haplotipos es 18, realmente son sélo 17.



Eficiencia en la asignacion de las muestras a los individuos

De las 325 muestras sexadas y 297 secuencias editadas, la revision y comparacion de los
registros en el catalogo fotografico permitio identificar el sexo y el haplotipo en 189
ballenas azules (ver Tabla V). Esta notable diferencia en los nimeros se debid
principalmente a que varias muestras fueron asignadas a los mismos individuos
(recapturas intra e interanuales), lo que refleja la alta tasa de retorno anual de las

ballenas azules en aguas de la Peninsula de Baja California (ver Gendron 2002).

Sin embargo, las otras causas por las que el nimero de individuos identificados fue mucho
menor que el nimero de muestras analizadas incluyeron: (1) Mala calidad del registro
fotografico y por ende la incertidumbre para poder reconocerlo en un futuro; (2) errores
de asignacion de las muestras en la bitacora de campo; y (3) la posibilidad de que
existiera contaminacién cruzada entre muestras de diferentes individuos, ya sea por la
manipulacion de las muestras en campo o en el laboratorio. En la mayoria de los casos,
los datos moleculares coincidieron con las observaciones de campo. A pesar de ello se
detectaron algunos errores de asignacion en el catdlogo fotografico; muestras con
haplotipo o sexo diferente asignadas al mismo individuo, parejas madre-cria con
haplotipos diferentes, etc. La mayoria de estos errores pudieron ser corregidos, pero todas
aquellas muestras en las que no se tuvo la certeza para la asignacion fueron excluidas del
resto de los andlisis. Un total de 21 muestras en las que se identificd en sexo y el

haplotipo no pudieron ser asignadas a ningtn individuo del catalogo fotografico.

Evaluacion de las diferencias en la descamacion entre individuos

Al contrastar los datos moleculares con los datos del catélogo fotografico se encontraron
algunos casos en los que las muestras obtenidas para un mismo individuo en diferentes
ocasiones resultaron ser de diferente histotipo y con diferente eficiencia de amplificacion
(Tabla VIII). Esto motivo una ultima serie de comparaciones para evaluar la posibilidad de

que el muestreo estuviera sesgado a un grupo particular de individuos.

El rendimiento en la extraccion de DNA no resultd significativamente diferente en los

grupos de machos y hembras independientemente del histotipo que presentaran
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(¥*=9.74, p>0.05). Tampoco se observaron diferencias para la proporcion de sexos entre
los diferentes histotipos (y*=8.65, p>0.05).

Por Ultimo, se efectué un prueba de bondad de ajuste permutada (ver Fayyad e Irani
2003) para identificar si algun haplotipo se encontraba asociado particularmente a algun
histotipo o clase de sexo. Se realizaron 1000 permutaciones y los valores de ¥* generados
se compararon con el valor observado para evaluar la probabilidad de obtener valores
mayores a este. La prueba resulté no significativa (¥*=1.075, p>0.05). Como puede
apreciarse en la Tabla IX, no parece haber evidencia que indique que alguno de los
haplotipos ocurriese con mayor frecuencia en machos o hembras de cada categoria

histoldgica.

Tabla VIII. Descamacion diferencial en muestras del mismo individuo recolectadas en
diferentes ocasiones.

Individuo Histotipo Identificacion del sexo Haplotipo
B&P F&L T A SRy

Bm0001 Vi NF NF NF NF ND NF

Bm0001 | hembra  hembra ND ND ND NPBWO08
Bmo0001 Il NF hembra ND hembra ND NPBWO08
Bm0001 ] NF NF NF NF NF NPBWO08
Bm0001 ] NF NF hembra ND hembra NPBWO08
Bm0060 | NF NF ND macho  macho NPBWO1
Bm0060 I NF NF NF NF NF NPBWO1
Bm0060 1l NF NF NF NF macho  NPBWO1
Bm0135 ]| NF NF macho  macho ND NPBWO02
Bm0135 ] macho macho ND ND ND NPBWO02
Bm0135 ] NF NF NF NF NF BC

Bm0135 | macho macho ND ND ND BC

Bmo0135 | NF NF macho  macho ND NPBWO02
Bmo0136 1] hembra  hembra ND ND ND NPBWO1
Bm0136 v NF NF NF hembra hembra NPBWO1
Bm0136 | NF NF NF NF NF NPBWO1
BmO0136 ] NF NF NF NF hembra NPBWO1
Bm0136 | NF NF hembra ND hembra NPBWO1

* £l cadigo del individuo corresponde al niimero que este tiene asignado en el catalogo fotografico.
Los codigos de los histotipos corresponden a aquellos de la Figura 3. Los cddigos de identificacion
del sexo corresponden a los especificados en la Tabla V. Adicionalmente: NF = amplificacién
negativa 0 ambigua, ND = no existe el dato, y BC = baja calidad, asignacién ambigua.
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Tabla IIX. Distribucion de frecuencias de haplotipos en hembras (F) y machos (M) para cada histotipo.

Histotipos

Vi

v

Haplotipo

20

26

8
3
0
0
2
2
1
1
0
1
0
4
0
3
0
2

NP BWO1

NP BWO02
NPBWO0 3
NPBWO04
NPBWO0 5
NPBWO06
NPBWO7
NPBWO08
NPBWO09
NPBW10
NPBW13
NPBW14

NPBW15
NP BW16
NPBW17

NPBW18
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DISCUSION

Aun cuando la tecnologia del PCR permita la deteccion de marcadores moleculares a
partir de cantidades infimas de tejido o DNA, la calidad y la naturaleza del tejido son
factores criticos, cuyas limitaciones no pudieron solventarse al 100% a través de las
distintas estrategias aqui implementadas. De la evaluacion morfoldgica e histoldgica
realizada en las muestras de piel descamada de ballena azul, resulté evidente que la
cantidad y la calidad del DNA obtenido de este tipo de muestras fueron mucho menores
de las que pudo obtenerse mediante la recolecta de biopsias. Esto, aunado a otras
fuentes de error, se reflejo en la incertidumbre para asignacion de algunas muestras a
los individuos identificados, reduciendo el tamafio original de la muestra representativa
de las ballenas azules de las agregaciones mexicanas del Pacifico Nororiental, y en

consecuencia, la resolucion para el analisis de los marcadores moleculares.

Aunque se ha reportado una eficiencia de muestreo de hasta el 95% de los individuos
observados (Gendron y Mesnick 2001, Gendron 2002), la superficie de descamacion fue
extremadamente variable (0.02 - 50 cm?) y las cantidades de DNA obtenidas
generalmente muy bajas. Con base en la evidencia histoldgica, la presencia de células
nucleadas en escasa en las muestras de piel descamada debido a que la ballena azul
descama casi exclusivamente laminas de células muertas queratinizadas. Este patron de
descamacion concuerda con observaciones previas en las que se ha comparado la piel
descamada de otras especies de cetaceos como el cachalote (Physeter macrocephalus) y
la beluga (Delphinapterus leucas) con la de la ballena azul (S. Southern com. pers.;
Gendron y Mesnick 2001). Sin embargo, no existen estudios histoldgicos que permitan
comparar si en otros misticetos el patron de descamacion es similar al observado en
ballena azul. En los vertebrados terrestres los ntcleos se reabsorben en las capas
celulares subyacentes de la epidermis, el citoplasma de las células es reemplazado por
queratina que solidifica cuando las células se rompen al ser empujadas hacia la
superficie por el constante crecimiento del estrato germinativo, formando el estrato
corneo. Ya que la piel descamada de las ballenas azules esta conformada en su mayor
parte por queratina, los rendimientos en la extraccion de DNA resultaron bajos y de
menor calidad en comparacion con los obtenidos para las biopsias. Las biopsias
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contienen una gran cantidad de células nucleadas de las capas celulares basales de la

epidermis y su contenido de queratina es minimo (ver Fig. 3).

Ya que con base en las variables morfoldgicas pudieron distinguirse diferentes
categorias de piel descamada, es posible que estas diferencias reflejen variaciones en la
extension y la tasa de descamacion entre los individuos. Aunque aparentemente todos
los individuos descaman, la forma en que lo hacen podria estar limitando la obtencion
de marcadores moleculares en cierto grupo de individuos. Sin embargo, para el caso de
la ballena azul, aunque la superficie de piel que sufre la descamacion es variable y con
caracteristicas histoldgicas particulares, esas diferencias no se reflejaron en la cantidad
y la calidad de DNA obtenido. La Unica evidencia que sugiere que las diferencias podrian
estar asociadas con el patrén de descamacion fue la baja, pero significativa, correlacion
negativa entre la superficie de tejido descamado y el rendimiento de la extraccion. Las
muestras de piel descamada con mayor superficie fueron también las mas pigmentadas
(ver Fig. 2) y resultaron particularmente problematicas durante la amplificacion por PCR.
Al descamar una mayor superficie de tejido muy pigmentado, las ballenas azules podrian
estar respondiendo a un trauma causado por el ambiente que acelera la tasa de
renovacion del tejido epidérmico; de forma similar a lo que sucede cuando sufrimos
quemaduras de sol. La baja frecuencia de este tipo de tejido en las muestras no

permitio realizar mayores comparaciones.

Las diferencias en la eficiencia de amplificacién por PCR entre las biopsias y la piel
descamada reflejaron directamente la calidad y la cantidad de DNA. A pesar de que
muchas muestras en las que no se detectd la presencia de DNA pudieron ser
amplificadas, la eficiencia global en la obtencion de los marcadores nucleares y
mitocondriales fue claramente inferior para la piel descamada. Esto resultd
particularmente evidente para los marcadores nucleares empleados en la identificacién
molecular del sexo. A diferencia de los genes nucleares, de los que existe una sola copia
por célula, existe una copia de cada gen mitocondrial en cada mitocondria de la célula.
La probabilidad de que en una muestra con bajas concentraciones o baja calidad de
DNA existan suficientes copias integras del gen mitocondrial blanco es mucho mayor

que en los genes nucleares (ver Bérubé y Palsbgll 1996). Las incongruencias detectadas
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entre algunas muestras y sus réplicas en la identificacion del sexo, muy probablemente
se debieran a estas diferencias en la abundancia de ambos tipos de DNA (amplificacion
diferencial de alguno de los marcadores). Otra posible explicacién para estas
incongruencias podria ser la presencia de inhibidores de la.polimerasa como la melanina.
La melanina es un pigmento universal en la epidermis de los vertebrados y su presencia
en muchas de las muestras, tanto en piel descamada como en biopsias, fue evidente en
los cortes histologicos (ver Fig. 3). Sin embargo, las biopsias no presentaron problemas
de incongruencia entre réplicas, y no se encontré evidencia de diferencias en el
rendimiento de extraccion o en la eficiencia de amplificacién entre los histotipos de piel

descamada, por lo que la primera explicacion resulta mas probable.

A pesar de que se implementaron diferentes métodos y estrategias que permitieron
incrementar la eficiencia de la amplificacion de los marcadores moleculares, el mayor
porcentaje de muestras en las que fue posible asignar sin ambigiliedades el sexo y el
haplotipo correspondio a las biopsias (ver Tabla V). El hecho de que la estrategia que
aumentd notablemente la eficiencia en el caso de los marcadores nucleares
(identificacion del sexo) fue el utilizar secuencias blanco de amplificacion mas cortas,
confirmé que la otra principal limitante del uso de la piel descamada como método de
muestreo sistematico en el estudio de la ballena azul es la baja calidad de DNA que
puede obtenerse a partir de ésta. Este tipo de problemas es comun en el genotipado
(marcadores nucleares) con muestras no invasivas y se ha reportado como una fuente
importante de sesgo en el analisis de marcadores moleculares nucleares (Gagneux et a.
1997, Taberlet et al. 1999). De hecho, en un andlisis preliminar para la evaluacion de
loci microsatélites en el mismo grupo de muestras empleadas en el presente trabajo
(Enriquez et al. 2001), se detectaron numerosos casos de amplificacién diferencial de los

alelos (allelic dropout) que limitd el uso de estos marcadores.

En la comparacion de la distribucion de los haplotipos entre las diferentes categorias de
piel descamada y el grupo de biopsias, la proporcion de individuos de ambos sexos en
cada grupo no mostréd un patrén que pudiera reflejar que los marcadores moleculares
estuviesen amplificando preferencialmente en uno de los sexos o que la descamacion se

presentara en un grupo particular de individuos (ver Tabla IX). Por lo tanto, ante la falta
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de evidencias de sesgo en la eficiencia de amplificacion asociada con un grupo particular
de individuos, se considerd que la recolecta de piel descamada representa una muestra
aleatoria de los componentes poblacionales de ballena azul en las agregaciones
invernales mexicanas del Pacifico Nororiental. Lo anterior concuerda con las
observaciones de Gendron y Mesnick (2001), quien reporta no haber detectado
diferencias en la descamacion entre hembras con cria, hembras no lactantes e
individuos solitarios, asi como entre las ballenas observadas cerca de la costa y en

aguas oceanicas, y en aguas con diferente temperatura superficial.

Considerando la alta congruencia entre las observaciones de campo del catalogo
fotografico con los datos moleculares, el nimero de errores detectados que no pudieron

ser corregidos fue minimo (21 asignaciones de un total de 325).

A pesar de que las muestras de piel descamada exhibieron una menor eficiencia, al
incluir estas muestras se pudieron asignar 86 individuos mas de los se asignaron
exclusivamente considerando las biopsias, con lo que indudablemente la resolucion del
anadlisis de la poblaciéon de ballena azul a través de marcadores moleculares se
incrementara. Sin embargo, recapitulando la comparacion de las estrategias de
muestreo en términos de: (1) los costos del equipo necesario para el muestreo, (2) el
esfuerzo invertido para la recolecta en el campo, (3) el rendimiento y la calidad del DNA,
(4) los costos y el tiempo que se invierte en el laboratorio para la deteccion de los
marcadores moleculares, (5) la eficiencia global de asignacion a los individuos, y (6) la
confiabilidad o resolucion de los datos generados, la biopsias es, sin lugar a duda, la
mejor opcidn para la obtencién de datos genéticos de las agregaciones de ballena azul
(Tabla X).
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Tabla X. Comparacion cualitativa global entre las estrategias de muestreo semi-invasivo y no invasivo
para el caso de la ballena azul.

Etapa/Proceso Piel descamada Biopsia
Campo
Eficiencia de recolecta Excelente Buena
Potencial dafio a los animales Nulo . Bajo
Costo del equipo Bajo Moderado
Laboratorio
Eficiencia en la extraccion Baja Buena
Cantidad de DNA Baja Buena
Calidad del DNA Media-Baja Excelente
Eficiencia en la amplificacion y secuenciacion Media Excelente
Ensayos mdltiples Alto Bajo
Uso de aditivos Necesario No necesario
Tiempo para la obtencion de resultados Alto Bajo
Costo Alto Moderado
Potencial de andlisis moleculares futuros Bajo Bueno

Eficiencia en la asignacion individual
Correspondencia muestra-registro fotografico Alta Alta

Consideraciones finales

Recientemente se ha considerado que las ballenas azules del llamado stock
México/California muestran .signos evidentes de recuperacién y que podran ser
recatalogadas y excluidas de la categoria de especie/poblacion amenazadas (ver Perry et
al, 1999). Sin embargo, el plan de recuperacion de esta especie, formulado en 1998 por
el National Marine Fisheries Service de E.U.A., plantea como uno de sus principales
objetivos la obtencion de datos moleculares confiables que permitan delimitar el stock
para planear la estrategia adecuada de conservacion y manejo de la especie (ver Reeves
et al. 1998). Como se discutird en el siguiente capitulo no se cuenta adn con
informacion precisa sobre los limites de este stock y se desconoce su relacion con las

ballenas azules de otras areas del Pacifico Norte.

Las consecuencias del uso de un muestreo no invasivo, sin una extensa y profunda

evaluacion preliminar de los errores asociados con la calidad y la cantidad del DNA,

45



pueden ser particularmente serias cuando los datos son la base de estudios relacionados
con la conservacion y el manejo de especies amenazadas o protegidas. Aun cuando el
muestreo no invasivo ha mostrado ser una atractiva alternativa para evitar la interaccion
con los animales y no alterar su comportamiento, no existen evidencias de ningun tipo
que indiquen que la recolecta de biopsias tenga un efecto mayor en el comportamiento
de los misticetos (Brown et a/. 1991, Weinrich et a/ 1991). Por lo tanto, resultaria poco
practico invertir recursos y esfuerzo en la recolecta y el analisis de la piel descamada,
cuya menor eficiencia limita la obtencion de resultados confiables para un nimero
importante de las muestras; mas aun sabiendo de antemano que existe una efimera

oportunidad de recolectar una biopsia.

Adicionalmente, uno de los aspectos mas relevantes que debe considerarse en futuros
estudios es el hecho de que, indudablemente, los avances tecnoldgicos en el campo de
la biologia molecular proveerdn a corto plazo nuevas herramientas moleculares que
podrian ser aplicadas en el campo de la ecologia molecular. En este sentido, a pesar de
que las muestras de piel descamada de ballena azul permitieron la identificacion del
sexo y la asignacion de los haplotipos en un nimero considerable de muestras, el
potencial de informacion que podria obtenerse con nuevos marcadores de DNA o con el
analisis de otras moléculas seria minimo. El tejido adiposo subcutdneo que puede
obtenerse al recolectar biopsias en los cetaceos ha mostrado ser una fuente importante
de moléculas que tienen el potencial para ser empleadas en estudios sobre la
alimentacién (dcidos grasos e is6topos estables), metabolismo y estado fisioldgico
(hormonas y contaminantes), asi como de edad, crecimiento y citogenética (ver Hoezel
1991, George et al. 1999, Kastelle et a/ 2003, Smit 2003). Sobre estas bases, mi
recomendacion es emplear como método primario de muestreo la recolecta de biopsias

en futuros estudios con esta especie.

Dado que el equipo y el esfuerzo necesarios para recolectar piel descamada son
minimos, esta podria recolectarse eventualmente. En conjunto con las observaciones de
campo, el andlisis histoldgico de la piel descamada podria aportar informacién adicional
sobre el estado fisioldgico de los animales y ser empleada solo como Ultima alternativa

en el analisis molecular de DNA cuando no se cuente con la biopsia de algdn individuo.
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RESUMEN

Los misticetos siguen un patron migratorio estacional entre sus zonas de alimentacion en altas
latitudes, donde se distribuyen durante el verano, y las zonas de baja latitud en las que realizan
sus actividades reproductivas durante en el invierno. No obstante, las rutas y los destinos
migratorios de la ballena azul no han podido ser establecidas con precision; en parte debido a
que la mayor parte de los estudios de esta especie han sido de caracter local, y por otra parte
debido a sus habitos oceénicos. Por lo anterior, los limites o la intensidad del flujo de individuos
entre las agregaciones de esta especie permanecen inciertos. Para el caso de las agregaciones de
ballena azul en el Pacifico Nororiental, las evidencias obtenidas a traves de estudios de marcaje-
recaptura, deteccién bioaclstica, estimaciones de abundancia y algunos datos genéticos
preliminares, han sugerido que las ballenas azules que ocurren entre las costas de California y el
Domo de Costa Rica conforman una stock independiente de aquellas otras agregaciones del
Pacifico. A partir de muestras de piel de individuos de ballena azul recolectadas en el Golfo de
California y la costa occidental de la peninsula de Baja California, en el presente capitulo se
investigd la identidad genética de las agregaciones mexicanas de la especie. La filogenia inferida
a partir de las secuencias de la regién control del DNA mitocondrial, la identificacién molecular
del sexo y la revision del historial de avistamientos de las ballenas azules fotoidentificadas
permiti6 reconocer dos grupos de linajes maternos, marcadamente divergentes, presentes en las
agregaciones invernales mexicanas. Sin embargo no se encontré evidencia de una estructura
espacial o temporal de los individuos pertenecientes a dichos grupos. El analisis filogenético con
la adicion de secuencias de ballenas azules de otras regiones geograficas sugiere que las
agregaciones mexicanas actualmente se encuentran conformadas por individuos de al menos dos
eventos de flujo hacia el Pacifico Nororiental; tal escenario evolutivo, que también puede ser
inferido para los linajes homdlogos de otros balenoptéridos, sustentan esta idea. La proporcion
de sexos, ligeramente sesgada hacia las hembras, aunada a la ocurrencia de crias en el Golfo de
California para ambos grupos de linajes, confirman la importancia de las agregaciones mexicanas
como habitat critico y estrategico para la recuperacién de la poblacién de ballena azul. Mas aun,
considerando que los niveles relativamente bajos de diversidad genética detectados en el
presente estudio, asi como la ausencia de linajes correspondientes a la epoca de las capturas
comerciales en las muestreos mas recientes, muy probablemente sean reflejo de la intensa
explotacion que sufrid la especie en el Pacifico Nororiental.
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ABSTRACT

Mysticetes follow a seasonal migration pattern between their high latitude feeding grounds,
where they spend the summer, and their winter calving and breeding grounds located at lower
latitudes. However, migratory routes and destinations of the blue whale has not been clearly
established; mainly due to the local character of most studies on this species, but perhaps also to
their more oceanic habits. Therefore, the limits of blue whale aggregations and the extent of
individual interchange between those aggregations remain uncertain. Particularly, for the
Northeast Pacific blue whale aggregations, there are strong evidences (mark-recapture,
bioacoustic detection, abundance estimation and preliminary genetic data sets) suggesting a
stock which extents from California to the Costa Rican Dome and distinguishable from other
aggregations of the species in the Pacific Ocean. From skin samples collected at the Gulf of
California and the west coast of Baja California Peninsula, this chapter asses the genetic identity
and structure of blue whale Mexican aggregations. The inferred phylogeny for mitochondrial DNA
control region, as well as gender identification and historical sighting history of photoidentified
individuals lead to the recognition of two groups of maternal lineages using the study area as a
wintering ground. However there was no evidence of spatial or temporal structure of individuals
of those lineages. A phylogenetic analysis which incorporated sequences of blue whales from
other geographic regions suggest that mexican aggregations are represented by individuals from
two independent colonization events to the Northeast Pacific; such an evolutionary scenario can
also be infered from homologous lineages of other balaenopterids, supporting this hypotesis. The
slighltly skewed sex-ratio to females, in addition to the ocurrence of calves for both group of
lineages at the Gulf of California, confirm the importance of the study area as a critical and
strategic habitat for the recovery of blue whale population. Moreover if we consider that the
relatively low levels of genetic diversity detected in the present study, as well as the current
absence of lineages from commercial whaling samples, are probably a direct consequence of the
intensive explotaition of the species in the Northeast Pacific.
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INTRODUCCION

Entender los procesos de fragmentacion y diferenciacion genética de las poblaciones de
misticetos, asi como sus relaciones filogeograficas, resulta particularmente complejo
debido a que algunas especies exhiben amplias distribuciones, en las que practicamente
no existe ninguna barrera geogréfica evidente, y tienen altas capacidades de

movimiento.

La mayoria de los misticetos se alimentan durante el verano en las fértiles y frias aguas
de altas latitudes después de una extensa migracion desde latitudes templado-calidas,
donde pasan el invierno y realizan sus actividades reproductivas. A pesar de que las
rutas y los destinos migratorios de las ballenas azules no han logrado establecerse con
precision, los registros de las capturas comerciales del siglo pasado y los patrones de
distribucion actual sugieren que, tanto en el Pacifico Nororiental como en otras partes
del mundo, los movimientos de esta especie se ajustan en general al patrén mencionado
(ver Omura 1955, Tomilin 1967, Tgnnessen y Johnsen 1982, Yochem y Leatherwood
1985, Reeves et al. 1998, Perry et al. 1999).

La migracion es una fuerza evolutiva de gran importancia en el proceso de
diferenciacion genética de las poblaciones (Tiedemann et al. 2000) y en los misticetos,
como en muchos otros mamiferos, es comin que exista migracion diferencial por sexos
y que sean las hembras las que muestran filopatria®* (p.e. Baker et a/. 1993, Palsbell et
al. 1995). Esta caracteristica tiene un profundo impacto en la historia evolutiva de las
especies y se refleja en la aparicién de unidades poblacionales discretas dentro del drea
de distribucién de las especies (ver Tiedemann et a/. 2000, Avise 2000). Tal es el caso
de aquellas poblaciones de misticetos con patrones migratorios predecibles (p.e. en la
ballena gris Eschrichtius robustus, y la ballena jorobada Megaptera novaeangliae), en los
que el uso de marcadores moleculares de DNA mitocondrial ha evidenciado una

distribucion heterogénea de los linajes maternos y cierto grado de estructuracion

“la filopatiia puede entenderse camo la fdelidad por un drea parbicular, generalmente al sitio de
nacimiento, en la que los individuos se agregan permanente o temporalmente. Estas marcadas
preferencias por un habitat pueden resuliar en una distribucidn heterogénea del acervo.genetico de las

poblaciones.
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filopétrica asociada con las zonas invernales de reproduccién de sus poblaciones (p.e.
Baker et al. 1993, Palsbgll et a/. 1995, Goerlitz et a/. 2003).

A través del anélisis de un marcador genético neutral, el presente capitulo explora la
distribucidon espacial y temporal de los linajes maternos en las agregaciones mexicanas
de ballena azul con el objeto de evaluar los niveles de diversidad genética y determinar

si dichas agregaciones se encuentran estructuradas genéticamente.

Antecedentes

La informacion reunida durante la época de la captura comercial de las ballenas azules
en el Pacifico Norte, asi como la distribucion actual sugerida por sus avistamientos y
detecciones acusticas, sugieren la existencia historica de al menos seis areas de
agregacion importantes (ver Oshumi y Wada 1972, Rice 1986, Reilly y Thayer 1990,
Reeves et al. 1998, Perry et al. 1999, Stafford et a/. 2001, Moore et al. 2002): (1) Sur de
Japon, (2) norte de Japdn/Kurils/Kamchatka, (3) Islas Aleutianas, (4) la porcién sureste
del Golfo de Alaska, (5) California/México y (6) la zona Domo de Costa Rica. Sin
embargo, debido a la escasa informacion sobre las rutas migratorias y las zonas donde
esta especie pasa el invierno, estas agregaciones deben considerarse tan sdlo como
subpoblaciones putativas ya que se desconoce la intensidad del flujo de individuos entre

ellas.

En respuesta a esta incertidumbre, la Comision Ballenera Internacional (IWC o
International Whaling Commision) reconoce a las ballenas azules del Pacifico Norte
como un solo stock (ver Donovan 1991). Sin embargo, es importante resaltar que el
criterio que se usa para el establecimiento de este uUnico stock es meramente

operacional y su fundamento carece de bases biologicas (ver Perry et al. 1999).

25| &4 Comision Ballenera Internacional (IWC) es el organismo internacional que coordina y administra las
actividades orientadas a la conservacion v el manejo de las poblaciones de cetaceos con miras a obtener
la informacion necesaria para un aprovechamiento susteniable de estas especies. Promueve, coordina y
patrocina la recolecta de informacion a traves de la investigacion vy la publicacion de los resultados de las
mismas. Uno de los aspectas mas importantes en los que esta involucrada la IWC es5 la delimitacidn de los
stocks. La informacion gue se reune acerca de la abundancia, distribucion y estructura genética de las
especies es reevaluada constantemente para establecer los limites geograficos y el estado actual de
dichas stocks
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Con base en una importante cantidad de datos bioaclsticos, se han encontrado sdlidas
evidencias que indican que las diferencias entre los sonidos producidos por las ballenas
azules del Pacifico Noroccidental (Watkins et a/. 2000, Moore et al. 2002) y el Pacifico
Nororiental (Rivers 1997, Stafford et al. 1999, 2001), pudiesen ser reflejo de la

existencia al menos dos stocks en el Pacifico Norte.

A través de un plan de prospeccion y seguimiento anual de los recursos naturales
marinos del Pacifico Nororiental, el National Marine Fisheries Service de E.U.A, ha
establecido criterios fundamentados en la discontinuidad en la distribucion de esta
especie, y plantea la existencia de dos stocks en el Pacifico Nororiental: el stock
hawaiano y el stock México/California (ver Perry et a/. 1999). Las ballenas azules que
ocurren en aguas hawaianas han sido detectadas exclusivamente mediante
prospecciones acusticas (Northorp et al. 1971, Thompson y Friedl 1982), pero la
persistencia de estos registros durante verano e invierno podria indicar que esta zona
representa una zona de agregacion invernal de alguna o varias de las subpoblaciones
putativas del Pacifico Norte. En lo que respecta al denominado stock México/California,
en el que se han concentrado la mayor parte de los estudios, la informacion que se ha
reunido recientemente pone en duda la designacion de este grupo como un stock

independiente de aquellas agregaciones en otras regiones del Pacifico Nororiental:

(1) Los datos bioacusticos apuntan hacia la ocurrencia de un solo grupo en el
Pacifico Nororiental que se extiende desde Vancouver hasta el Domo de Costa

Rica, y probablemente mas alla del ecuador (ver Stafford et a/. 1999, 2001).

(2) Las marcas satelitales (telemetria) y los estudios de fotoidentificacion han
evidenciado que existen movimientos no solo entre el Golfo de California y la
costa Occidental de la Peninsula de Baja California (ver Gendron 2002), asi como
entre estas dos zonas y California (ver Calambokidis et a/. 1990), sino también
entre California y el Domo de Costa Rica (ver Calambokidis ef a/. 1995, Chandler
et al. 1999, Mate et a/, 1999). Dichos movimientos se ajustan al patrén temporal
de movimientos observado entre México, donde permanecen durante el invierno

y primavera, y California, en donde pasan el verano y gran parte del otofio.
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(3) La presencia de animales en zonas oceanicas frente a la punta de la peninsula de

(4)

(5)

Baja California entre junio y octubre (Mangels y Gerrodete 1994, Barlow et al.
1997), incluida una pareja madre-cria en la zona ocednica durante agosto (ver
Gendron 2002), que indican un desfase en el patron migratorio postulado para el

stock México/California.

El Golfo de California representa la Unica agregacién invernal conocida en la que
ocurren actividades relacionadas con la crianza, y muy probablemente con otros
aspectos reproductivos de la especie (Gendron y Zavala-Hernandez 1995,
Gendron 2002). Sin embargo, el numero de ballenas azules estimado por
Gendron (2002) el Golfo, representa menos de la tercera parte del nimero
estimado en California (ver Calambokidis y Steiger 1994, Barlow y Gerrodete
1996, Barlow 1997, Calambokidis y Barlow 2004). Por ende, a pesar de la alta
frecuencia de avistamientos de hembras lactantes y la alta tasa de retorno anual
de individuos jovenes y hembras en el Golfo (ver Gendron 2002), deben existir

otras zonas de agregacion invernal que no han sido detectadas.

El notable incremento en la abundancia de las ballenas azules en aguas de
California durante los Gltimos 20 afios (Calambokidis ef a/. 1989, Calambokidis y
Steiger 1994) que, aunque ha sido interpretado como un signo positivo de
recuperacion (ver Perry et al. 1999), contrasta con la también reciente ausencia
de avistamientos en zonas donde la especie era abundante (Forney et al. 1995b).
Histéricamente la costa occidental de Baja California (durante primavera-otofio)
ha representado una zona importante y aparentemente estable de alimentacién
para las ballenas azules (Scammon 1874, Rice 1966, Tgnnessen y Johnsen 1982,
Gendron 2002). Por el contrario, las grandes agregaciones observadas en aguas
de California (durante verano-otofio) durante los Gltimos afios (ver Forney et al.
1995a, Croll et al. 1998, Fiedler et al 1998, Calambokidis y Barlow 2004),
contrastan con la abundancia de esta especie en la década de los 70's (ver Rice
1974). Este incremento en la abundancia pudiera ser entonces mas una
respuesta a un cambio en la distribucién reciente de las ballenas azules que hace

que coincidan ahi individuos de mas de una zona de agregacion invernal.
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(6) Las diferencias morfométricas entre los individuos fotografiados en aguas de
California y el Domo de Costa Rica (Gilpatrick et al. 1995, 1999), con aquellos
fotografiados y los de las agregaciones del Golfo de California y la costa
occidental de la Peninsula de Baja California (Ortega-Ortiz 2004), plantean la
posible existencia de dos grupos distintos de ballenas azules en el Pacifico
Nororiental. De acuerdo con los resultados de Gilpatrick y colaboradores (op cit.)
las ballenas azules del Pacifico Nororiental presentan proporciones corporales
similares a las de la ballena azul pigmea (Balaenoptera musculus brevicauda);
subespecie que se distribuye en el hemisferio sur. En contraste, los resultados de
Ortega-Ortiz (2004) indican que las ballenas de las agregaciones mexicanas

corresponden a la subespecie del hemisferio norte, Balaenoptera musculus

musculls.

(7) Y por ultimo, los datos genéticos generados recientemente por Conway y sus
colaboradores (2003) evidencian, con base en el andlisis de marcadores
nucleares, homogeneidad entre las agregaciones de California, México, Domo de

Costa Rica, Islas Galapagos y la parte norte de Chile.

En resumen, la extension y por ende los Iimites del llamado stock México/California

parecen ser mucho mas amplios pero adn inciertos.

Las muestras de piel recolectadas de individuos presentes en aguas del Golfo de
California y la costa occidental de la Peninsula de Baja California representan una
excelente oportunidad para buscar evidencias, a través del andlisis filogenético de los
linajes maternos, de que otras agregaciones invernales coincidan en California. Las altas
tasas de retorno y el uso preferencial de la zona costera del la porcion sur del Golfo de
California por parte de las hembras lactantes parecen indicar que, como sucede en otras
especies de misticetos (p.e. Baker et al. 1993, Palsbgll et al. 1995), las ballenas azules

exhiben un patrén migratorio filopatrico.
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Si el Golfo de California representa en realidad la Gnica zona invernal del grupo de
ballenas que pasa el verano en aguas de California, entonces solamente los linajes
maternos que frecuentan el Golfo deberan estar representados a lo largo de la costa
occidental de la Peninsula. Por el contrario, si los linajes maternos que ocurren en la
costa occidental son los mismos que ocupan el Golfo, entonces individuos de

agregaciones mas oceanicas 0 mas nortefias podrian estar concentrandose en California

durante el verano.
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MATERIALES Y METODOS

De acuerdo con los resultados del primer capitulo, el muestreo efectuado en las
agregaciones de ballena azul del Golfo de California y la costa occidental de la Peninsula
de Baja California no parece haber estado sesgado hacia cierto grupo en particular de
individuos. Por lo tanto, se consideré que la muestra es representativa de las ballenas
azules presentes en las agregaciones que ocupan las aguas adyacentes a la Peninsula
de Baja California durante invierno y primavera (ver Gendron 2002). Adicionalmente,
con el objeto de evaluar si el tamafio de muestra era adecuado (ver Taylor y Chivers
1997), se simuld un muestreo aleatorio con reemplazo y réplicas para diferentes

tamanos de muestra.

Frecuencia relativa de los haplotipos

A partir de los 189 individuos identificados (ver Anexo B), sexados molecularmente y
asignados a un haplotipo materno en el capitulo anterior, se calculd la frecuencia
relativa de los haplotipos en las agregaciones por medio de un estimador insesgado

usando el programa Arlequin v2.000 (Schneider et a/. 2000),

Proporcion de sexos

La frecuencia relativa de individuos machos y hembras fue calculada directamente a
partir del nimero de individuos sexados mediante el analisis molecular (ver Anexo B).
Posteriormente se recalculé dicha proporcion considerando por separado a las crias.
Finalmente, la proporcién se sexos por zona y por afio se calculd a partir del historial de
avistamientos de los individuos fotoidentificados en los que pudo determinarse el sexo

molecularmente.

Indices de diversidad genética intrapoblacional

El célculo de los indices diversidad genética se efectud utilizando el programa del
programa Arlequin v2.000 (Schneider et a/. 2000). La diversidad genética (#) se calculd
como la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar a partir de la muestra sean

55



diferentes (Nei 1987). Se calcularon también el numero promedio de diferencias
pareadas (n) y la diversidad nucleotidica promedio (n,) entre todos los individuos
(Tajima 1993).

Distancia genética entre haplotipos
El célculo de las distancias genéticas y la construccion de los arboles filogenéticos se

realizaron en el programa MEGA v3.0 (Kumar et a/. 2004).

Con base en las secuencias editadas obtenidas del alineamiento efectuado en el
programa MultAlin en el capitulo anterior (ver Anexo C), se calcularon las distancias
genéticas entre todos los linajes maternos (haplotipos) presentes en las agregaciones
mexicanas usando el modelo de Tamura y Nei (1993). Este modelo corrige las distancias
interhaplotipicas mediante un modelo con distribucion Gamma?® que considera una tasa
diferencial de sustituciones entre nucleotidos y desigualdad en la proporcion de estos
ultimos; modelando de esta forma las tasas evolutivas entre sitios homdlogos en las
secuencias. El parametro de forma ade la distribucion Gamma (" shape parameter
alpha) se calculd por medio del programa GZgmma (GU y Zhang 1997) y los otros
descriptores (frecuencia de nuclectidos, nimero de transversiones y transiciones) se

calcularon a través del programa MEGA v3.0.

Analisis filogenético

Como primer paso para el analisis de la filogenia entre los haplotipos se selecciond el
método de la minima evolucion (ME; ver Rzhetsky y Nei 1992) como criterio de
optimizacién (ver Swoffard et a/. 1996). Este método filogenético, muy parecido al de
parsimonia, consiste en transformar las diferencias observadas entre haplotipos en una

matriz de distancias pareadas con la que se construye un arbol filogenético en el que la

T En el caso del analisis de secuencias nucleotidicas la distribucion Gamma esta determinada por la tasa de
variacion del nimero esperado de sustituciones nucleotidicas en cada sitio. El pardimetro de forma (i) de
la distribucion Gamma tiende a mfinito cuando no existe varacion en numero de sustituciones entre sitios.
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longitud de las ramas es optimizada; las distancias entre los haplotipos en el arbol se

optimizan haciendo que se ajusten lo mas posible a las de la matriz de distancias.

La estrategia empleada en la blsqueda para la topologia mas aproximada al criterio de
optimizacion fue la de agrupamiento del vecino mas cercano (Neighbor-Joining [NJ]; ver
Saitou y Nei 1987). EI método NJ es una version simplificada del método ME, en el que a
diferencia de este Ultimo, se produce un arbol no anclado o enraizado ya que no
requiere del supuesto de una tasa constante de evolucién, por lo que requiere de la
inclusion de un taxon externo (ver Nei y Kumar 2000). Para todos los casos se
condiciond la construccién del &rbol con un nivel de blsqueda entre vecinos mas
cercanos de 2.0 (close-neighbor-interchange) y una retencion de 100 arboles o posibles
topologfas. La robustez de la topologia optimizada de la filogenia se evalud a partir de

10,000 réplicas generadas por el método de remuestreo de bootstrap?’.

