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RESUMEN

La incorporacién de marcadores genéticos moleculares al estudio de la organizacion
social en poblaciones silvestres ofrece una poderosa alternativa en la construccion de
un modelo de su estructura social a través del analisis de las relaciones de parentesco
y las afinidades sociales. Con base en el historial de avistamientos y las muestras de
tejido epidérmico de 92 ballenas azules foto-identificadas, se exploré por primera vez,
la influencia del nivel de parentesco en los distintos patrones de asociacion de la
especie en el Golfo de California. Para ello, se estimaron los niveles de parentesco
entre los individuos con base en los genotipos multilocus (16 microsatélites),
integrando ademas la informacién sobre los patrones de asociacion y la identificacion
molecular del sexo y de los haplotipos mitocondriales reportada en un par de estudios
previos. Se realizaron comparaciones del nivel de parentesco dentro y entre grupos de
individuos con distintos patrones de asociacién, definidos con base en las frecuencias
de avistamiento y asociacién directa, asi como bajo criterios de asociacion indirecta a
escala espacial y temporal. El parentesco global fue muy bajo (R= 0.06 + 0.01),
indicando que la mayoria de los individuos no estan relacionados cercanamente. En
ninguno de los patrones y criterios de asociacion considerados se encontraron valores
de parentesco significativamente diferentes al promedio global, lo que sugiere que las
asociaciones se dan tanto entre parientes cercanos, como entre individuos sin
parentesco. No obstante, se evidencio cierta tendencia a que los individuos que se
asocian con mayor frecuencia entre ellos, no tienen lazos fuertes de parentesco. Por
otro lado, pese a que se observaron relaciones filiales entre individuos de distinto clado
mitocondrial, se detectaron diferencias significativas en el parentesco entre los dos
clados de linajes maternos que se han reportado para la zona. En conjunto, los
resultados del presente estudio sugieren que alguna ventaja ecolégica a nivel individual
o grupal, y no la seleccion por parentesco, estda mediando los patrones de asociacion y
la criptica organizacion social de la ballena azul. Finalmente, tomando en cuenta el
elevado polimorfismo de los microsatélites empleados, los bajos niveles de parentesco
y la baja frecuencia de valores de parentesco esperados para poblaciones con
depresién endogamica, estos resultados también permiten inferir que las agregaciones
de ballena azul del Golfo de California reflejan un tamafo efectivo poblacional y un
estado de salud genética adecuados, confirmando asi la importancia del area como un
habitat critico para la crianza, el reclutamiento y la preservacion de la diversidad
genética de la especie.



ABSTRACT

The incorporation of genetic molecular markers to the study of social organization of
wildlife populations provides a powerful alternative in the construction of a model on
their social structure through the analysis of relatedness and social affinities. Based on
the sighting history and epidermal tissue samples from 92 photoidentified blue whales,
the present study explores, for the first time, the influence of relatedness in the
association patterns of the species in the Gulf of California. To accomplish this,
relatedness was estimated from multilocus genotyping (16 microsatellites) individuals,
for which previous data on association patterns, gender and mitochondrial haplotypes
were available. Mean relatedness was estimated within and among individuals grouped
in terms of direct sighting and association frequency, as well as with a criterion for
indirect association on a temporal and spatial scale. Overall relatedness was very low
(R=0.06 + 0.01), thus indicating that most individuals are not close relatives. None of
the association patterns or grouping criteria tested showed significantly higher
relatedness than overall mean relatedness, suggesting that associations occur between
both related and non-related individuals. However, there was slight evidence pointing
out that, individuals which frequently associate between them, have no strong
relatedness ties. In the other hand, even when filial relationships were found between
individuals from different mitochondrial clade, there was a significant difference in the
mean relatedness between the two clades of maternal lineages that are known to occur
in the study area. All together, the results here presented suggest that some ecological
advantage at the individual level, but not kinship, in mediating the association patterns
and the cryptic social organization of the blue whales. Finally, considering the high
polymorphism of the microsatellites employed, the weak overall relatedness and the low
frequency of relatedness values expected for endogamic depressed populations, these
results allow also to infer that blue whale aggregations from the Gulf of California have
a good effective population size and genetic health status, thus highlighting the study
area as a critical habitat for nursing, recruitment and preservation of genetic diversity for
the species.
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1. INTRODUCCION

La biodiversidad a nivel mundial enfrenta una crisis severa ya que, como
consecuencia de la sobreexplotacion y el deterioro del habitat, muchas especies

se encuentran amenazadas o en peligro de extincion (Rocha y Gasca 2007).

Dado que la reduccion en la abundancia conlleva a la pérdida de la diversidad
genética y a la endogamia, una de las estrategias de conservacion que ha
tomado auge en los ultimos afnos es la proteccion de aquellos habitat donde la
diversidad de una especie es estable, para asegurar su variabilidad genética y
que su capacidad de respuesta ante cambios ambientales se mantenga (Erwin

1991, Moritz 2002).

Para llevar a cabo un manejo efectivo que permita la conservacién de las
especies, es necesario entender a detalle aspectos como las causas de su
comportamiento y el uso del habitat. Esto es particularmente relevante en
especies que exhiben cierto nivel de organizacion o en las que el desarrollo de
lazos sociales estrechos, la preferencia por el uso del habitat y los recursos
alimentarios pueden hacerlos altamente dependientes y mas susceptibles a los

cambios del habitat (Goerlitz et al. 2003).

En el estudio de la organizacion social se exploran las causas de las
interacciones de los individuos, desde pares hasta grupos complejos con el fin

de elucidar las fuerzas de cohesion subyacente, asi como su magnitud y



estabilidad (e.g. Wolf y Trillmich 2008). Es esta estabilidad en las interacciones
sociales la que define el destino genético y evolutivo de las poblaciones, al
mediar el flujo de genes entre ellas (O’Brien 1994, Avise 1998, Hughes 1998,

Oliehoek et al. 2006).

De acuerdo con Alexander (1974), el establecimiento de las asociaciones entre
individuos estara en funcion de que los beneficios superen los costos (Krause y
Ruxton 2002). En consecuencia, el desarrollo y mantenimiento de los grupos
sociales estara fuertemente influenciado tanto por la disponibilidad de recursos
como por el habitat. Evolutivamente, la razén costo-beneficio del
comportamiento social se traduce en el éxito reproductivo de cada individuo o la
prevalencia de sus genes en la siguiente generacion (Hamilton 1964); aunque el
exito reproductivo puede estimarse facilmente a través del pedigri, para la

mayoria de las poblaciones silvestres no existe informacion detallada de esto.

Comunmente, el estudio de las interacciones en poblaciones silvestres se ha
efectuado a través de observaciones directas de los individuos. Sin embargo,
ademas de requerir una gran cantidad de tiempo y esfuerzo para reunir los
datos, en diversas ocasiones no es posible establecer de manera confiable el
nivel de parentesco en la mayoria de los individuos de la poblacién. Con el
acelerado desarrollo tecnologico en el campo de la biologia molecular, los
marcadores genéticos (e.g. microsatélites o SSRs y los polimorfismos de un

solo nucledtido o SNPs) se han convertido en una poderosa herramienta en la



inferencia de las relaciones de parentesco cuando no se cuenta con el pedigri
(Barnard 1983, 2004; Queller y Goodnight 1989, Ross 2001, Yu et al. 2001,

Wang 2004, Weir et al. 2006, Pemberton 2008, Wolf y Trillmich 2008).

La incorporacion de las técnicas moleculares a estudios poblacionales ha
evidenciado que la organizacion social de las poblaciones silvestres es mucho
mas compleja de lo que se habia inferido. Sin embargo, con ayuda de estas
técnicas, actualmente puede integrarse de manera mas rapida y precisa,
informacion referente al sexo de los individuos y sus relaciones de parentesco;
elementos clave en el estudio de la dispersion, las interacciones sociales y las
estrategias reproductivas. Todas estas aproximaciones marcan la pauta para
entender la relacion entre los cambios ambientales y la evolucién del
comportamiento social (Hughes 1998, Crnokrak y Roff 1999, Hedrick y

Kalinowski 2000, Reed y Frankham 2001, Keller y Waller 2002).

Este escenario tan prometedor cobra aun mayor importancia cuando las
especies de interés se encuentran amenazadas o en peligro de extincién, y en
las que ademas, por la naturaleza de su comportamiento y las caracteristicas
de su habitat, presentan dificultades logisticas que limitan en gran medida la
colecta de datos y muestras, requiriendo de estudios a largo plazo para obtener

informacion relevante para su conservacion.



Tal es el caso de la ballena azul (Balaenoptera musculus) que, al igual que
otros misticetos, estuvo sujeta a una intensa caza comercial que redujo
considerablemente sus poblaciones; razén por la que se ha catalogado como
especie amenazada. Su amplia distribucidn, sus movimientos migratorios y su
capacidad de comunicacion a larga distancia, hacen que el numero efectivo de
interacciones sociales observables en el campo sea reducido (Whitehead et al.

2000, Hucke et al. 2004, McDonald et al. 2006, Bourret et al. 2008).

Pese a lo anterior, existe un importante conjunto de datos sobre los individuos
de ballena azul que migran hacia el Golfo de California durante la temporada
invernal. Esta informacion, hizo posible estudiar por primera vez su nivel de
organizacion social a través de sus relaciones de parentesco. Para ello, en este
trabajo se integraron los registros de asociacion individual, asi como la
informacion molecular sobre el sexo y los linajes maternos analizados
anteriormente (Enriquez-Paredes 2005, Martinez-Serrano 2005), a |la

estimacion del parentesco a través del genotipado con microsatélites.



2. ANTECEDENTES

2.1. Estudio de la organizacion social en misticetos.

La organizacion social de los misticetos, tanto en altas como en bajas latitudes,
no exhibe la estabilidad y la cohesién caracteristica de muchas especies de
odontocetos, donde se observa una clara estructura social en la que los
individuos pueden permanecer asociados por varios afios (Connor et al. 1998),
como en el caso de los cachalotes (Physeter macrocephalus: Richard et al.
1996, Gero 2008), las orcas (Orcinus orca: Bigg et al. 1990) y las ballenas piloto
de aleta larga (Globicephala melas: Amos et al. 1991; Ottensmeyer y
Whitehead, 2003), en los que la cohesion entre los individuos aparentemente

esta mediada por la afinidad al grupo materno.

En contraste, se conoce muy poco sobre el comportamiento y la organizacion
social de los misticetos debido a que presentan en general una distribucion
geografica mas amplia y a que sus patrones de migracion aun no se conocen
con detalle (Hoelzel 1998). Si bien, eventualmente pueden observarse grandes
agregaciones de misticetos en las zonas de alimentacion, no existe evidencia
sélida que indique si en tales grupos hay una estructura social subyacente o si
reflejan simplemente la coincidencia y aprovechamiento simultaneo del recurso

(Clapham 1996, Valsecchi et al. 2002).



El escaso numero de trabajos donde se abordan aspectos sobre las afiliaciones
de grupo o los patrones de asociacion en misticetos, es un claro reflejo de las
dificultades logisticas del estudio de este grupo de cetaceos. Aunque se
reconoce una cierta diferencia en la sociabilidad de los individuos en funcion del
sexo, siendo las hembras mas sociables (e.g. ballena jorobada: Weinrich y
Kuhlberg 1991, Clapham 1996, Valsecchi 2002, Szabo y Duffus 2008; ballena
franca: Best et al. 2005; ballena azul: Sears et al. 2001, Martinez-Serrano
2005), los grupos pequefios y las asociaciones de corta duracion parecen ser el

patrén comun de los misticetos (Connor 2000).

A pesar de que el uso de marcadores genéticos moleculares, particularmente
de los haplotipos mitocondriales y de los microsatélites, se ha extendido
ampliamente en el estudio de las poblaciones de misticetos (Valsecchi y Amos
1996, Bourret et al. 2008), en muy pocas de las especies se han aplicado
métodos que permitan avanzar en la construccion de un modelo de estructura

social (Whitehead 2000).