Adicionalmente se generd la red de la minima separacion (MSN; minimum spanning
network; ver Excoffier et a/. 1992) mediante el programa Arlequin v2.000. Este analisis
estima la relacién entre los haplotipos a partir de una matriz de distancias cuadradas
entre los haplotipos. El analisis por MSN sigue el método de Wagner para la
construccion de arboles parsimoniosos (ver Felsenstein 1989, Swofford y Olson 1990,
Ravindra et a/. 1993) pero ubica los haplotipos como nodos de interconexion en la red
en lugar de usarlos como la punta de las ramas en un arbol filogenético. Su
representacion grafica permite inferir si existe un patrén de distribucion espacial para los
haplotipos, por lo que ha sido ampliamente usada para el andlisis de datos moleculares

en estudios biogeograficos (p.e. Excoffier et al. 1992, Encalada et al. 1996, Redenbach y
Taylor 1999).

Para establecer la identidad de las agregaciones se efectué un nuevo analisis

filogenético en el que se incluyeron, ademés de los haplotipos de las agregaciones

" Fl mélodo de remuestieo por bootstrap consiste en generar submuestras aleatorias con reemplazo a
partii de la muestra original, cada submuesita es analizada independientemente y la significancia se
evalila en funcon del ndmero de veces que el resultado fue el nismo, De esta manera puede evaluarse si
el agrupamiento es consistente o si hay una gran variedad de agrupamientos igualmente significativos.
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mexicanas, los haplotipos definidos a partir del andlisis de secuencias homologas
disponibles en el GeneBank para la especie. En el Anexo D se detallan las fuentes y los

numeros de acceso al GeneBank de las secuencias empleadas.

Debido a que la adicion de un solo grupo externo frecuentemente identifica
incorrectamente la posicion basal del grupo interno en las reconstrucciones filogenéticas-
(Maddison et al. 1994, Smith 1994), se incluyeron varios grupos externos. Para ello se
empled un conjunto de 417 secuencias homdlogas, representando a 9 especies de

misticetos, disponibles en el GeneBank (ver Anexo D).

La porcién hipervariable del genoma mitocondrial de los cetaceos esta caracterizada por
la presencia de bloques de delecion con marcadas diferencias en longitud (Arnason et al.
1993). Por lo tanto, decidi emplear para este caso un alineamiento estocastico para
regiones no codificantes parametrizado por la distribucion de frecuencia de los eventos
de insercion y delecién, asi como de la tasa de ocurrencia de los mismos en relacion a
las sustituciones nucleotidicas mediante el programa MCALIGN (Keightley y Johnson
2004).

El andlisis filogenético interespecifico se realizd con el mismo modelo de sustitucion
nucleotidica y los mismos criterios de optimizacion y agrupamiento empleados en el

analisis intraespecifico.

Analisis de la estructura poblacional

Para determinar la posible subdivision de la poblacién se realizé un analisis molecular de
varianza (AMOVA) jerarquico, por medio del programa Arlequin v2.000 (Schneider et aL.
2000), usando el indice de fijacion de Wright, ~estadistico (/sr; ver Wright 1965; Weiry
Cockerham 1984), y su estadistico andlogo @ (@r; ver Excoffier et al. 1992). A
diferencia de A, en el calculo de @ se incorpora la informacion sobre la distancia
genética entre los haplotipos (el nimero de sitios variables o mutaciones) y no solo la

frecuencia de estos.
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El nivel de significancia de los componentes de la varianza asociados a los diferentes
niveles de estructura genética, se calculé por medio de 16,000 permutaciones no-
paramétricas (ver Excoffier et al 1992). Usando un nivel de significancia al 95%
(a=0.05) y bajo la hipotesis nula de panmixia, cuando p<0.05 se considerd una

poblacion estructurada.

Los criterios empleados para formar los grupos de comparacion se basaron en el
historial de individuos de ballenas azules fotoidentificadas. Las comparaciones que se
realizaron fueron las siguientes: (1) Entre afios y entre localidades para evaluar
diferencias en el uso del habitat por parte de las agregaciones, (2) entre machos y
hembras adultos para explorar segregacion por sexos y aspectos sobre la estrategia
reproductiva, (3) entre hembras lactantes y no lactantes para evaluar la importancia de
las agregaciones con respecto a las actividades de crianza, y (4) entre los grupos

filogenéticos para evaluar la estructura de las agregaciones en la escala evolutiva.
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RESULTADOS

Como se menciond en primer capitulo, la asignacién de haplotipos maternos con base
en la secuencias del DNA mitocondrial y la identificacion molecular del sexo permitio
reconocer 189 individuos del catalogo fotografico de ballenas azules; representando
cerca del 47% del total de individuos fotoidentificados hasta la fecha (D. Gendron com.
pers.). Dentro de las muestras que no pudieron ser asignadas a ningln individuo
(identificacion ambigua del sexo, mala calidad del registro fotogréfico o discrepancias en
la asignacion de la muestra a los individuos), se detectd un haplotipo mas, representado
por un solo individuo, que decidi incluir en el analisis genético dada la certeza de que
representa a un individuo diferente de los 189 ya identificados (ver Tabla VII, capitulo 2;
Anexo C). Por lo tanto, los andlisis filogenéticos y de estructura genética realizados en el

presente capitulo incluyen 17 haplotipos y 190 individuos.

La composicion nucleotidica promedio entre las secuencias de ballena azul resultd en
una proporcion ligeramente sesgada hacia las pirimidinas (T= 31.3%); C= 22.8%); A=
31.4%; G= 14.4%). El alineamiento de las secuencias se realizo sin necesidad de incluir
inserciones o deleciones y no se detecté heteroplasmia en la composicion nucleotidica o

en el tamafo del fragmento.

De los 500 pares de bases analizados, 20 sitios presentaron sustituciones; todas ellas
transiciones (65% C/T y 35% A/G). Sélo 13 de los 20 sitios variables resultaron

filogenéticamente informativos (Tabla XI).
La frecuencia relativa de los haplotipos fue heterogénea, con cinco de los haplotipos

representando al 80% de los individuos muestreados, mientras que cinco haplotipos

mas estuvieron representados, cada uno, por un solo individuo (Tabla XII).
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Tabla XI. Sitios de segregacion filogenéticamente informativos para los haplotipos mitocondriales de
ballena azul del Golfo de California y la costa occidental de la Peninsula de Baja California, México.

Haplotipo 074 147 1
- -

48 15

*

Silios variables "

*

7 164 165 168 172 181 213 251 267 320 325 343 347 350 368 369 379
- * - * * * " -

NPBWO1
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NPBWO03
NP BWO04
NP BWO05
NP BWO06
NP BWO7
NP BWO08
NPBWO09
NPBW10
NPBW11*
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* Los sitios marcados con un asterisco corresponden a aquellos parsimoniosamente informativos. El nimero de los
sitios refiere a los de la Tabla VII y corresponden a los sitios 15,826 a 16,324 de la secuencia completa del genoma
mitocondrial de la ballena azul (Arnason y Gullberg 1993; GeneBank NC_001601).

2 EL haplotipo NPBW11 se afiadio en este analisis aunque pertenece a un individuo no identificado. Al representar un
haplotipo Unico se tuvo la certeza de que es un individuo distinto al resto.

Haplotipo Individuos fi
NPBWO1 76 0.400 (0.036)
NPBWO02 22 0.116 (0.023)
NPBW03 2 0.011 (0.007)
NPBWO04 1 0.005 (0.005)
NPBWO05 8 0.005 (0.015)
NPBWO06 17 0.089 (0.021)
NPBWO7 8 0.042 (0.015)
NPBWO08 2 0.011 (0.007)
NPBWO09 1 0.005 (0.005)
NPBW10 > 0.011 (0.007)
NPBW 11 1 0.005 (0.005)
NPBW13 2 0.011 (0.007)
NPBW14 26 0.137 (0.025)
NPBW15 1 0.005 (0.005)
NPBW16 1 0.058 (0.017)
NPBW17 1 0.005 (0.005)
NPBW18 9 0.047 (0.015)

* |los valores entre paréntesis corresponden a la
desviacion estandar del estimador insesgado de
frecuencia.

Tabla XII. Frecuencia relativa (/) de los haplotipos
maternos de ballena azul de las agregaciones mexicanas.
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Diversidad genética

A pesar de las marcadas diferencias en la frecuencia relativa de los haplotipos, la
diversidad haplotipica estimada y su desviacion estandar fue de 0.7943 £ 0.0232; valor
que refleja la ocurrencia de mas de un haplotipo com(n en las agregaciones mexicanas.
Por su parte, el nimero promedio de diferencias nucleotidicas en las comparaciones
pareadas y su desviacién estandar fue de 3.202 + 1.662, mientras que la estimacion de
diversidad nucleotidica promedio y su desviacion estandar fue de 0.0064 + 0.0037. Los
coeficientes de variacién para estos dos Ultimos indices, cercanos al 50%, reflejan la

presencia de haplotipos con niveles de divergencia relativamente altos.

Distancia genética y reconstruccion filogenética

La estimacion del parametro de forma (a) de la distribucion Gamma que se empleé para
corregir la distancia genética por diferencias en las tasas de sustitucion y composicion
nucleotidica, resultd en un valor de 0.2084 cuando se incluyeron sdlo secuencias de

ballena azul y su congénere la ballena de aleta (Balaenoptera physalus).

La distancia promedio interhaplotipica estimada fue de 0.012 + 0.037. En la Tabla XIII
se muestran las distancias genéticas y las desviaciones estandar (10,000 remuestreos
por bootrstap), calculadas por medio del modelo de sustitucion nucleotidica de Tamura-
Nei con correccion Gamma a = 0.2084), entre los 17 haplotipos mitocondriales

detectados en las agregaciones mexicanas de ballena azul.

El andlisis filogendtico bajo el criterio de optimizacién por minima evolucién (ME) resulto
en un arbol de mayor consenso (10,000 remuestreos por bootstrap) cuya topologia
reconstruida por el método de agrupamiento de vecinos (Neighbor-Joinning) se muestra
en la Figura 4. La topologia de este arbol sugiere la existencia de dos clados para las
agregaciones de ballena azul del Golfo de California y la costa occidental de Ia Peninsula

de Baja California.
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Tabla XIII. Distancia genética entre los haplotipos maternos mitocondriales para las agregaciones mexicanas de ballena azul en el Pacifico Nororiental.

NPBW01 NPBWO02 NPBWO3 NPBWO04 NPBWO5 NPBWOS NPBWO7 NPBW0S NPBW0S NPBW10 NPBW11 NPBW13 NPBW14 NPBW15 NPBW16 NPBW17 NPBW18

NPBWO1 [0002]  [0.003] [0.002) [0.005] [0.006] [0.007] [0.007]  [0.004] [0.005] [0.008]  [0.003]  [0.002] [0.002]  [0.004]  [0.002]  [0.004]
NPBWO2  0.002 [0.002] [0.008] [0.006] [0.006] [0.007]  [0.008]  [0.004] [0.006]  [0.007]  [0.004]  [0.003]  [0.003]  [0.005]  [0.003]  [0.004]
NPBWO3  0.004 0.002 [0.004]  [0.007]  [0.007]  [0.008] [0.006]  [0.005] [0.006] [0.007]  [0.004]  [0.004]  [0.004]  [0.008]  [0.004]  [0.005]
NPBWO4  0.002 0.004 0.006 [0.004]  [0.007] [0.008] [0.008] [0.005] [0.005] [0.007]  [0.004]  [0.003]  [0.008]  [0.005]  [0.003]  [0.004]
NPBWO5  0.011 0.013 0.015 0.008 [o.cog]  [0.008] [0.008] [0.007] [0.007]  [0.008]  [0.008]  [0.006]  [0.005]  [0.005]  [0.006]  [0.007]
NPBWOS  0.014 0.016 0018 0.018 0.021 [0.002]  [0.004]  [0.005] [0.002]  [0.003]  [0.008]  [0.005]  [0.007]  [0.007]  [0.006]  [0.006]
NPBWO7 0016 0.018 0.021 0.019 0.023 0.002 [0.004]  [0.006] [0.003]  [0.002]  [0.007] [0.006] [0.006]  [0.008]  [0.007]  [0.007]
NPBWOS  0.018 0.021 0.023 0.021 0.026 0.008 0.008 [0.007]  [0.005]  [0.004] [0.007] [0.006] [0.008]  [0.008]  [0.007]  [0.007]
NPBWO9  0.006 0.008 0.011 0.009 0.018 0.011 0.014 0.016 [0.005]  [0.007)  [0.005]  [0.004] [0.004]  [0.008]  [0.004]  [0.004]
NPEBW10  0.011 0.013 0.015 0.014 0.018 0.002 0.004 0.011 0.009 [0.004]  [0.005] [0.005] [0.008] [0.008]  [0.006]  [0.006]
NPBW11  0.014 0.016 0.018 0.016 0.021 0.004 0.002 0.008 0.016 0.008 [0.005] [0.005] [0.007] [0.007] [0.007]  [0.007]
NPBW13  0.004 0.006 0.008 0.008 0.015 0.014 0.018 0.018 0.011 0.011 0.014 [0002]  [0.002]  [0.004]  [0.004]  [0.005]
NPBW14  0.002 0.004 0.006 0.004 0.013 0.011 0.014 0.016 0.009 0.009 0.011 0.002 (0.003]  [0.004] [0.003]  [0.004]
NPBW15  0.002 0.004 0.006 0.004 0.013 0.016 0.01¢ 0.021 0.009 0.014 0.018 0.002 0.004 [0.005]  [0.003]  [0.004]
NPBW16  0.008 0.011 0.013 0.011 0.011 0.018 0.021 0.023 0.015 0.015 0.018 0.008 0.006 0.011 [0.005]  [0.008]
NPEBWAT  0.002 0.004 0.007 0.004 0.013 0.016 0.018 0.021 0.008 0.013 0.018 0.008 0.004 0.004 0.011 (0.004]

NPBW18  0.006 0.008 0.011 0.008 0.018 0.016 0.018 0.016 0.008 0.013 0.018 0.011 0.008 0.008 0.015 0.008

" En la diagonal inferior se indican el estimador de distancia y en la diagonal superior, entre paréntesis, la desviacion estandar del estimador obtenida mediante 10,000
remuestreos (bootstrap). Las distancias fueron obtenidas con base en el modelo de sustitucién nucleotidica de Tamura-Nei (a = 0.2084).
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Figura 4. Reconstruccion filogenética por minima evolucion para los linajes mitocondriales (500 pb)
de las agregaciones mexicanas de ballena azul en el Pacifico Nororiental. Modelo de sustitucion
nucleotidica de Tamura-Nei con correccion Gamma (a =
Se indican sobre las ramas los valores de remuestreo que las sustentan. (A) Arbol no linearizado de
mayor consenso. (B) Arbol linearizado de consenso estricto en el que se indican con el sombreado los

dos clados soportados por valores altos de remuestreo.
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0.2084) y 10,000 replicaciones (bootstrap).
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El clado Pacifico Nororiental I agrupd la mayor parte de los linajes comunes (p.e.
NPBWO1, NPBW02, NPBW14 y NPBW16; ver Tabla XII), que representan a su vez cerca
del 79% de los individuos muestreados en las agregaciones mexicanas. El clado Pacifico
Nororiental II, a pesar de ser el mas solidamente sustentado en la topologia, agrup6
solo uno de los linajes comunes y varios de baja frecuencia; representando al 16% de
los individuos de las agregaciones mexicanas (p.e. NPBW06, NPBWO07). Los haplotipos
NPBWO09 y NPBW18 no fueron agrupados dentro de ninguno de estos clados, y aunque
la topologia de mayor consenso (Fig. 4a) sugiere que cada uno de ellos pudiese estar
mas estrechamente relacionado a uno de los clados definidos, la topologia de consenso
estricto y el alto valor de remuestreo para el caldo II indica que ambos se encuentran

mas relacionados con el clado Pacifico Nororiental I (Fig. 4b).

Es de resaltar la posicion basal de los haplotipos del clado I en la topologia del arbol

filogenético, lo que sugiere un caracter ancestral del mismo.

Aungue en términos generales la MSN evidencio el mismo patrén filogenético, en el que
los linajes forman dos grupos, la posicion central del haplotipo NPBWOL1 vy el numero de
haplotipos que de €l derivan sugieren también el caracter ancestral del clado I. En la
arquitectura de la red de la minima separacién (MSN) se observd que la ambigliedad
topoldgica del haplotipo NPBW09 se debe a la asignacién de una conexion alternativa
(igualmente parsimoniosa) con el haplotipo basal (NPBW10) del clado II (Fig. 5).
Adicionalmente el andlisis indico una conexion alternativa entre los haplotipos NPBW13 y

NPBW15.
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Figura 5. Red de la minima distancia (MSN) para los linajes mitocondriales de las agregaciones mexicanas
de ballena azul en el Pacifico Nororiental. Los circulos denotan los haplotipos (gris oscuro para el clado
Pacifico Nororiental I y gris claro para el clado Pacifico Nororiental I1I) y su tamafio es proporcional al
nimero de individuos que presentan cada linaje. Las lineas negras continuas que interconectan los linajes
representan la distancia genética entre los linajes y las lineas discontinuas de color gris claro denotan las
conexiones alternativas (igualmente parsimoniosas). Las lineas gruesas perpendiculares a las conexiones
entre haplotipos representan el nimero de sustituciones nucleotidicas. Los nimeros corresponden a la
designacion de los linajes (p.e. NPBW01 = 1, NPBW02 = 2). Bp = Balaenoptera physalus (ballena de aleta).
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Paralelamente, y con el objeto de evaluar la robustez de los dos clados identificados en
las agregaciones mexicanas, se realizd un nuevo analisis filogenético en el que se
incorporaron secuencias homologas de otros especimenes de ballena azul disponibles en
GeneBank (Tabla X1V, Anexo D). Es sumamente importante resaltar en este punto que
no se encontrd informacion detallada sobre de estas secuencias, por lo que se
desconocen con precision la procedencia, el periodo en que se obtuvieron las muestras y
la frecuencia relativa de los haplotipos maternos definidos a partir de dichas secuencias.
El alineamiento y la edicion de estas Ultimas secuencias, en conjunto con las obtenidas
en este trabajo, permitieron la comparacién de un fragmento de 301 pb (299 sitios
utiles). Se detectaron 39 sitios variables (37 transiciones y 2 deleciones) que permitieron
definir un total de 30 haplotipos (Tabla XV); 19 sitios variables mas de los que se

detectaron empleando solo las muestras de las agregaciones mexicanas.

El valor de diversidad nucleotidica promedio para los 30 linajes maternos de ballena azul
se estimo considerando dos alternativas: frecuencias homogéneas para todos los
haplotipos y las frecuencias observadas de estos. Los valores de 77, obtenidos fueron de
0.0257 + 0.0116 y de 0.0108 + 0.0058, respectivamente. Dichos valores representan
con toda seguridad sobre-estimaciones de la diversidad nucleotidica por lo que deben

considerarse como meras aproximaciones e interpretarse con reserva.
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Tabla XIV. Secuencias homdlogas (dominio hipervariable I — regién control mitocondrial) de ballena azul

disponibles en la base de datos del GeneBank incorporadas al anélisis filogenético de los linajes de las
agregaciones mexicanas.

Etiqueta Procedencia Localidad Fuente No. GeneBank
1s01 Biopsia Islandia Arnason ef al 1993 X72204.1
1s02 Biopsia Islandia Arnason y Gullberg 1993 NC_001601.1

BCO1 Biopsia Baja California Baker ef al. 1896 L35607

BCO02 Biopsia Baja California Baker ef al. 1996 L35608

NCO1 Varamiento (necropsia) Nueva Caledonia Borsa etal. (No publicado) AY235201
TO1 Captura comercial (textil) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY340958
BO1 Captura comercial (bula timpénica) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY390265
B03 Captura comercial {bula timpanica) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY390266
B80S Captura comercial (bula timpanica) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY390267
BO7 Captura comercial (bula timpénica) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY390268
B12 Captura comercial (bula timpanica) Atlantico Norte? McEwing (No publicado) AY390269
B17 Captura comercial (bula timpanica) Antartica?* McEwing (No publicado) AY390270
B18 Captura comercial (bula timpanica) Antartica?* McEwing (No publicado) AY390271
B19 Captura comerdal (bula timpanica) Antartica?* McEwing (No publicado) AY390272
B20 Captura comerdial (bula timpanica) Antartica?* McEwing (No publicado) AY390273
B21 Captura comerdial (bula timpanica) Antartica?* McEwing (No publicado) AY390274
B22 Captura comercial (bula timpanica) Antartica?” McEwing (No publicado) AY390275
B23 Captura comerdal (bula timpanica) Atlantico Sur? McEwing (No publicado) AY390276
B24 Captura comercial (bula timpénica) Antértica?* McEwing (No publicado) AY350277

* Especimenes capturados entre 1856 y 1915 de acuerdo con Herman (1992). La secuencia NCO1 corresponde a un
varamiento ocurrido entre 2000 y 2003 pero ne se cuenta con la fecha exacta.



Tabla XV, Sitios de segregacion (polimérficos) para todos los haplotipos mitocondriales de la ballena azul incluidos en el andlisis filogenético global.

Haplotipo/Sitio 14 38 79 87 88 83 91 97 104 105 108 112 121 127 129 131 132 148 153 158 169 185 191 207 215 217 218 247 252 261 265 266 271 284 288 281 297
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* El cddigo que identifica a cada haplotipo corresponde a aquellos de las Tablas XII y XIV. La secuencia empleada corresponde a los sitios 15,911 a 16,184 de la
secuencia completa del genoma mitocondrial de la ballena azul (Arnason y Gullberg 1993; GeneBank NC_001601).
" La reduccién en el nimero de sitios (nucledtidos) empleados resulté en un menor nimero de haplotipos para las agregaciones mexicanas y algunos de ellos fueron
reagrupados dentro de otros (NPBW01=NPBWO015; NPBW13 =NPBW14=BC01=BC02; Is01 = Is02; B01=B22).
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De la reconstruccion filogenética basada en estos 30 haplotipos resulta evidente que la
sélida topologia previamente descrita para las agregaciones mexicanas se modificd de
manera importante (Fig. 6). El clado I (clado comdn de aqui en adelante) se disgregd
sugiriendo la ocurrencia de mas de dos grupos de linajes en las agregaciones
mexicanas. Aunque estos grupos no fueron sustentados por valores de remuestreo
altos, llama la atencion la asociacion de haplotipos geogréficamente distantes (Nueva
Caledonia e Islandia) dentro del grupo donde se encuentra el haplotipo mas comun de
las agregaciones mexicanas (NPBWO01). Por su parte, a pesar de que el valor de
remuestreo en el arbol de mayor consenso fue ligeramente menor, el clado II mantuvo
su integridad, incorporando ademas un par de haplotipos que en el analisis de las
agregaciones mexicanas se encontraban mas asociadas al clado I (NPBW13 y NPBW14,

ver Fig. 5y 6)

A través de la red de la minima separacion (MSN) se observd un arreglo congruente con
la topologia del arbol filogenético para todos los haplotipos maternos de ballena azul,
pero fue posible ademas evidenciar que los bajos valores de robustez en los
remuestreos (bootstrap) se deben a la ocurrencia de conexiones alternativas
(igualmente parsimoniosas) entre un par de haplotipos en la porcién central del MSN
(Fig. 7; haplotipos B03/B20). La posicion central del haplotipo mas comin en las
agregaciones mexicanas (NPBWO01) en este MSN, aunada a la asociacién de haplotipos
geogréficamente distantes, concuerdan con el patron que podria esperarse para un
haplotipo ancestral (Fig. 7). Sin embargo, los bajos valores de remuestreo y la presencia
de linajes de diferentes regiones geograficas sin un patron de agrupamiento definido, no
permiten establecer de manera concluyente el caracter ancestral que se habia sugerido

inicialmente para el clado I.
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Tabla XVI. Distancia genética entre los haplotipos maternos de ballena azul incluidas en el anélisis filogenético global. En la diagonal inferior se indican el
estimador de distancia y en la diagonal superior, entre paréntesis, la desviacion estandar del estimador obtenida mediante 10,000 remuestreos (bootstrap).
Las distancias fueron obtenidas con base en el modelo de sustitucion nucleotidica de Tamura-Nei (a = 0.2084).

NPBWO1 NPBEWO02 NPBWO3 NPEW04 NPEWOS NPBWOS NPBWO7 NPBW08 NPBWO02 NPSW10 NPEW11  NPBW13 NPBW16  NPBW17 NPBW18 T01

NPEWO1 [0.0038]  [0.0050]  [0.0035]  [0.0085]  [0.0115]  [0.013¢]  [0.0186]  [0.0074]  [0.0085]  [0.0117]  [0.0036]  [0.0083]  [0.0038]  [0.0053]  [0.0120]
NPBWO2  0.0035 (0.0038]  [0.0052]  [0.0113]  [0.0120]  [0.0142]  [0.0170]  [0.0084]  [0.0100]  (0.0121]  [0.0051]  [0.0103]  [0.0060]  [0.0070]  [0.0128]
NPEW03 00075  0.0035 [0.0069]  [0.0133]  [0.0128]  [0.0150] [0.0180]  [0.0085]  [0.0111]  [0.0131]  [0.0088]  ([0.0127]  [0.0084]  [0.0080]  [0.0140)
NPEWO4  0.0035 0.0070 0.0109 [0.0082]  [0.0138]  [0.0163] [0.0182]  [0.0031]  [0.0716]  [0.013%]  [0.0056]  [0.0095]  [0.0052]  [0.0067]  [0.0141]
NPEWO5 00188 0.0232 00282  0.0147 [0.0148]  [0.0168]  [0.0188]  [0.0147]  [0.0125]  [0,0148]  [0.0110]  [D.0098]  [0.0108]  [0.0125]  [0.0147]
NPBWOS 00205 00241 00280  0.0257 0.0333 [0.0035] [0.0084]  [0.0084]  [0.0035]  [0.0055]  [0,0095]  [0.0132]  [0.0123]  [0.0102]  [0.0140]
NPBWO7 00258 00293 00333 00315 00390  0.0035 [0.0050]  [0.0117]  [0.0055]  [0.0035]  [0.0115]  [0.0152]  [0.0144] [0.0123]  [0.0164]
NPEWOS  0.0351 0.0320 00434 00413 00497  0.0108 0.0070 (0.0142)  [0.0079]  [0.0065]  [0.0140]  [0.0182)  [0.0173] [0.0137]  [0.0192]
NPBWOS  0.0113 0.0148 00188 00157 0.0333 00157 0.0205 0.0293 [0.0074]  [0.0141]  [0.0093] [0.0127]  [0.00B4]  [0.0069]  [0.0140]
NPBW10 00157 00193 00232 00205 0.0280 0.0035 0.0072 00148 00113 [0.0074)  [0.0077]  [0.0114]  [0.0104]  [0.0085]  [0.0120]
NPEW11 00208  0.0241 0.0280 0.0258 0.0333 0.0072 0.0035 0.0108 0.0258 00113 [0.0095]  [0.0132]  [0.0123]  ([0.0103]  [0.0138]
NPBW13  0.0035 0.0070 0.0109 0.0072 0.0232 0.0157 0.0205 0.0283 0.0157 00113 0.0157 [0.0072)  [0.0052]  [0.0067]  [0.0100]
NPBW1S  0.0147 0.0182 0.0242 0.0188 0.0188 0.0280 0.0333 0.0435 0.0280 00232 0.0281 0.0110 [0.0100]  [0.0112]  [0.0088]
NPEW17 00035  0.0075 0.0119 0.0070 0.0232 0.0241 0.0293 0.0380 0.0148 0.0193 0.0241 0.0070 0.0191 (0.0071]  [0.0128]
NPBWA8 00070  0.0109 0.0154 0.0108 0.0276 0.0193 0.0241 0.0259 0.0108 0.0148 00193 0.0108 0.0232 0.0108 10.0110]
T04 0.0241 00280  0.0324 0.0293 0.0293 0.0293 0.0350 0.0452 0.02¢3 0.0241 0.0293 0.0192 0.0148 0.0280 0.0232
B24 00280 00324 0.0374  0.0331 0.0451 0.0331 0.0388 0.0411 0.0147 0.0280 0.0451 0.0331 0.0288 0.0324 0.0192 0.0410
B23 0.0188 0.0232 0.0282 0.0232 00332 0.0232 0.0280 0.0378 0.0232 0.0188 0.0332 0.0147 0.0188 0.0232 0.0278 0.0192
B21 0.0803 0.0863 00732 0.0870 0.0672 0.0826 0.0746 0.0772 0.0670 0.0746 0.0672 0.0670 0.0604 0.0656 0.0484 0.0484
B20 0.0035 0.0070 0.0108 0.0072 0.0232 0.0157 0.0208 0.0294 0.0072 00113 0.0158 00072 00188 0.0070 0.0035 0.0193
B19 0.0280 0.0324 0.0374 0.0331 0.0451 0.0450 0.0518 0.0553 0.0232 0.0388 0.0451 0,0331 0.0389 0.0324 0.0192 0.0292
B18 0.0193 0.0232 0.0277 0.0241 0.0241 0.0241 0.0284 0.03¢1 0.0241 0.0193 0.0241 0.0241 0.0294 0.0232 0.0188 0.0315
B17 0.0280 0.0324 0.0374 0.0331 0.0451 0.0232 0.0280 0.0378 0.0232 0.0188 0.0332 00232  0.0280 0.0324 0.0276 0.0192
B12 00113 0.0149 00188 0.0158 00233 00158 0.0208 0.0295 0.0158 00113 0.0158 0.0158 0.0282 00148 00108 0.0294
807 00035 00070 00110 0.0073 0.0148 0.0158 0.0206 0.0295 0.0158 0.0113 0.0158 0.0073 00189 00070 00108 0.0294
B05 00073 00108 0.0148 00113 0.0188 0.0113 0.0158 0.0242 0.0113 0.0073 0.0206 0.0113 0,0233 0.0108 0.0148 0.0251
B03 0014 00188 00233 00193 0.0378 0.0183 0.0241 0.0334 0.0193 0.0148 0.0193 0.0108 0.0233 0.0188 0.0147 00233
B01 00070 00110 00154  0.0108 00182 00193 0.0242 0.0253 0.0193 0.0148 00193 00108 00233 0.0110 0.0073 00334

NCO01 0.0193 0.0232 0.0277 0.0241 0.0241 0.0241 0.0284 0.0391 0.0241 0.0183 0.0352 0.0241 0.0284 0.0232 0.0281 0.0446
1s01 0.0072 0.0108 0.0147 0.0113 0.0188 0.0205 0.0258 0.0351 0.0205 0.0157 0.0206 0.0113 0.0232 0.0108 0,0148 0.0350




Tabla XVI. Distancia genética entre los haplotipos maternos de ballena azul incluidas en el anélisis filogenético global (Continuacién).

B24 B23 821 B20 B19 B18 817 B12 807 BO5 803 801 NCO1 Is01
NPBWO1  [0.0128]  [0.0096]  [0.0235]  [0.0036]  [0.0126]  [0.0103]  [0.0128]  [0.0078]  [0.0037  J[0.0057]  [0.0083]  [0.0054]  [0.0098]  [0.0057]
NPBWO2  [0.0142)  [0.0113]  [0.0260]  [0.0052]  [0.0140)  [0.0114]  [0.0142]  [0.0085]  [0.0052  ][0.0088]  [0.0092]  [0.0071]  [0.0108]  [0.0068]
NPBWO3  [0.0157]  [0.0133]  [0.0290]  [0.0070]  [0.0156]  [0.0130]  [0.0158]  [0.0095]  [0.0071  )0.0083]  [0.0108]  (0.0091]  [0.0122]  [0.0084]
NPEWO4  [0.0144]  [0.0110]  [0.0258]  (0.0056]  [0.0144]  [0.0124]  [00148]  (0.0098]  [0.0057  )0.0074] [0.0101]  [0.0069]  [0.0112]  [0.0076]
NPEBWO5  [0.0198]  [0.0151]  [0.0272]  [0.0112]  [0.0185]  [0.0122]  [0.0202]  [0.0105]  [0.0081  )0.0083] [0.0181]  [0.0097]  [0.0118]  [0.0092]
NPEWOS  [0.0148]  [0.0112]  [0.0338]  [0.0085]  [0.0196]  [0.0121]  [0.010¢]  [0.0096]  [0.0083  )J0.0074] [0.0103]  [0.0101]  [0.0118]  [0.0115]
NPBWO7  [0.0172)  [0.0128]  [0.0298]  [0.0115]  [0.0228]  [0.0142]  [0.0125]  [0.0117]  [0.0114  ]0.0083] [0.0124]  [0.0120]  [0.0143]  [0.0137]
NPBWOS  [0.0190]  [0.0156]  [0.0318]  [0.0141]  [0.0252]  [0.0169]  [0.0152)  [0.0141]  [0.0138  J0.0117]  [0.0148]  [0.0134]  [0.0171]  [0.0163)
NPBWOS  [0.0080]  [0.0111]  [0.0288]  [0.0057]  [0.0110]  [0.0120]  [0.0112]  [0.0097]  [0.0086  J0.0076] [0.0104]  [0.0104]  [0.0117]  [0.0118]
NPBW10  [0.0128] [0.0089]  (0.0297]  [0.0075]  [0.0171]  [0.0101]  [0.0086] [0.0076]  [0.0074  J[0.0055]  (0.0084]  [0.0084]  [0.00S8]  [0.0083]
NPBW11 [0.0203]  [0.0148]  (0.0265]  [0.0096]  [0.0197]  [0.0120]  [0.0148]  [0.0006]  [0.0084  J[0.0114]  [0.0104]  [0.0101]  [0.0165]  [0.0115]
NPBW13  [0.0148]  [0.0082]  [0.0261]  [0.0055]  [0.0145]  [0.0121]  [0.0108]  [0.0086]  [0.0056  [0.0075] [0.0086]  [0.006S]  [0.0115]  [0.0076]
NPBW16  [0.0170]  [0.0088]  [0.0244]  [0.0086]  [0.0170]  [0.0143]  [0.0128]  [0.0131]  [0.0087  J0.O113] [0.0115]  [0.0113]  [0.0143]  [0.0141]
NPBW17  [D.0141]  [0.0109]  [0.025¢]  [0.0053]  [0.0140]  [0.0113]  [0.0141]  [0.0088]  [0.0054  JO.COSS]  [0.0096]  [0.007Z]  [0.0106]  [0.00689]
NPBW18  [D.0700]  [0.0127]  [0.0194]  [0.0038]  [0.0097]  [0.0085]  [0.0124)  [0.0070]  [0.0071  J0.0087]  [0.0081]  [0.0058]  [0.0125]  [0.0087]
T01 [0.0183]  [0.0102]  [0.0200]  [0.0100]  [0.0138]  [0.0160]  [0.0101]  [0.0141]  [0.0143  [0.0168] [0.0112]  [0.0151]  [0.0220]  [0.0166]
B24 [0.0149)  [0.0315]  [0.0110]  [0.0095]  [0.0167]  [0.0149]  ([0.0110)  [0.0152  [0.0130] [0.0181]  [0.0144]  [0.0163]  [0.0129]
B23 0.0331 [0.0332)  [0.0112)  [0.0198]  [0.0172)  [0.00B0]  [0.0153]  [0.0112  [0.0086] [0.0127]  [0.0127]  [0.0117]  [0.0130]
B21 0.0717 0.0823 (0.0214]  [0.0232]  [0.0285]  [0.0332]  [0.0264]  [0.0265  J0.0287]  [0.0243]  [0.0248]  [0.0367]  [0.0295]
B20 00232 0.0232 0.0541 [0.0107]  [0.0083]  [0.0112]  [0.0057)  [0.0059  J0.0077]  [0.0068]  [C.0071]  [0.0116]  [0.0077]
B19 00157 00449  0.0582 0.0232 [0.0161]  [0.0189]  [0.0148]  [0.0149  J0.0173] ([0.0157]  [0.0141]  [0.0219]  [0.0172]
B18 00350 00350  0.0692 0.0148 0.0350 [00172)  [0.0081]  [0.0084  }J0.0103]  [0.0128]  [0.0095]  [0.0133]  [0.0088]
B17 0.0331 0.0147 0.0823 00232 00449 0.0350 [00153]  [0.0153  0.0132] [0.0126] [0.0183] [0.0168]  [0.0176]
B12 0.0233 00333 0.0674 0.0073 0.0333 00149 00333 [0.0058  J[0.0074] [0.0102] [0.0088]  [0.0114]  [0.0038]
807 00333 00233 0.0874 0.0073 0.0333 0.0149 0.0333 0.0072 [0.0036)  [0.0102]  [0.0038]  [0.0078]  [0.0037]
B80S 0.0281 0.0188 0.0748 00113 0.0390 00194  0.0281 00113 0.0035 [0.0121]  [0.0053]  [0.0065]  [0.0057]
B03 0.0377 0.0277 0.0805 0.0108 0.0377 0.0281 0.0277 00132 00182 0.024 [0.0112]  [0.0170)  [0.0123]
BO1 0.0293 0.0277 0.0817 0.0108 0.0293 00189 00377 00108 0.0035 0.007 0.0232 [0.0091]  [0.0053]
NCO4 0.0350 0.0241 0.0865 0.0241 0.0480 0.0259 00350 00242 0.0149 0.0108 00392 00188 0.006]

1s01 0.0280 0.0280 0.0746 0.0113 0.0388 00193 00388 00035  0.0035 0.0073 0.0241 0.007 00193
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Distancia genética (Tamura-Nel, o= 0.2084)

Figura 6. Reconstruccion filogenética por minima evolucion para todos los linajes mitocondriales reportados
en el GeneBank y para los linajes observados en las agregaciones mexicanas de ballena azul en el Pacifico
Nororiental. Modelo de sustitucion nucleotidica de Tamura-Nei con correccion Gamma (a = 0.2084) y
10,000 replicaciones (bootstrap). Arbol no linearizado de consenso estricto (301 pb, 289 sitios homdlogos
Gtiles). Se indican sobre las ramas los valores de remuestreo que las sustentan. El color verde representa a
los haplotipos de las agregaciones mexicanas; el color azul representa los haplotipos actuales de otras
agregaciones (Atlantico Norte y Pacifico Sudoccidental).
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Figura 7. Red de la minima distancia (MSN) para los linajes mitocondriales de las agregaciones mexicanas de ballena azul en el Pacifico Nororiental en el
que se incluyeron los haplotipos definidos con base en las secuencias obtenidas del GeneBank. Los circulos denotan los haplotipos (gris oscuro para las
agregaciones mexicanas; gris claro para Nueva Caledonia; negro para Islandia). El tamafio de los circulos y las distancias entre ellos no son proporcionales a
las abundancias ni a las distancias genéticas entre ellos. Las etiquetas de los haplotipos corresponden a aquellas de Iz Tabla XIV. Adicionalmente, Bp =
Balaenoptera physalus (ballena de aleta).



Reconstruccion filogenética con la adicion de grupos externos

Con el fin de obtener una mayor resolucion en la topologia interna se construyd un
nuevo arbol filogenético con secuencias homologas de otras especies de misticetos (417
secuencias; ver Anexo D). El parametro a de la distribucion Gamma resultd en un valor

de 0.3601 al incluir este conjunto de secuencias.

El alineamiento de dichas secuencias (258 pb, 197 sitios Utiles) permitio la identificacion
de 219 haplotipos cuya reconstruccion filogenética resulté en la topologia que se
presenta en la Figura 8. Esta topologia resalta el hecho de que los dos clados
originalmente sugeridos por el andlisis de los haplotipos de las agregaciones mexicanas
se mantuvieron relativamente estables, aunque mostrando también claras evidencias de
subdivision dentro de cada clado. La modificacién mas relevante en la topologia, al
incluir los grupos externos, fue la reincorporacion del haplotipo NPBWOS5 al clado comdin
y la exclusion definitiva del haplotipo NPBW16, cuya nueva posicion basal en el arbol
sugiere la independencia de este Ultimo linaje con respecto al clado comun, en el que

originalmente habia sido ubicado (ver Fig. 4 y 6).

La inclusién de grupos externos resultd en valores de remuestreo muy bajos ya que al
emplear un mayor nimero de taxas, y una region caracterizada por bloques de
insercion/delecion (ver Anexo E), el nimero de sitios Gtiles en la comparacion global se
redujo considerablemente (de 500 a 197). Sin embargo, la topologia del &rbol
filogenético no se modificd de manera importante y se consideré que las relaciones
evidenciadas del analisis filogenético son reales y no producto de un arreglo aleatorio de

las secuencias.

De la arquitectura de los analisis MSN resulta evidente que los haplotipos que
representan a las secuencias obtenidas del GeneBanK se intercalaron entre los nodos del
MSN de las agregaciones mexicanas. En concordancia con el arbol filogenético de
minima evolucion, el haplotipo NPBW16 fue excluido del grupo com(n ocupando ahora

una posicion basal.
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Figura 8. Reconstruccion filogenética interespecifica por minima evolucién. Modelo de sustitucidn
nucleotidica de Tamura-Nei con correccion Gamma (a = 0.36) y 10,000 replicaciones (bootstrap). Arbol
linearizado de consenso estricto (258 pb, 197 sitios homdlogos Utiles). Los cuadros sombreados en gris
representan los dos grandes clados en los que se ubicaron los haplotipos de las ballenas azules de las
agregaciones mexicanas. Se indican sobre las ramas los valores de remuestreo que las sustentan. Entre
paréntesis se indica el nimero de haplotipos maternos para cada especie.
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Representatividad del tamario de 7a muestra

Ya que una de las posibles razones que podria haber limitado la deteccion de estos
haplotipos es la deficiencia en el muestreo, se simuld un muestreo aleatorio con
reemplazo suponiendo una poblacion no estructurada de 5000 individuos y 16
haplotipos con frecuencias iguales observadas para este trabajo (ver Tabla XII). Al
considerar 100 réplicas en cada simulacion y diferente tamanos de muestra (5, 10, 15,
..., 1000), se observd que el tamafio de muestra empleado en este trabajo se encuentra
ligeramente por debajo del punto en el que la probabilidad de detectar un haplotipo

nuevo fuera nula (Fig. 9).

Sin embargo, y como lo evidencid el analisis filogenético, existen diferentes grupos de
linajes en las agregaciones mexicanas que podrian estar segregados tanto espacial
como temporalmente limitando la probabilidad de muestrear aquellos haplotipos de
menor frecuencia. Este y otros factores que podrian haber introducido un sesgo en el
muestreo, y consecuentemente en los valores de diversidad genética aqui reportados, se
discutiran posteriormente. Sin embargo, en conjunto del andlisis filogenéticos parecen
sustentar la ocurrencia de al menos dos grandes grupos genéticamente diferenciados de
ballenas azules en las agregaciones mexicanas del Pacifico Nororiental: El clado II que
contiene al 30% de los individuos en las agregaciones mexicanas, y el clado comdn,

representando al resto de los individuos (ver Fig. 8).
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Figura 9. Simulacion de un muestreo aleatorio con reemplazo en una poblacion hipotética de 5000
individuos con 16 haplotipos maternos. Para cada tamafio de muestra se consideraron 100 réplicas.



Estructura genética en las agregaciones mexicanas de ballena azul
En la Tabla XVII se indica el nimero de individuos presentes en las agregaciones
mexicanas por haplotipo y por afios, asi como los estimadores de diversidad nucleotidica

y la proporcién de sexos para cada periodo.

A lo largo de todo el periodo de estudio se observaron, sin un patron temporal evidente,
individuos de los distintos linajes maternos y de ambos clados filogenéticos. El nimero
de individuos observados por linaje en cada afio mostré un patrén consistente con la
abundancia relativa de los linajes. Esto sugiere que la abundancia de ballenas azules en
el area de estudio es reflejo de la presencia de ambos clados y que no existe
segregacion temporal de los linajes maternos. De igual forma, individuos de ambos
clados fueron observados tanto en aguas oceanicas como en aguas costeras del Golfo
de California y la costa occidental de la Peninsula de Baja California, e incluso se
detectaron recapturas entre ambas zonas (Tabla XVIII). Aunque el tamaho de la
muestra para aguas oceanicas y la costa occidental de Baja California no permitiéo un
analisis mas detallado, no se observo evidencia de segregacion espacial de los individuos

asignados a cada clado.

La proporcion de sexos obtenida del analisis molecular indicé un ligero sesgo hacia la
ocurrencia de hembras en las agregaciones mexicanas (1.2:1) que no resulto
significativamente diferente de la proporcién esperada 1:1 (¥* = 0.629, p>0.05). Sin
embargo, al integrar la informacion del historial de avistamientos de cada individuo, se
observé que la proporcidon de sexos en las agregaciones presentd importantes
variaciones interanuales a pesar de mantener el sesgo hacia las hembras. El nimero de
hembras y de machos para cada temporada fue significativamente diferente del numero
esperado en funcién de la proporcidon global de sexos (= 58.814 y y'= 94.785,
respectivamente; p<0.001 en ambos casos). Como puede apreciarse en la Tabla XVIII,
estas diferencias responden a la ocurrencia temporal de un mayor nimero de hembras
en las agregaciones mexicanas que sugiere un uso preferencial del @rea de estudio por

parte de estas.
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Tabla XVII. Diversidad genética y nimero de ballenas azules observadas por afio y por haplotipo en las agregaciones mexicanas del Pacifico Nororiental.

Haplotipo Clado <1996 1996 1997 1988 1999 2000 2001 2002 2003 2004 Total
NPBWOD1 Comun 12 10 14 1" 23 g 17 19 10 10 76
NPBWO02 Comdn 3 6 8 3 & 3 T - 8 4 22
NPBWO03 Comin 0 0 0 o} 0 0 1 o 1 0 z
NPBWO04 Comdn 0 1 0 o} 0 [} (s} 0 1] 0 1
NPBWO0S Comdn 0 2 3 1 1 ] 1 3 1 2 8
NPBWO06E 1y 4 o] 2 2 2 3 4 1 4 4 17
NPBWO7 ' 1 ¥} 0 0 [ 4 1 1 3 0 8
NPBWO8 n 1 0 0 1 1 1 s | 1 C 0 2
NPBWO0S Comun 0 0 0 0 Q 0 1 1 0 0 1
NPBW10 ' o] [s] 0 0 ¢ 0 0 2 0 0 2
NPBW11 n o) 0 0 0 Q ] ] 1 0 0 1
NPBW13 " 0 v} 0 1 Q 0 0 1 0 0 2
NPBW14 n 2 2 4 2 4 2 8 12 4 2 26
NPBW1S Comdn 0 0 0 0 0 0 1 0 (1 0 1
NPBW16 ? 2 o} 0 2 2 3 5 1 3 1 1
NPBW17 Comun 0 0 0 0 (4] 0 1 1 4} 0 1
NPBW18 Comin 0 0 1 2 1 2 2 4 2 2 9
Numero de hapletipos 7 5 6 9 8 8 13 14 9 7 17
Diversidad haplotipica 0.743 (0.078) 0.704 (0.074) 0.733 (0.064) 0.793 (0.074) 0.656 (0.073) 0.849 (0.046) 0.835(0.039) 0.809 (0.040) 0.854 (0.032) 0,800 (0.080) 0.7¢4 (0.023)
Diversidad nuclectidica 0.0067 (0.0042) 0.0032(0.0022) 0.0048 (0.0030) 0.0085 (0.0038) 0.0042 (0.0027) 0.0086 (0.0C48) 0.C083 (0.0037) 0.0059 (0.0034) 0.0074 (0.0041) 0.0069 (0.0041) ©.0064 (0.0037)
Numero de individuos 25 21 30 25 41 27 50 52 36 25 180
Ndmero de hembras 15 17 18 18 24 20 27 39 18 15 102
Nimero de machos 10 4 12 8 17 7 2 19 18 10 87
Proporcién de sexos 1.50 4.25 1.50 2.25 1.47 2.86 117 2.05 1.00 1.50 1.20
Esfuerzo (horas) 580 213 115 156 264 233 285 277 256 3684 2,672

" La desviacién estandar para los estimadores de diversidad genética se indica entre paréntesis.
" Los clados corresponden a los definidos en Ia Figura 8.
* El total no corresponde a la sumatoria de los afios sino al total de la muestra genética mientras que el ndmero de individuos en cada afio corresponde a los registro en el historial
de avistamientos para cada uno de los individuos a los que se asignd el haplotipo materno y se identifico el sexo. Es decir, un individuo observado en 1996 pudo haber sido
observado también en 1997 y 1998, pero en el total se considerard como un solo individuo.



Tabla XVIII. Nimero de ballenas azules por haplotipo, zona y habitat presentes en las agregaciones mexicanas del Pacifico Nororiental.

Zona Habitat
Haplotipo Clado Golfo de California Ambas zonas (recapturas) Costa Occidental Baja California Costero Oceanico
Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra

NPBWO1 Comun 30 42 0 3 0 3 26 37 2 5
NPBWO02 Comitn 7 12 1 3 1 3 6 1 1 1
NPBWO3 Comtin 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0
NPBWO04 Comun 1 0 0 0 0 0 1 0 0 4]
NPBWO0S Comin 3 3 0 0 0 0 2 4 1 4]
NPBWO06 I 2 0 0 0 0 0 2 0 0 0
NPBWO7 I 15 8 2 1 0 0 12 8 2 0
NPBWO03 n 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
NPBWO09 Comin 3 7 0 0 0 0 3 7 0 0
NPBW10 r 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
NPBW11 I 3 6 0 0 0 0 3 5 0 0
NPBW13 s 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
NPBW14 I 7 8 1 2 1 2 5 7 0 (0]
NPBW15 Comun 7 1 0 0 0 0 6 0 0 1
NPBW16 ? 0 1 1 0 1 0 0 1 0 4]
NPBW17 Comiun 0 2 0 0 0 0 0 2 0 ]
NPBW18 Comiun 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 80 93 5 9 3 8 68 85 6 7




Ahora bien, al considerar la presencia de individuos pertenecientes a los dos clados
definidos en el andlisis filogenético (ver Tabla XVII), se observd una importante
diferencia en la proporcion de sexos. El nimero de machos en el clado comun fue
menor al de las hembras (proporcion 1.47:1), mientras que un patron inverso se
presentd en el clado II (proporcion 0.68:1). Aunque estas diferencias pudieran
representar un uso diferencial del area por parte de los clados, la diferencia en el
tamafio de muestra no permitid el analisis estadistico de las variaciones interanuales

asociadas al sexo en cada clado (Tabla XIX).

Se realizo ademas una revision del historial de avistamientos de los individuos y se
calculé el tiempo de residencia promedio durante las diferentes temporadas (nimero de
meses que los individuos fueron observados cada afio) y la tasa de retorno (nimero de
anos en que los individuos han sido observados en el Golfo). De acuerdo con los datos
del historial de avistamientos (ver Gendron 2002), la presencia de las ballenas azules en
las aguas costeras de la Peninsula de Baja California es claramente temporal; los
individuos se han observado entre noviembre y julio, agregados principalmente en la
porcion sudoccidental del Golfo de California durante el invierno, y en la costa occidental
de la Peninsula durante primavera. El analisis de los tiempos de residencia de los
individuos sexados y haplotipados molecularmente en el presente trabajo indicd que,
aunque los individuos de ambos clados ocuparon el &rea con un patron temporal
congruente con el de su movimiento migratorio anual, existe una marcada diferencia en
la permanencia asociada con el sexo (hembras clado comin 2.38 + 2.09, hembras
clado II 2.08 * 1.56, machos clado comun 1.65 % 1.39 y machos clado II 1.47+ 0.83).
Los tiempos de residencia no fueron diferentes entre clados (¥ = 0.067, p>0.05) pero
las hembras de ambos clados permanecieron por periodos mayores que los machos de
ambos clados (* = 5.9521, p<0.05).

De forma similar, la frecuencia con la que los individuos ocuparon el area de estudio
(nimero de aflos en que se ha observado cada individuo) no fue significativamente
diferente entre clados (* = 0.774, p>0.05), pero lo fue entre machos y hembras (¥ =
12.96, p<0.05). El hecho de que las hembras se observaron con mayor frecuencia que
los machos (hembras clado comin 2.069 + 1.883, hembras clado II 1.769 + 1.589;
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machos clado comdn 1.376 + 1.112 y machos clado II 1.253 + 0.5622), aporté mas

evidencia de que existen patrones de uso diferencial del area en funcion del sexo.

Al analizar la variacion interanual de la diversidad haplotipica (ver Tabla XVII), no se
encontraron diferencias significativas con respecto a la diversidad promedio de las
agregaciones mexicanas (¥* = 0.05167, p>0.05). De igual forma, el analisis de varianza
molecular (AMOVA) entre afios no resultd significativo (@sy= 0.008, p> 0.05). Ambos
analisis sustentan los resultados anteriores apoyando la idea de que no existe
segregacion temporal de los linajes maternos en las agregaciones mexicanas. Este
dltimo par de pruebas estadisticas se efectuaron de nueva cuenta removiendo del
analisis a las crias y los machos adultos, pero los resultados no se modificaron de

manera importante.

Dada la co-ocurrencia espacial y temporal de ambos clados, pareceria ildgico efectuar un
AMOVA entre estos; obviamente al contener haplotipos diferentes el andlisis indicaria
una fuerte estructura dentro de las agregaciones. Sin embargo, el andlisis se efectud
con el objeto de comparar los niveles de diferenciacion genética. La diferenciacion
molecular entre los haplotipos maternos (@sr = 0.4911, p<0.001) explico un mayor
porcentaje de la variacién entre los clados, en comparacién con la que la frecuencia de

haplotipos explicd por si sola (Fgr= 0.3391, p<0.001).

En la Tabla XX se indican los valores de diversidad genética total para cada clado, asi
como para los machos y las hembras dentro de los clados. Puede apreciarse que los
valores de diversidad son mayores para el clado II, aun cuando el clado comin posee
un mayor nimero de haplotipos. Las hembras presentaron niveles de diversidad
ligeramente mayores, aunque no significativos, a los que se observaron en los machos.
Lo anterior podria ser reflejo de la presencia de animales jovenes, descendientes de los
linajes maternos frecuentes en las agregaciones mexicanas, o bien de la marcada

preferencia de las hembras por el drea de estudio.
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Tabla XIX. Nimero de ballenas azules por hapletipo, clase de edad y sexo, presentes en las agregaciones mexicanas del Pacifico Nororiental.

Hembras Crias Proporcién de sexos

Haplotipo Clado Total Total Lactantes No lactantes Machos Indeterminado Total Hembras Machos Adultos Crias

NPBWO1 Comun 76 45 15 © 30 31 0 g 1 8 1.45 0.125
NPBWO02 Comiin 22 14 4 10 8 0 3 2 1 1.75 2
NPBWO03 Comdn 2 1 1 0 1 0 0 0 0 1.00 -
NPBWO04 Comun 1 0 0 0 1 0 0 0 0 - -
NPBWO0S Comun 8 4 3 1 4 0 2 1 1 1.00 1
NPBWO06 w 17 9 2 5 8 0 1 0 1 1.13 -
NPBWO7 I 8 1 0 1 7 0 0 0 ] 0.14 -
NPBWO0S 1 2 1 0 1 1 0 0 0 0 1.00 -
NPBWO09 Comin 1 0 0 0 1 0 0 0 0 - -
NPBW10 |\ 2 2 0 2 0 0 0 0 0 - -
NPBW11 I 1 0 0 0 0 1 0 0 0 - -
NPBW13 i 2 0 0 0 2 0 0 0 0 - -
NPBW14 1N 26 10 3 7 16 0 1 0 1 0.63 -
NPEW15 Comin 1 1 0 1 0 0 0 0 0 - -
NPBW16 ? 11 7 2 5 4 0 0 2 0 1.75 -
NPBW17 Comun 1 1 0 1 0 0 0 0 0 - -
NPBW18 Comun 9 6 3 3 3 0 1 2 1 2.00 2

Total 190 102 33 67 87 1 17 8 13 1.57 0.62

" Un mayor nimero de hembras lactantes y crias han sido observadas en el drez de estudio (ver Gendron 2002), sin embargo en este trabajo solo reporto aguellas asignadas
molecularmente a alguno de los linajes.



Tabla XX. Diversidad nucleotidica para los clado filogenético de las agregaciones
mexicanas de ballena azul en el Pacifico Nororiental.

Clado II' Clado Comun (I'y IlI')
Haplotipos 7 9
H 0.6298 (0.0414) 0.7024 (0.0403)
L. 0.0041 (0.0026) 0.0068 (0.0039)
T am orss 0.0041(0.0023) 0.0040 (0.0025)
Wimcnas 0.0021(0.0017) 0.0031 (0.0022)
¢ machos/hembras 0.0013 (n.s.) 0.0021 (n.s.)

* La nomenclatura de los clados corresponde a la de la Figura 8. El haplotipo NPBW16 no fue
incluido en funcién de que el andlisis filogenético sugiere que no pertenece a ninguno de los dos
clados que contienen a la mayoria de los linajes.

Finalmente, dada la aparente importancia del area de estudio para las hembras, realice
una revision del historial de los individuos identificados con el objeto de determinar si las
hembras lactantes registradas pertenecian particularmente a alguno de los linajes o
clados identificados (ver Tabla XIX). El nimero de hembras lactantes observadas para
cada linaje o clado fue proporcional a la abundancia de individuos dentro de los clados.
Aunque para muchos de los linajes de baja frecuencia no se observaron hembras
lactantes o crias, resultd particularmente interesante que en ambos clados, e incluso
para cada subdivision del clado comun (clados I" y III'), los haplotipos mas comunes de
cada clado se han observado al menos una vez en compaiiia de una cria en el area de
estudio (Fig. 10 A). Aun mas relevante fue el hecho de que el Unico haplotipo presente
en las agregaciones mexicanas que no fue agrupado en alguno de los clados en el
andlisis filogenético con la adicion de grupos externos (NPBW16), también incluyo

hembras lactantes y crias (Fig. 10 B).

En resumen, a pesar del reducido niimero de muestras recolectadas en la zona costera
occidental de Baja California, no se encontré evidencia que indique un uso diferencial
del area de estudio por parte de los linajes de alguno de los clados. En conjunto, los
resultados indican que ballenas azules, particularmente las hembras, de dos clados
genéticamente divergentes ocurren actualmente en las agregaciones mexicanas con un
patrén temporal simulténeo. La ocurrencia de hembras lactantes de los linajes mas
comunes y en ambos clados, resalta la importancia del Golfo de California para las

actividades de crianza de la especie en el area de estudio.
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Figura 10. Relaciones filogenéticas entre linajes maternos de ballena azul en las agregaciones mexicanas
para los que se han observado hembras lactantes (color verde) o crias, linajes representados
exclusivamente por machos (color rojo) y en los que se desconoce el sexo del individuo (azul). Los linajes
en color negro incluyen tanto machos como hembras. (A) Exclusivamente linajes de las agregaciones
mexicanas. (B) Relacion con los linajes de otras regiones geograficas.
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DISCUSION

Consideraciones metodoldgicas '

Para el célculo de las distancias genéticas se decidid emplear un modelo de sustitucion
nucleotidica que considera desigualdad en las tasas de sustitucion. El uso de este
modelo se justifica dada la elevada proporcion de sitios invariables observados en las
secuencias (480/500 para las agregaciones mexicanas; 262/301 al incluir las secuencias
del GeneBank) y el claro sesgo hacia las transiciones C/T (65%). Varios de los modelos
que incorporan correcciones por desigualdades en las tasas de sustitucion y en la
composicién nucleotidica han mostrado ajustarse de mejor forma a los patrones de
sustitucién observados en diferentes estudios (p.e. Hasegawa et a/. 1985; Tamura 1992;
Tamura y Nei 1993; Yang 1994a, b; Buckley y Cunningham 2002). Sin embargo, opté
particularmente por el uso del modelo de Tamura-Nei (Tamura y Nei 1993) ya que, en
un andlisis de secuencias homodlogas a las empleadas en el presente trabajo, Palsbgll y
sus colaboradores (2004) identificaron que el mejor ajuste para los datos de dos
poblaciones de ballena de aleta fue el proporcionado por dicho modelo de sustitucion
(de entre otros 51 modelos evaluados). La ballena de aleta ademas de ser el misticeto
filogenéticamente mas cercano a la ballena azul (ver Arnason et a/. 1993, 2000),
presenta claras similitudes en su biologia con ésta. Tomando en cuenta la estrecha
relacion que existe entre el tamafio corporal, la tasa metabdlica y los tiempos
generacionales con las tasas de sustitucion nucleotidicas (Martin y Palumbi 1993),
consideré que las diferencias en las tasas de sustitucion entre ambas especies debian
ser minimas. En congruencia con lo anterior, el calculo del parametro o de la
distribucidon Gamma obtenido en el presente trabajo (0.2084 para el analisis
intraespecifico y 0.36 para el andlisis interespecifico) fue muy cercano al obtenido por

Palsbgll et a/. (2004) para la ballena de aleta (0.31).

Ya que las distancias genéticas se calcularon a partir de un modelo particular de
sustitucion nucleotidica, decidi emplear en la reconstruccion filogenética el criterio de
optimizacién por minima evolucion (Rzhetsky y Nei 1992). En términos generales este
criterio es similar a la parsimonia, pero a diferencia de esta tltima la menor cantidad de

cambios posibles es evaluada con base en la matriz de distancias calculadas a través de
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un modelo evolutivo especifico, Tamura-Nei en este caso. Finalmente, la estrategia de
blsqueda seleccionada para encontrar la solucién dptima fue el algoritmo de asociacién
entre vecinos (Neighbor-Joining) en funcidn de que puede considerarse un método

simplificado del de minima evolucion (Nei y Kumar 2000).

En este trabajo se emplearon dos métodos de alineamiento para las secuencias: MultAlin
(Corpet 1988) y MCALIGN (Keightley y Johnson 2004). El primer método simplemente
agrupa las secuencias por jerarquias en funcién a la similitud de las secuencias, mientras
el segundo emplea un modelo evolutivo parametrizado en funcién de la distribucion de
frecuencias de eventos de insercion/delecion de diferentes longitudes y la tasa relativa
de aparicion de los mismos con respecto a las sustituciones nucleotidicas. Es importante
resaltar que, independientemente del método de alineamiento, el patron intraespecifico
no sufrié ninguna modificacién debido a que la presencia de deleciones fue minima y

localizada, al menos para el caso de las ballenas azules.

La reconstruccion filogenética interespecifica basada en el alineamiento con MCALIGN
resultd en una topologia concordante con las reportadas previamente por Arnason y
Gullberg (1994) para citocromo b (cit b), Milinkovitch y colaboradores (1994) para las
subunidades ribosomales 125+16S, y Messenger y McGuire (1998) para 125+16S+cit b
en combinacidon con 207 caracteres morfologicos. En todas estas reconstrucciones la
ballena gris queda topoldgicamente ubicada como un grupo independiente al formado
por la ballena azul, ballena de aleta, ballena jorobada, ballena de Bryde y ballena sei. En
contraste, Arnason y Gullberg (1994) presentan una reconstruccion filogenética basada
en la region control mitocondrial que ubica a la ballena gris dentro del grupo arriba
mencionado. Debe resaltarse que estos Ultimos autores excluyen de su andlisis la mayor
parte del dominio hipervariable I debido a la presencia de bloques de insercion/delecidn.
Como puede apreciarse en el Anexo E, la estabilidad intraespecifica de estos bloques
provee una importante sefial filogenética, por lo que al ser incluida en el presente
analisis y al emplear el alineamiento con MCALIGN, se obtuvo una topologia mas
congruente con las obtenidas para otros genes. Esta topologia sugiere una mayor

convergencia entre el grupo central de balenoptéridos al excluir a la ballena gris; una
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topologia aparentemente mas adecuada considerando las diferencias morfoldgicas y

conductuales de la ballena gris con respecto a los balenoptéridos (ver Gaskin 1983).

Ademas, todas las reconstrucciones filogenéticas para el grupo de los misticetos previas
a este trabajo, consideran exclusivamente una secuencia de cada especie. En este
trabajo se incluyeron secuencias de varios individuos de cada especie, asegurando con
ello una mejor resolucion en las ramas internas (intraespecificas) y una reduccion
importante de la variabilidad interespecifica. La ocurrencia de un sitio variable en una
secuencia pudiera representar un cambio (nico en un espécimen, por lo que al usar
varias secuencias homologas de cada especie, los cambios individuales que se presentan
con baja frecuencia tendrian mucha menor influencia en la comparacién pareada entre

todas las secuencias.

Por lo anterior, considero que la reconstruccion filogenética obtenida en este trabajo
refleja confiablemente las relaciones interespecificas de las especies incluidas como
grupos externos. Por ende, a pesar de que los valores de remuestreo que sustentan la
topologia fueron bajos, la probabilidad de que la topologia interna (intraespecifica) sea
resultado de un arreglo aleatorio de las secuencias debe ser minima (ver Penny et al.

1992, Nei y Kumar 2000).

Identidad genética de las agregaciones mexicanas de ballena azul del
Pacifico Nororiental

El analisis filogenético de las agregaciones mexicanas de ballena azul én el Pacifico
Nororiental proporcioné evidencia de que en el area de estudio ocurren actualmente al
menos dos, pero posiblemente mas grupos genéticamente divergentes de linajes
maternos (ver Fig. 6 y 8). El agrupamiento de los haplotipos mas frecuentes de las
agregaciones mexicanas con los haplotipos de Antértica, Atlantico Norte y Nueva
Caledonia, contrasta con la idea de que las ballenas azules del hemisferio norte y las del
hemisferio sur conforman poblaciones discretas, a las que incluso se les ha asignado el

caracter de subespecies (ver Rice 1978).
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En conjunto, la informacion filogenética obtenida del presente trabajo, plantea un
escenario evolutivo de flujo génico recurrente para las agregaciones mexicanas de
ballena azul. La topologia del arbol filogenético sugiere el caracter ancestral de los
linajes del clado comin en las agregaciones mexicanas, y la subsecuente incorporacion
de linajes pertenecientes del clado II. Desafortunadamente, al no contar con un mayor
niimero de secuencias de ballenas azules de otras agregaciones, esta hipotesis pareceria

dificil de corroborar.

No obstante, este patrén de flujo recurrente no parece exclusivo de la ballena azul. Un
escenario de flujo recurrente muy similar al aqui planteado, puede ser inferido al
inspeccionar los trabajos de Baker et al (1993) y Bérubé et al. (1998, 2002) que
representan, a la fecha, el conjunto de datos genéticos (secuencias homdlogas a las del
presente trabajo) mdas completos para ballena jorobada y ballena de aleta,
respectivamente (Fig. 11). Bérubé y colaboradores (1998, 2002) estudiaron las
relaciones filogenéticas entre 55 haplotipos maternos de ballena de aleta del Atlantico
Norte, Mar Mediterraneo y Pacifico Nororiental (Fig. 11 A). Por su parte, Baker y
colaboradores (1993, 1990) analizaron la estructura de las poblaciones de ballena
jorobada a nivel mundial y establecen las relaciones filogenéticas entre 37 haplotipos
maternos de ballenas jorobadas del Pacifico Central y Nororiental, Atlantico Norte y los
mares del sur (Fig. 11 B). En ambas especies la posicion basal en la topologia
filogenética esta representada por un clado conformado por haplotipos del Pacifico
Norte, particularmente de la costa nororiental, hacia el que se presenta al menos un
evento subsecuente de flujo genético desde alguno de los otros clados; patron

consistente al observado para el caso de la ballena azul (Fig. 11 C).

Aun cuando la topologfa sugiere la posicion basal del grupo del Pacifico Nororiental, los
valores de diversidad genética mas altos, caracteristicos de los centros de origen (ver
Avise 2000), se han observado en los mares del sur tanto para ballena jorobada
(DNAmt, Baker et al. 1993), como para la ballena azul (DNA nuclear, Conway et al.
2003). Es posible, sin embargo, que esos mayores niveles de diversidad se hayan

adquirido de forma secundaria en funcién de los patrones de flujo recurrente sugeridos.
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Figura 11. Reconstruccion filogenética basada en secuencias homdlogas de la region control mitocondrial
en tres especies de balenoptéridos:.(A) Ballena de aleta Balaenoptera physalus, tomada de Bérubé et al.
(1998,2002) y modificada por la adicion de un linaje de las costas de Chile no incluido en los datos
originales; (B) Ballena jorobada Megaptera novaeanghiae, tomada de Baker et al (1993); y (C) Ballena azul
Balaenoptera musculus (este trabajo). Los recuadros de color gris obscuro sefialan los linajes presentes en
las agregaciones del Pacifico Nororiental. Los recuadros de color gris claro sefialan los clados comunes para
linajes de los mares del sur y el Atlantico Norte. Con una flecha se indican los linajes mas abundantes para
cada clado y con dos flechas el linaje méas abundante para cada especie. La nomenclatura para los linajes se
describe brevemente a continuacion:
(A) Ballena de aleta: Los cddigos BpO1 a Bp48 representan linajes del Atlantico Norte, Bp49 a
Bp51 representan linajes del Golfo de California, los linajes Bp52 a Bp55 representan
linajes de la costa de California, y el linaje SPCHBpS8 representa un linaje de la costa de
Chile reportado en el GeneBank (ver Anexo D).
(B) Ballena jorobada: Los cédigos representan las localidades de muestreo asignadas a los
linajes. California (CA), Golfo de Maine (GM), Islandia (IC), Tonga (TG), Nueva Zelanda
(NZ), Peninsula Antartica (AP), Oeste de Australia (WA), Este de Australia (EA),
Newfoundland (NF), Reptiblica Dominicana (DR), Hawai (HI) y México (MX).
(C) Ballena azul: Los codigos de los linajes corresponden a los de las Tablas XI 'y XV.
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El patrén de flujo recurrente mas claro ocurre en la ballena jorobada (ver Baker et al.
1993), en el que se aprecia una divergencia temprana del grupo de haplotipos del
Pacifico Norte (California, Hawai y México), seguida de la separacién de otros dos
grupos: un grupo dominado por haplotipos del los mares del sur (Australia, Nueva
Zelanda, Tonga y Peninsula Antdrtica) y otro grupo dominado por haplotipos del
Atlantico Norte (Islandia, Golfo de Maine, Newfoundland y Republica Dominicana). Los
haplotipos basales de estos dos Ultimos grupos corresponden al grupo de los mares del
sur y no al grupo del Pacifico Norte, como podria esperarse si grupo del Pacifico Norte
fuera el ancestro comUn. El trabajo de Palsbgll y colaboradores (1995), en el que se
incluyen un mayor nimero de individuos pero sélo para el Atlantico Norte, proporciona
evidencia adicional que sustenta el origen de las poblaciones de ballena jorobada del
Atldntico Norte a partir de los mares del sur; los haplotipos basales de los dos grandes

grupos que definen estos autores son también caracteristicos de los mares del sur.

Baker et a/. (1993) plantean 6 eventos de migracién para explicar la distribucion
geogréfica de los haplotipos (Fig. 11 B): dos eventos desde los mares del sur hasta el
Atléntico Norte, dos eventos en sentido contrario, y dos eventos de los mares del sur al
Pacifico Norte. La ocurrencia de tales eventos migratorios es congruente con la hipétesis
de flujo genético recurrente aqui sugerida y esquematizada en la Figura 12. Aunque el
conjunto de datos de las tres especies parecen ajustarse bastante bien a esta hipotesis,
el caracter local del muestreo para el caso de la ballena de aleta (Atlantico Norte) y de

la ballena azul (Pacifico Nororiental) limita en gran medida un analisis mas detallado y

concluyente.

Es importante, sin embargo, considerar que la informacion generada a través de
marcadores mitocondriales es reflejo de la historia filogeografica en una escala de
tiempo evolutivo (ver Avise 2000), y por lo tanto, el hecho de que actualmente ocurran
en las agregaciones mexicanas linajes maternos genéticamente divergentes no implica
necesariamente que las conexiones entre grupos ancestrales a partir de los que se

originaron estos linajes se mantengan hoy en dia.
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Figura 12. Reconstruccién hipotética del escenario de flujo recurrente para explicar la distribucion actual
de linajes maternos en las agregaciones de ballena jorobada Megaptera novaeanghae, ballena de aleta
Balaenoptera physalus, y ballena azul Balaenoptera musculus. (A) La hipotesis plantea la existencia de una
agregacion ancestral en el Pacifico Sudoccidental a partir de la cual se segregaron algunos linajes que
ocuparon las recién formadas zonas de surgencia del Pacifico Oriental (agregaciones México/California).
Aparentemente las zonas de surgencia en el Pacifico Oriental aparecen como consecuencia de la
intensificacion del gradiente de temperatura entre los polos y el ecuador promovida por el cierre del canal
centroamericano de Panama durante el Plioceno tardio, hace aproximadamente 3.2 millones de afos (ver
Marlow et a/. 2000, Philander y Fedorov 2003). (B) Una vez establecidas las agregaciones del Pacifico
Oriental, el grupo del Pacifico Sudoccidental podria haber expandido su distribucion adquiriendo una
distribucién circumantartica. De esta forma los individuos alcanzaron el Atlantico Sur y paulatinamente se
dispersaron hacia el Atlantico Norte. (C) Durante el Pleistoceno, los ciclos alternos de glaciacion y
deglaciacién pudiesen haber favorecido que las agregaciones ya establecidas en cada hemisferio se pusieran
nuevamente en contacto intercambiando algunos linajes via Antartica. Este flujo recurrente hipotético podria
explicar la co-ocurrencia actual de los dos grupos de linajes maternos tan divergentes en las agregaciones
del Pacifico Nororiental, uno de los cuales se encuentra genéticamente asociado a linajes de otras regiones
del mundo (Nueva Caledonia e Islandia). Este patron de flujo recurrente es mucho mas claro para el caso
de la ballena jorobada debido a la amplia cobertura del muestreo genético y como consecuencia de los
habitos costeros de esta especie (ver Baker et al. 1993).
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La variacion genética nuclear, por su parte, refleja patrones filogeograficos mas
recientes. Dado que el tamafio efectivo de la poblacion de genes nucleares es mucho
mayor al de los genes mitocondriales, y a que siguen un patrén de herencia mendeliana,
son menos susceptibles que estos Ultimos a los efectos de la deriva génica (ver Avise
2000). En un analisis reciente de la variacion genética a nivel nuclear, Conway y
colaboradores (2003) plantean la existencia de 4 grupos igualmente divergentes de
ballenas azules a nivel mundial: Atlantico Noroccidental, Océano indico, Mares del Sur y

Pacifico Oriental.

Particularmente relevante resulta el hecho de que los datos de Conway y sus
colaboradores (2003) indican continuidad genética entre el Pacifico Nororiental y el
Pacifico Sudoriental (desde California hasta el norte de Chile; 10 migrantes por
generacion); contrastando de nueva cuenta con el concepto de poblaciones discretas
entre el Hemisferio Norte y el Hemisferio Sur. A pesar de esta aparente discrepancia, los
4 grupos evolutivamente divergentes sugeridos por Conway y colaboradores (2003)
resultan completamente congruentes con la subdivision de las agregaciones mundiales
evidenciada con datos bioacusticos (ver Cummings y Thompson 1971; Beamish vy
Mitchell 1971; Edds 1982; Thompson and Friedl 1982; Stafford 1995; Thompson et al.
1996; Rivers 1997; Stafford et a/. 1999, 2001; Moore et a/. 2002). Para el caso particular
del Pacifico Oriental, Stafford et a/. (1999, 2001) plantean la continuidad de las
agregaciones entre Vancouver y el Pacifico Oriental Tropical con base en la ocurrencia
de un Gnico y distintivo tipo de vocalizacion que exhibe un patrén temporal congruente
con el patron de migracién de la especie. Sin embargo, los datos acusticos mas
recientes han indicado la presencia de individuos que producen el tipico sonido de las
agregaciones de Antdrtica en zonas de baja latitud del Pacifico Oriental y del Océano
indico (Stafford et al. 2004).