Los contados estudios en los que se aborda la organizacién social en misticetos
a través de la informacién obtenida con marcadores moleculares, se han
realizado hasta ahora en la ballena jorobada. Al ser la especie de misticeto
mejor y mas ampliamente estudiada a nivel mundial, cuenta con un sdélido
marco de referencia tedrico y gran cantidad de observaciones de campo sobre

los patrones de asociacién, lo que ha permitido el planteamiento de hipétesis



sobre la influencia de las relaciones de parentesco en la organizaciéon social de
esta especie. Por ejemplo, Valsecchi y colaboradores (2002), reportaron un
patrén de asociacion inestable entre las ballenas jorobadas durante su fase de
migracion, asi como niveles de parentesco bajos en las asociaciones. Por otro
lado, considerando que los individuos de esta especie forman asociaciones mas
estables (Weinrich y Kuhlberg 1991), particularmente en una zona de
alimentacion del Atlantico Norte, Weinrich y sus colaboradores (2006)
encontraron que dichas asociaciones aparentemente estan mediadas por del

linaje materno.

El potencial de los marcadores moleculares para el estudio de las poblaciones
de misticetos se ha orientado principalmente a la delimitacion de stocks con
base en la distribucién de los haplotipos mitocondriales y las frecuencias
alélicas de marcadores microsatélites. En la gran mayoria de las especies se
han evidenciado poblaciones estructuradas y una fuerte filopatria materna. Este
es el caso tanto para la ballena azul Balaenoptera musculus (LeDuc et al.
2007), como para el rorcual comun Balaenoptera physalus (Bérubé et al. 1998),
la ballena jorobada Megaptera novaeangliae (Palsbgll et al. 1995, Valsecchi et
al. 2002, Weinrich et al. 2006), la ballena de cabeza arqueada Balaena
mysticetus (Rooney et al. 1999, Jorde et al. 2007) y la ballena gris Eschrichtius

robustus (LeDuc et al. 2002, Lang et al. 2010).



Aunque todos estos estudios sugieren la existencia de una organizacion social
criptica, cuya estructura aparentemente esta mediada por las hembras, el
potencial que ofrece el importante numero de microsatélites especificos
disponibles en misticetos, no ha sido utilizado para explorar con mayor detalle
el nivel de parentesco de los individuos inmersos en este esquema de

estructura social materna.

2.2. Estudio de la organizacién social en la ballena azul en el Golfo
de California.

Un numero importante de ballenas azules de la poblacion del Océano Pacifico
Norte migra a lo largo de la costa occidental de la Peninsula de Baja California
e ingresa al Golfo de California durante el invierno, en donde permanece hasta
finales de primavera (Calambokidis et al. 1990, Gendron 1990, 2002). Estudios
de fotoidentificacion a largo plazo de estos individuos han evidenciado que los
tiempos de residencia y las tasas de retorno interanual son significativamente
mayores en las hembras, lo que ha llevado a sugerir que esta zona es un
habitat critico para la crianza y posiblemente para la reproducciéon (Gendron,
2002). Ademas, con base en los niveles de polimorfismo de la region control del
ADN mitocondrial, Enriquez-Paredes (2005) encontré 18 linajes maternos entre

las ballenas azules que ocupan el Golfo de California. De acuerdo con este



ultimo autor, dichos linajes conforman dos clados divergentes que se
distribuyen espacial y temporalmente de forma simultanea en la zona.

Lo anterior coincide con el patron descrito en las poblaciones de otros
misticetos, en el que aparentemente la estructura social esta fuertemente
influenciada por la filopatria matrilineal. No obstante, debido a que los linajes
son uniparentales, no ha sido posible establecer si estos clados operan como
una sola unidad poblacional en la zona o si existen diferencias importantes que
mantengan los clados segregados o aislados reproductivamente (e.g. estructura

social materna).

Martinez-Serrano (2005) estudié la organizacidon social a través del analisis de
la frecuencia de asociacion espacio-temporal en ballenas azules
fotoidentificadas en el Golfo de California y encontré que ciertos individuos
exhiben patrones de asociacion (afinidad con otros). De acuerdo a sus
observaciones, algunos individuos, en su mayoria hembras reproductivamente
activas, posiblemente mantienen la cohesion entre los miembros de los grupos.
Esto la llevd a concluir que existe una organizacion social basada en
asociaciones de corto plazo tipo fusion-fision que, en conjunto, influyen la
asociaciéon de individuos a mayor escala. De nueva cuenta, las evidencias
parecen indicar una fuerte presencia materna como base de la estructura social

de este misticeto.
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Para dar continuidad a los esfuerzos de investigacion sobre esta especie, el
siguiente paso hacia el entendimiento de su organizacion social requiere no
sélo el analisis integral de la informacion referente a los linajes maternos y a los
patrones de asociacion entre los individuos, sino la incorporacion de un
marcador que permita establecer las relaciones de parentesco con un alto nivel
confiabilidad, de manera facil y rapida. Los microsatélites ofrecen todas estas
caracteristicas (Lynch y Ritland 1999; Schlotterer 2004; Bourret et al. 2008), y
es por ello que se eligieron como la herramienta molecular para el analisis de

las relaciones de parentesco en individuos de ballena azul.

Ya que las agregaciones de ballena azul del Golfo de California constituyen
parte del remanente poblacional mas grande de la especie, considerado
disminuido y estratégico para la conservacion (Calambokidis y Barlow 2004);
ademas de que la zona se ha reconocido como un habitat critico para su
crianza y reclutamiento (Gendron 1990, 2002; Enriquez-Paredes 2005,
Martinez-Serrano 2005), la informacion generada en este trabajo permitira una
planificacion mas completa de las estrategias de conservacién necesarias para

la especie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el nivel de organizacion social de la ballena azul a través de la
estimacion de las relaciones de parentesco entre individuos con distintos

patrones de asociacion e interaccion social.

3.2. Objetivos especificos

Evaluar y optimizar los marcadores microsatélites reportados para misticetos e

identificar los mas informativos para analisis de parentesco en ballena azul.

Estimar el coeficiente de parentesco entre las ballenas azules fotoidentificadas

que visitan el Golfo de California durante la temporada invernal.

Comparar los niveles de parentesco entre y dentro de diferentes categorias de
individuos definidas con base en su frecuencia de avistamiento, sus patrones de

asociacioén y las relaciones filogenéticas de sus linajes maternos.



12

4. METODOLOGIA

Desde 1988, el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto
Politécnico Nacional (CICIMAR-IPN) inicié un estudio a largo plazo sobre las
ballenas azules que migran hacia el Golfo de California durante las temporadas
de invierno y primavera. El area de estudio primaria se localiza en la porcion
suroeste del Golfo de California (Fig. 1), en un poligono que abarca la region
costera entre Loreto y La Paz, asi como las aguas adyacentes a las tres islas
mayores de la zona (Isla Espiritu Santo, Isla San José, Isla Carmen e Isla
Cerralvo). Es aqui donde se han registrado la mayoria de las ballenas
fotoidentificadas (Gendron 2002) y en donde realizé el estudio previo sobre el
patréon de asociaciones (Martinez-Serrano 2005). Para el desarrollo de la
presente tesis se incluyeron principalmente a los individuos observados dentro
de dicho poligono, pero también algunos individuos observados en otras zonas

del Golfo de California.

Como primera etapa en el desarrollo del presente trabajo, se buscé integrar una
muestra de individuos de ambos sexos en la que estuvieran representados
distintos linajes maternos y distintos patrones de asociacion o interaccion social.
Para ello, se actualizé y revisdé especificamente la informacion sobre los

patrones de asociacion, la identificacion molecular del sexo y la asignacion de



13

los haplotipos maternos derivada de la base de datos y el catalogo de

fotoidentificacién de ballena azul propiedad del CICIMAR-IPN.

CANADA

de
California

Figura 1. Area de estudio. Localizacién del poligono primario de
busqueda y fotoidentificacion de las ballenas azules en
el Golfo de California.
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Una vez seleccionado el conjunto de individuos, se registro el numero de
asociaciones entre cada uno de ellos y se construyd una matriz de frecuencia

de asociacion.

En una segunda etapa y como primera aproximacién a las relaciones de
parentesco entre el conjunto de individuos seleccionados, se estimé la distancia

genética a partir de sus linajes maternos.

Posteriormente, considerando que dentro de cada linaje materno pueden
encontrarse relaciones de parentesco de diferente nivel (madres-hijos,
hermanos, tios, primos, abuelos, etc.), como tercera etapa se empled un
conjunto de loci microsatélites para estimar con mayor resolucion el nivel de

parentesco entre los individuos.

Finalmente, se integré la informacion y se contrastaron los niveles de
parentesco entre los diferentes patrones de asociacion a través de analisis

estadisticos.

Las estrategias metodoldgicas seguidas en cada una de las cuatro etapas

arriba referidas se describen con detalle a continuacion.
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4.1. Seleccion de individuos y estimacion de la matriz de
asociacion.

4.1.1. Actualizacidén de los registros de asociacion individual:
Categorias y patrones de asociacion.

Para el desarrollo del presente trabajo, se actualizé la base de datos de ballena
azul integrando la informacion de las temporadas mas recientes hasta este
analisis (2005-2006). Para ello se emplearon los algoritmos reportados por
Martinez-Serrano (2005), los cuales mediante rutinas programadas en lenguaje
Matlab filtraron el historial de avistamientos de individuos fotoidentificados y
permitieron determinar el numero de avistamientos y de asociaciones de cada
individuo a la escala espacial y temporal requerida. Las categorias y patrones

de asociacion utilizados se describen a continuacion:

Asociacién directa: Frecuencias de avistamiento individual y de
asociacion directa entre individuos.

» Individuos exclusivamente solitarios (IES): Aquellos que fueron
observados al menos una vez en la zona y en todos sus registros
estuvieron solos.

» Individuos frecuentemente solitarios (IFS): Aquellos observados en la
zona de estudio frecuentemente solos, aunque ocasionalmente se

encontraron asociados con otros.
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Individuos nucleo (IN): Aquellos animales observados al menos cinco
afos en la zona de estudio, cuentan con al menos diez asociaciones con
otros individuos y al menos 5 reavistamientos en la zona.

Socios compartidos (SC): Organismos que se han observado asociados
al menos a dos individuos nucleo en la zona de estudio.

Socios exclusivos (SE): Animales que han sido observados asociados

exclusivamente a un individuo nucleo en la zona de estudio.

Ademas de las categorias de asociacion arriba mencionadas, se decidio incluir

un par de filtros para otras dos categorias que, si bien no representan

propiamente una asociacion directa, ofrecen un importante punto de referencia

para contrastar los patrones de asociacion y los niveles de parentesco:

Individuos foraneos (IF): Individuos que sélo se han observado fuera del
area primaria de estudio y que, por lo tanto, no han sido registrados
como asociados con ninguno de los individuos de las otras categorias
(IES, IFS, IN, SC, y SE). Aparentemente no muestran preferencias por la
zona donde la mayoria de los individuos han sido avistados.

Crias (C): Individuos de talla menor a la de un adulto (entre Y2y /4 de la
longitud del individuo que lo acompafia) y que pueden ser considerados
como animales que nacieron durante la temporada. Al estar
generalmente acompanados de un adulto, que se asume como su

madre, representan una categoria de asociacién en la que de antemano
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se espera un alto parentesco y que funciona como centinela de los
niveles de incertidumbre del genotipado y las estimaciones de

parentesco.

Asociacion indirecta: Grupos nucleo.

Los grupos nucleo estan conformados por: el individuo nucleo (IN), sus socios
exclusivos (SE) y sus socios compartidos (SC). Asi por ejemplo, aunque dos
individuos no se hayan observado juntos, pertenecen al mismo grupo nucleo
por el hecho de haberse avistado, al menos en una ocasion, con el mismo

individuo nucleo.

Asociacion indirecta: Frecuencia de avistamiento a escala temporal.

Tomando en cuenta el caracter migratorio de la especie, se planted la
comparacién de los niveles de parentesco de los individuos usando dos criterios
de agrupacion temporal (anual y mensual). Esto con el objeto de evaluar si,
independientemente de que los individuos se asocien o no, diferentes grupos
familiares ocupan el Golfo de California en diferentes afios o bien si, conforme
avanza la temporada invernal, distintos grupos familiares ingresan vy

permanecen en la zona (cronologia migratoria).
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A pesar de que el registro mensual incluyé individuos que se han observado
desde principios de enero y hasta finales de julio en el area de estudio, para
este analisis se consideraron solo los meses de febrero a abril debido a que la
mayoria de individuos presentes no se observaron en los meses extremos de la

temporada (enero, mayo- julio).