La designacién de las tres subespecies de ballena azul planteada por Rice (1978b) esta
fundamentada exclusivamente por las diferencias en la talla promedio de las capturas en
relacién con su distribucion geogréfica (ver Mackintosh y Wheeler 1929; Ichihara 1966,
1981; Omura 1955; Kato et a/. 1995). Aunque en términos generales estas diferencias

concuerdan con el patron de distribucion discreto sustentado por los datos genéticos de

96



Conway et al, (2003), en el Pacifico Oriental existen algunas evidencias de una aparente
mezcla de la subespecie pigmea y de la subespecie del Pacifico Norte (ver Gilpatrick et
al. 1996, 1999; Ortega-Ortiz 2004).

Con base en variables morfométricas obtenidas a través de fotografias aéreas, Gilpatrick
y colaboradores (1995, 1999) sefialan que las ballenas azules que ocurren en California,
en las aguas ocednicas del Pacifico Mexicano y en el Domo de Costa Rica, presentan
proporciones del pedinculo caudal que se asemejan a las de la forma pigmea. Un
andlisis similar realizado por Ortega-Ortiz (2004) en las agregaciones mexicanas (Golfo
de California y costa occidental de la Peninsula de Baja California) indica que los
individuos ahi presentes no son similares a la forma pigmea. De acuerdo con el patron
de migracién estacional conocido para las agregaciones del Pacifico Nororiental (ver
Calambokidis y Barlow 2004), existen movimientos de individuos desde California hasta
el Domo de Costa Rica (Chandler et al. 1999, Mate et al. 1999) y entre el Golfo de
California, la costa occidental de la Peninsula de Baja California y California
(Calambokidis et a/. 1990, Gendron 2002). Si en realidad existen diferencias en las
proporciones del peddnculo caudal en los individuos del Pacifico Nororiental, esto
plantearia la posibilidad de que al menos dos grupos de ballenas azules ocurriesen en la

zona.

Aunque resultaria tentador asociar las posibles diferencias morfométricas arriba
mencionadas con los dos grupos de linajes genéticamente divergentes resultantes del
anélisis filogenético evidenciado en el presente trabajo, existen algunas limitantes que
deben tomarse en cuenta antes de considerar esta opcion. En primera instancia, ell
andlisis filogenético de la region control mitocondrial permitid distinguir dos grupos de
linajes, pero no se encontrd evidencia alguna de estructura espacial o temporal entre
ellos. En otras palabras, y como se menciond anteriormente, ambos grupos coexisten en
las aguas adyacentes a la Peninsula de Baja California con el patron temporal
congruente con la migracion estacional descrita para las agregaciones del Pacifico
Nororiental. Por otro lado, y a pesar de que el tamafio de muestra para la costa
occidental de Baja California no permitio establecer confiablemente si ambos grupos

ocupan la costa occidental, la sutil evidencia aqui generada, aunada a los registros del
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historial de avistamientos (ver Gendron 2002), sugiere que ambos grupos de linajes
ocurren tanto en el Golfo como en la costa occidental. Resultaria entonces dificil de
explicar la existencia de dos grupos morfolégicamente diferentes, cuando toda la
evidencia indica que las agregaciones de California y México forman parte de la misma

poblacion.

Una explicacion tentativa seria que las ballenas azules que ocurren durante
inverno/primavera en el Domo de Costa Rica estuvieran migrando desde el sur siguiendo
rutas mas oceanicas hacia California, o bien, que otro grupo con una distribucion
invernal mas oceanica se estuviese incorporando a las agregaciones californianas en
verano y otofio. Esto abre la posibilidad de que los animales fotografiados por Ortega-
Ortiz (2004) en aguas adyacentes a Baja California fueran parte de un grupo que pasa el

invierno en aguas del Golfo de California y que migra cerca de la costa hacia California.

Bajo este escenario, las estimaciones de abundancia mas recientes para el Golfo de
California (362 individuos; C.V.=0.45; Gendron 2002), la costa occidental de la
Peninsula de Baja California (576 individuos; C.V.=0.38; Gendron 2002) y para el
Pacifico Oriental Tropical (1400 individuos; Wade y Gerrodete 1993), se ajustan
bastante bien a las estimaciones realizadas para la costa de California (2,250 individuos;
C.V.=0.38; Barlow 1995) y para todo el Pacifico Nororiental (2,994 individuos;
C.V.=0.14; Calambokidis y Barlow 2004). Aunque este y otros aspectos referentes al
tamafio de la poblacién se discutiran mas profundamente en el siguiente capitulo, es
importante resaltar que si efectivamente existe un grupo de ballenas azules migrando
fuera de la costa, las muestras genéticas analizadas en este trabajo representarian
exclusivamente al componente poblacional costero. Por lo anterior, resulta evidente la
necesidad de incluir en el andlisis genético secuencias de las agregaciones de California

y del Domo de Costa Rica para evaluar esta hipotesis.

Finalmente, y recapitulando los resultados del trabajo de Conway y colaboradores
(2003), no existe evidencia genética que indique si en realidad existe segregacion entre
las distintas agregaciones de ballena azul del Pacifico Nororiental. Dada la mayor

abundancia del grupo que aparentemente podria estar migrando usando rutas
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oceanicas, el efecto del grupo costero (agregaciones mexicanas) pudiese estar siendo
minimizado en las comparaciones con las otras agregaciones del Pacifico Oriental. Al
considerar en su analisis a las agregaciones mexicanas y californianas como un solo
grupo, Conway y sus colaboradores (op cit.) podrian estar enmascarando las posibles
diferencias sugeridas por las diferencias en el tamano de los individuos. De la misma
forma, las diferencias en la abundancia entre los supuestos individuos costeros y
ocednicos, pudiesen estar siendo pasadas por alto en los andlisis morfoldgicos en las
agregaciones de California al promediar las agregaciones mexicanas (362-576
individuos) con el resto de los individuos en las agregaciones de California (aprox. 2000-
2500).

Diversidad genética en las agregaciones mexicanas de ballena azul

Ante la incertidumbre en la identidad de las agregaciones mexicanas, es necesario
sefalar en este punto que los valores de diversidad genética aqui reportados deben
interpretarse con reserva, teniendo en mente que el muestreo estuvo restringido a un
area que representa solo una porcion de la distribucién invernal de la especie en el
Pacifico Nororiental (ver Reilly y Thayer 1990, Stafford et a/. 1999, Calambokidis y
Barlow 2004), y muy probablemente sesgado hacia uno de los componentes de las
agregaciones del Pacifico Oriental. No obstante, estos valores representan una primera
aproximacion y los Unicos datos de diversidad genética mitocondrial para una especie
hasta hace poco considerada en peligro de extincion (ver Klinowska 1991, Perry et al.
1999, Gerber et al. 2000).

La diversidad genética promedio para las agregaciones mexicanas de ballena azul
estimada en el presente estudio resulta relativamente baja comparada con las
observadas en otras especies de misticetos (Tabla XXI). Este valor de diversidad
genética es incluso menor al observado en la poblacion de ballena de aleta del Mar
Mediterraneo (ver Bérubé et al. 1998); poblacion para la que se ha estimado
recientemente un tamafio poblacional similar al reportado para las agregaciones
histdricas de ballena azul del Pacifico Nororiental (ver Perry et a/. 1999) pero en la que

no existe evidencia de explotacion comercial. Sin embargo, una comparacion adecuada
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seria aquella en la que se incuyan otras poblaciones de ballena azul; las diferencias en la
tasa metabdlica con respecto al tamafo corporal limitan en cierta medida las

comparaciones entre especies (ver Martin y Palumbi 1993).

La diversidad nucleotidica estimada al incorporar los haplotipos de los especimenes
disponibles en el GeneBank indica sin embargo que la diversidad es, o podria haber sido,
historicamente mayor. Como se menciond con anterioridad, tales valores de diversidad
no representan estimaciones confiables debido a la carencia de informacién sobre la
abundancia relativa de estos haplotupos. No obstante, uno de los aspectos mas
relevantes que pudo evidenciarse al incorporar estos haplotipos en el analisis
filogenético, fue la convergencia de linajes historicos y actuales en ambos clados. No
obstante, ninguno de ellos coincidid. En contraste, las secuencias obtenidas por Baker et
al. (1996), coincidieron con uno de los haplotipos actuales y mas frecuentes de las
agregaciones mexicanas (BCO1 y BC02; ver Fig. 6). Lo anterior podria ser reflejo de que
las intensas capturas extirparon de las poblaciones algunos linajes, o bien, de la

limitacién espacial del muestreo y de una fuerte estructura de las poblaciones.

100



Tabla XXI. indices de diversidad genética con relacién a las recientes estimaciones de abundancia en algunas poblaciones de misticetos.

Especie (Poblacién) Abundancia * n? nt m* nx® H'
Balaena mysticetus (Bering/Chukchi/Beaufort) 6,900 - 9,200 o8 7.384 0.016300 68 0.986
Megaptera novaeangliae (Pacifico Norte) 5,540 - 8,000 31 3.829 0.013530 T 0.750
Megaptera novaeangliae (Atlantico Norte) 6,500 - 10,600 34 5.759 0.020350 15 0.870
Megaptera novaeangliae (Antartico) 12,000 - 20,000 25 6.467 0.022850 16 0.850
Megaptera novaeangliae (Océano Atlantico) 18,500 - 30,800 136 7.488 0.026000 31 0.916
Balaenoptera acutorostrata (Atlantico Norte) 120,000 - 182,000 87 2243 0.023100 25 0.860
Balaencptera acutorostrata (Atléntico Norte) 120,000 - 182,000 306 2.925 0.025100 48 0.868
Balaenoptera bonasrensis ( Antértica) 510,000 - 1,140,000 23 5.693 0.016500 23 1.000
Balaenoptera physalus (Atlantico Norte) 27,000 - 82,000 235 3.584 0.043000 48 0.896
Balaenoptera physaius (Mediterraneo) 2,130 - 6,027 69 1.526 0.005300 7 0.585
Balaenoptera physalus (Goifo de California) 250 - 380 56 0.202 0.000700 3 0.168
Balzenoptera physaius (California) 998 - 1,483 10 1.670 0.005800 5 0.756
Balaenoptera musculus (Pacifico Nororiental) 2,547 - 3,412 190 3.143 0.006285 17 0.794
Eschrichtius robustus {Pacifico Nororiental) 21,900 - 32,400 120 8.891 0.017000 33 0.950
Eschrichtius robustus (Pacifico Noroccidental) 100 - 200 45 8.368 0.016000 10 0.700
Eubzlena australis (Hemisferio Sur) 1,500 - 3,000 99 2.680 0.009178 32 0.913
Eubalena glacialis (Atidntico Noroccidental) 870-1,700 269 0.600 0.002055 5 0.698
Eubalena japonica (Pacifico Norte) 350 12 2.100 0.007192 9 0.923

Las estimaciones de abundancia (nimero de individucs) se obtuvieron de: NMFS (1994), Enriquez (1996), Forcada et /. (1996), Barlow (1997), Raftery y Zeh (1998),
Chivers (1999), Gerber y DeMaster (1999) y Calmbokidis y Barlow (2004). Otras fuentes de informacion fueron las péginas electrdnicas de la Comision Ballenera
Internacional [www.IWCoffice.org] y de la Fundacion Mundial de Vida Saivaje [www.WWF.org]

ss8e™ El niimero de individuos analizados molecularmente (n), el nimero de haplotipos detectados (ny), asi como la diversidad nucleotidica (n,) y haplotipica (#) para cada
especie y poblacién se obtuvieron de: Baker et a/. (1993,1998), Palsbell et &/ (1995), Bakke et a/. (1996), Bérubé et a/. (1998, 2002), Rosenbaum et a/. (2000)Rooney et af.
(2001), LeDuc et a/. (2002), Andersen ef @/ (2003), Roman y Palumbi (2003).



Patrones de uso del habitat en las agregaciones mexicanas

En conjunto, la ocurrencia simultanea de ballenas azules de ambos clados filogenéticos
en las agregaciones mexicanas y la homogeneidad interanual de la diversidad genética
sugieren que, a pesar de la divergencia genética entre los linajes que hacen uso del area
de estudio durante la temporada invernal, no existe una estructura espacial o temporal
que pueda ser asociada con el uso diferencial del habitat. En la Figura 13 se contrasta la
abundancia relativa de linajes maternos de cada clado filogenético, la diversidad
nucleotidica, la proporcion se sexos y uno de los principales indicadores de las
condiciones oceanograficas del Pacifico Oriental Tropical (El Nifio Oscilacion Surena,
ENSO) a lo largo del periodo de estudio. No se observa ningun patrén que permita
relacionar la ocurrencia o el incremento en la abundancia de alguno de los clados en el
area de estudio. Sin embargo, es importante resaltar que la mayor abundancia relativa
de linajes maternos registrados en el @rea de estudio se presentd durante la temporada
invernal de 1998, durante el intenso ENSO 1997-1998. Sin embargo, los linajes
observados en 1998 también se observaron en afos durante los que no se presentaron
eventos ENSO, y al no contar con informacion sobre los linajes presentes en otras
agregaciones, no es posible concluir si los eventos ENSO pudiesen tener alguna

influencia sobre la presencia de algunos linajes maternos.

Con base en la identificacion molecular del sexo en algunos individuos Gendron (2002)
encontrd cierta evidencia de segregacion espacial por sexos y sugiere que los machos
ocupan aguas mas oceanicas mientras que las hembras y los individuos jovenes
prefieren las aguas costeras. En el presente trabajo, aunque se incluyé un mayor
numero de individuos sexados molecularmente no se encontré ninguna evidencia que
sustente una distribucion mas oceanica de los machos. Sin embargo, y en congruencia
con las observaciones de Gendron y Zavala-Hernandez (1995) y Gendron (2002), las
aguas costeras de la Peninsula de Baja California aparentemente son mas intensamente
usadas por las hembras de ballena azul. Los datos de captura de otras zonas del Pacifico
(Tomilin 1967, Brueggeman et a/. 1985, Fisheries Research Borrad of Canada 1992)

y en Antartica (Brinkmann 1948) sugieren en contraste una proporcion de sexos

ligeramente sesgada hacia los machos para las zonas de alimentacion en altas latitudes.
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Con base en la frecuencia de reavistamiento de hembras lactantes e individuos jovenes,
asi como a las altas tasas de retorno interanual, Gendron (2002) ha sugerido que el
Golfo de California, particularmente en su porcién sudoccidental es de gran importancia
para la crianza de esta especie. Las marcadas diferencias interanuales en la proporcion
de sexos, asi como los mayores tiempos de residencia y las mayores tasas de retorno
para las hembras de ambos clados filogenéticos apoyan esta idea. Mas aun, la presencia
de madres con cria de los linajes mas abundantes de ambos clados, e inclusive para el
Gnico linaje aparentemente independiente (NPBW16; ver Fig. 10), aporta mayor

evidencia de la importancia del érea de estudio para la crianza.

La ausencia de avistamientos frecuentes de parejas madre-cria en otras zonas del
Pacifico Nororiental llevd a Gendron (2002) a plantear la posibilidad de que el Golfo de
California sea también una zona importante para otras actividades reproductivas. La
presencia de un linaje materno representado exclusivamente por un macho en cada uno
de los clados filogenéticos podria indicar que machos de otros linajes maternos,
distribuidos en otras areas, visitan el Golfo de California con fines reproductivos. Sin
embargo, la diversidad nucleotidica fue menor en los machos que en las hembras de
ambos clados, reflejando probablemente la presencia de machos jovenes y no de
machos adultos. Para confirmar la ocurrencia de machos de otras agregaciones sera

necesaria una muestra de mayor tamafio y con mayor extension geogréfica.
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Figura 13. Abundancia relativa de haplotipos maternos en las agregaciones mexicanas ponderada por el
esfuerzo de blsqueda en relacion a los eventos El Nifio Oscilacion Sureiia (ENOS). Se indican ademas la
proporcion de sexos y la diversidad nucleotidica para cada clado. Los valores del indice multivariado
estandarizado (IME-ENOS) se tomaron de Wolter y Timlin (1998).
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RESUMEN

A pesar de que la captura comercial de ballenas redujo severamente todas las poblaciones de
grandes cetaceos, luego de casi 40 afos de total proteccion por parte de la Comision Ballenera
Internacional, no existe una estimacién confiable de los niveles de abundancia previos a la
explotacion que permitan evaluar los niveles de recuperacion de estas especies. Recientes
revisiones a los modelos de dinamica poblacional y de reconstruccion histérica de la demografia
para los misticetos, han enfatizado el hecho de que los niveles de incertidumbre para ciertos
parametos clave de estos modelos proporcionan lineas de base extremadamente distintas para
evaluar el estatus actual de las poblaciones. Lo anterior ha puesto en tela de juicio el valor de los
datos genéticos para los planes de manejo sustentable. A través de una aproximacion novedosa,
que resulto congruente tanto con los niveles de abundancia actuales como con los inferidos para
los stocks originales en varias especies de misticetos, en este capitulo se estimé del tamafio
poblacional histérico de las ballenas azules en las agregaciones mexicanas del Pacifico
Nororiental. A primera vista, el nimero de ballenas azules estimado para las agregaciones
mexicanas y el stock del Pacifico Norte, parece mas realista y congruente con los escenarios de
explotacion sugeridos por las estadisticas de captura y la escasa informacion sobre la dinamica
poblacional en cetaceos. Sin embargo, la incertidumbre en mucha de esta informacion representd
un impedimento para el establecimiento de los intervalos de confianza para las estimaciones, por
lo que los resultados que aqui se presentan deben ser considerados como preliminares y de
ninguna forma concluyentes. Con base en la estimacion del tamafio histérico poblacional inferida
a través de los datos moleculares generados en este trabajo, se simuld el crecimiento poblacional
considerando los niveles de explotacion comercial de la especie. Dicha simulacion resulto
congruente con los niveles de abundancia actual para la ballena azul del Pacifico Nororiental
estimados mediante transecto lineal y marcado-recaptura. No obstante, la abundancia actual de
esta especie en las agregaciones invernales mexicanas representa solo una tercera parte del total
estimado para el verano en las costas de California, lo que sustenta la idea de que existe al
menos otra agregacion invernal. Los individuos de esa agregacion deben ser incluidos en futuros
andlisis para obtener una serie de datos tanto genéticos como demogréficos que permitan
estimar con mayor precision el tamaiio poblacional histérico, asi como los niveles de abundancia
actuales, con el objeto de establecer medidas adecuadas para el manejo y la recuperacion de la
especie.
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ABSTRACT

Commercial whaling is known to have severely reduced all large cetacean populations but, since
reliable estimates of former stocks are not available, recovery levels after nearly 40 years of full
protection by the International Whaling Commission remain not easy to recall. Recent reviews of
whale population dynamics and historical reconstruction models had pointed out that uncertainty
in key parameters in both demographic and genetic models provide huge different baselines of
recovery status. Traditional genetic estimates of pre-whaling stocks differ by an order of
magnitude from current abundance estimates and had lead to a controversial discussion on its
value to management. In this chapter, a novel approach for the analysis of genetic neutral
diversity, which proved to be in full concordance with both current and pre-exploitation estimates
of abundance of most baleen whale populations, was used to asses the historical population size
of blue whale Mexican aggregations at the Northeast Pacific. At a first sight, the number of blue
whales estimated for the Mexican aggregations and the North Pacific stock, seems to be more
realistic and compatible with exploitation scenarios available from whaling statistics, as well as
with the scarce population dynamic parameters for whales. However, uncertainty at such
parameters represented a handicap in setting confidence limits for historical population-size
estimates and therefore, results must be considered preliminary and not conclusive. Gross
simulations of post-whaling population growth, based on genetic estimates of historical
population size of blue whales at the Mexican winter aggregations and at the Northeast Pacific
stock were close to recent abundance estimates based on line-transect and mark-recapture for
the Northeast Pacific blue whales, Nevertheless, current estimates for the Mexican winter
aggregations represent only one third of the population size estimated for the summer
aggregations in California waters, supporting the existence of at least another wintering ground
in the Northeast Pacific. Individuals from such aggregation need to be included in future analysis
in order to obtain more reliable data sets for both genetic and demographic estimates of
historical, as well as current population sizes that can lead to an adequate management and
recovery plans for the species.
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INTRODUCCION

Recientemente se ha planteado que la intensa explotacion que sufrieron algunas
poblaciones de misticetos, particularmente en el hemisferio sur, impacté de manera
importante del ecosistema marino al remover uno de los niveles basales de la cadena
tréfica (ver Baker y Clapham 2004). Es por ello que la reconstruccién histérica de la
dinamica poblacional de estas especies se considera crucial para el entendimiento de las
medidas de restauracion ecoldgica del ambiente marino y la planificacion de la potencial

reapertura de las capturas comerciales.

Luego de casi cuatro décadas de proteccion en todos los stocks de grandes cetaceos, se
ha considerado que algunas poblaciones muestran ya algunos signos de recuperacion
(ver Perry et al. 1999). Sin embargo, este no parece haber sido el caso para poblaciones
como la de ballena franca en el Atlantico Norte (WWF 2003), la de ballena gris en el
Pacifico Noroccidental (WWF 2003), y las de ballena azul en los mares del sur (IWC
2000, 2001) y el Pacifico Noroccidental (ver Kato y Miyashita 2004). En el otro extremo,
se sabe que poblaciones como la de ballena gris en el Atlantico Norte fueron abatidas
por la explotacion desde hace varios cientos de afios (Kurlansky 2000). No obstante,
independientemente de qué tan alentadoras o preocupantes puedan parecer las
estimaciones de los niveles actuales de abundancia de estas poblaciones, es importante
sefialar que el parametro clave para la evaluacion de los niveles de recuperacion de las
mismas radica en una estimacion fidedigna de los niveles de abundancia poblacional
previos a la explotacién comercial; parametro que a la fecha se considera incierto y

elusivo a los diferentes métodos empleados para su calculo (ver Baker y Clapham 1993).

Los modelos de dindmica poblacional aplicados por la Comision Ballenera Internacional
(IWC) utilizan como base los registros historicos de las capturas, asi como las
estimaciones de la tasa neta de crecimiento poblacional y de abundancia actual para
retro-calcular los niveles de abundancia previos a las capturas (ver Baker y Clapham
2004). A pesar de que los niveles de abundancia actual en las poblaciones de misticetos
ha podido ser establecida con mayor precision gracias a la implementacion de métodos

como la fotoidentificacion (ver Hammond 1986, Hammond et a/. 1990) y/o transectos
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lineales (ver Buckland et a/. 2001), existe una controversial discrepancia en cuanto a la
validez de los datos de registro de capturas en las bitacoras de la flota comercial (ver
Holt y Young 1991, Holt 2004).

Hace una década, se presentd evidencia de que las estadisticas oficiales resguardadas
por la Comision Ballenera Internacional, eran imprecisas debido a la falsificacion
sistematica de los registros de captura por parte de la flota ballenera rusa (Yablokov
1994). El nimero de animales arponeados pero perdidos durante las maniobras y las
capturas ilegales (piratas) se han sefialado como otras potenciales fuentes de sesgo en
los registros (Holt y Young 1991, Roman y Palumbi 2003). Por lo anterior, resulta
evidente que los parametros clave para la aplicacion de los modelos clésicos de dinamica
poblacional y retro-calculo demografico presentan niveles de incertidumbre que
dificultan la obtencion de estimadores insesgados del nimero de individuos que

conformaban las poblaciones antes de la caza comercial (ver Baker y Clapham 2004).

Con la incorporacion del analisis de marcadores moleculares de DNA al campo de la
ecologia poblacional de los grandes cetaceos, se ha generado una importante cantidad
de informacion acerca de los niveles de diversidad genética en sus poblaciones (ver
Hoelzel 1991, Dizon et al 1997). En teoria, la diversidad genética de un marcador
genético neutral™ refleja el tamafio de una poblacién ya que esta diversidad varfa a
través del tiempo con una tasa de sustitucion nucleotidica determinada en una poblacién
cerrada o semi-cerrada; las poblaciones numerosas y demograficamente estables
acumulan mas cambios en el tiempo evolutivo que aquellas poblaciones pequefas y

fluctuantes (ver Avise et al. 1988, Avise 2000).

Cuando una poblacion decrece en abundancia pierde una fraccién de su diversidad
genética, pero esta pérdida no es tan acelerada como la reduccién en la abundancia de

los individuos. Por ende, seria posible estimar el nimero de individuos que explicarian

 1a diversidad genctica neutral refiere aguella variacion asociada exclusivamente con los eventos de
mutacion. Bajo el concepto de la teoria de evalucion molecular neutralista, una mutacion permanece o
desaparece del acervo genético de una poblacion en respuesta a procesos estocasticos y no debido a su
valor adaptativo mediado por la seleccidn natural.
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los niveles actuales de diversidad y contrastar dicho nimero con los niveles actuales de

abundancia para evaluar el efecto de las capturas en las poblaciones.

Sin embargo, las estimaciones basadas en parametros genéticos para algunas de las
especies de grandes cetdaceos (p.e. Rooney et &/ 2001, Roman y Palumbi 2003)
sobrepasan las estimaciones de abundancia, actuales y previas a la captura comercial,
hasta por un orden de magnitud. De acuerdo con Lubick (2003) y Holt (2004) las
estimaciones basadas en datos genéticos resultan incoherentemente elevadas, por lo
que las discrepancias con las tendencias poblacionales actuales e histdricas dificilmente
podrian ser atribuidas a una subestimacion sistematica de las capturas comerciales. Por
su parte, Roman y Palumbi (2003) sefialan que una de las principales fuentes de
incertidumbre en la estimacion del tamafo efectivo histérico a través de datos genéticos
esta asociado con el calculo de la tasa de sustitucion nucleotidica (p.e. calibracion del
reloj molecular; ver Avise et al. 1988, Nei y Takahata 1993, Nee et a/. 1995, Beerli y
Felsenstein 1999). Sin duda, la relativamente escasa informacion sobre las tasas de flujo
genético entre las poblaciones de muchas especies, y por ende de los limites de las
mismas (ver Baker y Palumbi 1997), es también otro factor que introduce incertidumbre

en la estimaciones.

Ante la evidente discrepancia e incertidumbre de las distintas aproximaciones que hasta
ahora han sido empleadas para estimar la abundancia histdrica de las poblaciones de
misticetos, resulta crucial la busqueda de alternativas mas apropiadas que permitan
establecer una linea de base confiable para evaluar el nivel de recuperacion de estas
especies. Las implicaciones que una incorrecta estimacion de la abundancia histdrica
traeria para el manejo futuro de estas especies son particularmente serias. Al
subestimar la abundancia previa a las capturas comerciales se estaria sobre-estimando
la tasa de recuperacion, lo que alentaria prematuramente a la reapertura de las capturas
(ver Baker y Clapham 2004). Consecuentemente, nuestra habilidad para evaluar la
respuesta de las poblaciones a los cambios ecoldgicos a gran escala estaria siendo
enmascarada por el efecto de un nuevo, y seguramente mas tecnificado y eficiente,
periodo de explotacion comercial. Por el contrario, al sobre-estimar los niveles de

abundancia historicos estariamos lejos de poder considerar la remocién de individuos y
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el aprovechamiento sustentable de las poblaciones de los grandes cetaceos, principal
objetivo del plan de manejo (NMP; New Management Procedure) de la Comision

Ballenera Internacional (ver Holt y Young 1991).

El presente capitulo presenta una estimacién del tamafo de las agregaciones mexicanas
de ballena azul en aguas adyacentes a la Peninsula de Baja California con base en los
niveles de diversidad genética, pero a través de una aproximaciéon que incorpora

informacion referente a la historia demografica de los linajes de cada agregacion.

Antecedentes

Se ha especulado que la poblacion mundial de ballenas azules alcanzé alguna vez cerca
de 275,000 individuos®: 14,000 B. m. musculus en el Pacifico Norte (Oshumi y Wada
1974), 12,000 B. m. musculus en el Atlantico Norte, 240,000 B. m. intermedia'y 10,000
B. m. brevicauda en los mares del sur (ver Gambell 1976, Perry et al. 1999, WWF 2003,
IWC 2000, 2001). Cuando en 1864 se introdujeron el arpdn explosivo y las
embarcaciones impulsadas a vapor a las operaciones de captura comercial, el tamafio y
la velocidad de esta especie, que hasta entonces la habian mantenido al margen de las
capturas comerciales, dejaron de ser una limitante para la flota ballenera. Debido al
mayor rendimiento en aceite y carne que podia obtenerse al cazar al animal mas grande
que existe en el planeta, pero también a la reduccion en la captura por unidad de
esfuerzo de otras especies por la sobreexplotacion, las ballenas azules se convirtieron en
el blanco principal de la industria ballenera y sus poblaciones declinaron severa y

aceleradamente a nivel mundial.

Hasta 1967, fecha en la que la Comision Ballenera Internacional (IWC) declaro la
prohibicion de las capturas de esta especie en todas sus poblaciones, el nimero de
ballenas azules capturadas fue de alrededor de 342,640 (5,761 en el Pacifico Norte;

2 Con base en las tallas de los especimenes de ballena azul v la distribucién geografica de los mismos, Rice
(1978) reconoce tres subespecies de ballena azul. Sin embargo, recientes estudios morfométricos
(Gilpatrick et &/ 1999) y genéticos (Conway ef a/ 2003) sugicren que esta supuesta separacion
geagrafica no es completa. Aunada 3 esto, existe una clara dificultad para identificar 1a forma pigmea en

el campo. B.onwsciiis hallena azul del Hemusferio Norle. Banantermedia = ballena azul del
Hemisferio Sur. 8mb = Balenopters muscotus brevicawda, ballena azul pigmea del Hemisferio Sur.
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6,200 en el Atlantico Norte; 330,680 en los mares del sur) y las estimaciones mas
recientes indican que actualmente existen a lo mucho entre 7,960 y 8,750 individuos en
todo el mundo (ver Perry et al. 1999), razon por la que la mayoria de sus poblaciones se

consideran amenazadas o en peligro de extincion (ver Mace y Lande 1991, IUCN 1996).

Durante el periodo mas intenso de operacion de la flota ballenera en el Pacifico Norte
(1917-1939), los japoneses, rusos, norteamericanos, y noruegos concentraron sus
capturas en la porcion mas nortefia de la distribucion histérica de esta especie (ver
Tilman 1975, Perry et al. 1999), entre Kamchatka y el Golfo Este de Alaska; zonas para
las que durante las Gltimas y recientes exploraciones no se han registrado avistamientos
de la especie (ver Forney et al 1995b, Kato y Miyashita 2004). De hecho, la Unica
evidencia de la ocurrencia actual de ballenas azules de esas subpoblaciones es el
conjunto de datos bioacusticos que indican la presencia de un nimero desconocido de
ballenas azules a lo largo de todo el afo (Stafford et a/. 2001, Moore et al. 2002). Lo

anterior sugiere que la explotacion comercial en esas areas fue particularmente severa.

La especie también fue cazada intensamente a lo largo de la costa oeste de
Norteamérica, donde varias estaciones costeras canadienses y norteamericanas
operaron entre 1918-1939 (ver Kellogg 1931, IWC 1942, Brueggeman ef al. 1985).
Adicionalmente, bajo concesion del gobierno mexicano, la flota noruega operdé en la
costa occidental de la Peninsula de Baja California entre 1924 y 1929, particularmente
frente a Bahia Magdalena, (ver Tegnnessen y Johnsen 1982). Aunque no existen
estadisticas precisas sobre las operaciones de captura en estas areas, Tgnnessen y
Johnsen (op cit.) reportan un total de 1,994 ballenas azules cazadas entre 1910 y 1934
para la costa oeste de Norteamérica, 43% de las cuales fueron capturadas frente en la

costa occidental de la Peninsula de Baja California.

A pesar de que la reduccion en el nimero de ballenas azules era cada vez mas evidente
en los datos de captura por unidad de esfuerzo, tanto en las agregaciones costeras del
Pacifico Norte como en otras regiones del mundo (ver Tgnnessen y Johnsen 1982, Holt
y Young 1991), la flotas soviética y japonesa continuaron con las operaciones pelagicas

sobre esta especie hasta que fue declarada bajo proteccion y la Comision Ballenera
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Internacional prohibié completamente su captura en 1965 (IWC 1966). Algunos autores
han sugerido que para finales de la década de los 70’s el remanente poblacional de esta
especie en el Pacifico Norte no sobrepasaba los 1,500 individuos (ver Gambell 1976,
Yochem y Leatherwood 1985, Perry et a/. 1999).

La abundancia de ballenas azules fue estimada por transecto lineal en el Pacifico
Oriental Tropical para las temporada verano/otofio 1986-1990 (Wade y Gerrodete 1993)
y en la costa de California para verano/otofio de 1991 (Barlow 1995). Dichas
estimaciones arrojaron un total de 1,400 (C.V.=0.24) y 2,250 (C.V.=0.41) individuos
respectivamente. Sin embargo, la estimacion por transecto lineal mas reciente (ver
Calambokidis y Barlow 2004), en la que se incluyen las ballenas azules que se
distribuyen a lo largo de la Peninsula de Baja California durante otofio, y no sélo
aquellas que ocupan la costa de California, indica cerca de 3,000 individuos (C.V. =
0.14). Paralelamente, Calambokidis y Barlow (2004) estimaron el tamafio de la
poblacién mediante fotomarcado y recaptura, obteniendo un total aproximado de entre
1,167 y 2,357 individuos. |

Gendron (2002) estimé también por transecto lineal que el nimero de ballenas azules
que ocupan el Golfo de California durante el invierno, asi como la costa occidental de la
Peninsula de Baja California durante la primavera fue de 362 (C.V. = 0.45) y 576 (CV.=
0.38) respectivamente. Resulta obvio entonces que el nimero de ballenas azules
estimado para las agregaciones mexicanas representa tan solo una porcién del total
estimado para aguas de California, lo que sugiere que deben existir otra u otras zonas
de agregacion en las que pasan el invierno el resto de los individuos que se congregan

durante el verano en las costas de California (ver Introduccién, Capitulo 2).

En una revisién sobre el estado actual de algunas especies de grandes cetdceos, Perry y
colaboradores (1999) consideran que debido a que las agregaciones de ballena azul del
Pacifico Nororiental han mostrado signos de recuperacién, este stock podrfa ser
candidato para ser retirado de la lista de especies amenazadas. Las tendencias de
incremento en la abundancia de este stock reportadas por Calambokidis y Barlow (2004)

sustentarian dicha accion. Sin embargo, para poder establecer confiablemente los
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niveles de recuperacion se requeriria de informaciéon detallada sobre la abundancia
historica y los limites del stock, asi como de estudios sobre los requerimientos de
habitat. Como se ha mencionado anteriormente, toda esa informacion resulta aun

escasa y no concluyente.

Las mayor parte de las evidencias bioacusticas apuntan hacia la existencia de al menos
dos subpoblaciones discretas en el Pacifico Norte: las agregaciones del Pacifico
Noroccidental y las del Pacifico Nororiental (ver Stafford ef a/. 2001, Moore et al. 2002,
Stafford 2003). No obstante, la relacion que existe o que pudiese haber existido entre
las agregaciones del Pacifico Nororiental (Golfo de Alaska, British Columbia, Washington,
Oregon, California, Hawai, Baja California y el Domo de Costa Rica) es aun incierta (ver
Capitulo 2).

El panorama se complica aun mas al considerar que las agregaciones de las Islas
Galapagos, Ecuador, PerG y el norte de Chile, en conjunto con las del Pacifico
Nororiental, muy probablemente conforman una subpoblacién discreta para la que se ha
considerado la designacién de “grupo del Pacifico Oriental” (ver Capitulo 2, Conway et
al. 2003). Aunque la informacidn sobre la abundancia histérica y actual de las ballenas
azules del Pacifico Oriental al sur del ecuador es escasa, existe evidencia de que las
operaciones de captura también fueron intensas en las costas de Perl, Ecuador y las
Islas Galapagos, al menos entre 1924 y 1935 (ver IWC 1942, Tgnnessen y Johnsen
1982).

Al desconocer los limites de las agregaciones resulta practicamente imposible estimar
con precision la abundancia en cada una de ellas. A la vez, si efectivamente las
agregaciones representan una sola unidad poblacional, las estimaciones de abundancia
actuales podrian estar reflejando un nimero de individuos mucho mayor al que en

realidad existe.
Por todo lo anterior, suponiendo que existe una continuidad en las agregaciones del

Pacifico Oriental y que el Golfo de California representa el habitat invernal de una parte

importante de dicho stock, la estimacion del tamafio efectivo histdrico de la poblacion

113



basada en los datos genéticos deberia corresponder a un nimero cercano a la
estimacion actual para el stock México/California si efectivamente la poblacion se ha
recuperado. Por otro lado, y suponiendo que las agregaciones mexicanas y las
agregaciones del Pacifico Oriental Tropical conforman parte de la misma poblacion, el
numero total estimado para la agregacion de las costas de California, deberia
representar la suma de las estimaciones realizadas en las agregaciones mexicanas y
aquellas del Pacifico Oriental Tropical a menos de que existan componentes

poblacionales en otras zonas.
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MATERIALES Y METODOS

Parametros demograficos de las agregaciones: Pruebas de neutralidad
selectiva y distribucion de las diferencias pareadas entre secuencias.

Ya que la abundancia y la divergencia genética de los linajes presentes en una poblacion
es reflejo directo de su historia demografica (ver Avise et a/ 1984), se analizd la
neutralidad selectiva y la distribucion de las diferencias nucleotidicas entre todos los
linajes para poder evaluar posteriormente su relacion con el tamaiio histdrico de las
agregaciones y los niveles actuales de abundancia. Para ello se aplicé una prueba de
neutralidad selectiva usando el estadistico O (Tajima 1993) que compara dos
estimadores de variabilidad génica; uno basado en el nimero de sitios variables entre
haplotipos y el otro basado en la diversidad nucleotidica (/7). La prueba supone que
ambos estimadores deben generar un valor igual o muy cercano cuando los sitios
variables (mutados) tienen una distribuciéon homogénea a lo largo de secuencia de DNA;
implicando que la aparicion y permanencia de nuevos haplotipos en la poblacion no es

selectiva.

Paralelamente, se analizd la distribucion de frecuencia del nimero observado de
diferencias pareadas (mismatch distribution) entre todos lo pares de haplotipos y se
calculé el indice de irregularidad (raggedness) de Harpending (1994) que toma valores
altos para distribuciones multimodales y valores bajos para distribuciones unimodales o

suavizadas (Aris-Brosou y Excoffier 1996, Rogers y Harpending 1992).

Se graficd también la distribucién por clases de frecuencia de los haplotipos como un
posible indicador de eventos histdricos en la demografia de las agregaciones. De
acuerdo con Liukart y colaboradores (1998) los eventos de cuello de botella causan una
distorsion transitoria caracteristica en la distribucion de frecuencia de las clases de alelos
presentes en una poblacion, haciendo que los alelos presentes en frecuencias bajas sean

aun menos frecuentes.
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Tamaiio efectivo historico en las agregaciones mexicanas de ballena

azul
Para los linajes maternos mitocondriales la relacion entre la diversidad genética (6)y el
tamafio efectivo de la poblacion (/A,) esta dada por 8= 2N, ; donde wes la tasa de

sustitucion (mutacion) por generacién (ver Beerli y Felsenstein 2001).

Desde mi punto de vista, las aproximaciones al tamafio efectivo de las poblaciones
realizadas tradicionalmente a través de la relacion arriba mencionada, han pasado por
alto un factor importante al no considerar la variacion total contenida en la poblacion. Ya
que las estimaciones que realicé en este trabajo incorporan este factor, a continuacion

describo paso por paso el procedimiento y la logica que segui para calcular A

1. El indice de diversidad genética © puede estimarse a través de diferentes
aproximaciones (p.e. Ewens 1972, Zouros 1979, Chakraborty y Weiss 1991,
Felsenstein 1992, Fu 1994). Sin embargo, si puede suponerse un modelo de
sustitucion infinito con mutaciones neutrales (infinite site model) y existe un
equilibrio entre la mutacion y la deriva génica (tamafio constante de la
poblacién) entonces el promedio tedrico E(n)= 0 (Kimura 1968, Watterson
1975, Tajima 1983). Adicionalmente n es mucho menos sensible a los cambios
en el tamafio de poblacién (que fluctua extensamente en el tiempo evolutivo),

asi como al tamafio de la muestra (ver Nei y Kumar 2000).

2. La tasa de sustitucion nucleotidica promedio por sitio (nucledtido) por afio (4)
se calculd como el promedio de la divergencia intraespecifica de los linajes a
través de la relacion A = 6/T; donde @ es la diversidad genética promedio
entre todos linajes y 7 corresponde al tiempo de divergencia estimado entre
los linajes. El tiempo de divergencia se estim¢ directamente a partir de la
reconstruccion filogenética (ver Capitulo 2), empleando como base los tiempos
estimados a partir del registro fosil (ver Arnason et al. 2000). Para ello se
utilizé la herramienta grafica para calibrar los tiempos de divergencia del
programa Mega v3.0 (Kumar et a/. 2004). Con fines comparativos, se calculd
también el tamafio histérico de las agregaciones empleando valores de las
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tasas de sustitucion nucleotidica reportados en estudios previos para

misticetos (p.e. Lopez et al 1997, Pesole ef a/. 1999, Roman y Palumbi 2003).

La tasa de sustitucion nucleotidica promedio por sitio por generacién (i) se
obtuvo simplemente como el producto de Ay 7; ; donde 7; se estim6 como
dos veces la edad promedio de las hembras prefiadas en los datos de captura
comercial o dos veces la edad estimada de madurez sexual (p.e. si una
hembra madura sexualmente a los 10 afios, su primera cria tardara 10 afios en

madurar y tener su propia cria; es decir 20 afios de tiempo generacional).

La tasa de sustitucion nucleotidica promedio por linaje (v) se calculd como la
sumatoria de u a través de todos los sitios que representan cada linaje (Nei y
KUmar 2000). Es decir, si cada sitio tiene una tasa de sustitucion promedio, y
cada linaje esta representado por /7 sitios, entonces v = um; donde m es la

longitud de la secuencia analizada (ntiimero de nucledtidos).

Ahora bien, si @ es la diversidad nucleotidica promedio entre linajes, entonces
@ proporciona informacion sobre la variacion contenida en cada linaje de la
poblacidn. Ya que la fuente de variacion es cada haplotipo y en cada uno de
ellos puede ocurrir un evento de sustitucion de forma independiente, la
variacion total contenida en la poblacion correspondera entonces a la
sumatoria de la variacion promedio de todos los linajes presentes en la
poblacion. Asi, la diversidad nucleotidica poblacional (&) sera entonces & =

6N, ; donde Ny es el nimero de linajes.

Finalmente la relacion 8= 2N, se puede expresar ahora como & = 2/N,v. De
esta forma se obtiene un estimador que puede interpretarse de la siguiente
manera: Si existe una variacion o diversidad promedio en cada linaje materno,
adquirida a través del tiempo evolutivo, el numero de hembras
reproductivamente activas que explicarian el patron de polimorfismo o

diversidad genética contenido actualmente en la poblacion corresponderia a

Ne.
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Extrapolacion al tamaiio total de las agregaciones

La informacion disponible referente a la estructura social y a la biologia reproductiva en
los misticetos es particularmente escasa y fragmentaria, razén por la que no se conocen
con precision las frecuencias relativas por clases de edad y sexo en sus poblaciones.
Debido a que gran parte de los datos bioldgicos provienen de las operaciones de captura
comercial posteriores al decline de las poblaciones de ballena azul, la informacion
reportada para esta especie es particularmente limitada (ver Brinkmann 1948, Tomilin
1967, Ichihara 1966, Brueggeman et a/. 1985, Yochem y Leatherwood 1985). Por lo
anterior, los datos reportados para la ballena de aleta (Mackintosh 1942; Brinkmann
1948; Lockyer 1981, 1984) fueron considerados como la mejor alternativa para delimitar

parametros reproductivos y poblacionales de la ballena azul.

Con base en los datos reportados por Brinkmann (1948) para Antdrtica, y por
Brueggeman y colaboradores (1985) para el Pacifico Norte, el nimero promedio de
hembras prefiadas o reproductivamente activas (/) se consideré como el 35% del total
de las hembras adultas (Ay). El nimero de machos adultos (M) se calculd entonces
como el nimero de hembras adultas corregido por la proporcién de sexos (7;), que en el
caso de la ballena azul estd ligeramente sesgada hacia las hembras. El nimero de
individuos inmaduros o jévenes (N se considerd cercano al 22% del total de la
poblacién. Por lo tanto, el nimero total de individuos se calculé por medio de la

siguiente aproximacion:
Ny = Nua + Npa + Ny = No0.35 + Py(Nf0.35) +0.22[/No/0.35 + Ps(INe/0.35)]

Donde A es el nimero total de individuos; N4 es el total de hembras adultas; A es el
nimero de machos adultos; A, el nimero de individuos inmaduros; A, el tamario
efectivo de la poblacién (nimero de hembras reproductivamente activas); y 7 es la
razon machos/hembras estimada a partir de la asignacion molecular del sexo. Esta
aproximacion es muy similar a la que emplearon Roman y Palumbi (2003) para

extrapolar el nimero total de individuos en otras poblaciones de misticetos.
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Se estimd el tamafio historico de las agregaciones mexicanas de ballena azul a través
del modelo tradicional (@ = 2N. )y del modelo sugerido en este trabajo (& = 2N.v).
Ambas estimaciones se contrastaron con los niveles de abundancia actuales y los niveles

de abundancia histdricos basados en los datos de captura.

Adicionalmente, considerando que las maodificaciones incorporadas al modelo tradicional
representan una aproximacion novedosa, se estimé el tamafo histdrico en otras
poblaciones y especies de misticetos con base en los niveles de diversidad genéticos

disponibles en la literatura con el fin de evaluar los ndmeros generados por el modelo.

En particular, decidi estimar el tamafio histérico en las poblaciones de ballena jorobada
y ballena de aleta del Atlantico Norte usando el mismo juego de datos que emplearon
Roman y Palumbi (2003, support on line), asi como la poblacidén de ballena jorobada del
Pacifico Norte y las poblaciones de ballena de aleta del mar Mediterraneo y el Golfo de
California. Estas dos Ultimas poblaciones aparentemente cumplen con gran parte de los
supuestos que el modelo de coalescencia exige (poblacion cerrada y de tamano
constante) pues ambas se consideran residentes, con escaso o nulo flujo génico con
otras poblaciones vecinas y en ninguna de ellas existe evidencia documentada de

explotacién comercial (ver IWC 1942).

Intervalos de confianza del estimador de tamaifio poblacional historico

Debido a que muchos de los parametros empleados en la estimacion del tamafio
historico poblacional (p.e. tiempo generacional, estructura de edades, proporcion de
sexos) y otros estan representados por distribuciones con amplios recorridos (rangos),
empleé un esquema de remuestreo Monte Carlo usando el programa Crystal Ball 7.0®
(Decisioneering, Inc.). Se muestrearon aleatoriamente a lo largo de su recorrido: la
diversidad nucleotidica, el tiempo de divergencia, el tiempo generacional, la proporcion
adultos reproductores: adultos totales, la proporcion de sexos y la proporcion de
jovenes:adultos. Se efectuaron 25,000 réplicas para estimar la media y los intervalos de

confianza para el tamafio poblacional histdrico.
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Simulacion de las tendencias demograficas
Con el objeto de evaluar que tan plausibles podrian ser las estimaciones de abundancia
histdricas corregidas, se realizé un ejercicio de simulacién de crecimiento poblacional a
través del modelo demogréfico generalizado que la IWC usa como base para el retro-
célculo demogréfico (modelo logistico discreto, ver IWC 1999, Breiwick y York 2002)
simplificado:

Pr1= Pr+ mmaxP (1-(Py/K))-C+

Donde P :es el tamafno de la poblacion durante el afo t; /s €s la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional (maxima tasa neta de reproduccion); X es la capacidad de
carga, que se supone igual a la abundancia previa a la explotacion; zes el nivel maximo
de captura sustentable, es decir, el tamafo de la poblacion en relacion con la capacidad

de carga; y Ces la captura total en nimero de individuos durante el afio t.

La trayectoria demografica se calculd para el periodo 1909-2005 considerando tasas de
crecimiento intrinseco poblacional por debajo y por arriba del valor tedrico reportado
como maximo (4% anual; ver Anénimo 1994, Barlow et a/ 1995) y usando el valor

medio del tamafio poblacional histdrico generado de la simulacién de Monte Carlo.
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RESULTADOS

La prueba de neutralidad selectiva de Tajima resulté no significativa para el conjunto de
todos los linajes en las agregaciones mexicanas de ballena azul (0= - 0.2248; p>0.05).
Congruentemente, se obtuvo una distribucién de frecuencias multimodal para el nimero
de diferencias en las comparaciones pareadas entre las secuencias de todos los
individuos (Fig. 14 A); patron que sugiere que ninguno de los haplotipos ha sido
selectivamente favorecido. Por otro lado, el indice de irregularidad de Harpending (Z;=
0.036; p>0.05) y la prueba de bondad de ajuste bajo la hipdtesis de expansion
demogréfica (¥ = 16.224; p>0.05) resultaron no significativos, lo que sugiere gue las
agregaciones mexicanas de ballena azul se encuentran muy probablemente en una fase
de expansion poblacional. En conjunto, estos resultados indican que los linajes que
componen las agregaciones mexicanas no han pasado recientemente por un evento
severo de cuello de botella y que aunque el nimero de linajes podria haberse
mantenido estable, o bien aumentado paulatinamente, al menos no parece haber

disminuido en forma drastica.

Ahora bien, de acuerdo con los resultados del capitulo anterior, las agregaciones
mexicanas de ballena azul estan conformadas por dos grupos genéticamente
divergentes que podrian ser reflejo de dos eventos de colonizacion independiente en el
Pacifico Nororiental (Clado II y Clado Comun; ver Fig. 4, 5, 6 y Tablza XX, Capitulo 2). Al
efectuar las pruebas de neutralidad selectiva y analizar la distribucion de las diferencias
pareadas entre los linajes de cada clado se observaron diferencias importantes entre
ellos (Tabla XXII, Fig. 14 B y C). En congruencia con las evidencias presentadas en el
capitulo anterior, la distribucion de las diferencias pareadas entre linajes del clado II
resulté significativamente diferente a la distribucion esperada bajo la hipdtesis de
expansion y exhibid un valor mas alto, aunque no significativo, para el indice de
irregularidad de Harpending.

Para el clado II se observd una mayor dispersion en el nimero de diferencias pareadas

entre sus linajes, asi como una frecuencia similar para sus linajes mas divergentes y

menos divergentes (Fig. 14 B). En contraste, el clado comun present6 una distribucion

121



de diferencias pareadas con menor dispersion (sesgada hacia valores ligeramente
menores que los observados en el clado II) y exhibid una marcada diferencia en la
frecuencia de sus linajes mas divergentes con respecto a los menos divergentes (Fig. 14
Q).

Por oto lado, la distribucion de las clases de frecuencia para todos los haplotipos
detectados en las agregaciones mexicanas presento la caracteristica forma de “L” de
una poblacién que no ha pasado por un evento de cuello de botella recientemente (Fig.
15 A). Sin embargo, y en congruencia con el analisis de las diferencias pareadas entre
secuencias, al analizar la forma de la distribucion por clases de frecuencia para cada
clado resulta evidente que, a diferencia del clado comun, el clado II exhibié una menor
frecuencia para las clases de haplotipos poco comunes (Fig. 15 B y C). Lo anterior

sugiere la posible ocurrencia de un evento de cuello de botella para el clado II.
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Figura 14. Distribucion de frecuencia del ntmero de diferencias en las comparaciones
pareadas de los linajes maternos en las agregaciones mexicanas de ballena azul. La
curva simulada se obtuvo a partir de 1000 remuestreos por bootstrap, mientras que la
modelada corresponde al estimador analitico de la prueba. (A) Para todos los linajes de
las agregaciones mexicanas. (B) Para los linajes correspondientes al clado II. (C) Para
los linajes correspondientes al clado comdn. Las designaciones de los clados
corresponden a la sefialada en la Figura 6 y la Tabla XX.
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Tabla XXII. Diversidad haplotipica (4), nucleotidica (n) y
pruebas para los descriptores demograficos para los clados
filogenéticos de las agregaciones mexicanas de ballena azul.

Clado II' Clado Comiin

Haplotipos 7 9
dH 0.702 (0.040) 0.629 (0.041)
7 (d.e.) 3.426 (1.777) 2.068 (1.065)

nn (d.e.) 0.0068 (0.0039) 0.0041 (0.0025)
D Tajima (p) 1.561 (0.068)  -0.905 (0.192)
x2(p) 0.084 (0.049) 0.025 (0.619)
IH (p) - 0.013 (0.014) 0.075 (0.192)
(d.e.) = desviacién estandar

(p) = significancia estadistica
TH = Indice de Harpending
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Figura 15. Distribucion de haplotipos por clases de frecuencia. (A) Para todos los
linajes de las agregaciones mexicanas. (B) Para los linajes correspondientes al clado II.
(C) Para los linajes correspondientes al clado comun. Las designaciones de los clados
corresponden a la sefialada en la Figura 6 y la Tabla XX.
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Tiempos de divergencia

El calculo del tiempo de divergencia se realiz de forma gréfica con base en el arbol
fllogenético linearizado de los linajes maternos para todas las especies de misticetos (ver
Fig. 8; Capitulo 2). En la Figura 16 se presenta el mismo &rbol con la correspondiente
escala en distancia genética y tiempo de divergencia suponiendo una tasa de sustitucién
nucleotidica constante y homogénea para todos los linajes. La linea de base empleada
para fijar el tiempo de divergencia en el arbol filogenético fue de 6.7 millones de afios
(Arnason et al. 2000); fecha estimada en el registro fésil para la separacion de los

linajes de ballena azul y ballena de aleta.

Al fijar el tiempo de divergencia sobre el nodo del clado central de balenoptéridos
(ballena azul, ballena jorobada, ballena de aleta, ballena sei y ballena de Bryde; ver Fig.
16), la tasa de mutacién (tasa evolutiva o de sustitucién nucleotidica) calculada para el
grupo de los misticetos fue de 2.35 x 10 sustituciones por sitio por afio; valor cercano
al promedio aceptado de 1.0 — 2.0 x 10® para la regién control del genoma mitocondrial
para misticetos (ver Baker et al. 1993, Pesole et a/. 1999, Roman y Palumbi 2003).

El tiempo de divergencia, estimado directamente de la topologia del arbol filogenético,
para todos los linajes de ballena azul fue de 790,000 afos. Cabe sefialar que la fecha
calculada por Arnason et a/. (2000) corresponderia al ancestro comin para la ballena
azul y la ballena de aleta (6.7 millones de afios), mientras que el tiempo de divergencia
aqui inferido corresponde al ancestro com(n de todos los linajes de ballena azul

incluidos en el analisis.

El tiempo de divergencia estimado para los linajes actuales del clado II fue de 490,744
afos, mientras que para los linajes del clado comtn fue de 622,901 afios. Este resultado
parece sugerir que el clado II aparecié en las agregaciones mexicanas mucho depués
que el clado comtn. Sin embargo, es posible también que los representantes del clado
comUn hubiesen arrivado posteriormente, pero al provenir del grupo ancestral de

Antartica sus tiempos de divergencia resultaran mayores.
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Figura 16. Reconstruccidn filogenético por minima evolucién (ME) para 219 haplotipos maternos de
misticetos. Arbol linearizado de consenso estricto (10,000 remuestreos por bootstrap). Los valores sobre la
escala representan el tiempo de divergencia en afios y los valores por debajo de la escala corresponden a la
distancia genética de Tamura-Nei (a = 0.36). La flecha negra indica en nodo en el que se fijo el tiempo de
divergencia basado en el registro fésil para la separacién entre ballena azul y ballena de aleta (6.7 millones
de anos; ver Arnason et al. 2000).
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Calculo del tamaiio poblacional historico

En funcidon de las diferencias observadas entre el clado II y el clado comin, la
estimacion del tamafio poblacional historico se realizé no sdlo considerando todos los
linajes de las agregaciones mexicanas, sino también efectuando una estimacion

independiente para cada clado.

La tasa de sustitucion nucleotidica calculada a partir del estimador de diversidad
nucleotidica intraespecifica y los tiempos de divergencia obtenidos de la reconstruccion
filogenética, los valores obtenidos fueron congruentes con aquellos reportados para
regiones homdlogas en mamiferos (ver Pesole et al. 1999). Asi mismo, la diferencia en
las tasa de sustitucion nucleotidica estimada independientemente para cada clado (ver
Tabla XXIII) fue congruente con la historia demogréfica inferida para cada uno de ellos

en el capitulo anterior (ver Fig. 5, Capitulo 2).

La Tabla XXIII detalla los valores de cada uno de los parametros empleados en el
calculo del tamafo poblacional histdrico, asi como la estimacion del mismo a través del
modelo tradicional y con la correccion planteada en el presente trabajo. Sin duda, lo
mas relevante al analizar esta tabla es la magnitud de la diferencia entre los estimadores
de ambas aproximaciones. El tamafio poblacional histérico estimado por el modelo
tradicional resultd entre 14 y 19 veces mayor al estimado con el modelo corregido
cuando se utilizo el valor de diversidad nucleotidica de las agregaciones mexicanas, y
hasta 60 veces mayor al considerar estimaciones independientes para cada uno de los
clados. El nimero histdrico de ballenas azules en las agregaciones mexicanas se estimo
en un total de 63,145 individuos a través del modelo tradicional y en 4,191 individuos
empleando el modelo corregido. Al estimar independientemente el tamafo historico de
las agregaciones se obtuvieron valores de 183,135 y 1,949 individuos para el clado
comdn, mientras que en el clado II el nimero de individuos resultd de 122,471 y 1,194

para el modelo tradicional y el modelo corregido, respectivamente (ver Tabla XXIII).
La estimacion del tamafio histdrico de las agregaciones de ballena azul se modificd de

forma importante al considerar valores de la tasa mutacional reportados en otros

estudios de misticetos para la regién control mitocondrial. Sin embargo, en funcion del
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tamafio de muestra empleado para estimar la divergencia entre los linajes al reconstruir
la genealogia (ver Fig. 16, Anexo D), consideré mas adecuado trabajar con la tasa de

sustitucion nucleotidica obtenida en el presente estudio.

La media, los intervalos de confianza al 95% y los descriptores de los parametros
empleados en la simulacion Monte Carlo para ambos clados de las agregaciones
mexicanas de ballena azul se detallan en la Tabla XXIV. Como puede apreciarse en dicha
tabla, al introducir cierto grado de incertidumbre a la estimacién el nimero total de
ballenas azules fue de 4,812 individuos (I.C. 95%; 2,854 — 7,237); valor cercano al
generado con el célculo deterministico (4,191; ver Tabla XIII). Lo anterior indicaria que
los niveles de abundancia actuales en la poblacién del Pacifico Nororiental representan

entre el 62% vy el 70% del stock original.



Tabla XXIII. Parametros empleados para la estimacién del tamafio histérico con base en datos genéticos para las agregaciones mexicanas de ballena azul
en el Pacifico Nororiental.

Abundancia n Bx To I m Ny Te 3 v 0e Ne (1) Nua(1)  Ps (1) Nw(1) Ninf1) Nr (1) Nr(2)
Tasa de mutacidn calculada a partirde la r ion filogenéti
Agregaciones mexicanas 2574-3413 190 0.006400 703,000 S.03E-08 500 17 20 1.81E-07 9.03E-05 0.1088 603 1,722 0.83 1429 1,040 4,191 130,753
Clade comin 189 - 794 121 0.004136 €22,901 B.64E-09 500 9 20 1.33E-07 6.64E-05 0.0372 280 801 .83 665 484 1,949 118,348
Clado II' 189 - 794 58 0.006852 490,744 1.40E-08 500 7 20 2.79E-07 1.40E-04 00480 172 4g1 0.83 407 296 1,184 62,891
Valor inferior de la tasa de mutacién promedio para la regién control en mamiferos
Agregaciones mexicanas 2,574-3413 190 0.006400 708,000 1.00E-08 500 17 20 2.00E-07 1.00E-04 0.1088 544 1,554 0.83 1,290 39 3,783 121,600
Clado coman 168 - 784 121 D.004136 622,201 1.00E-08 500 9 20 2.00E-07 1.00E-04 0.0372 186 532 083 441 321 1.284 78584
Clado II' 168 - 784 58 0.006852 490,744 1.00E-08 500 7 20 2.00E-07 1.00E-04 0.0480 240 665 0.83 569 414 1,668 130,188
Tasa de mutacién promedio para la regién control en mamiferos
Agregaciones mexicanas 2574 -3.413 180 0.006400 709,000 1.50E-08 500 17 20 3.00E-07 1.50E-04 0.1088 363 1.03€ 083 860 628 2.522 81,067
Clado comiin 19¢ - 734 121 0.004136 522,801 1.50E-08 500 <] 20 3.00E-07 1.50E-04 0.0372 124 385 0.83 294 214 863 52,389
Ciado II 196 - 794 58 0006852 490,744 1.50E-08 500 7 20 3.00E-07 1.50E-04 0.0480 160 457 0.83 379 278 1,112 86,762
Valor superior de la tasa de mutacién promedio para la region control en mamiferos
Agregaciones mexicanas 2574-3413 190 0.008400 709,000 2.00E-08 500 17 20 4.00E-07 200E-04 0©.1088 272 777 0.83 845 469 1,891 60,800
Clado comtn 198 - 794 121 0.004136 622,901 2.C0E-08 500 g 20 4.00E-07 200E-04 0.0372 93 266 0.83 1 161 647 38,292
Ciado II' 199 - 794 58 0.008852 480,744 2.00=-08 500 T 20 4.00E-07 2,00E-04 0.0480 120 343 0.83 284 207 834 65,084

(1) Corresponde a |2 estimacién empleande &l modelo corregido (8e= 24,¥).

(2) Corresponde a Iz estimacién empleande el modelo tradicional (8= 24, ).

n = ndmero de individuos analizados.

6, = diversidad nudleotidica promedio entre linajes.

Te= Tiempo de divergencia en anos.

A = tasa de sustitucion por sitio per afo.

m = tamafio de la secuencia, nimero de nucledtidos que componen el haplotipo,

Ny= NUmero de haplotipos.

Te= Tiempo generacional en afios.

¥ = tasa de sustitucion por sitio por generacion

v = tasa de sustitucion por linaje.

8,= diversidad nucleatidica poblacional.

N.= Tamafic efectivo historico de la poblacién.

Nia= NUmero de hembras adultas

P, =proparcion de sexos (machos : hembras).

Nua= Nimero de machos adultos.

Nym= NUmero de individuos jovenes o inmaduros

Nr= Tamane histdrico de la poblacion.

* Lz estimacién de abundancia actual para las agregacicnes mexicanas se tomé de Calambokidis y Baker (2004) suponiendo que las agregaciones mexicanas representan la zona de distribucién invernal de todos los
individuos que migran hacia California. Por su parte, |a estimacién de abundancia actual para los clados se tomé de Gendron (2002) considerando exclusivamente a las agregaciones mexicanas.



Tabla XXIV. Parametros empleados en la simulacion Monte Carlo (25,000 remuestreos) para la
estimacion del tamafio histérico con base en datos genéticos para las agregaciones mexicanas de
ballena azul en el Pacifico Nororiental.

Variables Distribucion parametrizada Parametros de la distribucién
Diversidad genética (8) Normal 0.0064+0.0037

Tiempo de divergencia (afios) Normal 709,000+130,269

Tiempo generacional (afnos) Normal 22+3

Porcentaje de adultos Triangular 0.35+0.04

Proporcion de sexos Triangular 0.92+0.07

Porcentaje de jovenes Normal 0.18+0.02

Namero de haplotipos Ninguna 17

Ne = 659 (I.C. 95%; 356 —
N =4,812 (1.C. 95%; 2,854 —

Las distribuciones de las variables fueron parametrizadas con base en los datos de las bitacoras de captura
reportados en Tomilin (1967), Brinkmann (1948), Brueggeman et a/. (1985), Fisheries Research Board of Canada
(1992) y Gregr et al. (2000). Los tiempos de divergencia fueron calibrados con los datos presentados por Arnason et
al. (2000).

Simulacion de las tendencias demograficas: Comparacion de los

estimadores de abundancia historica

Como se menciond anteriormente, al no contar con una estimacién confiable de los
niveles de abundancia previos a la explotacion comercial, se ha especulado que el
nimero de ballenas azules que habitaban el Pacifico Norte era de entre 5,000 y 6,000
(Rice 1974, Gambell 1976). Por su parte se ha estimado que un total de 5,761 ballenas
azules fueron capturadas en dicha zona; aproximadamente 2,271 individuos para el
Pacifico Nororiental (IWC 1942, Perry ef a/. 1999). Debe tomarse en cuenta que al trazar
las tendencia demografica de la poblacion de ballena azul en el Pacifico Norte decidi
emplear exclusivamente los registros de captura correspondientes al Pacifico Nororiental
(ver Anexo F). Lo anterior debido a que los datos genéticos empleados en la estimacion
del tamario historico poblacional corresponden solo a las agregaciones mexicanas
(suponiendo la ocurrencia de dos stock discretos en el Pacifico Norte; ver Stafford et al.
2001, Moore et al. 2002).
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Debido a la discrepancia en los niveles de abundancia histérica reportados para la
ballena azul, decidi considerar en la simulacion de las tendencias demograficas varios
escenarios. Con ello traté de representar los niveles de incertidumbre en las tasas netas
anuales de crecimiento poblacional. En la Tabla XXIV se presentan los niveles de
abundancia actual e histdrica, asi como los escenarios empleados en la reconstruccion

de las tendencias demograficas.

Al considerar la informacion disponible para el Pacifico Nororiental (México/California),
varios de los escenarios resultaron congruentes con los niveles de abundancia actual. El
primero de ellos es el asociado con el estimador genético a través del modelo sin
correccion (Roman y Palumbi 2003), suponiendo que se hubieran reportado solamente
el 4% de las capturas y una tasa de crecimiento poblacional anual del 0%. Sin embargo,
como puede apreciarse en la Tabla XXV, este Gltimo escenario implicaria que cerca de
59,000 ballenas azules debieron haber sido capturadas en el Pacifico Nororiental; razon
de sobra para descartarlo. Los otros escenarios permiten inferir que aun con una
falsificacién de hasta el 60% de las capturas, una tasa de crecimiento poblacional del
8% anual podria explicar los niveles actuales de abundancia. Finalmente, si los registros
de captura son precisos y la estimacién del tamafio histdrico de las agregaciones puede
validarse, una tasa neta de crecimiento poblacional ligeramente menor al 2% arrojaria

una abundancia actual de poco mas de 4,000 ballenas azules.
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Tabla XXV. Tendencias demogréficas del stock de ballena azul del Pacifico Nororiental con base en la estimacién genética del tamafio histérico poblacional
y diferentes tasas de crecimiento neto anual de la poblacion (rpay)-

Modelo genético Abundancia actual * Stock original en 1909 ® Capturas © Pl Pablacion en 1965 Poblacion en 2005
Roman y Palumbi (2003) 2,574 -3,413 60,800 59,000 0% 3,158 (5%) 3,158
Este trabajo 2,574 —-3,413 4,190 2,271 0% 1,973 (47%) 1,973
Este trabajo 2,574-3,413 4,180 2,271 2% 3,172 (75%) 3,849
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 2,271 4% 3,681 (88%) 4,160
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 2,271 8% 3,927 (94%) 4,190
Este trabajo 2,574-3,413 4,150 4,542 0% Extinta (0%) Extinta
Este trabajo 2,574 - 3,413 4,190 4,542 2% 1,131 (27%) 2,320
Este trabajo 2,574 —-3,413 4,190 4,542 4% 2,775 (66%) 4,076
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 4,542 8% 3,632 (86%) 4,188
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 6,813 0% Extinta (0%) Extinta
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 6,813 2% Extinta (0%) Extinta
Este trabajo 2,574 -3,413 4,190 6,813 4% Extinta (0%) Extinta
Este trabajo 2,574-3,413 4,150 6,813 8% 3,063 (0%} 4,186

# La estimacidn de abundancia actuzl corresponde a los intervalos de confianza reportados por Calambokidis y Barlow (2003).

® Tamafio histdrico poblacional estimado a partir de los niveles de diversidad nucleotidica con y &l modelo tradicional (se uso la estimacion més baja de la Tabla XXIII ) y el modelo
corregido (se uso la estimacion de la Tabla XXIII).

© Las capturas reportadas corresponden para la zona del Padifico Neroriental indican 2,271 individuos aproximadamente (Perry et &. 1999). Los otros valores corresponden a 26
veces |a captura (59,000), 2 veces la captura (4,542) y tres veces la captura (6,813). Se usaron estos nimeros para representar la incertidumbre en la confiabilidad de las bitdcoras
de captura (ver Yablokov 1994).

¢ Los pardmetros demogréficos empleados intentan representar valores de la tasa neta maxima de incremento poblacional del 4% para cetaceos (ver Andnimo 1994, Barlow et a/.
1995).



Estimacion del tamaifio poblacional historico en otras poblaciones de
misticetos: Evaluacion del modelo corregido

Como se sugiere en el capitulo anterior, el muestreo realizado en este trabajo podria
estar sesgado hacia ciertos componentes del stock de ballenas azules del Pacifico
Nororiental. Por esta razon, se calculo el tamafio historico poblacional en un conjunto de
poblaciones de varias especies de misticetos para las que existen datos sélidos sobre sus
niveles de abundancia y diversidad genética (Tabla XXVI). En primera instancia resalté
el hecho de que, el modelo corregido generd valores mucho mas cercanos a la
estimacién de abundancia previa a las capturas en comparacion con el modelo

tradicional.

Los niveles de diversidad genética parecen estar en estrecha relacién con el tamafio de
las poblaciones, tanto el histérico como el actual. Lo anterior podria ser reflejo de que la
captura comercial, a pesar de haber sido intensa, disminuyé considerablemente el
numero de individuos en las poblaciones pero no impacto significativamente los niveles
de diversidad genética, al menos para las poblaciones y las especies aqui analizadas. Es
importante destacar también que los niveles de diversidad genética mds bajos
estuvieron asociados con poblaciones que pueden considerarse relativamente pequefias
y aisladas (p.e. ballena de aleta del Golfo de California y del Mar Mediterraneo). Para el
caso de estas dos Ultimas poblaciones, la baja diversidad genética podria estar
reflejando una estabilidad poblacional producto de la capacidad de carga del ecosistema
ya que no existe evidencia reciente de algun cuello de botella asociado con la captura

comercial o algin evento oceanografico de gran escala.
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Tabla XXVI. Estimacion del tamaiio histérico en algunas poblaciones de misticetos

Especie/Poblacion® Abundancia® Muestreo® Parametros del estimador para N(1) Estimador del tamaiio poblacional’
Histdrica Actual n % Poblacién o= T m_ H TG Ng(1) ® Ps®  Modelo corregido (1) Modelo tradicional (2)

Bmy (BCB)™ 15,000 5900-9200 98  11-14 00183 0470 453 €8 35 1008 1.5 8.77¢ 108,180
Mn (NF) 10,000 - 15,000 5540 - 8000 85 12-1.7 0.0140 1330 283 7 15 1087 1.3 S.584 236 424
Mn (NA) 20,000 6500 - 10800 80 0B-14 0.0200 1330 283 15 15 2350 13 20,537 337,778
Bp (NA) 40,000 27,000 - 82,000 237 0.3-0.9 0.01123 0CB15 288 48 18 3774 1.3 32,985 345,800
Bp (Med)** - 2,130 -8,027 72 12-33 0.0053 0815 288 7 18 550 11 4434 74,593
Bp (GC)™ - 250 - 380 75 1€.7-30.0 0.0007 0125 288 3 18 36 1.3 317 9,852

Bp (CC) - 968 - 1,483 12 06-08 00056 0224 288 5 18 108 1.3 943 81,530
Er (PNO)*™ 20,000 21,900 - 32,400 120 04-05 0.0170 1240 523 33 15 2608 1.0 19,821 238 259
Er (PNOcc)* - 100 - 200 45 22 5-45.0 0.0180 1240 523 10 15 790 1.5 7.508 225,185

'mmsymmammmmunmmmdml
M&m@mh@mmm&ﬁmsh&mmmmﬂornauonomﬁauemhsmdeabmdamapmahsmmsmmam(quI19?6.Y0d:emy
Leatherwood 1995, Perry et al 1999).
‘Losmmamsdenmmcnrmponﬁmalusmdasporlostmr:uxsmlaﬁbhM(Gpiu.danmrmhsmaelosvalmdedmm
“Tamafio efectivo de la poblacién empleado en la estimacion del tamafc peblacional histdrico para &l mocelo comregido
‘WeemmmthmmmmBMMthmm(mpﬂ:.zlor
'(1,Bumamnmellmdalum (2) Estimacidn con el modelo tradicional empleando como tasa de sustitucion 1.5 x 107 sitios afic™ y una proporddn de sexos de 1:1
$ COMO severamente disminuidas.
** Poblaciones consideradas residentes y aisladas (cemradas y denso- tes).
"-mmmuﬁasmumpumrmammhsdeunmddewmnm




DISCUSION

Consideraciones metodologicas

En este trabajo se propone un modelo corregido para la estimacion del tamafio histdrico
de las poblaciones con base en los niveles de diversidad genética neutral. La innovacion
a este modelo con respecto al modelo tradicional es que considera informacion referente
a la historia demogréfica de las poblaciones. Al usar los tiempos de divergencia
intraespecificos (o intrapoblacionales cuando existe una fuerte estructura filogeografica)
en el célculo de las tasas de sustitucion o mutacion, el modelo ajusta los tiempos de
coalescencia al ancestro com(n de los miembros de una especie o una poblacién, y no a
los tiempos de coalescencia entre diferentes especies. Las tasas de sustitucion
nucleotidica estan en estrecha asociacion con el metabolismo, los tiempos
generacionales y la demografia historica de cada especie y, por lo tanto, parece mas
adecuado emplear tasas intraespecificas basadas en la reconstruccion filogenética de los
haplotipos que conforman las poblaciones. Cada especie y cada una de sus poblaciones
se establecieron en un tiempo y espacio particulares, por lo que en funcién del numero y
la variedad de linajes presentes, cada poblacion acumulara variacion genética neutral a

diferentes tasas.

En la Figura 17 se esquematiza la forma en la que el nuevo modelo para estimar el
tamafio efectivo histérico de las poblaciones introduce dos elementos criticos que
reflejan la historia demografica: 1) la diferencia entre la tasa de mutacion intraespecifica
con respecto a la tasa de mutacion interespecifica del marcador genético, y 2) el
nimero de haplotipos contenidos en cada poblacién. En términos generales, los indices
de diversidad genética basados en el nimero de diferencias pareadas o los sitios de
segregacion minimizan la filogenia de los linajes (ver Felsenstein 1992). Al ponderar las
diferencias entre linajes por las frecuencias relativas de los mismos, se estan
despreciando a aquellos haplotipos poco comunes que son, sin duda, reflejo de la

historia demografica y por ende del tamafio de la poblacidn.

Una poblacion grande acumulard variacién genética mucho mas rapido que una

poblacién pequefia y fluctuante, por lo que: aunque la tasa de mutacion promedio del
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marcador se mantenga constante, la probabilidad de que ocurra cambios en las
secuencia dependerda del nimero de fuentes de variacién, es decir, del niumero de
individuos “disponibles” en la poblacién, independientemente del linaje al que

pertenezca.

Ahora bien, para el célculo del tamaiio histérico poblacional, el modelo tradicional
considera los niveles promedio de diversidad genética entre los linajes (8). Sin embargo,
al usar @ el modelo tradicional desprecia el nimero de linajes a partir de los que se
estima el promedio. Si bien es cierto que para obtener & se ponderan las diferencias en
las frecuencias y el nimero de los haplotipos presentes en una poblacién, lo que se esta
estimando es simplemente la proporcion de la diversidad genética poblacional explicada
por cada haplotipo o linaje. El modelo aqui propuesto considera la suma de todas esas
proporciones en el calculo del tamafio efectivo de la poblacion tratando de reflejar el
potencial evolutivo de la poblacién y no sdlo el de un haplotipo.