4.1.2. Actualizacion de los datos moleculares: Identificacion del sexo
y de los linajes maternos.

Se actualizo la informacion referente a la identificacion molecular del sexo y de
los linajes maternos a través del analisis de las muestras correspondientes a las
temporadas 2005-2006. Esta actualizacién incluyd la amplificacién del sistema
de genes ZFX-ZFY de los cromosomas sexuales y la secuenciacion del dominio

hipervariable | de la region control mitocondrial (Apéndice 1).

4.1.3. Criterios de seleccién de conjunto de individuos para el
analisis de los niveles de parentesco.

Las muestras de tejido epidérmico de ballena azul de banco de muestras del
CICIMAR-IPN, corresponden a dos tipos de muestreo: invasivo (biopsia) y no

invasivo (piel descamada).
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Debido a que se ha demostrado que la cantidad y la calidad del ADN en las
muestras de piel descamada son menores a las de las biopsias (Gendron y
Mesnick 2001; Enriquez-Paredes 2005), y a que la degradacién o la baja
cantidad del ADN de una muestra puede generar la asignacion incorrecta de los
genotipos (Van Nieuwerburgh et al. 2009), se seleccionaron exclusivamente
individuos con biopsia. De esta forma, ademas de reducir la probabilidad de
introducir errores de genotipado, se garantizé de cierta forma la disponibilidad

de suficiente ADN para el analisis de los marcadores genéticos.

Con la base de datos actualizada y tomando en cuenta los aspectos arriba
mencionados, se selecciond un conjunto de individuos en el que estuvieran
representadas equitativamente las distintas categorias de asociacion, ambos
sexos Yy todos los linajes maternos. Con este grupo de individuos fue con el que
se procedi6 a estimar el numero de asociaciones, la distancia genética

haplotipica y el coeficiente de parentesco entre ellos.

4.1.4. Estimacion de la frecuencia de asociacion.

Con base en los historiales individuales de avistamiento, se construyé una

matriz de asociacion en la que se registré el numero de veces que cada par de
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individuos se habia observado asociado para después contrastarla con otros

tipos de datos.

4.2. Estimacién de la distancia genética haplotipica.

Se calculd la divergencia molecular entre las secuencias correspondientes al
linaje materno de cada par de individuos. La matriz de distancias genéticas
mitocondriales se construy6 usando el programa MEGA v4 (Tamura et al. 2007)
y con base en el modelo de sustitucidon nucleotidica de Tamura-Nei con

correccion Gamma (a = 0.2084) reportado por Enriquez-Paredes (2005).

4.3. Genotipado y estimacion de los coeficientes de parentesco.

4.3.1. Optimizacién y control de calidad de la amplificaciéon de los
microsatélites.

Como primer paso para realizar el genotipado se realizd una revision
bibliografica para seleccionar un conjunto de marcadores microsatélites
previamente probados en misticetos y en los que al menos dos alelos se
hubieran reportado para ballena azul. Un total de 23 /oci fueron probados en un

par de muestras de ballena azul del Golfo de California con el objeto de
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optimizar las condiciones de amplificacion y evaluar su eficiencia para el
genotipado (Apéndice 2). La optimizacion de las reacciones de amplificacion por
PCR de los microsatélites se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf

MasterCycler® Gradient, bajo un estricto control de calidad.

Después de probar diferentes temperaturas, concentraciones de cloruro de
magnesio y concentraciones de cebadores, se seleccionaron aquellos
microsatélites con un producto de PCR claramente definido y con una

intensidad adecuada (cantidad de producto) en los geles de agarosa.

Los productos de PCR de cada uno de los microsatélites se purificaron y
secuenciaron para confirmar la presencia del microsatélite (unidades
repetitivas) y la ausencia de artefactos de PCR (productos accesorios de
tamano diferente al fragmento esperado). De igual forma, los controles
negativos de amplificacion de cada microsatélite optimizado fueron
secuenciados para evaluar la presencia de dimeros de primers que pudieran

ser confundidos con alelos durante el genotipado.

En la tabla | se muestran las condiciones optimizadas de amplificacién para los
21 microsatélites que fueron seleccionados para el genotipado en el presente
estudio. Todas las amplificaciones se efectuaron en un termociclador Eppendorf
MasterCycler® Gradient con una mezcla de reaccidon con una concentracion

final de 0.22 mM de Tris (pH 8.4), 55 mM de KCI, 0.22mM de dNTP’s, 1.2 U de



22

Taq DNA polimerasa recombinante (Invitrogen™) y a partir de 15 - 30ng/ L de
ADN. El cebador hacia adelante (forward) de cada locus fue marcado con
diferentes fluorocromos (6-FAM®, VIC® y NED® Applied Biosystems) para su

posterior deteccidon en un secuenciador automatico.

Se utilizaron dos perfiles de amplificacion (“L” y “C”). El perfil “L” consisti6é de 2
min de desnaturalizacion inicial a 94°C seguido de siete ciclos de 1 min a 96°C,
1 min T°C4 y 1 min a 72°C para desnaturalizacion, alineacion y extension
respectivamente; después 25 ciclos de 1 min a 90°C, 1 min a T°C, y 1 min a
72°C, para finalizar con una extension de 15 min a 70°C. Para el perfil “C” se
uso la misma desnaturalizacion inicial, pero seguida de siete ciclos de 20 s a
96°C, 30 s a T°C4 y 30 s a 72°C; una segunda seccion de 25 ciclos a 20 s a
95°C, 30 s a T°C, y 30 s a 72°C, adicionando por ultimo un ciclo de extensién

de 15 min a 70°C.
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Tabla I. Condiciones empleadas para la amplificacion por PCR de los microsatélites con los que
obtuvieron los genotipos multilocus de las ballenas azules del Golfo de California. Se indica el
fluorocromo con el que se marcé el cebador, asi como las temperaturas de alineamiento, las
concentraciones de cloruro de magnesio y de los cebadores. El volumen referido corresponde al
de la reaccion de amplificacion y el programa empleado en el termociclador.

Cebador Fluorocromo T°C, T°C, MgCl, (mM) Cebador (uM)  Volumen Programa
DIrFCB017 VIC® 51 52 3.9 0.18 14 C
Ev037 6-FAM® 0.54 14
GT142 6-FAM® 58 58 3.1 0.25 14 C
GT238 NED® 0.54
GT023 6-FAM® 60 58 3.1 0.54 14 c
GATA417 NED® 0.25 14
ACO082 NED® 60 60 3.1 0.43 14 C
CA141 6-FAM® 60 58 3.9 0.2 25 C
GATA053 NED® 60 58 3.1 0.25 14 C
AC045 NED® 54 54 3.1 0.18 14 C
GT122 VIC® 55 54 3.1 0.36 14 C
GT129 6-FAM®
AC137 VIC® 55 54 3.1 0.36 14 C
CA234 6-FAM®
ACO087 VIC® 56 55 3.1 0.36 14 C
GT227 6-FAM®
CA232 NED® 56 55 3.1 0.36 14 C
GT541 VIC®
CAAA074 NED® 58 57 3.9 0.3 25 L
GATA098 6-FAM® 51 52 4.7 0.28 25 L
GATA028 VIC® 58 57 3.1 0.54 14 L

4.3.2. Control de calidad del genotipado.

Para garantizar que las condiciones de amplificacion del conjunto de muestras
seleccionadas fueran las mismas, se preparo la mezcla de reaccion para todas
las muestras de cada corrida y se amplificaron en placas de 96 pozos. En cada
corrida se incluyeron dos controles negativos (reactivos sin ADN) para
monitorear problemas de contaminacién y cinco muestras por duplicado para
confirmar la reproducibilidad de la amplificaciéon y la correcta asignacion al

nombrar los alelos por su tamafio en pares de bases (Apéndice 2). Tanto los
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controles negativos como los duplicados se distribuyeron aleatoriamente dentro

de las placas.

Para confirmar la calidad y la eficiencia de la amplificacion, la mitad del volumen
de cada reaccion de PCR se evaluo en geles de agarosa al 2% con bromuro de
etidio (0.5 pg/pL). Los productos de PCR con distinto fluorocromo se mezclaron
y diluyeron con agua nanopura (4-8 ng/uL de cada producto) para su posterior

analisis en el secuenciador automatico.

Las placas con las diluciones de los microsatélites marcados se enviaron a un
laboratorio comercial (Seqgxcel, Inc), donde se realiz6 el anadlisis de los
fragmentos, separando los productos de PCR segun su peso molecular a través
de una electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism® 3100
(Applied Biosystems). El tamafio de los alelos se estimd con respecto a un
marcador de peso molecular (GeneScan™ 600® LIZ, Applied Biosystems) que

se agregd a cada muestra durante la electroforesis.

Los archivos digitales de los electroferogramas, que son graficos donde se
registra la intensidad de la sefal fluorescente para cada alelo y la estimacion de
su tamafo en pares de bases dependiendo del niumero de repeticiones, fueron
analizados en el programa GeneMarker V1.85 (SoftGenetics LLC); el cual

despliega los electroferogramas y permite la asignacién del tamafo de los
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alelos y la construcciéon del genotipo multilocus de cada individuo (ver Selkoe y

Toonen 2006).

El registro del tamafo de los alelos (allele calling) se efectu6 por tres
observadores de forma independiente, contrastando posteriormente sus
registros para evaluar la consistencia en la asignacion de los alelos. Aquellas
muestras en las que se detectaron ambigledades fueron reamplificadas y

reanalizadas para confirmar la asignacién correcta de los genotipos.

Una vez que las ambiguedades del genotipado fueron depuradas, se procedio a
una Uultima fase de control de calidad para seleccionar el conjunto de
microsatélites mas informativo y maximizar la confiabilidad en la estimacion del
parentesco. Para ello, los genotipos multilocus fueron analizados con los
programas MICRO-CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004), ARLEQUIN
v3.1 (Excoffier et al. 2005), GenALEx v6.3 (Peakall y Smouse 2006) y

MSTOOLS v3.1.1 (Park 2008).

Estos programas calculan, con base en las frecuencias alélicas, la
heterocigosidad (Ho) observada y la esperada (He) bajo las condiciones de
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada microsatélite. Una diferencia
significativa entre Ho y He puede ser reflejo de errores de genotipado asociados
a la presencia de alelos nulos o subdivisién poblacional (efecto Whalund), por lo

que independientemente de la causa de tales diferencias, estas deben ser
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tomadas en cuenta para corregir o eliminar los /oci problematicos y obtener una

estimacion no sesgada de los coeficientes de parentesco.

En particular, el programa MSTOOLS detecta la presencia de muestras con
genotipos incompletos, alelos raros y con genotipos idénticos o casi idénticos,
que pudieran representar problemas asociados con la calidad y la
reproducibilidad en el genotipado. Por su parte, el programa MICRO-CHECKER
permite la identificacion de errores en el genotipado debido a alelos no
amplificados (alelos nulos), amplificacion diferencial de los alelos cortos (allelic

dropout), tartamudeo de la polimerasa (stutter peaks) o errores tipograficos.

En el programa ARLEQUIN se analiz6 el desequilibrio en el ligamiento entre los
microsatélites. Cuando dos Joci se encuentran ligados, no pueden ser
considerados como marcadores independientes ya que la informacion que
aportan resulta redundante. Por lo tanto, cuando existen evidencias de
desequilibrio, uno de los microsatélites de cada par ligado debe ser excluido del

analisis.

Finalmente, se procedid a calcular el nivel o potencial informativo de cada
microsatélite con el programa KININFOR v1.0 (Wang 2006) y la probabilidad de
identidad con el programa GIMLET v1.2.3 (Valiére 2002). KININFOR clasifica a
los microsatélites dependiendo de su importancia relativa en la distincion de los

genotipos individuales. La probabilidad de identidad (Pl) es el estadistico mas
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comunmente usado al cuantificar el poder de cada microsatélite para distinguir
los genotipos individuales y representa la probabilidad de que dos individuos sin

relacion de parentesco tengan el mismo genotipo.

Con base en los resultados de todos estos analisis, se selecciond el juego de
microsatélites mas informativo y con la menor probabilidad de introducir sesgo

en la estimacion del coeficiente de parentesco.