Pob A Pob B
0 0

ol “ WL

Ne || Ne

-

|
To
Figura 17. Innovaciones del modelo para estimar el tamafio efectivo histérico. Las diferencias en la
tasa de mutacién y el niimero de haplotipos contenidos en las poblaciones hipotéticas Pob A y Pob

B. El nimero de individuos reproductivamente activos que explicarian tales diferencias seria
claramente diferente, aun cuando los valores de diversidad genética promedio sean similares.
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Como puede apreciarse en las Tablas XXIII y XXVI la estimacion del tamafio poblacional
historico a través de las correcciones arriba mencionadas generé valores mucho mas
congruentes que el modelo tradicional. Sin embargo, resultd particularmente relevante
el caso de poblaciones que efectivamente pueden considerarse cerradas o semi-cerradas
(p.e. ballena de aleta del Golfo de California; ver Enriquez 1996, Bérubé et a/. 2002). El
modelo corregido se ajusto perfectamente a la estimacion de abundancia actual para
esa poblacion (250 - 380 individuos), indicando que el nimero de linajes no ha
cambiado significativamente desde que la poblacion se fundd. Considerando que no
existe evidenca de que el Golfo de California haya sido una zona explotada por la flota
comercial ballenera, lo anterior indicaria una estabilidad demografica que podria ser
explicada en términos denso-dependientes en funcion de la capacidad de carga del
sistema. En cambio, el modelo tradicional sugiere que podrian haber existido mas de
9,000 ballenas de aleta en el Golfo de California. A pesar de los altos niveles de
productividad primaria y secundaria que pudieran presentarse en el Golfo, resulta dificil
de imaginar tal numero de individuos conformando una poblacién residente en un area
relativamente pequena.

En funcion de los retro-calculos demograficos basados en los datos de captura, se ha
estimado que el nimero de ballenas jorobadas y ballenas de aleta en el Atlantico Norte
debio haber sido aproximadamente de 20,000 y 40,000 individuos, respectivamente. Por
su parte, Roman y Palumbi (2003) estimaron, con base en datos genéticos, cerca de
240,000 ballenas jorobadas y 360,000 ballenas de aleta. En contraste, el presente
modelo al considerar la historia demografica de las poblaciones indicd que cerca de
18,000 jorobadas y 32,000 ballenas de aleta. Aun mas, al considerar que la poblacion de
ballena de aleta del Atlantico Norte se encuentra estructurada en al menos dos
subpoblaciones (ver Bérubé et a/. 1998), el total de individuos se incrementd a 38,000.
Sin embargo, aunque el numero de individuos estimado a través del modelo corregido
aparentemente ofrece una mejor aproximacion al tamafio histdrico de las poblaciones de
misticetos y reconcilia bastante bien los calculos demograficos con los estimadores
genéticos, es importante considerar las limitaciones del mismo.
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El célculo de los tiempos de divergencia, de las tasas de sustitucion nucleotidica y de la
proporcion de los componentes poblacionales por clases de edad y sexo estan
fundamentados en informacion escasa y con elevados niveles de incertidumbre. La
incertidumbre producto de las tasas de mutacion podria ser solventada al emplear otros
genes y evaluar los resultados generados por la nueva aproximacion para estimar el
tamafio histdrico poblacional. Por su parte, la informacion referente a la estructura de
edades y otros parametros reproductivos de los misticetos requerird de estudios
observacionales a largo plazo. Alternativamente podria usarse como especie modelo a la
ballena Minke, especie sujeta a captura cientifica y para la que debe de contarse con
suficiente informacion para reducir la incertidumbre en muchos de los paramentros

indispensables para el calculo del tamaiio historico poblacional.

Otra limitante para el modelo propuesto, al igual que para los otros modelos
demograficos o genéticos, resulta de la dificultad para establecer los limites de las
poblaciones. Tanto el modelo genético tradicional como el sugerido en el presente
trabajo suponen que en la poblacion, los efectos de la inmigracion y la dispersion son
minimos y por lo tanto pueden ser despreciados (poblacion cerrada). El establecer el
limite de las poblaciones en especies con capacidades elevadas de movilidad y en las
que aparentemente han ocurrido varios eventos de contacto secundario resulta
particularmente dificil. Aunque el modelo aqui sugerido seguramente podria ser
implementado con los novedosos métodos que permiten la estimacion simultanea de la
diversidad genética y de las tasas de migracion en multiples poblaciones (ver Beerli y
Felsenstein 2001, Roman y Palumbi 2003), considero que no existe sustituto para los
datos generados a través de los programas de seguimiento por fotoidentificacion y
censado. Los datos genéticos generados con base en marcadores neutrales
proporcionan informacion valiosa, pero irremediablemente limitada si no se cuenta con
un cuerpo solido de datos que reflejen la distribucion y los movimientos actuales de los
individuos que portan esos marcadores. Como se menciond anteriormente, el hecho de
que histéricamente existiera intercambio de linajes entre distintas poblaciones no implica

que dichas conexiones se mantengan hoy en dia.
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La mayor limitante al modelo propuesto es sin duda la representatividad de la muestra
genética. Un tamafio de muestra limitado fallaria en la deteccién del nimero real de
haplotipos o linajes que conforman la poblacion. Factores de correccidn tales como la
tasa de encuentro de haplotipos nuevos con respecto al tamafio de muestra podrian sin
embargo aportar informacion sobre las deficiencias de cobertura del muestreo.
Lamentablemente, el modelo no podria aportar informacion confiable en aquellas
poblaciones en las que el efecto de las capturas haya tenido un severo impacto en la
diversidad genética. Un claro ejemplo es la poblacién de ballena azul en Antértica, para
la que se estima que la poblacién fue reducida de 205,000 individuos a tan sélo 600 (ver
Perry et al. 1999).

Aunque el modelo aqui presentado arrojo valores muy cercanos a las estimaciones
demograficas del tamafio histdrico de las poblaciones mejor estudiadas a la fecha, es
importante reconocer las implicaciones que esto conlleva. De acuerdo con el nimero
estimado de individuos a través del nuevo modelo, varias de las poblaciones analizadas
se encuentran por arriba del 60% de su tamafio original. Esto indicaria que, bajo las
presmisas del primer plan de manejo sustentable propuesto por la Comision Ballenera
Internacional (ver Holt y Young 1991), algunas de estas poblaciones podrian sopotar
capturas moderadas. Sin embargo, para llegar a considerar la reapertura de la caza
comercial debe tomarse en cuenta que las capturas tendrian que ser reguladas
cuidadosamente ya que, con la avanzada tecnologia de navegacién con la se cuenta hoy

en dia, sin duda los stocks podrian ser arrasados en tan solo algunos afios.

Historia demogréafica de las agregaciones mexicanas de ballena azul

En el capitulo anterior se presentaron algunas evidencias que sugieren que las
agregaciones mexicanas de ballena azul se encuentran conformadas por dos grupos de
linajes, entre los que existe un elevado indice de diferenciacién genética. A estas
evidencias se suman las generadas en el presente capitulo a través de las pruebas de
neutralidad selectiva, las distribuciones de diferencias pareadas y la distribucién por

clases de frecuencia de los linajes.
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Los resultados indican que el caldo II podria tener un carécter ancestral y que exhibe
huellas de una historia demografica fluctuante. La posible ocurrencia de un evento de
cuello de botella en dicho clado es congruente con la menor abundancia y con la baja
frecuencia de haplotipos poco comunes en los individuos de este clado. Por el contrario,
la historia demografica del clado comin se ajustd mejor a la de una poblacidn en
expansion. Probablemente esta expansién demografica podria explicar por si misma la
incorporacion de linajes de este clado hacia las agregaciones mexicanas una vez que los

linajes del clado II ya estaban establecidos en el Pacifico Nororiental.

Si efectivamente el Golfo de California es utilizado por la especie como un area en la que
se realizan actividades relacionadas no solo con la crianza, sino también con el
apareamiento, al no existir evidencia de una estructura espacial o temporal de sus
linajes durante su estancia en las aguas adyacentes a la Peninsula de Baja California,
entonces, a pesar de las diferencias en la historia demografica de ambos clados, podria

considerarse que en la actualidad estos operan como una unidad poblacional.

El tamafio histdrico de las agregaciones mexicanas de ballena azul, estimado a través
del modelo corregido para datos genéticos, resulté completamente congruente con la
proporcion de individuos en cada clado (ver Tabla XII y Tabla XXIII). Aunque no se
encontro evidencia de que el muestreo pudiera estar sesgado a un grupo particular de
individuos dentro del area de estudio (ver capitulo 1) o de que el tamafio de muestra
fuera poco representativa para las agregaciones mexicanas (ver Fig. 9), en el capitulo
anterior se discutié la posibilidad de que el muestreo pudiera estar excluyendo al
componente poblacional que sigue rutas de migracion mas oceanicas. De ser asi, la
estimacion del tamafio histérico estaria representando sélo a aquellos individuos
asociados a la region costera de la Peninsula de Baja California. Por el contrario, si no
existe tal componente oceanico, la estimacion representaria al total de la poblacién que
se mueve desde las agregaciones mexicanas, donde ocurren entre invierno y primavera,
hasta las costas de California donde la mayoria de las ballenas azules permanecen

durante verano y otofio.
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De acuerdo con la estimacion del tamafio histérico poblacional y a la simulacion de las
tendencias demogréficas (ver Tabla XXIII y XXV), aun considerando capturas
comerciales mayores a las reportadas, el remanente poblacional podria haberse
recuperado hasta alcanzar los niveles de abundancia actuales (ver Calambokidis y
Barlow 2004). Este escenario implicaria sin embargo tasas netas de incremento
poblacional anual superiores al 4%. Una tasa neta de incremento poblacional anual de
tal magnitud pareceria poco probable con base en algunos modelos tedricos de la
biologia reproductiva de los cetaceos (Anénimo 1994, Barlow et a/. 1995).

Particularmente para el caso de las agregaciones mexicanas de ballena azul en el
Pacifico Nororiental, Gendron (2002) reporta tasas de reproduccion de hasta 19% vy
21% anual para el Golfo de California y la costa occidental de la Peninsula de Baja
California, respectivamente. Valores similares a los mencionados han sido reportados en
esta y otras especies de misticetos (ver Brueggeman et al. 1985, Steiger y Calambokidis
2000). Debe considerarse sin embargo, que estas tasas estan calculadas como la razon
entre el nimero de hembras fotoidentificadas en compafiia de una crfa y el total de
hembras fotoidentificadas, y no entre el total de individuos fotoidentificados. Esta Ultima
autora sefiala ademds, que tasas tan altas como las que ella reporta podrian estar
sesgadas debido a las marcadas preferencias de las hembras por las aguas costeras del
Golfo y la costa occidental.

Con base en los registros de captura comercial de las ballenas azules en el Pacifico
Nororiental puede inferirse que las hembras adultas representaron aproximadamente el
30% del total de las capturas. A su vez, en promedio, cerca del 30% del total de
hembras adultas capturadas se encontraban prefiadas (ver revision por Brueggeman et
al, 1985) Tales nimeros sugieren tasas de incremento neto poblacional cercanas al
12%; valor tres veces mayor al méximo tedrico mencionado anteriormente. Debe
tomarse en cuenta, sin embargo, que las operaciones de captura comercial fueron
altamente selectivas (Holt y Young 1991), por lo que muy probablemente la proporcion
de individuos adultos pudiera estar siendo sobrestimada, al igual que las tasas de

reproduccion
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Si bien se ha considerado al Golfo de California como la Gnica zona invernal de crianza, y
muy probablemente de importancia para la reproduccion de esta especie (Gendron
2002), el nimero de individuos ahi presentes representa menos del 30% del total
estimado para las agregaciones de verano en California y las aguas oceanicas frente a la
Peninsula de Baja California (ver Gendron 2002, Calambokidis y Barlow 2004). Entre
1993 y 1999 Gendron (2002) reporta 68 hembras sexualmente maduras (observadas en
compaiia de una cria al menos en un ano) en las agregaciones mexicanas, lo que se
traduciria en un promedio de cerca de 10 crias por afo. La tendencia al incremento en
la abundancia de ballenas azules observado en aguas de California entre 1979 y 1996
(de 704 a 2,994 individuos; ver Barlow 1994, Calambokidis y Barlow 2004) no podria ser
explicado por una tasa de incrementc neto poblacional menor al 5% anual

(aproximadamente ente 50 y 70 crias por ano).

Ante tal panorama resulta obvio que deben existir otras zonas agregacion invernal,
importantes para la crianza, que ain no han sido detectadas. Aunque existe una clara
asociacion entre las agregaciones de ballena azul del Pacifico Oriental Tropical,
particularmente las ce la zona del Domo de Costa Rica, con aquellas de California y la
costa occidental de la Peninsula de Baja California (ver Chandler et a/. 1999, Mate et al.
1999, Stefford et al. 2001), un namero importante de ballenas azules permanecen

durante todo el afio en aguas tropicales (ver Reilly y Thayer 1990, Stafford et a. 1999).

Wade y Gerrodete (1993) estimaron que 1,400 individuos ocurren en aguas del Pacifico
Oriental Tropical durante el verano y el otono; periodo de mayor abundancia en las
agregaciones de California. Sin embargo, a pesar de que Chandler et al. (1999)
observaron durante el verano, en aguas de California, algunos individuos previamente
identificados en el Domo de Costa Rica durante invierno y primavera, no se han
encontrado recapturas para las ballenas azules fotoidentificadas en el Pacifico Oriental
Tropical durante el verano (ver Calambokidis y Barlow 2004). Si parte importante de las
agregaciones del Pacifico Oriental Tropical no migran hacia California en el verano, y si
la presencia de madres con cria en esas zonas no es tan frecuente, resulta entonces
poco probable que el movimiento y el reclutamiento de individuos desde esta zona

pudiera explicar el incremento en abundancia para las agregaciones de California.
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Existe la posibilidad de que el aparente incremento en la abundancia sea mas bien
producto de un cambio en la distribucion de otros componentes poblacionales del
Pacifico Nororiental, lo que se refleja en un uso mas intenso de las costas de California
por parte de las ballenas azules durante los Ultimos afos. Los movimientos y la
abundancia de esta especie esta estrechamente asociada con la abundancia de su
alimento y existe suficiente evidencia de que ciertas zonas del Pacifico Oriental,
frecuentadas historica y actualmente por las ballenas azules (ver Rice 1966, Berzin
1978, Tgnnessen y Johnsen 1982, Brueggeman et a/. 1985, Sears 1987, Fiedler ef al.
1998, Reilly y Thayer 1990, Palacios 1999, Croll ef a/ 2000, Gendron 2002, Fiedler
2002), estan caracterizadas por altos niveles de productividad primaria (p.e. Golfo de
Alaska y las aguas al sur de las Islas Aleutianas, costa de California y la costa occidental
de la Peninsula de Baja California, Domo de Costa Rica, Islas Galapagos y las costas de

Pert).

La mayoria de las zonas arriba mencionadas han permanecido relativamente estables
desde que aparecieron durante la transicién Plioceno-Pleistoceno (ver Marlow et al.
2000, Philander y Fedorov 2003). Una clara excepcién es la zona del Golfo de Alaska y el
sur de las Islas Aleutianas debido a sus fluctuaciones historicas asociadas con el avance
y el retroceso de los hielos durante los periodos glaciales del Pleistoceno, asi como a los
cambios en la ubicacion del centro de baja presion atmosférica de las Aleutianas
conocidos como la Oscilacion Decadal del Pacifico (PDO; Pacific Decadal Oscillation;
Trenberth vy Hurrell 1994). Los ecosistemas marinos de la regién mas nortefia del
Pacifico Oriental estén sujetos a severas fluctuaciones asociadas con los cambios de fase
de la PDO (Miller et a/. 1994; Trenberth y Hurrell 1994; Minobe 1997, 1999). Aunque los
efectos de la PDO pueden compararse con los de la Oscilacion Surefia El Nino (ENSO),
este Ultimo se genera en el ecuador y se propaga hacia el norte persistiendo entre 6 y
18 meses. Por su parte, la PDO se origina en el norte y se propaga hacia el sur

persistiendo por periodos de hasta 20 y 30 afos (ver Mantua 1999).
Durante la fase célida de la PDO, se ha evidenciado que la productividad primaria se

inhibe en las zonas costeras del noroeste de Norteamérica (Golfo de Alaska, British

Columbia, Vancouver, Washington y Oregon), incrementandose en la porcion mas
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nortefia del Pacifico Occidental (sur de las Islas Aleutianas, Kamchatka, Japon); el
patron inverso ocurre durante la fase fria de la PDO. Las fases frias de la PDO
prevalecieron en los periodos de 1890-1924 y 1947-1977, mientras que las fases célidas
para 1925-1946 y 1978-1999 (Bond y Harrison 2000). El impacto negativo de la fase
célida de la PDO sobre la abundancia de peces, aves y pinnipedos, ha sido reportado por
diversos autores para la porcion mas nortefia del Pacifico Oriental (p.e. Hare y Francis
1995; Springer et al. 1986; Mantua ef a/. 1997; Francis ef a/. 1998, Springer 1998, Hare
et al. 1999).

De acuerdo con las tendencias demogréficas basadas en el estimador del tamafio
historico de las agregaciones mexicanas de ballena azul, el nimero de individuos en el
Pacifico Nororiental nunca fue menor a 3,000 (ver Anexo F). El incremento en la
abundancia de ballenas azules en aguas de California durante las Ultimas dos décadas
podria ser explicado alternativamente por la periodicidad y persistencia de la PDO. Entre
1979-1980 y 1986-1990 Barlow (1994) report6 704 y 1,872 individuos, respectivamente.
Posteriormente, para 1991, Barlow (1995) estimé cerca de 2,250 individuos. La
estimacion mas reciente para las agregaciones de California fue de 1,982 individuos para
el periodo entre 1993 y 1997 (Calambokidis y Barlow 2004). De estas estimaciones se
desprende una clara tendencia de incremento poblacional que sugiere que el nimero de

ballenas se triplicd en menos de 20 afos.

Larkman y Veit (1998) discuten que no encuentran evidencia de que las agregaciones
de ballena azul en las costas de California incrementaran sus nimeros entre 1987-1995
y sin embargo, su hallazgo podria explicarse al hipotetizar que el cambio en la
distribucién de la especie debid ocurrir a finales de los 70s, promovido por el efecto de
la PDO sobre las zonas de alimentacion en la porcién nortefia de la distribucién de las
ballenas azules en el Pacifico Oriental (p.e. Golfo de Alaska y sur de las islas Aleutianas).
Una vez incorporados esos individuos a las agregaciones de California, el tamafio y el
patron de distribucidn de las mismas parecen haberse mantenido relativamente
constantes (ver Calambokidis y Barlow 2004), quizd en respuesta a la prolongada

permanencia de la fase cdlida de la PDO.
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Esta explicacion, permitirfia descartar la ocurrencia de tasas netas de incremento
poblacional por arriba del 4% anual y estaria sustentada por el hecho de que durante
las Ultimas prospecciones en aguas de Alaska y las islas Aleutianas (Forney et al
1995b), asi como para las costas de Washington y Oregon (ver revision por

Calambokidis y Barlow 2004), no se han observado ballenas azules.

Se ha reportado que las detecciones aclsticas de ballenas azules en el noreste y el
noroeste del Pacifico exhiben un patrén estacional consistente (Watkins et a/. 2000) y
que la marcada diferencia en el tipo de vocalizacion entre ambas regiones sugiere la
ocurrencia de poblaciones separadas (Stafford ef a/. 2001). Sin embargo, recientemente
se han detectado vocalizaciones caracteristicas de las agregaciones del Pacifico
Noroccidental en el Golfo de Alaska, lo que ha planteado la posibilidad de que la

separacion entre estas regiones no sea completa (Stafford 2003).

Durante 1996-2000 la distribucion de ballenas azules del stock del Pacifico
Noroccidental, inferida a través de localizacion bioacustica indicd que un nidmero
considerable pero desconocido de individuos se concentraron en la porcion
sudoccidental de las Islas Aleutianas y el sur de la Peninsula de Kamchatka (Moore et al.
2002). De acuerdo con Moore y sus colaboradores (op cit.), durante el periodo en el que
realizaron su estudio, el nimero de detecciones asociadas con individuos del grupo del
Pacifico Noroccidental superé hasta por 2 o 3 veces las de otras regiones del Pacifico
Norte. Sin embargo, por el tipo y la persistencia de las vocalizaciones detectadas en
dicha zona, puede inferirse que los individuos no corresponderian a los de las

agregaciones del Pacifico Nororiental (ver Watkins et a/. 2000, Stafford et a/. 2001).

No obstabte, existen recientes y limitadas evidencias que indican que que las ballenas
azules que histéricamente ocurrian en el Golfo de Alaska podrian haberse desplazado
hacia la porcion noroeste del Pacifico. De acuerdo con lo anterior, y aun en congruencia
con la hipdtesis de un cambio en la distribucién en las agregaciones del Pacifico
Nororiental, la hipotesis plantearia entonces la posibilidad de que el llamado stock del

Pacifico Nororiental se extienda no sélo tan al sur como Pert y las costas Norte de Chile
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(ver Conway et a/. 2003), sino hasta el Golfo de Alaska hacia el norte (ver Stafford et al.
2001); al menos durante las fases frias de la PDO.

Aunque aparentemente esta hipdtesis podria explicar el incremento en la abundancia en
aguas de California durante las Ultimas dos décadas, quedarian aln aspectos

importantes por reconciliar:

(1) Si efectivamente se han incorporado a las agregaciones de California otros
componentes poblacionales, diferentes a los que migran hacia el Golfo de
California y el Domo de Costa Rica durante el invierno, es necesario
establecer la identidad genética de dichos componentes y sus destinos
migratorios. Solo delimitando la extension de las agregaciones y sus
niveles de divergencia genética se podrd obtener una estimacion confiable

del tamafio histdrico de las mismas y evaluar sus niveles de recuperacion.

(2) Las diferencias en las proporciones morfométricas de las ballenas azules
de las agregaciones de California y del Domo de Costa Rica (Gilpatrick et
al. 1995, 1999) con respecto aquellas de las agregaciones mexicanas
(Ortega-Ortiz 2004), podrian ser explicadas considerando las evidencias de
que las agregaciones mexicanas representan solamente parte de los
individuos presentes en las agregaciones de California. Si en verdad
existen estas diferencias morfologicas, muy probablemente cada grupo
ocupe distintos destinos migratorios invernales, lo que estarfa
favoreciendo la segregacion de los componentes reproductivos y por ende
las diferencias morfométricas. El andlisis genético de las agregaciones de

California es critico también para resolver esta interrogante.

(3) Las evidencias genéticas que aporta el trabajo de Conway et a/. (2003)
sugieren que las agregaciones de Pacifico Nororiental conforman un stock
continuo que podria abarcar hasta las costas norte de Chile. La identidad
de esas agregaciones debe ser analizada para poder establecer si los

niveles de divergencia entre ellas justifican sus categorias de subespecie
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del Hemisferio Norte Balaenoptera musculus musculus y de subespecie
pigmea Balaenoptera musculus brevicauda, o si bien como lo sugieren
Conway et al. (op cit.) las agregaciones del Pacifico Oriental conforman un
grupo evolutivamente divergente, independiente de las otras agregaciones

de ballena azul en el Pacifico.
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SUMARIO Y CONCLUSIONES GENERALES

Buscando integrar y resaltar la informacion mas relevante generada en este trabajo, se
concluye de forma general que a diferencia de lo que se ha observado en otras
especies, la ballena azul descama casi exclusivamente ldminas de queratina en las que
es poco frecuente encontrar células del tejido subyacente. Por lo tanto, la cantidad y la
calidad del DNA obtenido de este tipo de muestras no resultan siempre suficientes para

el analisis de marcadores genéticos.

Es importante considerar que aunque el muestreo no invasivo resulte una alternativa
atractiva para reducir al minimo la interaccién con los individuos durante el muestreo,
evitando asi alterar el comportamiento de estos, los resultados del andlisis comparativo
global de las muestras de piel descamada en la deteccidn de marcadores moleculares
indica claramente su reducida eficiencia. Esto, aunado al mayor costo y tiempo de
analisis requeridos para asegurar la obtencién de resultados confiables, hace de la piel
descamada la opcion menos adecuada para el estudio de marcadores moleculares en la
ballena azul. Finalmente, y en funcion del mayor potencial como fuente de DNA y de
otras moléculas, las biopsias deben ser consideradas como la estrategia primaria de
muestreo en estudios de ecologia molecular para esta especie,

La eficiencia en la asignacion de las muestras de piel descamada a los individuos
fotoidentificados resultd, sin embargo, mayor en la ballena azul que en otras especies
con habitos mds gregarios e interacciones sociales mas activas. Asi mismo, no se
encontro evidencia de que la recplecta de este tipo de muestras estuviese sesgado hacia
un grupo particular de individuos, o al menos a un grupo diferente al representado en
las biopsias. En conclusion, aunque el andlisis de la mayoria de las muestras de piel
descamada resultd problemdtico, no se detectd ninguna razén por la que dichas
muestras pudieran considerarse no representativas del grupo de ballenas azules que
ocurren en las agregaciones mexicanas y por lo tanto, contribuyeron de manera
importante en la obtencion de los datos moleculares de las agregaciones mexicanas de

ballena azul del Pacifico Norte.
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La estimacion de la diversidad nucleotidica, el nimero de haplotipos y la diversidad
haplotipica en las agregaciones mexicanas de ballena azul resultaron en valores de
0.0064+0.0037, 17 y 0.7943 + 0.0232, respectivamente. Aunque estos valores son
moderadamente menores a los de otras especies de misticetos, tales niveles de
diversidad genética permiten sugerir, mas no concluir, que a pesar de las intensas
capturas que sufri6 la poblacion a principios del siglo pasado, la reduccion en el nimero
de individuos no fue tan severa. Lo anterior concuerda con los resultados de la
simulacion demogréfica basada en el estimador genético del tamafio historico de la
poblacién. El nimero de ballenas azules que conformaban el stock original del Pacifico
Nororiental, suponiendo la continuidad del stock desde México hasta Alaska, se estimo
en (4,812 individuos; I.C. 95%; 2,854 —7,237).

Aungue el nimero de linajes maternos de ballenas azules de otras regiones del mundo
que pudieron incorporarse al andlisis filogenético fue limitado, la topologia no plantea la
separacion entre los grupos evolutivamente divergentes sugeridos por Conway et al,
(2003) con base en marcadores nucleares. La ocurrencia simulténea de dos grupos de
linajes maternos divergentes en las agregaciones mexicanas, para los que no se detecto
un patrén diferencial de uso del @rea, plantea la posibilidad de que dos grupos de
ballenas azules hayan alcanzado el Pacifico Norte en diferente momento. La similitud en
la topologfa filogenética de los linajes maternos de la ballena jorobada (ver Baker et al.
1993) y de la ballena de aleta (ver Bérubé ef al 1998) con la inferida para la ballena
azul en este trabajo, permite plantear una hipétesis de flujo recurrente que explicaria la
presencia de dos grupos divergentes ocupando la misma area como zona de crianza. El
andlisis futuro de marcadores nucleares en las agregaciones mexicanas permitira
establecer si los grupos divergentes de linajes maternos operan como una unidad

poblacional o no.

La presencia de madres con cria en ambos grupos de linajes, en combinacion con los
niveles de abundancia reconstruidos bajo distintos escenarios de captura y tasa neta de
crecimiento poblacional, sustentan la idea de que el Golfo de California es un habitat
critico para la crianza y posiblemente para otras actividades relacionadas con la

reproduccién (ver Gendron 2002). Aunque el niimero de ballenas azules estimadas para
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las agregaciones mexicanas por transecto lineal representa apenas poco mas de la
tercera parte del total estimado en aguas de California y la costa occidental de Baja
California (Gendron 2002, Calambokidis y Barlow 2003), no se han detectado otras

areas de concentracion de crias.

Considerando la estimacion del tamafio histdrico poblacional, las tendencias
demogréficas para la época de las capturas y las estimaciones actuales de abundancia,
es evidente que el nimero de madres con cria presentes cada afio en el Golfo de
California no podria explicar el incremento en la abundancia que se ha planteado para
aguas de California durante las CGltimas décadas. En funcion de las evidencias
demogréficas histdricas y genéticas basadas en los datos moleculares, se plantea
alternativamente que tal incremento se debe mas a un cambio en la distribucion de la
especie, asociada muy probablemente con las fluctuaciones en la productividad primaria
en altas latitudes del Pacifico Norte (PDO); regiones en donde histéricamente la especie

era abundante.

Las modificaciones al modelo para la estimacion del tamafio efectivo histdrico de la
poblacién que se plantean en este trabajo, incorporan dos factores criticos que operan
como huellas demogréficas de las poblaciones. Los indices tradicionales de diversidad
genética desprecian en gran medida a aquellos haplotipos poco representados en las
poblaciones. La aproximacion que aqui se sugiere incorpora informacion filogenética al
considerar las tasas de mutacion y los tiempos de divergencia intraespecificos y no
minimiza el efecto de los haplotipos raros que, en gran medida representan de mejor

forma la historia demogréfica de la poblacion.

Las limitaciones mas claras al modelo corregido son: 1) el tamafo de muestra, que
permitird o no tener representados al mayor nimero de linajes maternos presentes en la
poblacion; y 2) la incertidumbre en la delimitacion de las poblaciones, que al no

conocerse con precision estaria subestimando el numero de individuos.

La distribucion espacial de los linajes maternos, particularmente en especies con altas

capacidades migratorias, podria estar reflejando exclusivamente el pasado evolutivo de
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las poblaciones. El hecho de que durante su historia evolutiva haya existido un
importante flujo de linajes maternos, la ocurrencia actual de linajes comunes o
filogenéticamente cercanos no implica necesariamente que esas conexiones entre las
poblaciones se conserven hoy en dia. De nueva cuenta, con la incorporacion de
marcadores moleculares nucleares se podria establecer la historia demografica reciente
de las poblaciones y asi obtener estimaciones mas confiables del tamafio histérico de las

mismas.

A reserva de que el modelo empleado pueda ser validado, este ofrece nimeros mas
congruentes y reconcilia plenamente las estimaciones efectuadas por retrocalculo
demografico con las estimaciones basadas en datos moleculares, contrastando con las

controversiales estimaciones de Roman y Palumbi (2003).
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Anexo A. Secuencias blanco para los cebadores y enzimas de restriccion
empleados en la identificacion molecular del sexo.

Human ZEFX mRNA for pul. anscription activator, isoform 2. ACCESSION X59739 Schneider-
Gadicke,A., Beer-Romero,P., Brown,L.G., Mardon,G., Luoh,S.W. and Page,D.C. TITLE Putative
(ranscription activator with alternative isoforms encoded by human ZFX gene JOURNAL Nature 342
(6250), 708-711 (1989)

Human zinc finger protein Y-linked (ZFY) mRNA, complete cds. ACCESSION M30607 VERSION M30607.1
GI1:340435 IKEYWORDS zinc finger protein. SOURCE Homo sapiens (human) REFERENCE 1 (bases 1 to 2659)
AUTHORS Palmer,M.S., Berta,P., Sinclair,A.H., Pym,B. and Goodfellow,P.N. TITLE Comparison of human ZFY
and ZFX transcripts JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87 (5), 1681-1685 (1990)

ZFXY0097 F
ZFXY0582 F

SHuman ZEX 1333...2403 ACC: X59739

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGCA TGATTTG TGGGAAGAAL FTTAAGEBEGAGGT TTTTTGAAAAGGCACATGAAAA
ACCATCCCGAACACCTTGCCAAGAAGAAA TACCGCTGTACTGACTGTGAT TACACTACCAACUAAL INAGATAAGTTTAC
ACAACCACCT FEACE A AGGC AGAGAAGGUCATTGAA TGCGATGAGTGTGGGAAGUATTTCT
CTCATGOAGGG FIACTCACAAAA TGGTGCATAAGGAAAAAGGAGCCAACAAAATUCACAAGTGTAANTTCT
GTGAA TAC T 1 1 A | ' GAA 1CGCCACCTCTTGGCAGTCCACAGCAAGAACTT T TCATATTTG
TGTGGAGTIGTGGTAAGGG TTTTCGTCACCCGTCAGAGUTCAAAAAGOACATGAGAATCCA TACTGGGGAGAAGCCGTA
CCAATGCCAGTACTGCGAATATAGGTCTGCAGAC TCTTCTAACTTGAAAACGCATGTCAAAACTAAGC ATAGTAAAGA
GATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTCTTCTGACTITCTCGGATACCAAAGAGUTGOAGCAACATGCTCTTATC 'ACCAA
GAAAGCAAAACACACCAGTGTTTGOCATTGCGACCACAAGAGT T IEAC TCAAG TGATITGAAACGACAL ATAATTTICA
GFTCACACGAAAGACTACCCCCATAAGTGTGACA TGTGTGATAAAGGET TTCACAGGOCTTUAL IANACTOAAGAAACAL
GTIGGOTGCCCACAAGUGUAAAAAAA TGOACCAGTGTAGACATTGTGAU TTTAAGATTGCAGATCC AT
GEERTATTETCTCAGTTCACACAAAGGATCTTCCATTTAGGTGOAAGAGA TGTAGAAALLIC INTTTAGGCAACAGAC
AGCTTAAAAAGCATATGAAGACACACAGTGGCAGGAAAGTGTATCAGTGTGAGTACTGTGAGT ATAGCACTAUAGATG
COTCAGGCTTTAAACGGCACGTTATTICCA TTCACACGAAAGACTATCCTCACCGGTGTGAC FTACTGOAAGAAAGGUTT
CCGAAGACCT

SHunman ZFY 1246 ... 2376 ACC: M30o07

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGCATGAT TTGTGGGAAGAAGT TTAAGIRERGGGGTTTTTTGAAAAGACACATGAAAA
ACCATCCTGAACACCTTGCCAAGAAGAAGTACCACTGTACTGACTGTGA TTACACTACCAATAAGAAGATANGTT TACA
TAACCACC T EEANGRECRCTAN G A AAGUOAGAGAAGGUCATTGAA TG INTGAGTGTGGGAAGCATTTTTC
FCATGOAGGGGCT TTGTTTACTCACAAAATGG TGCATAAGGAAAAAGGGGCCAACAAAATGCACAAGTGTAAATTCTCG
TGAATAT R 1 1/ 1 1GAA TCGCCACCTCT TGGCAGTCCACAGUAAL IAACTTTCCTCANTATITGT
GIGGAGTGTGGTAAAGGTTTCCGATACCCGTCGUGAAC TGAGAAAGCACA TGCGAATCCATACCGUCGAGAAGCCATAC
CAATGCCAGTACTGTGAA TATAGGTCTGCAGACTCTTCTAACT TGAAAACACATATAAAAACAAAGCATAGTAAAGAG
ATGCCATTCAAGTGTGACATITGTC TTCTGACTTTCTCAGA TACCAAAGAAG TGCAGCAACA TACTCTTGTCCACCAAL
AAAGCAAAACACA TCAGTGTTTGCATTGCGACCACAAGAGTTCAAAC TCAAGTGATTTGAAACGACATGTAATTTCAGT
TCATACGAAAGACTATCCTCA TAAGTGTGAGA TGTGCGAGAAAGGCTTTCACAGGCCTTCAGAACTTAAGAAACATC
GUETGTCCACAAAGGTAAAAAAATGCAUCAATGTAGACA T TGTGACTTTAAGATTGCAGACCCATTTERM PAAGTCGE
ERTATFETCTCAGTTCACACAAAGGATC TTCCAT TTAGG TG TAAGAGA TGTAGAAAGGGA FTTAGE ICAACAAAATGAGC
FTAAAAAGCATATGAAGACACACAGTGGCAGGAAAGTATA TCAGTGTGAGTACTGTGAGTATAGUACTACAGATUCCT
CAGGCTTTAAACGGCACGTTATTTICCATTCATACAAAAGACTATCCTCATCGGTGTGAGTACTGCAAGAAAGGETICCG
AAGACCTT

.
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=BmysBWm2ZFY

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTIG TATGATTTGTGGGAAAAAGT TTAAGEEERGAGGGTTTTTGAAAAGGCACATGAAAA
ACCACCCTGAACACCTCACCAAGAAGAAGTACCGUTG TACTGACTGTGATTACACTACCAACAAGAAGA TAAGTTTAC
ACAACCACCHI i FACCAGCAAGGCGGAGAAGGCCATTGAATGCGATGAGTG TGGGAAGCATITTCT
CTCATGCTGGGGCTTTGTTTACTCACAAAA TGUTGCATAAGGAAAAAGGAGCTAACAAAATGCACAAGTGTAAATTCT
GTGAATACGAGACAGUTGAACAAGGGTTA TTGAATCGCCACCTT TTGGCGGTCCACAGCAAGAACTTICCTCATATATG
TGTGGAGTGCGGTAAAGGTTTTCGTCACCCGTCAGAGCTCAAAAANGCACATGCGAATCCATACTGGGGAGAAGCCGTA
CCAATGCCAGTACTGTGAATATAGGTCTGCAGACTCTTCTAATTTGAAAACTCATGTAAAAACTAAGCATAGTAAAGAG
ATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTCTTCTGACT T

SBmysBWmIZEX

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGCATGATTTGTGGGAAAAAGTTTA A(.{}AGUTI‘I"["I"I‘('M AAAGGCACATGAAAA
ACCATCCTGAACACCTTACCAAGAAGAAGTACCGUTGTACTGACTGTGATTACACTACCAACAAGAAGATAAGTTTAC
ACAACCACCTGGAGAGCCACAAGC TUGACCAGCAAGGCAGAGAAGGC ‘L'A-A'I'l WCGACGAATGTGGGAAGCATITC
TCTCACGCTGGGGOTTTGTTTACTCACAAAA TGG TGUCA TAAGGAAAAAGGAGCCAACAAAATGCACAAGTG TAAATTU

ACCANTGCCAGTACTGCGAATATAGGTCTGCAGACTCTTCTAAC T TGAAAACGCATGTAAAAACTAAGCATAGTAAAG
AGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTCTTCTGACT

>BmysBWITZFX

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGUA TGATT TGTGGGAAAAAGT TTAAGHEEBBGAGG T TTTTGAAAAGGCACATGAAAA
ACCATCCTGAACACCTTACCAAGAAGAAG TACCGUTGTACTGACTGTGATTACACTACCAAUAAGAAGATAAGTTTAC

ACAACCACCTGGAGAGCCACAAGOTGACCAGCAAGUCAGAGAAGHE 'A-.ﬁ\'l'i ICGACGAATGTGGOGAAGCATTTU
TCTCACGCTGGGOGCTTTGTTTACTCACAAAA TGGTGOA TAAGGAAAAAGGAGCCAACAAAATGCACAAGTGTA AANTTC
TGTGAATATGAGACAGCTGAACAAGGGT TG TTGAA TCGCCACCTTITGGC GGTCUATUAGL 'AAGAACTTTCCTCATATAT
GIGTGGAGTGCGGTAAAGGTTTTCGTCACCCATCAGAGCTCAAAAAGCACATGCGAATCCATACTGGGGAGAAGCCGT
ACCAATGCCAGTACTGCGAATATAGGTCTGCAGACTCTTCTAACTTGAAAACGCA TG TAAAAAUTAAGCA TAGTAAAG

AGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTCTTCTGACTT

=LrobGWm221Y

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGTATGATTTGTGGGAAAANAGTTTA M}-( IAGGTTTTTTGAAANAGGCACATGANAN
ACCACCCTGAAUACCTCACCAAGAAGAAGTACCGOTGTACTGAL TGTGATTACACTACCAACAAGAAGATAAGTTTAC
ACAACCACCTGGAGAGCCACAAGOTGACC AGUAAGGUAGAGAAGI CATTGAATGCGATGAGTGTGGGAAGCATTTOT
CTCACGUTGOGGUOTTTGTT TAC TCAUAAAATGG TGO A TAAGGAAAAAGGAGCTAACAAAATGCACAAGTGTAAANTTCT
GTGAATATGAGACAGOTGAACAAGGGT TATTGAATCGUCACT TTTTGUCAGTCCACAGCAAGAACTTTCCTCATATATG
TGTGGAGTGCGGTAAAGGTTTTCGTCACCCGTCAGAGUTOAAAAAGUAL ATGCGAATCCACAUTGGUUAGAAGUCGTA
CGAATGCCAGTACTGTGANTATAGG TCTGCAGACTCTTCTAATT TGAAAACTCATGTAAAAACTAAGCATAGTAAAGAG
ATGCCATTOAAGTGTGACATTTGTCTTOTGACTT ]

“LrobGWm I ZFX

CATCCTITGACTGTOTATCCTTGOCATGA TTTGTGUGGAAAAAGTTTAAGEBBBGAGGTTTTTTGAAAAGGCACATGAAAA
ACCATCCTGAAUACCT TACCAAGAAGAAGTACCGCTGTACTGACTGTGATTACACTACCAACAAGAAGATAAGTTTAC

ACAACCACCTGGAGAGCCACAAGOTGACCAGCAAGGOAGAGAAGGCCATBA TGCGATGAATGTGGGANGCATTTC

TCTCACGCTGGGGOTTTGTTTACTCACAAAATGG TGO A TAAGGAAAAAGGAGCCAACAAANTGCACAAGTGTAAATTC
TGTGAATATGAGACAGCTGAACAAGGGTTGT TGAATCGUCACC T TTGUCGGTCCACAGUAAGAACTTTCCTCATATAT
GIGTGUGAGTGCGGTAAAGGTTTTCGTCACCCATCAGAGU TCAAAAAGCACA TGCGAA TCCATACTUGGGAGAAGCCGT
ACCAATGCCAGTACTGCGAATATAGGTC TGCAGACTCTTCTAAC TTGAAANACGCATGTAAAAAUTAAGCATAGTAAAG

AGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTUTTCTGACT

=ErobGWITZIX

CATCCTTTGACTGTCTATCCTTGOATGA T TTGTGUUHAAAAAL i'l"l"W\J\Li-iAliti'I"I"I"1"I"I'( INAAAGGCACATGAAAA
ACCATCCTGAACACCTTACCAAGAAGAAGTACCGC TG TACTGACTGTGATTAUAUTAUCAACAAUAAL INTAAGTTTAC

ACAACCACCTGGAGAGCCACAAGCTGACCAGUAAGGCAGAGAALC iL'('J\-A'I't.il GATGANTGTGGOAAGUATTIC

TCTCACGUTGGGGCTITGTTTACTCACAAAATGUTGCATAAGUAAAAAGGAGCCAACAAAATGCACA A ITGTAAATTC
TGTGAATATGAGACAGU TGAAUAAGGG TTG TTGAATCGCCACCTTTTGGCGGTCCACAGUAAGAACTTIC CTCATATAT
GTGTGGAGTGUGGTAAAGGTTITCGTOACCCATCAGAGC TCAAAAAGCACATGCGAA TCCATACTGUGGAC INAGCOGT
ACCAATGUCAGTACTGUGAATATAGGTCTGCAGACTCTTC TAACTTGAAAACUCATUTAAAAAL TAAGCATAGTAAAG

AGATGCCATTCAAGTGTGACATTTGTOTTCTGACTT
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Cebadores oligonudedtidos especificos para la identificacion de machos en ballena azul

LOCUsS AB108511 786 bp DNA linear
DEFINITION Balaencptera musculus SRY gene for sex determining region ¥
ACCESSION AB108511
AUTHORS Nishida,S., Pastene,L.A., Goto,M. and Koike,H.
TITLE SRY gene structure and phylogeny in the cetacean species
JOURNAL  Mammal Study 28, 57-66 (2003)

BSRY188-211-F(5'-ACGGTGAGGATTACAGCCCAGAGG-3')
BSRY264-287-R (5-CGATCATTTGAGCCACCATTGTC-3"),

BSRY370-393-F (5-GATCAAAGGCGAAAGGTGGCTCTA-3")
BSRY500-523-R (5-ATTTGTCTCGGTGCATGGCTCGTA-3)

TATTGAGGGGAGGTGTTGGGGECGEAGAAGTACATATTTCACTGCAARAGCTATAGTCAGTCAGTCCCTGGC
AGAAATAACCCTTGAATAGCAAGATAATTTTCGTAACGCTTACACCTTCCAATTTTGCTTCCTCACCCTTTT
TAAACGGTGCAATCATACGCTTCTGCCATGTTCAGAATTGTGAACGGTGAGGATTACAGCCCAGAGGTACAG
CAACGARATAGCCTCGACTTTGGGAAAGCCCCTTCCCTACTGTGGACGGACAATGGTGGCTCAAATGATCGE

TGTGAAACTGGAGGAAATGGTAGAGAGAGCGGCCAGGACCGCGTCAAGCGACCCATGAACGCTTTCATTGTG

GCATGCACCGAGACBMTACCCGGGCTATAAATATCGACCTCGTCGGAAGGCCMGAGGCCACAGAAATTG

CTTCCTGCAGACTCTTCAGTACTGTGCAGCCGAATGCACATAGAGGAGACGTTGTACCCCTTCACATACAAG
GACGCGTTCCGCCAAGCGCCACACGTTCACGAATGGAAAGTCGGCTAAGCCACTCACAGCCCACGAACACAACC
AGCTCACTCCTGCCACAGGAGCATCGCAGCAGCTGGACAAGCCTGAGCCACAATAGGGTAACCTAG
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Anexo B. Secuencias del dominio hipervariable I de la regién control
mitocondrial de Balaenoptera musculus que definen los haplotipos
de las agregaciones mexicanas.

NPBWO1

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAARCCTGAAATTCTATATAAACTATTCCCTCAAACATCTATATTGTACAATAACCGCAAR
GCCACAGTACTATGTCCETATTAAAARATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTTCGTGCATCTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTCTTATCCCTCTCAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
CGTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATT TATTAATAGTACACTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCAAATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTCAAACCAGCARCCUGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCAT TACTCGTGGGGGTAGCTATTTARTGATCTTTATAAGA

NPBWO02

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGARATTCTATATAARCTATTCCCTGARACATGTATATTATACAATARCCGCARA
GCCACAGTACTATGTCCCGTATTARAAAATAATTATCTCATTACATATTCTTATGTACTTCGTGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATCCTATGTATAATTGTGCAT TCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAARGCC
COTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATTTATTARTAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCARATGATTCCTATGGCCGCTCCATTACATCACGAGCTTANTCACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCATTACTCGTGCGGCTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBWO03

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTATATAAACTATTCCCTCAAACATGTATATTATACAATAACCGCARA
GCCACAGTACTATGTCCGTAT TAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTTCGTGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAGTCAGTCTTATCCOTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTAAATTTTAT TAATTTTACATATTACATAATATTTATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGETCAATTTAR
ATCAAATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCT TAATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTACTCCTGCGCCTAGCTATTTAATGATCTT TATAAGA

NPBW04

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTATATARACTATTCCCTGAAACATGTATATTGTACRATAACCGCARAA
GCCACAGTACTATGTCCGTATTARAAAATAATTATCTCATTACATAT TGTTATGTACCTCATGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCT TCACCACGAGCAGTTAAARGCC
CGTATTAARATTTTATTAATTTTACATATTACATAATAT TTATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGCGTCAATTTAA
ATCAAATGATTCCTATGECCGCTCCAT TAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCANCCCECTTGECAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGOGCCCAT TACTCGTGGGGGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBWO5

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAART TCTATATAAACTATTCCCTGARACATGTATATTGTACAATARCCGCAAA
GCCACAGTACTATGTCCGTATTAARAARRATAATTATCTCATTACATATTGT TATGTACCTCGTGCATGTATGTACTTCCCCATARCCAGT
TAATCAGTGTTATCCOTGTGAATATGTATACATACACATCCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCT
CGTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATTTATTAATAGTACAGTAGTACATCTTCTTATGCATCCTCAGATCGATTTAA
ATCAAATGATTCCTATGECCGCTCCATTACGATCACGAGCT TAATCACCATGCCGCGETGARACCAGCARCCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCECACCGGGCCCAT TACTCGTGGGGETAGCTATTTARTGATCTTTATAAGA

NPBWO6
ACGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCARAGCTGAAATTCTATATAAACTATTCCCTGARAACATGTATATTGTACAATAACCGCAAA
GCCACAGTACTATGTCCGTATTAAAARATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTCCCTGCATGCATGTACTTCCTCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTARATTITATTAATTTTACATATTACATAATATTTATTAATAGTACACTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCAATTTAA
ATCAAATGATT TCTATGGCCGCTCCATTAGATCACCAGCTTAATCACCATGCCGCGTGRAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTACTCGTGGGGGTAGCTATTTAATCATC TTTATARGA

NPBWO7
AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAARGCTCAAATTCTATATAARCTATTCCCTGARACATGTATATTGTACAATAACCGCAAA
CCCACAGTACTATGTCCGTATTARARRATART TATCTCATTACATATTGTTATGTACTCCGTGCATGCATGTACTTCCTCATAACCAGT
TAATCAGTETTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACTACGAGCAGTTARAGCC
CGTATTARATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATT TATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCAATTTAR
ATCAAATGATTTCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTGARACCAGCAACCCGCTTGGCAGGCGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTACTCGTGGGGGTAGCTATTTAATCATCTTTATAAGA

NPBWOB

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCARAGCTGAAATTC TATATAAACTATTCCCTGAAACATGTATATTGTACAATARCCGCARA
GOCACACGTACTATGTCOOTATTAAARAATART TATCTCATTACATATTGTTATGTACTCCGTGCATGCATGCTACTTCCTCATAACTAGT
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TAATCAGTGTTATCCCTCTGAATATGTATACATATACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACTACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTAAATTTTATTAATTTTACATAT TACATAATATTTATTAATAGTACAGTAGTGCATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCAATTTAA
ATCAAATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTCGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTACTCGTGCCGGGTAGCTATTTAATGATCTT TATAAGA

NPBWO9 -

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTATATARACTATTCCCTGAAACATGTATAT TGTACAATAACCGCAAR
GCCACAGTACTATGTCCGTATTARAAAATAAT TATCTCATTACATATTGTTATGTACTCCGTGCATGTATGTACCCCCTCATAACCAGT
TAATCAGTGT TATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATCTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTARATTTTATTAAT TTTACATATTACATAATATTTATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCARATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGC TTAATCACCATGCCGCETGARACCAGCARCCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCATTACTCGTGGGCCTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBW10

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCARAGCTEARATTCTATATARACTATTCCCTGARACATGTATAT TGTACAATAACCGCARA
GCCACAGTACTATCTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTCCGTGCATGTATGTACT TCCTCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTARAGCC
COTATTAAAT T TTATTAAT TTTACATATTACATAATATTTAT TAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCARTTTAR
ATCAAATGATTTCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATCCCGCGTGAAACCAGCAACCCCCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGGCCCATTACTCGTGGGGGTAGCTATTTAATGATCTTTATRAGA

NPBW11

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTCGAAATTCTATATAAACTATTCCCTGARACATGTATATTGTACAATAACCGCAAR
GUCACAGTACTATGTCCGTATTARARAATAAT TATCTCATTACATATTGTTATGTACT TCGTGCATGCATGTACTTCCTCATARCCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATC TTCACTACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTARATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATT TATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCAATTTAA
ATCARATGATTTCTATGGCCGCTCCATTAGATCACCAGCTTAATCACCATGCCGCGTCAAACCAGCAACCCGLTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCATTACTCGTGGGEGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBW13

ACAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCARAGCTGAAATTCTATATARACTATTCCCTGARACATGTATATTGTACAATAACCGCAAR
GCCACAGTACTATGTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTTCGTGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTARAGCC
CGTATTARATTTTATTAAT T TTACATATTACATAATATT TATTAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGCTCAATTTAA
ATCAARATGATTCCTATGGCCGCCCCATTAGATCACCAGC TTAATCACCATGCCGCETGARACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGEGECCCATTACT COTGGGGGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

‘NPBW14

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAARGCTGARATTCTATATARACTATTCCCTGAAACATGTATATTGTACAATAACCGCARA
GCCACAGTACTATGTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTACTTCGTGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATCTATAATTGTGCAT TCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTAAATTTTATTAATTTTACATAT TACATARTATTTAT TAATAGTACAGTAGTACATGTTCTTATGCATCCCCAGGTCARTTTAR
ATCARATGATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGETTGGCAGGGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCATTACTCOTGGGGGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBW15

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGARATTCTATATARACTATTCCCTGAAACATETATATTGTACAATARCCGCARR
GCCACAGTACTATCTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATIGTTATGTACTTCGTGCATGTATGTACTCCCCCATAACCAGT
TARTCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATCTATAATTGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCACTTARAGCTC
COTATTAAATTTTATTAATTT TACATATTACATAATAT TTATTARTAGTACAGTAGTACATGTTCT TATGCATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCAAATGATTCCTATGGCCGCCCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCARCCCGCTTGGCAGBGATCCCTC
TTCTCGCACCGGECCCATTACTCGTGGGGGTAGC TATT TAATGATCTTTATAAGA

NPBW16

ACAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCAARGC TGAAATTCTATATAAACTATTCCCTGARACATGTATATTGTACAATAACCGCARA
GCCACAGTACTATGTCCCTAT TAAAAAATAATTATCTCATTACATAT TGTTATGTACTTCGTGCATGTATCTACTCCCCCATAACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTETCAATATGTATACATACACATGC TATGTATAAT TGTGCATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTARAGCT
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CGTATTAAATTTTATTAATT TTACATATTACATAATATT TAT TAATAGTACAATAGTACATGTT CTTATGCATCCCCAGATCAATTTAA
ATCAAATCATTCCTATGGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCACCATGC CECOTGARACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTC
TTETCECACCGGECCCATTACTCGTGEGEGTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA

NPBW17

AGAAGCATCACACTCCACCATCAGCACCCARAGCTGARATTCTATATAAACTATTCC CTGAAACATGTATAT IGTACAATAACCGCARA
GCCACAGTACTATGTCCGTATTAAAAAATAATTATCTCATTACATATTGTTATGTAC TTCATGCATGTATGTACTCCCCCATGACCAGT
TAATCAGTGTTATCCCTGTGAATATGTATACATACACATGCTATGTATAATTGTGCATTCAATTATCTT CACCACGAGCAGTTAAAGCC
COTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATAT TTATTARTAGTACAGTAGTACATGTTCTTATG CATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCAAATGATTCCTATCGCCGCTCCATTAGATCACGAGCTTAATCAC CATGCCGCGTGARACCAGCAACCCCCTTGGCAGGBATCCCTC
TTOTCGCACCGGECCCATTACTCGTGGEEGTAGCTATT TAATGATCTTTATAAGA

NPBW18

ACAACCATCACACTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGARATTCTATATAAARCT. ATTCCCTGAAACATGTATATTGTACAATAACCGCAAA
GCCACAGTACTATGTCCGTAT TARAAAATAATTATCTCAT TACATATTGTTATGTACTT CGTGCATGTATGTACTCCCTCATARCCAGT
TAATCAGTOTTATCCCTGTGARTATGTATACATACACATGCTATCTATAATTGTG CATTCAATTATCTTCACCACGAGCAGTTAAAGCC
CGTATTAAATTTTATTAATTTTACATATTACATAATATTTATTAATAGTACAGTAGTGCATGTTC TTATGCATCCTCAGGTCAATTTAA
ATCARATGATTCTTATGGCCGCTCCATTACATCACGAGCTTAATCACCATGC CRCGTCAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGCATCCCTC
TTCTCGCACCCGECCCATTACTCEGTGGGGCTAGCTATTTAATGATCTTTATAAGA
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Anexo C. Ballenas azules fotoidentificadas en

las que se

molecularmente el sexo y el linaje materno.

BmIJUlH

hemhra

identificd

NPBWOB
Bm0003 hembra NPBWO1
BmO0004 hembra NPBWO01
Bm0006 hembra NPBWO1
BmO0007 hembra NPBWO06
Bm0012 macho NPBW14
Bm0020 hembra NPBW16
Bm0023 macho NPBW14
Bm0035 hembra NPBWO1
Bm0040 macho NPBWO0B
Bm0041 hembra NPBWO1
Bm0046 hembra NPBWO1
Bm0049 macho NPBWO1
Bm0050 hembra NPBWO06
Bm0059 hembra NPBW16
Bm0060 macho NPBWO1
Bm0065 hembra NPBWO2
Bm0067 macho NPBWO1
Bm0074 hembra NPBWO1
Bm0099 hembra NPBWO01
Bm0100 No determinado NPBWO1
Bmo0107 hembra NPBWO02
Bmo0113 hembra NPBWOG
Bm0116 macho NPBWO7
Bm0117 macho NPBWOG
Bmo0119 hembra NPBWO02
Bm0124 hembra NPBWOD2
Bm0126 No determinado No determinado
Bm0127 hembra NPBW14
Bmo0127 hembra NPBW14
Bm0128 hembra NPBWO02
Bm0128 hembra No determinado
Bm0129 hembra NPBWO02
Bm0130 hembra NPBW14
Bmo0130 hembra NPBW14
Bmo0131 hembra NPBWO1
Bm0132 No determinado No determinado
Bm0133 macho NPBWO04
Bm0134 hembra NPBWO01
Bm0135 macho NPBWOD2
Bm0136 hembra NPBWO01
Bmo0137 No determinado No determinado
Bm0141 No determinado No determinado
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Bmo0142 macho NPBWO02
Bm0143 hembra NPBWO1
Bm0146 hembra NPBWO1
Bm0147 hembra NPBWO01
Bm0150 No determinado No determinado
Bm0151 No determinado No determinado
Bmo0152 macho NPBW14
Bm0152 No determinado No determinado
Bm0153 macho NPBWO0S
Bmo0154 hembra NPBWO06
Bm0155 hembra NPBW14
Bm0160 macho NPBWO02
Bm0162 hembra NPBWO2
Bmo0164 macho NPBW16
Bmo0165 hembra NPBWOD5
Bmo0166 hembra NPBWO5
Bm0169 macho NPBWO1
Bmo0172 hembra NPBWO6
Bmo0173 hembra NPBWO1
Bmo0176 No determinado No determinado
Bm0177 macho NPBWO5
Bm0180 No determinado No determinado
Bmo0181 hembra NPBWO1
Bm0182 No determinado No determinado
Bm0183 No determinado No determinado
Bm0184 hembra NPBW18
Bm0184 No determinado No delerminado
Bm0185 hembra NPBWO1
Bm0188 No determinado No determinado
Bmo0187 hembra No determinado
Bm0188 hembra No determinado
Bm0189 macho No determinado
Bmo0190 No determinado No determinado
Bmo0191 macho No determinado
Bm0192 hembra NPBW14
Bmo0194 No determinado No determinado
Bm0195 No determinado No determinado
Bm0198 macho NPBWO1
Bm0203 No determinado No determinado
Bm0204 No determinado No determinado
Bm0205 No determinado No determinado
Bm0206 macho NPBW14
Bmo0207 macho No determinado
Bm0208 No determinado NPBWO7
Bm0209 No determinado No determinado
Bm0211 hembra NPBWO02
Bm0213 macho No determinado
Bm0215 macho NPBWO05
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Bm0216 hembra NPBWO1
Bm0217 No determinado No determinado
Bmo0218 macho NPBWO02
Bm0219 macho NPBWO01
Bmo0223 No determinado No determinado
Bmo0224 hembra NPBWO1
Bm0225 macho NPBWO1
Bmo0226 hembra No determinado
Bmo0227 macho NPBW14
Bm0228 hembra NPBWO1
Bm0229 macho NPBWO06
Bmo0230 hembra NPBWO02
Bmo0235 hembra NPBWOD1
BmD237 hembra NPBWO6
Bm0238 macho NPBWO1
Bm0239 hembra NPBWO1
Bm0240 macho NPBWO1
Bm0247 hembra NPBW18
Bm0248 hembra NPBW18
Bm0249 macho NPBW14
Bm0250 hembra NPBWO01
Bm0251 hembra NPBWO05
Bm0252 macho NPBWO1
Bmo0253 hembra NPBWO1
Bmo0254 hembra NPBWO1
Bm0255 macho NPBWO01
Bm0256 hembra NPBW14
Bm0258 macho NPBW13
Bm0266 hembra NPBW02
Bm0267 hembra NPBW18
Bm0269 macho NPBW14
Bm0270 No determinado NPBWO1
Bm0271 macho NPBWO1
Bmo0276 hembra NPBWO1
Bmo0278 macho NPBW14
Bm0279 macho NPBWO1
Bm0281 No determinado NPBWO01
Bm0282 hembra NPBWO01
Bm0283 macho NPBWO01
Bm0284 hembra NPBWO01
Bm0286 hembra NPBWO1
Bm0287 hembra NPBWO1
Bm0288 macho NPBWO1
Bm0289 macho NPBWO01
Bm0290 macho NPBWO1
Bm0293 macho NPBWO1
Bm0297 No determinado NPBWO1
Bmo0298 hembra NPBW16
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Bm0299 hembra NPBW16
Bm0300 hembra NPBW18
Bm0301 macho NPBWO1
Bm0303 macho NPBWOT
Bm0304 macho NPBWO7
Bmo0307 macho NPBW02
Bm0309 hembra NPBWO1
Bm0310 hembra NPBWO06
Bm0311 hembra NPBWO06
Bm0312 macho NPBWO7
Bm0313 macho NPBW16
Bm0321 macho NPBWO1
Bm0327 No determinado NPBW16
Bm0328 macho NPBW18
Bmo0330 hembra NPBW16
Bm0332 macho NPBW14
Bm0334 No determinado No determinado
Bm0335 macho NPBW14
Bm0337 macho NPBWO1
Bm0338 hembra NPBW15
Bm0340 macho NPBWO06
Bm0341 macho NPBWO06
Bm0342 hembra NPBWO01
Bm0343 macho NPBWO01
Bm0345 hembra NPBWO01
Bm0346 hembra NPBWO02
Bm0346 macho NPBWO09
Bm0346 hembra NPBW17
Bm0348 macho NPBW14
Bm0350 hembra NPBW16
Bm0351 macho NPBWO1
Bm0352 No daterminado NPBWO06
Bm0353 macho NPBW02
Bm0354 hembra NPBW14
Bm0355 macho NPBWO01
Bm0356 Ao NPBWO1
Bm0358 macho NPBW16
Bm0362 macho NPBW16
Bm0363 macho NPBWO1
Bm0364 macho NPBW02
Bm0365 macho NPBW14
Bm0366 No determinado NPBWO01
Bm0368 macho NPBWO7
Bm0370 hembra NPBWO01
Bm0372 hembra NPBW14
Bm0374 macho NPBW13
Bmo0375 hembra NPBWO01
Bm0376 macho NPBWO01
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Bm0377 hembra NPBW14
Bm0379 hembra NPBW10
Bm0380 hembra NPBW14
Bm0383 macho NPBW18
Bm0384 hembra NPBWO1
Bmo0385 hembra NPBW14
BmO0387 macho NPBW14
Bm0388 hembra NPBWO1
Bmo0389 No determinado NPBW11
Bmo0391 hembra NPBW10
Bm0393 hembra NPBWO1
Bm0394 macho NPBWO1
Bm0395 hembra NPBWO1
Bm0396 macho NPBW14
Bm0397 hembra NPBWO7
Bm0398 hembra NPBW16
Bm0399 hembra NPBWO1
Bm0404 hembra NPBWO05
Bm0405 macho NPBWO05
Bm0409 hembra NPBWO01
Bm0409 hembra NPBWO1
Bmo0412 No determinado No determinado
Bm0413 macho NPBWO06
Bm0414 macho NPBWO7
Bm0415 hembra NPBW02
Bm0418 macho NPBWO1
Bm0419 hembra NPBW02
Bm0420 hembra NPBWO2
Bm0421 No determinado No determinado
Bm0422 macho NPBWO5
Bm0423 macho NPBWO1
Bm0424 hembra NPBW18
Bmo0425 macho NPBW18
Bmo0445 macho NPBW14
Bm0446 macho NPBWO02
BmO0447 macho NPBWO03
Bm0448 macho NPBWOT
Bm0449 hembra NPBWO1
Bm0450 hembra NPBWO01
Bm0451 hembra NPBWO03
Nuevo 01 To Do No determinado
Nuevo 10 macho NPBW06
Nuevo 02 To Do No determinado
Nuevo 03 macho NPBWO06
Nuevo 04 macho NPBW14
Nuevo 05 hembra NPBWO8
Nuevo 06 macho NPBWO1
Nuevo 07 hembra NPBWO1
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No determinado

Nuevo 08 To Do

Nuevo 09 To Do No determinado
No Asignado 01 hembra NPBWO01
No Asignado 02 hembra NPBW02
No Asignado 03 hembra NPBW02
No Asignado 04 macho NPBW16
No Asignado 05 No determinado No determinado
No Asignado 06 No determinado No determinado
No Asignado 07 No determinado No determinado
No Asignado 08 No determinado No determinado
No Asignado 09 hembra NPBWO01
No Asignado 10 No determinado NPBWO1
No Asignado 11 No determinado No determinado
No Asighado 12 macho NPBW15
No Asignado 13 No determinado NPBWO1
No Asignado 14 No determinado No determinado
‘No Asignado 15 hembra NPBW14
No Asignado 16 hembra NPBWO01
No Asignado 17 No determinado No determinado
No Asignado 18 hembra NPBWO7
No Asignado 19 macho NPBWO1

No determinado

No Asignado 20 No determinado
“No Asignado 21 macho No determinado
No Asignado 22 No determinado No determinado
No Asignado 23 hembra NPBWO1
No Asignado 24 macho No determinado
No Asignado 25 No determinado NPBWO04
No Asignado 26 macho No determinado
No Asignado 27 hembra NPBWO1
No Asignado 28 macho No determinado
No Asignado 28 hembra NPBWO1
~_No Asignado 3th Bm0024 hembra No determinado
No Asignado A21 hembra NPBW14
No Asignado Junio No determinado No determinado
No Asignado EVM 1 hembra NPBW16
No Asignado EVM 2 hembra NPBW14
_ NoAsignadoP12 No determinado NPBW09
~ 'No AsignadoP15 macho NPBWA7
No Asignado PA5A hembra No determinado
No Asignado v hembra NPBWO7
No Asignado x macho NPBW14
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Anexo D. Secuencias homologas para la region control mitocondrial empleadas
en el andlisis filogenético para todas las especies de misticetos
reportadas en el GeneBank.

[ e

i

Especie

1 Arnason et al,1993 X72197.1 Balaena myslicelus
2 Rooney el al. 2001 AF3565204 .1 Balaena myslicelus
3 Rooney et al. 2001 AF356205.1 Balaena mysticelus
4 Rooney et al. 2001 AF355206.1 Balaena myslicalus
5 Rooney et al. 2001 AF355207.1 Balacna mysticetus
5] Rooney et al. 2001 AF355208.1 Balaena mysticatus
7 Rooney el al. 2001 AF355209.1 Balaena myslicetus
i} Rooney el al. 2001 AF355210.1 Balaena myslicelus
9 Rooney el al, 2001 AF355211.1 Balaena myslicelus
10 Rooney et al. 2001 AF355212.1 Balaena myslicetus
i Rooney et al. 2001 AF355213.1 Balaena mysticetus
12 Rooney et al. 2001 AF355214.1 Balaena mysticetus
13 Rooney et al. 2001 AF355215.1 Balaena mysticatus
14 Rooney et al. 2001 AF355216.1 Balaena mysticelus
15 Rooney et al. 2001 AF355217 1 Balaena mysticelus
16 Rooney et al. 2001 AF355218.1 Balaena myslicelus
17 Roaney et al. 2001 AF355219.1 Balaena mysticetus
18 Rooney et al. 2001 AF355220.1 Balaena mysticetus
19 Rooney et al. 2001 AF355221.1 Balaena mysticetus
20 Rooney et al. 2001 AF355222 1 Balaena myslicelus
21 Rooney et al. 2001 AF355223.1 Balaena mysticetus
22 Rooney et al. 2001 AF355224.1 Balaena mysticelus
23 Rooney et al. 2001 AF355225.1 Balaena mysticotus
24 Rooney et al. 2001 AF355226.1 Balaena mysticetus
25 Rooney et al. 2001 AF355227 .1 Balaena myslicelus
26 Rooney et al. 2001 AF355228.1 Balaena mysticetus
27 Rooney et al. 2001 AF355229.1 Balaena mysticetus
28 Rooney et al. 2001 AF355230.1 Balaena mysticetus
29 Rooney et al. 2001 AF355231.1 Balaena mysticetus
30 Rooney et al. 2001 AF355232.1 Balaena mysticelus
31 Rooney et al. 2001 AF355233.1 Balagna mysticetus
32 Rooney et al. 2001 AF355234.1 Bailaena mysticetus
33 Rooney et al. 2001 AF355235.1 Balaena mysticetus
34 Rooney et al. 2001 AF355236.1 Balaena myslicelus
35 Rooney et al. 2001 AF355237.1 Balaana myslicelus
36 Rooney et al. 2001 AF355238.1 Balagna mysticetus
7 Rooney et al. 2001 AF355239.1 Balaena myslicetus
3g Rooney et al. 2001 AF355240.1 Balaena myslicelus
39 Rooney et al. 2001 AF355241.1 Balaena myslicetus
40 Rooney et al. 2001 AF355242.1 Balaena mysticetus
41 Rooney et al. 2001 AF355243.1 Balaena myslicetus
42 Roaney et al. 2001 AF355244.1 Balaena mysticetus
43 Rooney et al. 2001 AF355245.1 Balaena myslicelus
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44 Rooney et al, 2001 AF355246.1 Balaana mysticetus
45 Rooeney et al. 2001 AF355247.1 Balaena mysticetus
46 Rooney et al. 2001 AF355248.1 Balaena myslicelus
47 Rooney et al. 2001 AF355249.1 Balaena mysticelus
48 Rooney et al. 2001 AF355250.1 Balaena mysticetus
49 Rooney et al. 2001 AF355251.1 Balaena mysticetus
50 Rooney et al, 2001 AF355252.1 Balaena mysticetus
51 Rooney et al. 2001 AF355253.1 Balaena mysticetus
52 Rooney et al. 2001 AF355254.1 Balaena myslicetus
53 Rooney et al. 2001 AF355255.1 Balaena mysticetus
54 Rooney el al. 2001 AF355256.1 Balaena mysticetus
55 Rooney el al. 2001 AF355257 1 Balaena mysticetus
56 Rooney el al. 2001 AF355258.1 Balaena myslicelus
57 Rooney et al. 2001 AF355259.1 Balaena mysticelus
58 Rooney et al. 2001 AF355260.1 Balgena mysticelus
59 Rooney et al, 2001 AF355261.1 Balaena myslicelus
60 Rooney el al. 2001 AF355262.1 Balaena mysticelus
61 Rooney el al. 2001 AF355263 .1 Balaena myslicelus
62 Rooney et al. 2001 AF355264.1 Balaena myslicelus
63 Rooney et al. 2001 AF355265.1 Balaena myslicelus
64 Rooney et al. 2001 AF355266.1 Balagna myslicetus
65 Rooney el al. 2001 AF355267.1 Balacna mysticetus
66 Rooney el al. 2001 AF355268.1 Balaena myslicetus
67 Rooney et al. 2001 AF355269.1 Balaena myslicetus
68 Rooney et al. 2001 AF355270.1 Balaena myslicelus
69 Rooney el al. 2001 AF355271.1 Balasna mysticetus
70 Andersen el al. 2003 AF487467.1 Balaenoplera aculorostrata
71 Andersen el al. 2003 AF487468.1 Balaenoplera aculorostrata
72 Andersen et al. 2003 AF487469.1 Balaenoplera aculorostrata
73 Andersen el al, 2003 AF4B7470.1 Balaenoplera aculorosirala
74 Andersen el al. 2003 AF487471.1 Balaenoptera acutorostrata
75 Andersen el al. 2003 AF487472.1 Balaenoplera acutorostrata
76 Andersen et al. 2003 AF487473.1 Balaenoplera aculorosirala
1T Andersen el al. 2003 AF4B7474.1 Balaenoplera aculorosirata
78 Andersen el al. 2003 AF487475.1 Balaenoplera aculorosirala
79 Andersen el al. 2003 AF487476.1 Balaenoplera acutorostrata
80 Andersen et al. 2003 AF487477 1 Balaenoplera acutorostrala
81 Andersen et al. 2003 AF4B7478.1 Balaenoplera aculorostrata
82 Andersen el al. 2003 AF487479.1 Balaenoplera aculorostrala
83 Andersen el al. 2003 AF487480.1 Balaenoplera acutorostrata
84 Andersen et al. 2003 AF487481.1 Balaenoptera acuforostrata
85 Andersen el al. 2003 AF487482.1 Balaenoplera aculorostrata
86 Andersen et al. 2003 AF487483.1 Balaenoplera aculorostrala
87 Andersen et al. 2003 AF487484 .1 HBalaenoplera aculorostrata
88 Andersen et al. 2003 AF487485.1 Balasnoptera acutorostrata
89 Andersen et al. 2003 AF487486.1 Balaenoptera acutorostrata
g0 Andersen et al. 2003 AF487487 1 Balaenoptera acutorostrata
9N Andersen et al. 2003 AF487488.1 Balaenoplera aculorostrata
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92 Andersen el al. 2003 AF487489.1 Balaenoplera aculorostrata
93 Andersen el al. 2003 AF487490.1 Balaenoplera aculorosirala
94 Andersen el al. 2003 AF4B7491.1 Balaenoptera acutorostrala
95 Arnason el al. 1993 X72006.1 Balaenoptera acutorostrala
96 Bakke et al. Unpublished X87773.1 Balaenoplera aculorostrata
97 Bakke et al. Unpublished X87774.1 Balaenoptera aculorostrata
98 Grohmann et al. Unpublished AJ226093.1 Balaenoplera aculorostrala
99 Grohmann et al. Unpublished AJ226094 .1 Balaenoptera acutorosirata
100 Grohmann et al. Unpublished AJ226095.1 Balaenoptera aculorostrata
101 Grohmann et al. Unpublished AJ226086.1 Balaenoptera aculorostrata
102 Grohmann et al. Unpublished AJ226097.1 Balaenoplera aculoroslrata
103 Grohmann et al. Unpublished AJ226098.1 Balaenoptera acutorostrata
104 Grohmann el al. Unpublished AJ226099.1 Balaenoptera acutorostrata
105 Grohmann et al. Unpublished AJ226100.1 Balaenoptera acutorosirata
106 Grohmann et al. Unpublished AJ226101.1 Balaenoplera acutorostrata
107 Grohmann et al. Unpublished AJ226102.1 Balaenoplera aculorostrata
108 Grohmann et al. Unpublished AJ226103.1 Balaenoplera acutorostrala
109 Grohmann et al. Unpublished AJ226104 .1 Balaenoptera aculoroslrata
110 Grohmann et al. Unpublished AJ226105.1 Balacnoptera acutorostrata
111 Grohmann et al. Unpublished AJ226106.1 Balaenoplera acutorostrata
112 Grohmann et al. Unpublished AJ226107 .1 Balaenoplera aculorostrata
113 Grohmann et al. Unpublished AJ226108.1 Balasnoplera acutorostrata
114 Grohmann et al. Unpublished AJ226109.1 Balaenoptera aculorosirala
115 Grohmann et al. Unpublished AJ226110.1 Balagnoptora acutorostrata
116 Grohmann et al. Unpublished AJ226111.1 Balaenoplera acutorostrata
117 Grohmann et al. Unpublished AJ2261121 Balaenoptera acutorostrata
118 Grohmann el al. Unpublished AJ226113.1 Balaenoplera acutorosirala
119 Grohmann et al. Unpublished AJ226114.1 Balaenoptera aculorosirala
120 Grohmann et al. Unpublished AJ226115.1 Balasnoptera acutorostrata
121 Grohmann et al. Unpublished AJ226116.1 Balacnoptera acutorosirata
122 Grohmann et al. Unpublished AJ2261171 Balaenoptera acutorostrata
123 Grohmann et al. Unpublished AJ226119.1 Balaenopiera acutorostrata
124 Grohmann et al. Unpublished AJ226121.1 Balaenoplera acutorostrata
125 Grohmann et al. Unpublished AJ226122.1 Balaenoplera aculorostrata
126 Grohmann et al. Unpublished Y17160.1 Balaenoptera aculorostraia
127 Mace 1999 AY230267.1 Balaenoptera acutorostrata
128 McEwing Unpublished AY362278.1 Balaenoptera acutorostrata
129 McEwing Unpublished AY352279.1 Balaenoplera acutorostrata
130 McEwing Unpublished AY352280.1 Balaenopiera aculorostrata
131 Arnason et al. 1993 X72195.1 Balaenoptera borealis
132 McEwing Unpublished AY 340947 Balaenoptera borealis
133 McEwing Unpublished AY 340957 Balaenoplera borealis
134 Arnason et al. 1993 X72196.1 Balaenoplera edeni
135 Wada et al. 2003 AB116099.1 Balaenoplera edeni
136 Wada et al. 2003 AF398372.1 Balaenoptera edeni
137 Yang et al. Unpublished AF398372 Balaenoptera edeni
138 Yoshida et al. 1999 AF146378 Bailaenoplera edeni
139 Yoshida et al. 1999 AF146379 Balaenoplera edeni
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140 Yoshida et al. 1999 AF146380 Balaenoplera edeni