4.3.3. Estimacion de los coeficientes de parentesco.

Aunqgue se han propuesto diversos estimadores que utilizan datos derivados de
marcadores moleculares codominantes (e.g. microsatélites) para inferir las
relaciones de parentesco entre pares de individuos, existen basicamente dos
tipos de aproximaciones: estimadores basados en el método de los momentos
(Querer y Goodnight 1989, Lynch-Ritland 1999, Wang 2002) y estimadores de
maxima verosimilitud (Thompson 1975, Kalinowski et al. 2006, Anderson y Weir

2007).

Matematicamente, ambas aproximaciones representan la probabilidad de que
cada locus del genotipo de dos individuos contengan 0, 1 o 2 alelos idénticos
por descendencia (Lynch y Walsh 1998, Blouin 2003). Sin embargo, diversos

estudios en los que se compara el desempeno de estimadores de parentesco
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de momentos (ME) y de maxima verosimilitud (ML), sefalan que el factor que
genera la mayor discrepancia entre ellos es la incertidumbre sobre las
frecuencias alélicas reales en la poblacion de interés (Milligan 2003; Bink et al.

2008).

Aunque los resultados de estos estudios indican que los estimadores ML son
superiores a los ME, estos ultimos resultan mas robustos cuando no se cuenta
con una estimacion confiable de las frecuencias alélicas, por ejemplo al tener un
tamafno de muestra pequefio. Tomando en cuenta que el presente estudio
representa el primero en el que se analizan ballenas azules del Pacifico Norte a
través de marcadores moleculares de tipo microsatélite, resultaba imposible
determinar si la frecuencia alélicas de la muestra empleada era representativa
de toda la poblaciéon. Por esta razon, se decidié estimar el coeficiente de
parentesco con ambos tipos de estimadores y comparar posteriormente su

desempernio.

El coeficiente de parentesco se estimé a través de los programas MER
(Moment Estimate of Relatedness, Wang 2002) y ML-RELATE (Maximum

Likelihood Relatedness, Kalinowski et al. 2006).

El desempefio de estos estimadores se evalud a través del coeficiente de
correlacion entre las matrices de parentesco obtenidas y, contrastando los

valores de parentesco tedricos esperados para las parejas madre-cria incluidas
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en la muestra con los valores arrojados por cada estimador para confirmar su

congruencia y evaluar sus coeficientes de variacion.

4.4. Analisis estadisticos: Comparacion de los niveles de
parentesco entre categorias y patrones de asociacion.

Para el analisis de los datos, la informacion generada en las secciones
anteriores se integro en tres matrices: una matriz de asociacion, una matriz de
distancia molecular haplotipica (linajes maternos mitocondriales) y una matriz
de los coeficientes de parentesco. Estas matrices fueron la base de las
comparaciones y analisis estadisticos subsecuentes. Todos estos analisis se
efectuaron en el programa STATISTICA® v7.0 (StatSoft, Inc.) usando un nivel

de significancia del 95%.

La matriz de asociacién presenta el numero de veces que un individuo se
observé en asociacién directa con otros. Por su parte, las matrices de distancias
haplotipicas y de parentesco contienen, respectivamente, los estimadores de

divergencia y similitud genética entre cada par de individuos.

Como primer paso para evaluar la relacion entre las asociaciones y las

relaciones de parentesco, se calcularon las distribuciones de frecuencia y se
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calcularon los estadisticos descriptivos para cada una de las matrices, asi como

el nivel de independencia entre ellas a través de sus correlaciones.

Posteriormente, se comparé el parentesco promedio entre los individuos de
cada una de las diferentes categorias o patrones de asociacion. La significancia
de las diferencias observadas se evalu6 a través de pruebas estadisticas para
dos muestras independientes o bien, mediante un analisis de varianza cuando

se compararon mas de dos categorias o patrones de asociacion.

Finalmente, dada la dificultad para leer e interpretar los datos en formato de
matrices por ser demasiado grandes, se recurrio un método grafico
multidimensional para contrastar las relaciones genéticas entre los individuos
con diferentes patrones de asociacion. Para ello, se calcularon las distancias
genéticas entre todos los individuos con base en los genotipos multilocus y se
analizaron a través de un analisis de componentes principales (PCA). Ambos
procedimientos se efectuaron en el programa GenAlEx v6.3 (Peakall y Smouse

2006).
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5. RESULTADOS

5.1. Seleccién de Individuos.

La actualizacion de las bases de datos de asociacion individual, identificacion
molecular del sexo y asignacion de linajes maternos para las temporadas 1993-
2006, permitié la seleccion de 92 individuos que representaron a cada una de

las distintas categorias y patrones de asociacién (Tabla Il).

De los 92 individuos seleccionados, el 30% fueron solitarios (IES y IFS), un 33%

de asociados (IN, SC y SE) y un 35% de foraneos y crias (IF y C).

Aunque la proporcién machos-hembras varid entre las diferentes categorias de
asociacion, la proporcion global (1.2: 1) resultdé ligeramente sesgada hacia las

hembras (Tabla Il).

En lo que respecta a los linajes maternos, de los 18 haplotipos reportados a la
fecha para las ballenas azules del Golfo de California, sélo 13 estuvieron
representados en el grupo de muestras seleccionadas (Tabla Il, Apéndice 3).

De estos haplotipos, el 87% correspondié al clado | y el 13% restante al clado .
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Tabla Il. Individuos de las diferentes categorias de asociacién directa seleccionados para el
andlisis de las relaciones de parentesco. Se indica el cdédigo de identificacién individual®, el
numero de individuos y las proporciones de sexos y de los clados maternos® en cada categoria®.

Categoria Cadigo de indentificacion individual Sexo Linajes maternos
n H(%) M(%) Clado | (%) Clado Il (%)
IES Bm175 HO1, Bm203 M16, Bm266 H02, Bm269 M14, 19 52.6 47.4 78.9 211

Bm287 HO1, Bm312 M07, Bm334 HO1, Bm337 MO01,
Bm338 H15, Bm353 M02, Bm355 M01, Bm363 M01,
Bm371 M01, Bm379 H10, Bm385 H14, Bm398 H16,
Bm414 M07, Bm458 H06, Bm477 HO1

IFS Bm059 H16, Bm198 M01, Bm250 HO1, Bm374 M13, 9 44.4 55.6 88.9 1.1
Bm391 H10, Bm399 HO1, Bm467 MO1, Bm468 M01,
Bm487 M01

IN Bm004 HO1, Bm012 M14, Bm035 HO1, Bm041 HO1, 14 78.6 214 92.9 71

Bm050 H06, Bm060 M01, Bm065 H02, Bm119 H02,
Bm124 H02, Bm127 H14, Bm129 H02, Bm131 HO1,
Bm136 HO1, Bm142 M02

SE Bm047 HO5, Bm099 HO1, Bm165 HO5, Bm181 HO1, 6 66.7 16.7 100.0 0.0
Bm346 M09, Bm456D01

SC Bm007 M01, Bm075 H14, Bm141 H13, Bm146 HO1, 10 50.0 50.0 80.0 20.0
Bm249 M14, Bm251 H14, Bm303 H07, Bm321 M01,
Bm423 M01, Bm454 M06

C Bm067 M01, Bm078 H02, Bm144D14, Bm166 M16, 22 455 50.0 95.5 4.5
Bm240 M01, Bm281 HO1, Bm299 H16, Bm300 H18,
Bm306 HO1, Bm307 M02, Bm376 M01, Bm394 M01,
Bm405 M05, Bm415 H02, Bm418 M01, Bm420 HO2,
Bm425 M18. Bm455 M14, Bm459 M01, Bm478 H10,
Bm505 H16, Bm529 HO1

IF Bm396 H14, Bm483 HO1, Bm484 H10, Bm486 M12, 10 40.0 60.0 70.0 30.0
Bm491 M07, Bm494 M14, Bm503 HO1, Bm504 MO06,
Bm517 M06, Bm519 M01

Otro Bm169 M01, Bm404 HO5 2 50.0 50.0 100.0 0.0

Global 92 53.3 44.6 87.0 13.0

a

El cédigo de identificacion individual se compone de las siglas correspondientes a la especie (Bm=
Balaenoptera musculus), el identificador namerico del individuo dentro del catalogo de fotoidentificacion
(tres primeros digitos), el sexo (M o H, para machos y hembras respectivamente) y el identificador nimerico
del haplotipo o linaje materno (ultimos dos digitos).

® Los clados maternos corresponden a los descritos previamente por Enriquez-Paredes (2005) y que se detallan

en el Apéndice 3.

¢ Las categorias de asociacién corresponden a las descritas en la seccién 4.1.1. IES= individuos exclusivamente
solitarios, IFS= individuos frecuentemente solitarios, IN= individuos nticleo, SE= socios exclusivos, SC=
socios comunes, C= crias, IF= individuos foraneos
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5.2. Matriz de asociacion.

El numero promedio de asociaciones directas entre los 92 individuos fue menor
a uno (0.0370 = 0.2683). La distribucion de frecuencias del numero de
asociaciones para cada par de individuos no se ajusté a una distribucion normal
(Shaphiro-Wilk, W= 0.124, p< 0.05, N=4186), con una marcada dominancia de
la categoria de cero (Fig. 2). Aunque el patron observado pareceria indicar que
son muy pocos los individuos que han sido observados en asociacion directa, la
interpretacion correcta seria que la mayoria de los individuos de la muestra

empelada se han observado asociados solo con unos cuantos individuos.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias del numero de asociaciones
directas registradas de ballena con cada uno de los otros
individuos (92 individuos y 4186 datos de asociacion). La
linea negra representa la distribucién normal esperada.
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5.3. Matriz de divergencia genética haplotipica.

La divergencia haplotipica promedio entre los 92 individuos fue baja (D= 0.007
+ 0.006) y su distribucién de frecuencias no se ajusté a la normalidad (Shaphiro-
Wilk, W= 0.880; p< 0.05), mostrando un patrén bimodal (Fig. 3). Este patron
bimodal sugiere la presencia de al menos dos grupos de individuos con
diferentes linajes, o que concuerda con el patrén esperado por la inclusién de
individuos de ambos clados mitocondriales reportados por Enriquez-Paredes

(2005) (Apéndice 3).
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Figura 3. Distribucion de frecuencias de los valores de
divergencia haplotipica obtenidos mediante el modelo
de sustitucion de Tamura-Nei (92 individuos y 4186
estimaciones de distancia genética). La linea negra
representa la distribucion normal esperada.
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5.4. Genotipado y matriz de parentesco.

5.4.1. Genotipado.

Una vez concluido el proceso de control de calidad (Apéndice 2), los genotipos
multilocus quedaron integrados por la informacion alélica de 16 microsatélites.
El numero de alelos promedio por locus y su heterocigosidad combinada fue de

6.75y 0.54, respectivamente (Tabla Ill).

Tabla Ill. indices de diversidad genética y probabilidad de
identidad para cada uno de los microsatélites empleados. Se
indica el numero de alelos (Na), la heterocigosidad observada
(Ho), la probabilidad de identidad por locus (Plews) Yy la
probabilidad de identidad acumulada por la adicion sucesiva de
cada locus (leultilocus)-

Microsatélite Na Ho Pliocus Pliuttitocus
GATA417 13 0.902 2.61 E-02 2.61 E-02
CA234 13 0.891 4.29 E-02 1.12 E-03
GATA028 8 0.717 4.75 E-02 5.32 E-05
AC087 11 0.804 5.01 E-02 2.66 E-06
CA232 7 0.793 9.37 E-02 2.49 E-07
Ev037 7 0.717 1.07 E-01 2.66 E-08
GATA098 8 0.707 1.07 E-01 2.85 E-09
GT541 9 0.739 1.25 E-01 3.54 E-10
GT023 6 0.652 1.81 E-01 6.43 E-11
ACO082 4 0.630 2.15 E-01 1.38 E-11
AC137 9 0.630 2.30 E-01 3.19 E-12
GT129 4 0.380 4.37 E-01 1.39 E-12
ACO045 2 0.370 4.45 E-01 6.19 E-13
DIrFCBO17 3 0.391 4.53 E-01 2.81 E-13
CAAA074 2 0.272 5.67 E-01 1.59 E-13
GT227 2 0.076 8.58 E-01 1.37 E-13
Multilocus 6.75 0.539 1.37 E-13

Con los niveles de diversidad alélica de estos 16 microsatélites, la probabilidad
de identidad se estimé en 1.37 x 1073, lo que representa que la probabilidad de

que dos individuos sin parentesco exhiban genotipos idénticos es de 1 en poco
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mas de 7 billones de individuos, mientras que la probabilidad de que dos

hermanos tengan el mismo genotipo es de 1 en 82,500.

5.4.2. Desempeno de los estimadores de parentesco.

Al contrastar los coeficientes de parentesco obtenidos por el método de los
momentos y el de maxima verosimilitud, se observo una correlacion muy alta
(r= 0.835, p< 0.05) y un error cuadratico promedio bajo (RMSE= 0.008). Con
esta evidencia puede considerarse que el desempefio de ambos estimadores
fue similar (Fig. 4). No obstante, al comparar el valor de parentesco promedio
entre las parejas madre-cria incluidas (Apéndice 4), el estimador ML fue mas
preciso y exacto con respecto al valor tedrico esperado para relaciones
progenitor-progenie (Ry. = 0.513 = 0.019; Ruer = 0.494 £ 0.054). Por esta
razon, se decidio reportar en lo sucesivo solo las estimaciones de parentesco

obtenidas mediante el programa ML-RELATE.
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Figura 4. Correlacion entre las estimaciones de parentesco obtenidas por el
método de maxima verosimilitud (ML) y el método de los momentos
(MER). La linea negra representa el ajuste lineal.

5.4.3. Matriz de parentesco.

Con los genotipos multilocus de las 92 ballenas analizadas se generé una
matriz de 4186 comparaciones pareadas de parentesco. Del total de estas
comparaciones, se obtuvo un valor promedio de parentesco bajo y una amplia
desviacion estandar (Ry.= 0.056 = 0.091). Debido a que este valor no
disminuy6 de manera notable después de remover las parejas madre-cria, que

exhibieron los valores de parentesco mas altos (Apéndice 4), indica que
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efectivamente existe una baja frecuencia de individuos con valores de

parentesco de primer orden (Ry.= 0.055 + 0.088).

La distribucidon de frecuencias de los coeficientes de parentesco no exhibié una
distribucion normal (Shaphiro-Wilk, W= 0.678, p <0.05), mostrando un marcado
sesgo hacia los valores de parentesco cercanos a cero (Fig. 5). El
comportamiento de esta variable indica que la mayor parte de los individuos

analizados no presentan una relacién de parentesco cercana.
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Figura 5. Distribucidon de frecuencias de los coeficientes de
parentesco obtenidos por el método de maxima
verosimilitud (92 individuos y 4186 estimaciones
pareadas de parentesco). La linea negra representa la
distribucién normal esperada.
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El 87% de las estimaciones (3462 comparaciones pareadas) correspondié a
relaciones de parentesco de tercer o menor orden (Ry. < 0.12; sin parentesco
cercano). Las parejas con coeficientes de parentesco de segundo orden (0.125
> R < 0.249; tios, primos o abuelos) representaron el 12.8% de las relaciones
(5637 comparaciones pareadas). Finalmente, sélo el 4.5% (153 comparaciones
pareadas) presentaron relaciones de parentesco de primer orden (0.250 > Ry <

0.500; medios hermanos, padres-hijos).

5.5. Correlacién entre las matrices de asociacion, parentesco y
divergencia haplotipica.

Como primer paso para evaluar si existia evidencia de que la frecuencia de
asociacion entre individuos era dependiente de su similitud genética a nivel
global, las matrices de asociacién, parentesco y divergencia haplotipica se
contrastaron a través de coeficientes de correlacion. Dicha correlacién fue débil
en todos los casos (Tabla IV, Apéndice 5), lo que refleja que el linaje materno y
el parentesco no influyen de manera importante en la frecuencia con la que los

individuos se asocian.

Sin tomar en cuenta la magnitud de la correlacion, esta fue positiva y
significativa para la frecuencia de asociacion y el parentesco (Tabla IV). Cabe

sefalar que al excluir las parejas madre-cria, la correlacion fue negativa y no



40

significativa, sugiriendo que el resto de las asociaciones ocurren con mayor

frecuencia entre individuos sin parentesco cercano.

Tabla IV. Correlaciones entre las matrices de asociaciéon (As), divergencia
haplotipica (D) y parentesco (Ry.). Se indica el numero de comparaciones
pareadas (N¢), el coeficiente de correlacion de Pearson (rpearson), €l coeficiente
de correlacion de Spearman (rsperman) Y €l valor-p obtenido para un nivel de
significancia al 95%.

Variables NC I' pearson r Spearman p

Incluyendo parejas madre-cria

As vs Ry 4186 0.1062 0.0351 <0.05

As vs Dy 4186 -0.0474 -0.0575 <0.05

Ry vS Dyt 4186 - 0.0567 -0.0508 <0.05
Excluyendo parejas madre-cria

As vs Ry 4176 -0.0120 0.0074 >0.05

As vs D 4176 -0.0272 -0.0388 <0.05

Ry VS Dyt 4176 - 0.0453 -0.0450 <0.05

Se observo también una correlacion negativa y significativa entre la frecuencia
de asociacion y la distancia genética haplotipica, que se mantuvo aun al excluir
las parejas madre-cria. Aunque este resultado sugiere que los individuos se
asocian mas con otros miembros de su linaje materno o de linajes maternos
filogenéticamente cercanos. Es importante tomar en cuenta que uno de los
haplotipos representa a cerca del 50% de los individuos analizados. Por lo
tanto, esta aparente mayor frecuencia de asociacion entre individuos del mismo

linaje debe ser considerada con cierta reserva.
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Como era de esperarse, la correlacién entre la distancia haplotipica y el
coeficiente de parentesco resulté negativa y significativa (Tabla 1V, 5B), lo que
sin duda es reflejo de que los miembros del mismo linaje tienen en promedio
relaciones de parentesco mas cercanas entre ellos que con individuos de otros

linajes.

Considerando que al correlacionar las matrices se esta analizando el numero de
veces que cada individuo se ha asociado con el resto, la alta frecuencia de
eventos de “no asociacion” entre pares de individuos podria estar subestimando
la magnitud de la relacion entre las variables. Al excluir este evento, la
correlacién entre la frecuencia de asociacion y el coeficiente de parentesco
resulté también muy baja. De igual forma, al remover tanto a los individuos sin
asociaciéon directa como a las parejas madre-cria, las correlaciones resultaron

negativas aunque no significativas (Tabla V).

Pese a los bajos valores de correlacion, la relacion negativa entre las variables
indica una mayor frecuencia de asociacion entre individuos sin parentesco
cercano. Este patron de asociacion se observo no soélo para el total de las
asociaciones directas, sino también al considerar aquellas en las que se
involucraron parejas hembra-hembra, hembra-macho y macho-macho (Tabla V,

Apéndice 6).
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Tabla V. Correlaciones entre las matrices de asociacion (As), divergencia
haplotipica (D,:) y parentesco (Rw.) para aquellos individuos que fueron
observados en asociacion directa (exclusion de los individuos sin asociacion
directa). Se indica el numero de comparaciones pareadas (N¢), el coeficiente
de correlacion de Pearson (rpearson), €l cOeficiente de correlacion de Spearman
(rsperman) Y €l valor-p obtenido para un nivel de significancia al 95%.

Variables NC r Pearson r Spearman p

Incluyendo parejas madre-cria

As vs Ry (Global) 122 0.2649 0.0533 <0.05
As vs Ry (H-H) 66 0.1755 0.0995 >0.05
As vs Ry (H-M) 48 0.3990 0.0938 <0.05
As vs Ry (M-M) 8 -0.3504 -0.4507 >0.05
Excluyendo parejas madre-cria
As vs Ry (Global) 115 - 0.0965 -0.1010 =>0.05
As vs Ry (H-H) 64 - 0.0023 0.0105 >0.05
As vs Ry (H-M) 43 -0.2374 -0.2106 >0.05

Nota: Las correlaciones se efectuaron considerando a todos los individuos, asi como para
las asociaciones directas entre individuos con respecto al sexo de cada uno (M=
machos, H= hembras).

Cabe mencionar que, a pesar de su baja frecuencia, algunas de las relaciones
parentesco de primer orden observadas no correspondieron a individuos
registrados como parejas madre-cria. Aunque estas relaciones de primer orden,
asi como otras de segundo y tercer orden pudieron ser detectadas entre
algunos de los individuos, estos no fueron observados en asociacion directa. En
otras palabras, aunque dentro de las agregaciones del Golfo de California
confluyen padres, hijos, tios, primos y abuelos (Apéndice 7), estos no se
asocian mas frecuentemente entre ellos que con individuos sin lazos de

parentesco.
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Asi pues, aunque estas relaciones de parentesco sugieren la presencia de
familiares que representan al menos tres generaciones, la ausencia de registros
de asociacion directa entre ellos aporta evidencia adicional que sugiere que, a
excepcion de las parejas madre-cria, los individuos no se asocian

frecuentemente con sus parientes cercanos.

5.6. Comparacion de los niveles de parentesco entre individuos
con distintos patrones de asociacion indirecta.

Es importante sefalar que pese a que inicialmente se considerd integrar la
informacion referente al sexo y el linaje materno de los individuos al comparar
los niveles de parentesco entre las diferentes categorias y patrones de
asociacién, el numero de individuos dentro de cada una de ellas no permitio
realizar comparaciones detalladas al respecto. Sin embargo, como se menciond
anteriormente, la proporcion de sexos y de los clados mitocondriales fue similar
dentro de cada una de las categorias y criterios de asociacién considerados en

este trabajo.

Por lo anterior, aunque para cada una de las comparaciones se detalla tanto la
proporcion de sexos como la de cada linaje y clado materno (Apéndices 8-13),
los analisis estuvieron dirigidos principalmente a las estimaciones pareadas de
parentesco del conjunto de individuos de las distintas categorias y patrones de

asociacion.
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5.6.1. Categorias basadas en las frecuencias de asociacion y la
frecuencia de avistamiento en la zona.

Al comparar las categorias de asociacion con base en las frecuencias de
asociacion y frecuencia de avistamiento en la zona de estudio, todas ellas
exhibieron valores de parentesco muy similares al parentesco promedio de todo

el conjunto de individuos analizados.

Los mayores valores de parentesco se observaron para los individuos nucleo y
los foraneos, mientras que los mas bajos se observaron entre los socios
exclusivos (Tabla VI, Apéndice 8). Sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas (Kruskall-Wallis, H= 3.750; p> 0.05) y dentro de todas las
categorias se pudieron encontrar tanto individuos con niveles de parentesco de

primer orden (padres, hijos y hermanos), como individuos sin parentesco.

El resultado de esta comparacidon, concuerda con la débil correlacidon
encontrada entre la frecuencia de asociacion y el nivel de parentesco, apoyando
la idea de que las interacciones sociales entre las ballenas azules no se

presentan con mayor frecuencia entre parientes cercanos.
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Tabla VI. Estadisticos descriptivos para las estimaciones de parentesco de los individuos dentro
y entre cada categoria de asociacion. Se indica el numero de individuos por categoria (N)), el
numero de comparaciones pareadas por categoria (N¢), la media y su desviacion estandar
(D.E.), la mediana y sus valores minimos (Min) y maximos (Max), asi como la suma de rangos
de analisis de varianza no paramétrica para muestras independientes de Kruskal-Wallis
(ZRangos K-W). Los cédigos de las categorias corresponden a las descritas en la Tabla Il.

Categoria de asociacion N, Nc Media D.E. Mediana Min Max X Rangos K-W

IES 19 171 0.053 0.078 0.010 0.000 0.420 54,057
IFS 9 36 0.068 0.126 0.010 0.000 0.530 11,381
IN 14 91 0.073 0.112 0.010 0.000 0.520 30,685
SE 6 15 0.046 0.074 0.000 0.000 0.210 4,228
SC 10 45 0.061 0.126  0.000 0.000 0.600 12,908
C 22 231 0.055 0.083 0.000 0.000 0.440 73,018
IF 10 45 0.082 0.127  0.000 0.000  0.570 15,020

5.6.2. Asociacion indirecta: Grupos nucleo.

El parentesco dentro de los grupos nucleo resulté también bajo (r= 0.046 —
0.082, Tabla VIl), indicando que la mayoria de los individuos analizados
presentan relaciones genéticas lejanas o nulas. No se encontrd evidencia de
que alguno de los grupos nucleo estuviera conformado por individuos con lazos
de parentesco mas estrechos que los que exhibieron en promedio los individuos
de la poblacion (Kruskal-Wallis, H= 8.08; p> 0.05). Esto sugiere la presencia
tanto de individuos con parentesco cercano como de individuos sin parentesco
dentro de cada grupo nucleo, independientemente del sexo del individuo

nucleo.
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Aunque en dos de los grupos nucleo todos los socios resultaron ser hembras y
en uno de ellos no se encontraron linajes maternos del clado Il (Apéndices 9 y
10), en la mayoria se presentaron miembros de ambos sexos y de ambos

clados mitocondriales.