141 Yoshida et al. 1999 AF146381 Balaenoptera edeni

142 Yoshida el al. 1999 AF146382 Balaenoptera edeni

143 Yoshida et al. 1999 AF146383 Balaenoplera edeni

144 Yoshida et al, 1999 AF146384 Balaenoplera edeni

145 Yoshida et al. 1999 AF146385 Balaenoptera edeni

146 Yoshida et al. 1999 AF146386 Balacnoptera aedeni

147 Yoshida et al. 1999 AF 146387 Balaenoptera edeni

148 Yoshida et al. 1999 AF146388 Balaenoplera edeni

149 Yoshida et al. 1999 AF146389 Balaenoptera edeni

150 Arnason et al.1993 X72204.1 Balaenoptera musculus
151 Arnason y Gullberg 1883 NC 001601.1 Balasnoptera musculus
152 Baker et al. 1996 L35607 Balaenoptera musculus
163 Baker et al. 1996 L35608 Balasnoptera musculus
154 Borsa et al. Unpublished AY235201 Balasnoptara musculus
155 McEwing Unpublished AY340058 Balaenoplera musculus
158 McEwing Unpublished AY390265 Balaenoptera musculus
157 McEwing Unpublished AY 390266 Balaenoplera musculus
158 McEwing Unpublished AY390267 Balaenoptera musculus
158 MeEwing Unpublished AY390268 Balasnoplera musculus
160 McEwing Unpublished AY390269 Balaanoptara musculus
161 McEwing Unpublished AY390270 Balaenoptera musculus
162 McEwing Unpublished AY390271 Balaenoplera musculus
163 McEwing Unpublished AY 390272 Balaenoplera musculus
164 McEwing Unpublished AY390273 Balaenoplera musculus
165 McEwing Unpublished AY300274 Balaenoptera musculus
166 McEwing Unpublished AY390275 Balaenoplera musculus
167 McEwing Unpublished AY390276 Balaenoplera musculus
168 McEwing Unpublished AY 390277 Balaenoplera musculus
169 Arnason et al. 1891 NC 001321.1 Balaenoplera physalus
170 Arnason el al.1993 X61145.1 Balaenoptera physalus
171 Berube et al. 1898 AF119956 Balaenoptera physalus
172 Berube el al. 1998 AF119957 Balaenoptera physalus
173 Berube et al. 1898 AF119958 Balaenoptera physalus
174 Berube et al. 1998 AF119959 Halaenoplera physalus
175 Berube et al. 1998 AF119960 Balaenoptera physalus
176 Berube el al. 1998 AF119961 Balaenoptera physalus
177 Berube et al. 1998 AF119962 Balaenoplera physalus
178 Berube et al. 1998 AF119963 Balaenoptera physalus
179 Berube et al. 1998 AF119964 Balaenoptera physalus
180 Berube st al. 1998 AF119965 Balaenoptera physalus
181 Berube et al, 1998 AF119966 Balaenoptera physalus
182 Berube et al. 1998 AF119967 Balaenoptera physaius
183 Berube et al. 1898 AF119968 Balaenoptera physalus
184 Berube et al. 1998 AF119969 Balagnoptera physalus
185 Berube et al. 1998 AF118970 Balaenoplera physalus
186 Berube et al, 1998 AF119971 Balaenoptera physaius
187 Berube el al. 1998 AF119972 Balaenoptera physalus
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188 Berube et al. 1938 AF119973 Balasnoptera physalus
189 Berube et al. 1988 AF119974 Balaenoptera physalus
190 Berube et al. 1858 AF119975 Balaenoptera physalus
191 Berube et al. 1998 AF119976 Balaenoptera physalus
192 Berube el al, 1998 AF119977 Balasnoplera physalus
183 Berube el al. 1998 AF119978 Balaenoptera physalus
184 Berube et al. 1988 AF119979 Balacnoptera physalus
195 Berube et al. 1988 AF119980 Balaenoptera physalus
198 Berube et al. 1588 AF119981 Balagnoptera physalus
197 Berube el al. 1998 AF119982 Balaenoptera physalus
198 Berube el al. 1998 AF119983 Balaenoplera physalus
199 Berube et al, 1998 AF119984 Balaenoptera physalus
200 Berube el al. 1298 AF119985 Balaenoptera physalus
201 Berube et al. 1938 AF119986 Balaenoptera physalus
202 Berube et al. 1898 AF119987 Balaenoptera physalus
203 Berube et al. 1998 AF119988 Balaenoptera physalus
204 Berube et al. 1998 AF119989 Balaenoptera physalus
205 Berube et al. 1998 AF119890 Balaenoplera physalus
206 Berube et al, 1998 AF119991 Balasnoptera physalus
207 Berube et al. 1898 AF119992 Balacnoptera physalus
208 Berube et al. 1998 AF119993 Balaenoptera physalus
209 Berube el al. 1998 AF119994 Balaenoplera physalus
210 Berube et al. 1998 AF119995 Balaegnoplera physalus
211 Berube et al. 1998 AF119996 Balaenoptera physalus
212 Berube et al. 1988 AF119997 Bailaenoptera physalus
213 Berube et al. 1898 AF119998 Balaenoptera physalus
214 Berube et al. 1898 AF119999 Balaenoplera physalus
215 Berube et al. 1998 AF120000 Balaenoptera physalus
216 Berube et al. 1998 AF120001 Balacnoptera physalus
217 Berube et al. 1988 AF120002 Balaenoptera physalus
218 Berube el al. 1598 AF120003 Balaenoptera physalus
219 Berube et al. 1998 AF120004 Balaenopiera physalus
220 Berubs et al. 1998 AF120005 Balaenoptera physalus
221 Berube el al. 1998 AF120006 Balagnoptera physalus
222 McEwing Unpublished AY340948.1 Balaenoptera physalus
223 McEwing Unpublished AY340949.1 Balaenoptera physalus
224 McEwing Unpublished AY340950.1 Balaenoplera physalus
225 McEwing Unpublished AY340951.1 Balaenoptera physalus
226 McEwing Unpublished AY340852.1 Balaenoptera physalus
227 McEwing Unpublished AY340853.1 Balaenoptera physalus
228 McEwing Unpublished AY340954.1 Balaenoptera physalus
229 McEwing Unpublished AY340955.1 Balaenoptera physalus
230 McEwing Unpublished AY340855.1 Balaenoptera physalus
23 McEwing Unpublished AY340956.1 Balaenoplera physalus
232 McEwing Unpublished AY343929.1 Balaenoplera physalus
233 McEwing Unpublished AY3438930.1 Balaenoplera physalus
234 Pierce el al. 2004 AY582748 Balaenoptera physalus
235 Arnason el al, 1993 X72188.1 Caperea marginata
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236 Arnason et al.1893 X72200.1 Eschiichtius robustus
237 Goerlitz et al. 2003 AY514457 1 Eschrichtius robustus
238 Goerlilz et al. 2003 AY514458.1 Eschrichtius robuslus
239 Goerlilz et al, 2003 AY514459.1 Eschrichtius robuslus
240 Goerlitz el al. 2003 AY514460.1 Eschrichtius robustus
241 Goerlitz et al. 2003 AY514461.1 Eschrichtius robustus
242 Goerlitz et al. 2003 AY514462.1 Eschrichlius robustus
243 Goerlitz et al. 2003 AY514463.1 Eschrichtius robuslus
244 Goerlilz et al, 2003 AY514464.1 Eschrichtius robustus
245 Goerlitz et al. 2003 AY514465.1 Eschrichtius robustus
246 Goerlitz et al. 2003 AY514466.1 Eschrichtius robustus
247 Goerlitz et al. 2003 AY514467 1 Eschrichlius robustus
248 Goerlilz et al. 2003 AY514468.1 Eschrichtius robustus
249 Goerlilz et al. 2003 AY514469.1 Eschrichtius robuslus
250 Gaoerlitz et al. 2003 AY514470.1 Eschrichtius robustus
251 Goerlilz et al. 2003 AY514471.1 Eschrichtius robustus
252 Goerlilz et al. 2003 AY514472.1 Eschrichtius robustus
| 253 Goerlitz et al. 2003 AY514473.1 Eschrichtius robuslus
254 Goerlitz el al, 2003 AY514474 .1 Eschrichtius robusitus
255 Goerlitz et al. 2003 AY514475.1 Eschrichtius robustus
256 Goerlitz et al, 2003 AY514476.1 Eschrichtius robustus
257 Goerlilz et al. 2003 AY514477.1 Eschrichtius robustus
258 Goerlitz et al. 2003 AY514478.1 Eschrichlius robustus
259 Goerlilz el al. 2003 AY514479.1 Eschrichtius robuslus
260 Goerlitz et al. 2003 AY514480.1 Eschrichtius robustus
261 Goerlitz et al. 2003 AY514481.1 Eschrichtius robustus
262 Goerlitz et al. 2003 AY514482.1 Eschrichiius robustus
263 Goerlitz et al. 2003 AY514483.1 Eschrichtius robusius
264 Goerlitz et al. 2003 AY514484.1 Eschrichtius robustus
265 Golffredi et al. Unpublished AY238943.1 Eschrichtius robustis
266 LeDuc et al. Unpublished AF326789 Eschrichlius robustus
267 LeDuc el al. Unpublished AF326790 Eschriehlius robustus
268 LeDuc el al. Unpublished AF326791 Eschrichlius robustus
269 LeDuc et al. Unpublished AF326792 Eschrichtius robuslus
270 LeDuc et al. Unpublished AF326793 Eschrichtius robuslus
271 LeDuc et al. Unpublished AF326794 Eschrichtius robustus
272 LeDuc et al. Unpublished AF326795 Eschrichtius robustus
273 LeDuc et al. Unpublished AF326796 Eschrichlius robustus
274 LeDuc et al. Unpublished AF326797 Eschrichtius robuslus
275 LeDuc et al, Unpublished AF326798 Eschrichtius robustus
276 LeDuc et al. Unpublished AF326799 Eschrichtius robustus
217 LeDuc et al. Unpublished AF326800 Eschrichtius robustus
278 LeDuc et al. Unpublished AF326801 Eschrichtius robuslus
279 LeDuc et al. Unpublished AF326802 Eschrichlius robuslus
280 LeDug et al. Unpublished AF326803 Eschrichtius robusltus
281 LeDuc et al. Unpublished AF326804 Eschrichtius robustus
282 LeDuc et al. Unpublished AF326805 Eschrichtius robustus
283 LeDuc et al. Unpublished AF326808 Eschrichlius robustus
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284 LeDuc et al. Unpublished AF326807 Eschrichlius robustus
285 LeDuc et al. Unpublished AF326808 Eschrichtius robustus
286 LeDuc et al. Unpublished AF326809 Eschrichtius robustus
287 LeDuc et al. Unpublished AF326810 Eschrichlius robustus
288 LeDuc et al. Unpublished AF326811 Eschrichtius robustus
289 LeDuc et al. Unpublished AF326812 Eschrichtius robusius
290 LeDuc et al. Unpublished AF326813 Eschrichtius robuslus
291 LeDuc et al. Unpublished AF326814 Eschrichtius robustus
202 LeDuc et al. Unpublished AF326815 Eschrichtius robustus
293 LeDuc et al. Unpublished AF326816 Eschrichtius robuslus
2094 LeDuc et al. Unpublished AF326817 Eschrichtius robuslus
295 LeDuc et al. Unpublished AF326818 Eschrichtius robustus
296 LeDuc et al. Unpublished AF326819 Eschrichtius robustus
297 LeDuc et al. Unpublished AF326820 Eschrichtius robustus
298 LeDuc el al. Unpublished AF326821 Eschrichlius robustus
299 LeDuc et al. Unpublished AF326822 Eschrichlius robustus
300 LeDug et al. Unpublished AF326823 Eschrichlius robustus
am LeDuc et al. Unpublished AF326824 Eschrichtius robusius
302 Steeves et al. Unpublished AF369762.1 Eschrichtius robustus
303 Sleeves et al, Unpublished AF369763.1 Eschrichtius robustus
304 Steeves el al. Unpublished AF369764.1 Eschrichtius robustus
305 Steeves et al. Unpublished AF369765.1 Eschrichtius robustus
306 Steeves et al. Unpublished AF369766.1 Eschrichtius robustus
307 Steeves et al. Unpublished AF369767.1 Eschrichtius robusius
308 Steeves et al. Unpublished AF369768.1 Eschrichtius robustus
308 Steeves et al. Unpublished AF369769.1 Eschrichtius robustus
310 Steeves et al. Unpublished AF369770.1 Eschrichtius robustus
3 Steeves el al. Unpublished AF369771.1 Eschrichlius robuslus
312 Steeves et al. Unpublished AF369772.1 Eschrichlius robustus
313 Steeves et al. Unpublished AF369773.1 Eschrichtius robustus
314 Sleeves et al, Unpublished AF369774 .1 Eschrichtius robustus
315 Steeves et al. Unpublished AF369775.1 Eschrichlius robustus
316 Steeves et al. Unpublished AF369776.1 Eschrichlius robustus
317 Steeves et al. Unpublished AF369777.1 Eschrichtius robustus
318 Steeves et al. Unpublished AF369778.1 Eschrichtius robustus
319 Steeves el al. Unpublished AF369779.1 Eschrichtius robustus
320 Steeves et al. Unpublished AF369780.1 Eschrichtius robustus
321 Steeves el al. Unpublished AF369781.1 Eschrichlius robustus
322 Steeves et al. Unpublished AF369782.1 Eschrichtius robustus
323 Steeves et al, Unpublished AF369783.1 Eschrichtius robustus
324 Steeves et al, Unpublished AF369784.1 Eschrichtius robustus
325 Steeves et al. Unpublished AF369785.1 Eschrichtius robustus
326 McEwing Unpublished AY395733.2 Eubalaena glacialis
327 McEwing Unpublished AY395734.1 Eubalaena glacialis
328 Arnason el al. 1993 X72199.1 Eubalena glacialis
329 Arnason et al. 1993 X72202.1 Megaplera novaeangliae
330 Baker et al. 1993 AFO6B0O67 Megapltera novaeangliae
331 Baker et al. 1993 AF068068 Megaptera novaeangliae
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332 Baker et al. 1993 AF068069 Megaptera novaeangliae
333 Baker et al. 1993 AF068070 Megaptera novaeanglias
334 Baker et al. 1993 AF068071 Megaplera novaeangliae
335 Baker et al. 1993 AF068072 Megaplera novaeangliae
336 Baker et al. 1993 AF068073 Megaptera novaeangliae
337 Baker et al. 1993 AF068074 Megaptera novaeangliae
338 Baker el al. 1993 AF068075 Megaptera novaeangliae
339 Baker et al. 1993 AF068076 Megaptera novasangliae
340 Baker et al. 1993 AF068077 Megapiera novaeangliae
341 Baker et al. 1993 AF068078 Megapiera novaeangliae
342 Baker et al. 1993 AF068079 Megapiera novaearngliae
343 Baker el al. 1993 AF068080 Megaptera novaeangliae
344 Baker et al. 1993 AF068081 Megaptera novaeangliae
345 Baker et al, 1993 AF0G8082 Megaptera novaeangliae
346 Baker el al. 1993 AF068083 Megaptera novaeangliae
347 Baker et al. 1993 AF068084 Megaptera novaaangliae
348 Baker et al. 1993 AF068085 Megaptera novaeangliae
349 Baker et al. 1993 AF068086 Megapiera novaeangliae
350 Baker et al. 1993 AF068087 Megapiera novaeangliae
351 Baker el al. 1993 AF068088 Megaptera novaeangliae
352 Baker et al. 1993 AF068089 Megaptera novaeangliae
353 Baker et al. 1893 AF068090 Megaptera novaeangliae
354 Baker et al. 1993 AF068091 Megaplera novaeangliae
355 Baker et al. 1993 AF068092 Megaplera novaeangliae
356 Baker et al. 1993 AF068093 Megaptera novaeangliae
357 Baker et al. 1993 AF068094 Megaptera novaeangliae
358 Baker et al. 1993 AF068095 Megaplera novaeangliae
359 Baker et al. 1993 AF068096 Megaptera novaeangliae
360 Baker et al. 1993 AF0GB097 Megaptera novaeangliae
361 Baker et al. 1993 AF068098 Megaptera novaeangliae
362 Baker et al. 1993 AF068089 Megaptera novaeangliae
363 Baker et al. 1993 AF068100 Megaplera novaeanglias
364 Baker et al. 1993 AF068101 Megaptera novaeangliae
365 Baker et al. 1993 AF068102 Megaplera novaeangliae
366 Baker et al. 1993 AF068103 Megaptera novaeangliae
367 Baker et al. 1993 AF068104 Megaptera novaeangliae
368 Baker et al. 1993 AF068105 Megaplera novaeangliae
369 Baker et al. 1993 AF068106 Megaplera novaeangliac
370 Baker et al. 1993 AF068107 Megaptera novaeangliae
371 Baker et al. 1993 AF068108 Megaptera novaeanglias
372 Baker et al. 1993 AF068109 Megaptera novaeangliae
373 Baker et al. 18983 AF068110 Megaptera novaeangliae
374 Baker et al. 1993 AF0B8111 Megaptera novaeangliae
375 Baker et al, 1993 AF068112 Megaplera novaeangliae
376 Baker el al. 1993 AF066113 Megaplera novaeangliae
377 Baker et al. 1893 AF066114 Megaplera novaeangliae
378 Palsboll et al. 1995 U76963.1 Megaptera novaeangliae
379 Palsboll et al. 1995 U76964.1 Megaptera novaeangliae
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380 Palsboll et al. 1995 U76965.1 Megaptera novaeangliae
381 Palsboll et al. 1985 U76966.1 Megaptera novasangliae
382 Palsboll et al. 1885 U76967.1 Megaptera novasangliae
383 Palsboll et al. 1985 U76968.1 Megaptera novaesangliae
384 Palsboll et al. 1995 U76969.1 Megaplera novaeangliae
aB5 Palsboll et al. 1995 U76970.1 Megaptera novasangliae
386 Palsboll et al. 1995 u76971.1 Megaptera novaeangliae
387 Palsboll et al. 1595 U76972.1 Megaptera novaeangliae
388 Palsboll et al. 1895 U76973.1 Megaptera novasangliae
389 Palsboll et al. 1885 u76974.1 Megaptera novaeangliae
390 Palsboll et al, 1995 U76975.1 Megaplera novaecangliae
391 Palsboll el al. 1995 U76976.1 Megaptera novaeangliae
392 Palsboll et al. 1995 U76977 1 Megaplera novaeangliae
393 Palsholl et al. 1995 U76978.1 Megaptera novaeangliae
394 Palsboll et al. 1995 U76979.1 Megaptera novaeangliae
395 Palsboll et al. 1995 U76980.1 Megaplera novaeangliae
396 Palsboll et al. 1995 U76981.1 Megaptera novaeangliae
397 Palsholl et al, 1995 U76982.1 Megaplera novaeangliae
398 Palsboll et al. 1995 U76983.1 Megaptera novaeangliae
399 Palsboll et al. 1995 U76984.1 Megaptera novaeangliae
400 Palsboll et al. 1995 U76985.1 Megaplera novaeangliae
401 Palsball et al. 1995 U76986.1 Megaptera novaeangliac
402 Palshaoll et al. 1995 u76987.1 Megaplera novaeangliae
403 Palsboll et al. 1995 U76988.1 Meogaptera novasangliae
404 Palsboll et al. 1995 U76988.1 Megaptera novaeangliae
405 Palsball et al. 1995 U76890.1 Megaplera novaeangliae
406 Palsboll st al. 1995 U76991.1 Megaplera novaeangliae
407 Valsecchi et al. 2002 AF419261.1 Megaptera novaeangliae
408 Valsecchi et al. 2002 AF418262.1 Megaptera novaeangliae
409 Valsecchi el al. 2002 AF419263.1 Megaplera novaeangliae
410 Valsecchi et al. 2002 AF419264.1 Megaplera novaeangliae
411 Valsecchi et al. 2002 AF419265.1 Magaptera novaeangliae
412 Valsecchi el al. 2002 AF419266.1 Megaptera novaeangliae
413 Valsecchi el al. 2002 AF419267.1 Megaptera novaeangliae
414 Valsecchi et al. 2002 AF419268.1 Megaptera novaeangliae
415 Valsecchi et al. 2002 AF419269.1 Megaplera novaeangliae
416 Valsecchi et al. 2002 AF419270.1 Megaplera novaeangliae
417 Valsecchi et al. 2002 AF4192711 Megaptera novaeangliae
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Anexo E. Alineamiento efectuado mediante el programa McAlign para los
haplotipos mitocondriales en misticetos.
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#MEGA
Titulo: Alineamiento MCALIGN para el dominio hipervariable I de la regién control mitocondrial de misticetos
Formate

Tipe de dato: Nucledtidoes

# Secuencias =27

NSitios=258

Delecién = -

»pygmy Right = Caperea marginata, Right =

EBubalena glacialis, Bowhead = Balaena mysticetus, Bryde = Balaenoptera edeni, Sei =
Balaenoptera borealis, Fin =

Balaenoptera physalus, Blue = Balaenoptera musculus, Minke = Balaenoptera acutorostrata,

Eumpback = Megaptera novaeangliae

Datos:
[

[

(

1]

1 1111111112 222222222 3 3333333334 4444444445 5555555556 66566666667 7777777778 8B8B8B88BBEY 55993999950 1
1234567850 1234567890 1234567890 1234567890 1234567850 1234567850 1234567830 1234567850 1234567830 1234567890 ]

#Pygmy_Right TATTGAAAR - TAA-TTTATC TTATCACATA CTAC TATGTA -CCCGTCCAT GTATGCATGT CCACATAACC =-=-=--- AACA- -GCGT--T-- CTCTTIGAAAT
#Rightl TATTRAARA - TAAA-TTATC CTATTACATA TTATTATGTA ACCCGTGCAT GTATGCACTA CCACATGGCC  ----- AATAT TG-GTCCTGA CTC -ATARAT
#Right2 TATTARARA - TAAA-TTATC CTATTACATA TTACTATGTA ATC CGTGCAT GTATGCACTA CCACATGGCC ----- AATAC TA-GTCCTGA CTC -ATARAT
#Bowheadl TATTGARAA - TAA-CTTATT TTATTGCATA TTACTATGTA ACCCGTGCAT GTATGCACCT CCACATGGCC  ----- GATAC TA-GTCCCAA CTC -ATRAAT
#Bowhead2 TATTGAAAA - TAA-CTTATT TTATTGCATA TTACTATGTA ACTCGTGCAT GT ATGCACCG CCACATGGLC ----- GATAC TA-GTCCCAA CTC -ATAAAT
#Grayl TATTAAAAA - TAA-CTTATT TTATTGCATA CTGTTATGTA ACTCGTGCAT GTATGTACIT CCACATAACC CA -TAGTAGT TA-GTATT-C CCCTGTGAAT
#Grayz TATTAAARA - TAA-CTTATT TTATTGCATA CTGTTATGTA ACTTGTGCAT GTATGTACTT C CACATAACC CA -TAGTAGT TA -GTATT-C CCCTGTGAAT
#Brydel TATCGAAAAA AARACTTGTC TTGTCACATA TTACTATGTG ATTTGTACAT GTATATACCT TCCCATAACT ---TRATTAR TA-GTCTT-C TCTTATGGGG
#Bryde_Jap2 TATCGAAAARAR TAR -CTTGTC TTATCRCATA TTATTATGTG ACTTGTACAT GTATATACCC TCCCATAACT ---CAATTAA TA-GTCTT-C TCCTATGAGT
#Seil TATCGAAARR TAA -CTTGTC CTATCACATA CTATTATGTG ATTTCTACAT ATATATACC - TCCCACAACT ---TAATTAA TA-GTCTT-C TCCTGTAGGT
#Sei2 TATCGAAAAA TAA -CTTGTC CTATCACATA TTATTATGTG ATITGTACAT ATATACACC - TCCCCCAACT ---TAATTAR TA-GTCTT-C TCCTGTAGGT
#Pinl TATTGAAAA - TAA-CTTGCC TTATTAGATA TTATTATGTA ACTCGTGCAT GTATGTACTT CCACATAA -- ------ TTAAR TA-GCGTCTT TCC -ATGGET
#Fin2 TATTGAAAA - TAA-CTTGCC TTATTAGATA TTATTATGTA ATTCSTGCAT GTATGTACTT CCACATAR -- ------ TTAA TA-GCGTCTT TCC-ATGGET
#Fin3 TATTGAAAA - TAA-CTIGCC TTATTAGATA TTATTATGTA ATTCETGCAT GTATGTACTT CCACATAR -- ------ TTAA TA-GCGTCTT TCC -ATGGGET
#Find TATTGAAAA - TAA-CTTGCC TTATTAGATA TTATTATGTA ACTCGTGCAT GTATGTACTT CCACATAA -- ------ TTAR TA-GCGTCTT TCC -ATGGGT
#Fins TATTGAAAA - TAA-CTTGCC TTATTAGATA TTATTATGTA ACTCGTGCAT GCATGTACTT CCACATAA == ====-- TTAA TA-GCGTCTT TCC -ATGGGT
#Bluel TATTAARAAA TAA --TTATC TCATTACATA TTGTTATGTA CTTCGTGCAT GTATGTACTT CCCCATAACC AG -T--TAAT CA-GTGTTAT CCCIGTGAAT
#Blue2 TATTAAALAR TAA --TTATC TCATTACATA TTCTTATGTA CTTCGTGCAT GTATGTACTC CCCCATAACC AG -T--TRAT CA-GTGTTAT CCCTGTGAAT
#Bluel TATTAAAAAR TAA --TTATC TCATTACATA TTGTTATGTA CTCCGTGCAT GCATGTACTT CCTCATAACC AG -T--TAAT CA-GTGTTAT CCCTGTGAAT
#BElued TATT AARAAA TAA --TTATC TCATTACATA TTGTTATGTA CTCTGTGCAT GTATGTACTT CCCCATAACC AG -T--TAAT CA-GTGTTAT CCCTGTGAAT
#Blues TATTARRARA TAA --TTATC TCATTACATA TTGTTATGTA CTTCGTGCAT GTATGTACTC CCTCATAACC AG -T--TAAT CA-GTGTTAT CCCTGTGAAT
#Minke_Antl TATTGAAAA - TAG-TTTATT TTATTACATA TCATTATGTA -CCCGTGCAT GTATGCATGT CCACATAARCC AG -TAATAAT GA--TGTC-C TCCTGTAAAT
#Minke Ant2 TATTGAAAA - TAG-TTTATT TTATTACATA TCATTATGTA -CCCGTGCAT GTATGCATGT CCACATAACC AG -TAATAAT GA--TGTC-C TCCTGTAAAT
#Minke Atll TATTAAAAA - TAA-TTTATC TTATTACATA CTATTATGTA -CCCGTIGCAT GTATGCATGT CCACATAACC AA -TAATAGC GA--TGTC-C TCCTGTAAAT
#Minke_Atl2 TATTAAAAA - TAA-TTTATC TTATTACATA CTATTATGTA -CTCGTGCAT GTATGCATGT CCACATAACC AR -TAATAAC GA--TGTC-C TCCIGTARAT
#Humpbackl TATTGAAAA - TAG-CTCATT CCATTACATA C CATTATGTA ATTCGTGCAT GTATGTACTA CCACATAACC AACTGATA -G CA--CCT--- TCC-ATGAG-
#Humpback2 TATTGAAAR - TAG-CTCATT CCATTACATA TCC-ATGAG -

CCATTATGTA ATTCGTGCAT GTATGTACTA CCATATAACC AACTGATA -G CA--CCT---
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CCA GTTARAGCTC GTATTARATT TCATTAATTT TACATAT

-TA

AA TTATTTTC ACTACGGGAR CTTAAAGCTC GTATTAAATT TTATTTATTIT TACATACGTA
ACTACGGGAA GTTAAAGCTC GTATTAARATT TTATTTATTT TACATATGTA
A CTACGGGAA GTTAARAGCTC GTAATGAATT TTATTTATIT TACATACGTA
ACTACGGGAA GTTAAAGCTC GTAATGAATI TTATTTATTT TACATACGTA

AATTATITTC
AATTATTTTC
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ARTTATCTTC
AATTATCTIC
AATTATTITIC
AATTATTTTC
AATTATTTTC
AATTATTITIC
AATTATTTTIC
AATTATCTTC
AATTATCTTC
AATTATTTIC
AATTATTTIC
AATTATCTIC
AATTATCTTC
AATTATCTTC
RAATTATCTTC
AATTATCTTC
AATTATCTITC
AATTATCTITC
AATTATCTTC
AATTATCTTIC
AATTATCTTC

AATTATCTTIC ACTACGAGCA

ACTACG -GAA GTTAAAGCCC GTATTAAATT TTIATTAATTT TACATAT -TA
ACTACG -GAA GTTAAAGCCC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TA
ACTACGAGCA GTTARAGCTC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TR
ACCACGAGCA GTTGAAGTCC GTATTAAATT TTATTAATTT TACARTAT -TA
ACCACGAGCA GTTGRAGCTC GTATTAAAT T TCATTAATIT TACATAT -TA
ACTACGAGCA GTTGARGCTC GTATTRAATT TCATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTGARGCTC GTATTAAATT TTATTAAT TT TACATAT-TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTAAATT TTATTAATIT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTGARGCTC GTATTAAATT TTATTAATIT CACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTGAARGCTC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTAAATT TTATTAATIT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTARAGCCC GTATTAAATT TTATTAATIT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTARATT TTATTAATTIT TACATAT -TA
CCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTARATT TTATTAATIT TACATAT -TA

ACCRCGAGCA GTTAAAGCTC GTATTAAATT TTATTAATIT TACATAT -TA
ACCACGAGCA CGTTGAARGCTC GTATTAAATT TCATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTITGRAGCCC GTATTARACT TCATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCTC GTATTAARAAT TCATTAATTT TACATAT -TA
ACCACGAGCA GTTAAAGCCC GTATTAAAAT TCATTAATTT TACATAT -TA
ACTACGAGCA GTTRAAGCTC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TA
GTTAAAGCTC GTATTAAATT TTATTAATTT TACATAT -TA
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196



Anexo F. Tendencia demografica del Stock de ballena azul del Pacifico
Nororiental 1909-2005 (tasa neta de crecimiento anual 2%).

Tenporss OO Cwhrs  Cuptes  eX MK % 2 g
1909 - 1910 97 97 0 4,191 1.0000 100.00 1.80 4,191
1910 - 1911 243 243 0 4,191 1.0000 100.00 1.80 4,191
1911 - 1912 348 236 112 4,191 1.0000 100.00 1.80 4,079
1912 - 1913 116 58 58 4,079 0.9733 97.33 1,82 4,025
1913 - 1914 123 123 0 4,025 0.9604 96.04 1.84 4,031
1914 - 1915 108 57 51 4,031 0.9618 96.18 1.84 3,985
1915 - 1916 100 75 25 3,985 0.9509 95,09 1.85 3,967
1916 - 1917 82 75 T 3,067 0.9466 94.66 1.85 3,968
1917 - 1918 27 24 3 3,968 0.9468 94,68 1.85 3,973
1918 - 1919 57 53 4 3,973 0.9479 94.79 1.85 3,976
1919 - 1920 54 a5 19 3,976 0.9487 94.87 1.85 3,964
1920 - 1921 a7 37 0 3,964 0.9460 94.80 1.85 3,972
1921 - 1922 34 34 0 3,972 0.9478 94.78 1.85 3,980
1922 - 1923 64 35 29 3,980 0.9496 94.96 1.85 3,958
1923 - 1924 33 33 0 3,958 0.9444 94.44 1.85 3,966
1924 - 1925 291 35 256 3,066 0.9463 94.63 1.85 3,718
1925 - 1926 290 36 254 3,718 0.8871 88.71 1.91 3,479
1926 - 1927 197 g 188 3,479 0.8301 83.01 1.98 3,312
1927 - 1928 217 10 207 3,312 0.7904 79.04 2.04 3,131
1928 - 1929 131 16 115 3,131 0.7470 74.70 210 3,044
1929 - 1930 133 55 78 3,044 0.7264 72.64 214 2,997
1930 - 1931 20 20 0 2,997 0.7150 71.50 2.16 3,027
1931 - 1932 17 17 0 3,027 0.7224 72.24 215 3,058
1932 - 1933 15 11 4 3,058 0.7296 72.96 213 3,002
1933 - 1934 23 21 2 3,092 0.7377 73.77 212 3,123
1934 - 1935 161 22 138 3,123 0.7452 74.52 241 3,013
1935 - 1936 47 8 39 3,013 0.7189 71.89 215 3,005
1936 - 1937 66 12 54 3,005 0.7169 71.69 216 2,981
1937 - 1938 41 4 37 2,981 0.7114 71.14 217 2,976
1938 - 1939 5 0 5 2.976 0.7100 71.00 217 3,002
1939 - 1940 51 15 36 3,002 0.7162 71.62 2.16 2,897
1940 - 1941 76 a5 41 2,997 0.7150 71.50 2,16 2,986
1941 - 1942 15 14 1 2,986 0.7126 71.26 2.16 3,016
1942 - 1943 15 15 0 3,016 0.7197 71.97 2.15 3,047
1943 - 1944 2 2 0 3,047 0.7270 72.70 2.14 3,077
1944 - 1945 10 10 0 3,077 0.7342 73.42 213 3,107
1945 - 1946 10 10 0 3,107 0.7413 74.13 2.1 3,136
1946 - 1947 34 30 4 3,136 0.7482 74.82 2.10 3,161
1947 - 1948 53 52 1 3,161 0.7541 75.41 2.09 3,188
1948 - 1949 19 17 2 3,188 0.7606 76.06 2.08 3,213
1949 - 1950 18 14 4 3,213 0.7667 76.67 2.07 3,237
1950 - 1951 72 63 9 3,237 0.7723 77.23 2,07 3,254
1951 - 1952 122 106 16 3,254 0,7765 77.65 2.06 3,265
1952 - 1953 142 134 8 3,265 0.7790 77.80 2.06 3,283
1953 - 1954 207 196 11 3,283 0.7834 78.34 2.05 3,298
1954 - 1955 142 131 1 3,298 0.7869 78.69 2.04 3,312
1955 - 1956 150 136 14 3,312 0.7904 79.04 2.04 3,324
1956 - 1957 143 128 15 3,324 0.7931 79.31 2.03 3,334
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1957 - 1958 125 91 34 3,334 0.7954 79.54 2.03 3,324
1958 - 1959 149 116 33 3,324 0.7832 79.32 2.03 3,316
1959 - 1960 86 15 71 3,316 0.7913 79.13 2.04 3.2M
1960 - 1961 90 52 38 3,271 0.7804 78.04 2.05 3,259
1961 - 1962 112 59 53 3,259 0.7776 77.76 2.08 3,232
1962 - 1963 443 374 69 3,232 0.7712 77.12 2.07 3,190
1963 - 1964 140 105 35 3,190 0.7611 76.11 2.08 3,183
1964 - 1965 134 97 37 3,183 0.7594 75.94 2.09 3,173
1965 - 1966 0 0 0 3173 0.7572 75.72 2,09 3,201
1966 - 1967 0 0 0 3,201 0.7639 76.38 2.08 3,229
1967 - 1968 0 0 0 3,229 0.7704 77.04 2.07 3,256
1968 - 1969 0 0 0 3,256 0.7768 77.68 2,08 3,282
1969 - 1970 0 0 0 3,282 0.7831 78.31 2.05 3,308
1970 - 1971 0 0 0 3,308 0.7893 78.93 2.04 3,333
1971 - 1972 0 0 0 3,333 0.7953 79.53 2.03 3,358
1972 -1973 0 0 0 3,358 0.8013 80.13 2,02 3,382
1973 - 1974 0 0 0 3,382 0.8071 80.71 2.02 3,406
1974 - 1975 0 0 0 3,406 0.8127 81.27 2.01 3,429
1975 - 1976 0 0 0 3,429 0.8183 81.83 2.00 3,452
1976 - 1877 0 0 0 3,452 0.8237 82.37 1.88 3,474
1977 - 1978 0 0 0 3,474 0.8289 82.89 1.89 3,496
1978 - 1979 0 0 0 3,496 0.8341 83.41 1.8 3,517
1979 - 1980 0 0 0 3,517 0.8391 83.91 1.97 3,537
1980 - 1981 0 0 0 3,537 0.8440 84.40 1.97 3,557
1981 - 1982 0 0 0 3,657 0.8488 84.88 1.96 3,577
1982 - 1983 0 0 0 3,577 0.8535 85.35 1.95 3,596
1983 - 1984 0 0 0 3,596 0.8580 85.80 1.95 3,615
1984 - 1985 0 0 0 3,615 0.8625 86.25 1.84 3,633
1985 - 1986 0 0 0 3,633 0.8668 86.68 1.94 3,650
1986 - 1987 0 0 0 3,650 0.8710 87.10 1.93 3,667
1987 - 1988 0 0 0 3,667 0.8751 87.51 1.93 3,684
1988 - 1989 0 0 0 3,684 0.8790 87.90 1.92 3,700
1989 - 1990 0 0 0 3,700 0.8829 88.29 1.92 3,716
1990 - 1991 0 0 0 3,716 0.8866 88.66 1.92 3,731
1991 - 1992 0 0 0 3,731 0.8903 89.03 1.91 3,746
1992 - 1993 0 0 0 3,746 0.8938 89.38 1.91 3,760
1993 - 1994 0 0 0 3,760 0.8973 89.73 1.90 3,775
1994 - 1995 0 0 0 3,775 0.9006 90.06 1.90 3,788
1995 - 1996 0 0 0 3,788 0.9038 90.39 1.90 3,801
1996 - 1997 0 0 0 3.801 0.9070 90.70 1.89 3,814
1997 - 1998 0 0 0 3,814 0.9101 91.01 1.89 3,827
1998 - 1999 0 0 0 3,827 0.9130 91.30 1.89 3,839
1999 - 2000 0 0 0 3,839 0.9159 91.59 1.88 3,850
2000 - 2001 0 0 0 3,850 0.9187 91.87 1.88 3,862
2001 - 2002 0 0 0 3,862 0.9214 92.14 1.88 3,873
2002 - 2003 0 0 0 3,873 0.9240 92.40 1.87 3,883
2003 - 2004 0 0 0 3,883 0.9266 92.66 1.87 3,894
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