Tabla VII. Estadisticos descriptivos para las estimaciones de parentesco de los individuos
dentro y entre cada grupo nucleo. Los cddigos de los estadisticos corresponden a los descritos
en la Tabla VI y los cddigos de los individuos a los descritos en la Tabla .

Individuo Nucleo N, Nc Media D.E. Mediana Min Max X Rangos K-W
Bm004 HO1 7 21 0.077 0.129 0.030 0.000 0.520 8,208
Bm012 M14 7 21 0.046 0.069 0.000 0.000 0.230 7175
Bm035 HO1 7 21 0.041 0.057 0.010 0.000 0.190 7,293
Bm041 HO1 5 10 0.082 0.112 0.025 0.000 0.310 4,167
Bm050 HO6 12 66 0.054 0.115 0.000 0.000 0.540 21,775
Bm060 M01 9 36 0.059 0.110 0.000 0.000 0.540 11,977
BmO065 HO2 11 55 0.075 0.129 0.000 0.000 0.540 19,900
Bm119 HO2 7 21 0.072 0.124 0.000 0.000 0.500 7,501
Bm124 HO2 14 9 0.072 0.111 0.020 0.000 0.500 34,108
Bm127 H14 9 36 0.059 0.109 0.015 0.000 0.520 12,936
Bm129 HO2 11 55 0.064 0.114 0.000 0.000 0.500 18,975
Bm131 HO1 20 190 0.072 0.121 0.000 0.000 0.600 68,346
Bm136 HO1 10 45 0.066 0.143 0.000 0.000 0.540 14,422

Bm142 M02 10 45 0.080 0.114 0.030 0.000  0.440 17,761
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5.6.3. Asociacion indirecta: Temporal.

En las Tablas VIII y IX se detallan los valores promedio de parentesco de los
individuos analizados agrupados en funcién de los afios y los meses en los que

fueron observados dentro del Golfo de California (Apéndices 11y 12).

El andlisis de varianza entre las agregaciones anuales de ballenas azules indicé
que no existen diferencias significativas en los niveles de parentesco (Kruskal-
Wallis, H= 12.820; p> 0.05) a una escala interanual. La misma situacion se
presento al realizar las comparaciones entre meses (Kruskal-Wallis, H 1.144; p>

0.05).

En conjunto, estos resultados no aportan evidencia de algun nivel de
organizacion social mediada por el parentesco en relacion con la presencia
interanual de los individuos o en cuanto a su permanencia en el Golfo de
California durante el periodo invernal (cronologia migratoria). En otras palabras,
afio tras afno y a lo largo de la temporada invernal, tanto parientes como

individuos sin lazos de parentesco ocupan la zona de estudio.
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Tabla VIII. Estadisticos descriptivos para las estimaciones de parentesco de los individuos
dentro y entre cada temporada invernal (afio). Los cddigos de los estadisticos corresponden a
los descritos en la Tabla VI.

Ao N, N Media D.E. Mediana Min Max Z Rangos K-W
1994 12 66 0.053 0.083 0.010 0.000 0.520 102,682
1995 9 36 0.074 0.117 0.010 0.000 0.520 58,030
1996 14 91 0.061 0.107 0.000 0.000 0.500 138,118
1997 14 91 0.064 0.104 0.000 0.000 0.580 139,518
1998 11 55 0.104 0.135 0.030 0.000 0.600 99,270
1999 21 210 0.060 0.095 0.010 0.000 0.500 326,830
2000 16 120 0.059 0.108 0.000 0.000 0.520 180,977
2001 28 378 0.056 0.090 0.010 0.000 0.600 579,767
2002 35 595 0.061 0.096 0.000 0.000 0.540 914,411
2003 28 378 0.063 0.106  0.000 0.000 0.600 578,376
2004 29 406 0.050 0.091 0.000 0.000 0.540 592,886
2005 26 325 0.061 0.096 0.000 0.000 0.570 491,135
2006 25 300 0.060 0.094 0.010 0.000 0.520 466,187

Tabla IX. Estadisticos descriptivos para las estimaciones de parentesco de los individuos dentro
y entre cada mes. Los cédigos de los estadisticos corresponden a los descritos en la Tabla VI.

Meses N, Nc Media D.E. Mediana Min Max X Rangos K-W

Febrero 43 903 0.058 0.094 0.000 0.000 0.520 2,006,327
Marzo 76 2850 0.056 0.091 0.000 0.000 0.600 6,242,061
Abril 36 630 0.055 0.094 0.000 0.000 0.600 1,359,149
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5.7. Comparacion de los niveles de parentesco entre clados de
linajes maternos.

Al considerar la agrupacion de individuos en funcioén del clado al que pertenece
su linaje materno (Apéndice 3), los valores promedio de parentesco dentro de
cada grupo resultaron superiores al promedio global de la poblaciéon (Tabla X,

Apéndice 13).

Tabla X. Estadisticos descriptivos para las estimaciones de parentesco de los individuos dentro
y entre cada uno de los clados mitocondriales. Los cédigos de los estadisticos corresponden a
los descritos en la Tabla VI. Se indica la suma de rangos de la prueba no paramétrica para dos
muestras independientes Mann-Whitney (ZRangos M-W). Los cdédigos de los clados
mitocondriales corresponden a los descritos en el Apéndice 3.

Clado materno N, Nc Media D.E. Mediana Min Max X Rangos M-W
| 79 3081 0.058 0.093 0.000 0.000 0.604 19,374,085
Il 13 156 0.089 0.117 0.048 0.000 0.544 587,636

El parentesco promedio entre ambos clados resulté significativamente diferente
(Mann-Whitney, U= 385,882; p< 0.05) y mas alto dentro del clado Il. Este
resultado indica la presencia de un mayor numero de parientes cercanos dentro
de uno de los clados mitocondriales y sugiere un posible aislamiento

reproductivo entre ellos.



50
5.8. Analisis multidimensional.

Con el objeto de poder evaluar graficamente la magnitud de las diferencias de
parentesco entre los clados mitocondriales con respecto a las encontradas bajo
los criterios de frecuencia de asociacién, se contrastaron ambos criterios a

través de analisis multidimensional (Fig. 6).
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Figura 6. Analisis multidimensional de componentes principales (ACP) para las
estimaciones pareadas de distancia genética euclidiana entre clados

mitocondriales (A) y entre dos de las categorias por frecuencia de asociacion
contrastantes: nucleos y solitarios (B).
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Como puede observarse en la figura 6A, aunque el analisis de componentes
principales (ACP) indicd un claro traslape entre ambos clados, la agregacion
espacial de los individuos de diferentes linajes maternos es mucho mas
evidente que para dos de las categorias de frecuencia de asociacion
contrastante; los individuos nucleo y los solitarios (Fig. 6B). Esto concuerda con
los resultados anteriores, confirmando que los individuos no se asocian de
manera preferencial con individuos del mismo linaje materno o con parentesco

cercano.

El patron de agregacion espacial multidimensional de los individuos con base
en el clado mitocondrial, refleja una menor distancia genética (similitud o
parentesco) dentro de los clados y sugiere la posible existencia de un esquema
de organizacién social que genera cierto nivel de aislamiento reproductivo entre
los grupos de linaje materno (clados).

Un aislamiento efectivo entre ambos clados mitocondriales se evidenciaria en
forma de agregaciones espaciales discretas alrededor de las crias que
pertenecieran a cada grupo reproductivo. No obstante, al contrastar el nivel de
parentesco de las crias con los individuos nucleo y los solitarios, el analisis
multidimensional no aporté evidencia que permita apoyar la existencia de dos

grupos de crias (Fig. 7).

En conjunto, estos ultimos resultados sugieren que a pesar de las diferencias

significativas en el parentesco de los dos clados mitocondriales, aparentemente
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no existe un aislamiento reproductivo completo entre ellos. El hallazgo de un
individuo hembra del clado mitocondrial | (Bm529) con relaciones de parentesco
de primer orden (progenitor-progenie, o hermanos) tanto con un individuo
hembra del clado mitocondrial | (Bm004) y un macho del clado mitocondrial |l

(Bm517) aporta evidencia de la mezcla entre clados (Apéndice 7).
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Figura 7. Analisis multidimensional de componentes principales (ACP) para las estimaciones
pareadas de distancia genética euclidiana entre las crias y dos de las categorias por
frecuencia de asociacion contrastantes: nucleos (A) y solitarios (B).
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6. DISCUSION

En este trabajo se analizaron las relaciones de parentesco entre ballenas
azules con distintos patrones de asociacién y linajes mitocondriales con el
objeto de explorar el nivel de organizacién social de la especie. Si bien, las
dificultades intrinsecas al estudio de este misticeto han limitado en gran medida
el conocimiento de su genealogia a través de observaciones directas y la
fotoidentificacién, la incorporacion de marcadores genéticos moleculares
evidencio que éstos representan un complemento fundamental en el estudio de

su comportamiento ecoldgico y su organizacion social.

Pese al potencial de los marcadores genéticos para estimar el parentesco, el
uso de un numero inadecuado de estos y de una muestra de individuos poco
representativa, puede resultar en una estimacion imprecisa de las frecuencias
alélicas y en una alta incertidumbre al establecer las relaciones de parentesco.
Por ello, la resolucién y los niveles de certidumbre de los marcadores
empleados son factores clave que deben ser evaluados antes de poder hacer

inferencias sobre el comportamiento y la organizacion social.

En este sentido, la informacion generada en el presente estudio, se discute en
cinco apartados. El primero aborda los aspectos metodologicos relacionados
con la confiabilidad y el nivel de resolucion del conjunto de datos analizados. En

un segundo apartado, se contrastan los resultados de estudios previos sobre
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los patrones de asociacion individual y la organizacion social de la ballena azul
a la luz de las estimaciones de parentesco. Un tercer apartado aborda la
influencia de los linajes maternos en los patrones de asociacion.
Posteriormente, en el cuarto apartado se tocan aspectos relacionados con la
organizacion social y el uso del habitat. Para terminar, en un ultimo apartado, se
discute brevemente la informacién generada en términos de su aporte al
conocimiento del estado actual de la poblacion y las estrategias de

conservacion.

6.1. Aspectos metodologicos.

6.1.1. Confiabilidad del genotipado.

El estricto control de calidad con el que se realiz6 el genotipado, permitid
depurar y seleccionar un conjunto de microsatélites que no sélo minimizo la
probabilidad de introducir errores, sino que garantizé una alta resolucion y la

estimacion no sesgada de los coeficientes de parentesco.

En un analisis de la resolucion y eficiencia de grupos de microsatélites, a través
de simulaciones, se estimé que para una heterocigosidad de 0.6 serian
necesarios 15 loci (con cinco alelos cada uno) para obtener una probabilidad de

identidad de 1 en cada 10,000 individuos (Waits et al. 2009). En este trabajo,
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después de la exclusion de los microsatélites con ambigledades en el
genotipado, de aquellos que estaban fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg y
de los que resultaron poco informativos, el conjunto de 16 microsatélites
empleado presentd una resolucion mayor a la simulada. De hecho, si se
emplearan sélo los tres loci mas informativos (Tabla 1V), la probabilidad de
identidad de las ballenas azules del Golfo de California seria de 1 en 13,000

individuos.

La evidencia mas contundente del poder informativo del conjunto de
microsatélites aqui empleado, fue el hallazgo de dos muestras con genotipos
idénticos asignadas a distintos individuos en el catalogo de fotoidentificacion.
Considerando la baja probabilidad de que dos individuos tuvieran el mismo
genotipo, al revisar detalladamente los registros fotograficos se confirmd que

estos individuos eran el mismo y se corrigio la base de datos.

6.1.2. Confiabilidad de la estimacion de los coeficientes de
parentesco.

Todos los estimadores de parentesco exhiben distinta sensibilidad a los
tamanos de muestra empleados. De acuerdo con Bink et al. (2008), una fuerte
correlacion entre los estimadores de parentesco obtenidos por los métodos de

momentos y de maxima verosimilitud, es indicativo de la certeza de que las
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frecuencias alélicas en la muestra empleada son las que realmente existen en
la poblacion. Aunado a la fuerte correlacion que se observd entre los
estimadores MER y ML para las relaciones de parentesco de las ballenas
azules (Fig. 4), la evidencia mas clara de que el estimador de maxima
verosimilitud tuvo un mejor desempefio, fue el menor error estandar obtenido al
calcular el parentesco entre el grupo de parejas madre-cria conocidas y
analizadas en el presente estudio (Apéndice 4). Esto coincide con otros
estudios que confirman que los estimadores de maxima verosimilitud ofrecen
una estimacién de parentesco sin sesgo y una alta certidumbre cuando las
frecuencias alélicas de la poblacién se conocen con exactitud (Milligan 2003;

Bink et al. 2008).

6.1.3. Representatividad de la muestra de individuos seleccionados.

Si bien un riguroso control de calidad asegura la precision en la estimacion de
los coeficientes de parentesco, la exactitud de los mismos depende mas del
tamafo muestral empleado. En el presente estudio, la congruencia en el
desempefio de ambos estimadores de parentesco sugiere, en primera instancia,
que la muestra seleccionada es representativa de las variantes genéticas que

existen en la poblacion y que el tamafio de muestra fue el adecuado.
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Una evidencia adicional de la exactitud asociada al genotipado, la aporta la
comparacioén del nivel de polimorfismo de los microsatélites encontrado en este
analisis con los reportados por LeDuc et al. (2007) para las poblaciones de
ballena azul de Antartica, del Océano Indico y del Pacifico Sudoriental. Aunque
este autor empled solamente seis de los 16 microsatélites aqui reportados, los
niveles de heterocigosidad (0.681 vs. 0.710) y el numero de alelos promedio

(7.5 vs. 10.8) fue muy similar para los loci comunes a ambos estudios.

Por otra parte, debe aclararse que con el criterio de seleccion empleado se
buscaba que los diferentes patrones de asociacion que exhiben los individuos
estuvieran representados homogéneamente en la muestra, por lo que el grupo
de individuos analizados de ninguna manera refleja la frecuencia con la que se
presentan dichas asociaciones. Es por ello que, aunque Martinez-Serrano
(2005) reporta que la mayoria de los individuos presentan cierto nivel de
asociaciéon y que son pocos los de habitos solitarios, dentro de la muestra
analizada en el presente estudio, aproximadamente la mitad corresponde a
individuos “sociables” (nucleos, socios exclusivos, socios compartidos y crias) y
la otra mitad a las individuos “no sociables” o ajenos a la zona de estudio

(frecuentemente solitarios, exclusivamente solitarios y foraneos).

Independientemente de la forma en la que se seleccionaron los individuos, la
proporcion de sexos y de los grupos de linajes maternos estuvieron

representados de manera homogénea en todas las categorias de individuos



58

(Tabla Il), coincidiendo ademas con los que han sido reportados previamente en
la zona (Gendron 2002, Enriquez-Paredes 2005, Martinez-Serrano 2005).

En resumen, considerando los aspectos discutidos en esta seccion, las
evidencias indican que las estimaciones obtenidas para la muestra analizada,
son reflejo fidedigno de los niveles de parentesco que presentan las ballenas

azules en la porcion sureste del Golfo de California.

6.2. Parentesco entre individuos de ballena azul con distintos
patrones de asociacion en el Golfo de California.

Comunmente se ha reportado que la ballena azul es poco gregaria y solitaria
(Tomilin 1967, Reeves et al. 2002), aunque la informacion sobre los patrones de
agregacion y asociacion individual de la ballena azul es muy limitada. Sin
embargo, Martinez-Serrano (2005), muestra evidencias de que las ballenas
azules exhiben una criptica organizacién social basada en asociaciones de
corta duracion pero que, al menos entre algunos individuos, se presentan de

forma recurrente.

El nivel de parentesco promedio entre los individuos que ocupan la porcién
sureste del Golfo de California fue muy bajo (Ry.= 0.056), aunque se encontro
evidencia de que la zona es usada por individuos que representan al menos

tres generaciones (Apéndice 7). Considerando que el tiempo generacional para
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la especie es de entre 20 y 31 anos (Enriquez-Paredes 2005, Taylor et al. 2007,
Reilly et al. 2008), la zona es ocupada actualmente tanto por individuos de uno
hasta al menos 60-90 anos de edad. Esto resulta congruente con la longevidad
estimada para la especie (Wilson y Ruff 1999) y confirma ademas, la fuerte
filopatria y la importancia del Golfo de California como habitat invernal de las
ballenas azules en el Pacifico Nororiental (Gendron 2002, Enriquez-Paredes

2005, Martinez-Serrano 2005).

Debido a la posible presencia de tres generaciones de ballenas azules en la
zona (Apéndice 7), la evidencia de patrones de asociacién no aleatorios
(Martinez-Serrano 2005) y la resolucion del conjunto de marcadores
moleculares aqui empleados, parece logico inferir que si dichas asociaciones
estuvieran mediadas por los linajes maternos o el nivel de parentesco, estas
deberian haber sido detectadas al comparar patrones de asociacion con base
en los criterios de frecuencia de asociacién directa o indirecta (grupos nucleo y
agregaciones espacio-temporales). Sin embargo, exceptuando a las parejas
madre-cria, bajo ninguno de los criterios de asociacidén analizados se encontré
evidencia de una marcada preferencia de los individuos por asociarse con otros

miembros de su linaje materno o con otros parientes cercanos (Tablas VIl a Xl).

Patrones similares de asociacién se han reportado en agregaciones de ballenas
jorobadas (Clapham 1992), donde se ha mencionado que las parejas madre-

cria son los puntos de cohesion con otros individuos, estén genéticamente
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relacionados o no. De acuerdo con estos autores, una organizacion social sin
lazos estrechos de parentesco podria estar relacionada con la ausencia de
fuertes presiones ambientales, tales como la competencia por los recursos o la
presencia de depredadores. El caso contrario a lo anterior lo exhiben especies
como el cachalote, donde las presiones por alimento o por depredadores
provocan la integracion de grupos familiares que maximizan el beneficio del
grupo y brindan protecciéon a las crias de forma cooperativa (Arnbom et al.

1987).

6.3. Parentesco entre individuos de ballena azul con respecto a
los linajes maternos.

Como se mencion6 anteriormente, al igual que otros misticetos, la ballena azul
exhibe una fuerte filopatria (Gendron 2002). La alta tasa de retorno interanual
de los individuos nucleo al Golfo de California, sugiere la presencia de cierto
nivel de estructura mediado por los linajes maternos en el que tanto las
hembras, como sus crias y a su vez las crias de estas ultimas, regresan ano
con afo a sus sitios natales. Aunque la correlacion entre la frecuencia de
asociacion y la divergencia haplotipica de los individuos analizados a nivel
global fue muy baja, la tendencia indica un mayor parentesco entre los

individuos del mismo linaje materno (Tablas IV - V).
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Tomando en cuenta la dominancia del haplotipo NPBWO1 en la poblacion
(Apéndice 3), su alta frecuencia dentro de cada grupo nucleo llevaria a
sobrestimar las asociaciones entre linajes maternos y el nivel de organizacién
social a nivel de grupos maternos. Ya que cerca del 50% de los individuos aqui
analizados presentaron el mismo haplotipo, la mayor probabilidad de asociaciéon
entre individuos de este linaje podria estar generando un efecto falso de

afinidad al linaje materno.

Con base en lo anterior, se consideré mas adecuado el evaluar si dentro de los
patrones de asociacion existia una mayor frecuencia de los clados de linajes
maternos descritos en el estudio sobre la estructura genética de la ballena azul
de Enriquez-Paredes (2005), en el que se reporta la existencia de dos clados
divergentes de linajes maternos, el clado | y el clado Il, representados

respectivamente por el 80% y el 20% de los individuos de la poblacion.

Si los individuos de cada clado se asociaran preferentemente entre ellos, se
esperaria que la mayoria de los individuos foraneos o solitarios pertenecieran a
un mismo clado mitocondrial, asi como la formacién de grupos nucleo
mayoritariamente representados por individuos de uno u otro clado. Sin
embargo, al analizar las proporciones de estos clados dentro de las categorias
de asociacion, en todos los casos se encontr6 una proporcion similar y

consistente a la reportada por Enriquez-Paredes (op.cit). Por lo tanto, no se
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encontré una evidencia soélida de que los individuos se asocien preferentemente

con otros miembros de su linaje materno.

Los patrones de asociacion observados para ballena azul pudieran tener cierta
similitud con el que se presenta en el esquema de organizacion social de
elefantes africanos. Al analizar los patrones de asociacién entre hembras
reproductivamente activas en una poblacién de elefantes africanos, Wittemyer
y sus colaboradores (2009) encontraron que la formacién de los grupos sociales
no tenian como base principal el parentesco, pero que si habia cierta afinidad
entre individuos por su linaje materno. Estos autores sugieren que dichas
asociaciones no tienen como fin beneficiar la eficacia inclusiva a nivel familiar,
sino que los beneficios directos individuales juegan un papel importante para la
formacion 'y mantenimiento de lazos sociales entre individuos,

independientemente de su nivel de parentesco.

6.4. La organizacion social de la ballena azul en el Golfo de
Californiay su relacién con el uso del habitat.

Si bien se ha argumentado ampliamente que el beneficio ecoldgico a nivel
individual es la base de las relaciones sociales entre individuos sin parentesco
cercano (Armitage 1987), la razén costo-beneficio del comportamiento social se

traduce finalmente en el éxito reproductivo de cada individuo (Hamilton 1964).



63

Mediante la comparacion de las diferentes criterios de asociacion entre las
ballenas azules aqui estudiadas, se evidenciaron relaciones de parentesco de
todos los niveles; los individuos solitarios exhibieron niveles de parentesco
similares a los observados entre los individuos asociados, se encontraron
parientes cercanos y lejanos entre los individuos foraneos y las parejas madre-
cria, e incluso entre los individuos nucleo, que utilizan con mayor frecuencia la
porcidn sureste del Golfo de California (Gendron 2002, Martinez-Serrano 2005),

los niveles de parentesco resultaron muy variables.

Durante el invierno y la primavera, existen en esta zona importantes
agregaciones del eufausido Nictyphanes simplex que constituye una de las
principales fuentes de alimento de las ballenas azules (Gendron 1990, 2002,
Del Angel-Rodriguez 1997, Jiménez-Pinedo et al. 2010), por lo que con
frecuencia pueden observarse en la zona agregaciones dispersas de varias

ballenas azules inmersas en actividades de alimentacion.

Aunque también en otras especies de misticetos este tipo de agregaciones
alimentarias se observan comunmente (Watkins et al. 1976), solo en la ballena
jorobada se ha reportado un comportamiento altruista en el que los individuos
maximizan el uso del recurso al alimentarse de forma cooperativa. No obstante,
recientemente se ha demostrado que los individuos involucrados en los grupos
cooperativos no tienen un parentesco cercano (Valsecchi 2002; Pomilla y

Rosenbaum 2006). De forma similar, en el presente estudio tampoco se
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encontraron diferencias en los niveles de parentesco entre las agregaciones
indirectas evaluadas con base en la presencia o ausencia de la zona en la
escala temporal (afios 0 meses, Tablas VIl y IX), que es la escala en la que se

presentan las agregaciones de alimentacion.

Por otro lado, aunque los grupos nucleo descritos para la ballena azul por
Martinez-Serrano (2005) no son tan compactos y estdan conformados por
individuos de ambos sexos, ademas de tener una estabilidad aparentemente
menor a la que se presenta en los grupos de ballenas jorobadas en sus
agregaciones invernales (e.g. Weinrich 2006), estos pudieran estar también

relacionados con las actividades reproductivas.

Aunque se ha inferido, con base en datos de captura, que las actividades
reproductivas de la ballena azul se presentan durante invierno-primavera
(Lockyer 1984, Yochem y Leatherwood 1985) y se ha reconocido al Golfo de
California como una importante zona para la crianza y el reclutamiento, no
existen evidencias claras que indiquen que en la zona se llevan a cabo
conductas de cortejo y/o cépula (Gendron 2002; Martinez-Serrano 2005). No
obstante, la extremadamente baja probabilidad de identidad, asi como la baja
frecuencia de valores de parentesco superiores a 0.5 (Fig. 5, Tabla lll), que son
caracteristicos de la cruza entre parientes de primer orden (Cronin et al. 1999),

sugieren la posible existencia de estrategias que minimizan la endogamia.
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Si en la zona se estuviesen llevando a cabo actividades relacionadas con el
cortejo y la coépula, la asociacion de individuos sin relaciones fuertes de
parentesco con las hembras reproductivamente activas (grupos nucleo) podria

explicar los valores de parentesco tan bajos (ausencia de endogamia).

La funcién social de los grupos nucleo, asi como de resto de los patrones de
asociacion que exhibe la ballena azul en el Golfo de California, no resulta clara.
Si bien el estudio de Martinez-Serrano (2005) evidencié patrones claros de
asociacién, surge aun la incognita sobre el por qué en la ballena azul ciertos
individuos se asocian con mayor frecuencia. Sin duda las interacciones sociales
estan relacionadas con las necesidades particulares de los individuos, que
cambiaran en funcion del lugar y el momento en que se hayan observado; por
ejemplo alimentacion, crianza o reproduccion. Por ahora, las estimaciones de
parentesco de los distintos patrones de asociacidon que aqui se presentan,
sugieren que son las estrategias a nivel individual, y no la seleccién por
parentesco, las que aparentemente rigen la organizacién social de la especie y

sobre las que deberan enfocarse los estudios futuros.
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6.5. Aspectos relacionados con el estado actual de la poblacién
y las estrategias de conservacion.

6.5.1. Estado actual de la poblacién.

Las ballenas azules que ocupan el Golfo de California durante la temporada
invernal, se consideran parte de la poblacién del Pacifico Nororiental, cuyo
tamano poblacional se estima actualmente en cerca de 3000 individuos (Wade
y Gerrodette 1993, Mate et al. 1999, Calambokidis y Barlow 2004, Calambokidis

et al. 2009).

Aunque se desconoce el impacto que tuvo la captura comercial sobre esta
poblacion, actualmente la especie esta clasificada como en peligro de extincién
(IUCN). Sin embargo, la poblaciéon de ballenas azules del Pacifico Nororiental
representa el mayor remanente poblacional de la especie y existen algunas
evidencias que apuntan hacia su recuperacion, por lo que esta poblacion se

considera estratégica para la conservaciéon (Calambokidis 1995; NOAA 2009).

Los niveles de heterocigosidad de los microsatélites analizados resultaron
intermedios a los reportados para otras especies de misticetos con tamanos
poblacionales mayores y menores a los estimados para la poblacion de ballena
azul del Pacifico Nororiental. Por ejemplo, la poblacién de rorcual comun en el
Atlantico Norte, cuya abundancia se ha estimado en mas de 40,000 individuos,

exhibe valores de heterocigosidad de 0.82 (Bérubé et al. 1998). Por otro lado, la
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poblacién de esta misma especie que habita en el Golfo de California, estimada
en 300 individuos (Enriquez 1996), presenta una heterocigosidad de 0.42

(Bérubé op.cit.).

Considerando lo anterior, el valor de 0.56 encontrado para la ballena azul,
resulta congruente con la estimacion de 3,000 individuos arriba mencionada y
ofrece evidencia adicional que concuerda no solo con la idea de que los
individuos que ocupan el Golfo de California constituyen una importante porcién
de la poblaciéon que se distribuye en el Pacifico Nororiental, sino también con
las evidencias que sugieren que la captura comercial no redujo esta poblacion a
niveles criticos y que se ha recuperado a niveles cercanos al 70% de su
abundancia original (Enriquez-Paredes, 2005). Una reduccién significativa en el
numero de individuos se reflejaria en valores de heterocigosidad menores y en

valores de parentesco mayores a los aqui detectados.

En resumen, los niveles de heterocigosidad y de parentesco que exhiben los
individuos de esta especie en el Golfo de California, indican un buen estado de

salud genética y no reflejan un tamafo efectivo poblacional reducido.
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6.5.2. El Golfo de California como habitat critico de la ballena azul.

Una de las principales estrategias para la conservacion de la ballena azul es la
identificacion y la proteccion de aquellos habitat esenciales para la
supervivencia y la recuperacion de la especie (Reeves et al. 1998). Pese a que
el Golfo de California ha sido ampliamente reconocido como un habitat critico
para la crianza y el reclutamiento de la ballena azul (Gendron 2002, Enriquez-
Paredes 2005, Martinez-Serrano 2005), los resultados del presente estudio

aportan evidencia adicional que resalta aun mas la importancia de esta zona.

Dado que las estimaciones de parentesco observadas indican la presencia de
por lo menos tres generaciones de ballenas azules que utilizan el Golfo de
California durante la temporada invernal y que el parentesco entre las crias
tiene un valor medio similar al encontrado entre el resto de los individuos (Tabla
VI), es posible mencionar que dichas crias representan a la progenie de
individuos de todos los niveles de parentesco y no sélo de un grupo reducido de
reproductores. En otras palabras, la copula entre las ballenas azules que
utilizan el Golfo de California, ya sea que se lleve a cabo o no en esta zona,
debe presentarse entre individuos sin parentesco cercano. Si sucediera lo
contrario, los valores de parentesco de las crias serian superiores al del
promedio de los adultos, al representar solo una porcion de las variantes

geénicas presentes en la poblacion (e.g. Cronin et al. 1999).
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Por otro lado, aun cuando las diferencias en el parentesco observadas entre los
clados de linajes maternos apoyan la idea planteada por Enriquez-Paredes
(2005) con respecto a la presencia de dos grupos filogenéticamente divergentes
de ballenas azules en el Golfo de California, en el presente estudio se encontro
evidencia que sugiere que no existen limitantes para que se reproduzcan

individuos entre ambos clados mitocondriales (Figura 6A).

Asi, ballenas de distintas generaciones, los linajes maternos y la ausencia de
una organizaciéon social mediada por el parentesco (que pudiera promover el
aislamiento reproductivo), resalta la importancia del Golfo de California como un
habitat critico para la conservacion de la ballena azul al representar no solo una
zona de crianza y de reclutamiento, sino también el habitat invernal de los

reproductores.
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7. CONCLUSIONES

El alto polimorfismo y los valores de heterocigosidad del conjunto de
microsatélites empleado permitié identificar a nivel individual a las
ballenas azules que ocupan el Golfo de California y estimar

confiablemente sus relaciones de parentesco.

Dentro de cada categoria de asociacién, directa o indirecta, los
individuos exhibieron valores de parentesco variables, por lo que debe
ser otra la fuerza de cohesidén que mantiene los lazos sociales en las
ballenas azules durante su estancia invernal dentro del Golfo de

California.

Las ballenas azules tienden a asociarse preferentemente con individuos
con lazos de parentesco débiles, lo que permite suponer que son los
beneficios ecoldgicos a nivel individual y no la seleccién de parentesco,
los que estan mediando las asociaciones de la especie dentro del Golfo

de California.

Los niveles tan bajos de parentesco promedio entre los individuos
analizados, en conjunto con la baja probabilidad de identidad individual
estimada con los microsatélites, sugieren una condicion genética
“saludable” para las agregaciones del Golfo de California, con un

tamano efectivo poblacional suficiente y sin depresion endogamica.
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Apéndice 1

Protocolos de amplificacion por PCR del sistema ZFX-ZFY de
los cromosomas sexuales y del dominio hipervariable | de la
region control mitocondrial (dHvI-RC-mt).

La extraccién del ADN total se realizd a partir de 30 mg de tejido epidérmico (biopsia o
piel descamada) mediante el método de sales-Proteinasa K (Aljanabi y Martinez 1997).
La calidad del ADN obtenido fue evaluada a través de una electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/uL) y cuantificada en un
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000). Las muestras de ADN fueron diluidas a una
concentracién de entre 15 y 30 ng/uL para su posterior amplificacion por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

Tanto para la identificacion molecular del sexo como para la asignacion del linaje
materno se utilizd las siguiente mezcla de reaccidén para la amplificacion por PCR a
partir de 15 ng de DNA: solucién amortiguadora con Tris-HCI 22 mM (pH 8.4), cloruro
de potasio (KCI) 55 mM, cloruro de magnesio (MgCI2) 3.0 mM, mezcla de nucleétidos
(dNTPs) 0.22 mM, 280 picomoles de cada cebador y 1.1 U de Taqg DNA Polimerasa
(Invitrogen™).

Region amplificada  Tamafio del amplicon Cebadores Referencia
ZEX/ZEY 328 pb ZFX ZFXY 0582 (5-ATAGGTCTGCAGACTCTTCTA-3') Bérubé y Palsboll 1996
254 pb ZFY ZFXY 0785 (5-CACTTATGGGGGTAGTCCTTT-3)
ZFY 0752 (5-ATTACATGTCGTTTCAAATCA-3)
dHvI-RC-mt 540 pb Tro (5-CCTCCCTAAGACTCAAGG-3)) LeDuc et al. 1997

Dxx (5'-CCTGAAGTAAGAAACCAGATG-3')

El perfil de temperaturas empleado para amplificar ambos marcadores fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial de 4 min a 94°C seguido de 35 ciclos de amplificacién con 45 s
de desnaturalizacion a 95°C, 45 s de alineacion a 52°C, 60 s de extension de la
cadena a 72°C. Por ultimo, un ciclo de 7 min a 70°C de extension para permitir la
extension completa de los productos de PCR.



Microsatélites polimorficos reportados para la ballena azul que

Apéndice 2

fueron probados en el presente estudio

En la siguiente tabla se enlistan los microsatélites polimérficos reportados para la
ballena azul (locus), las secuencias de los cebadores, el tamafio de los alelos (pares
de bases) y el numero de alelos encontrados en otros estudios y los problemas

encontrados durante la optimizacién y el proceso de control de calidad.

Locus Cebadores Tamafio (pb) Alelos Control de calidad
DIFECBO17 2 5'TCAGCCTCTATAACGTCCTGAGC-3' 138-225 2
5-ATGGGGACTGCCTATATTAGTCAG-3'
GT023" 5-GTTCCCAGGCTCTGCACTCTG-3' 122-136 8
5"CATTTCCTACCCACCTGTCAT-3'
GATA028 °© 5'AAAGACTGAGATCTATAGTTA-3' 146-202 15
5'CGCTGATAGATTAGTCTAGG-3'
Ev037 ¢ 5-AGCTTGATTTGGAAGTCATGA-3' 178-224 ?
5 TAGTAGAGCCGTGATAAAGTGC-3'
AC045 © 5'-AGCAGCCCAACACATTCAAGA-3' 178-182 3
5'TGACCACTCACCTTCACACTTC-3'
GATA053 °© 5'-ATTGGCAGTGGCAGGAGACCC-3' 192-196 2 Poco informativo, alta homocigosidad
5'-GACACAGAGATGTAGAGGGAG-3'
CAAAO74 © 5ATGCTGGTGTTTCCTGTATCA-3' 139-147 3
5-TTGTCTCCTGCTGGCTGATTA-3'
AC082 © 5'-ATTAGTCCTGTTTCTCTGGAG-3' 125-131 4
5'CAGATGTTCTGTGAGTACTTG-3'
AC087 © 5'-ACCAGGGTGGGTTCTTAAACTA-3' 172-184 4
5'-GCTTCCAGAAGCAATGATGGA-3'
GATA098 ° 5 - TGTACCCTGGATGGATAGATT-3' 100-148 8
5-TCACCTTATTTTGTCTGTCTG-3'
GT122° 5'-CCTTTTAAAACCCAGAATGTAG-3' 132-134 2 Desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg
5-TGTTTGCAGTGACGAATGAAAGG-3'
CA128° 5'-ATGGGAAGTATTATTTCCTGGCAC-3' 57-85 7 Producto de PCR de mayor tamafio

5'-GTCCATGAACCCCTAGAGTAT-3'

Secuencia sin motivo repetitivo CA

2 Buchanan et al. 1996; ® Berube et al. 2000;  Palsboll et al. 2005; ¢ Valsecchi y Amos 1996; ° Bérubé 2005.
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Apéndice 2 (continuacion)

Microsatélites polimérficos reportados para la ballena azul que
fueron probados en el presente estudio

En esta se detallan las secuencias de los cebadores especificos para loci
microsatélites reportados como polimorficos para la ballena azul. Se indica también el
tamano reportado de los alelos (pares de bases), el numero de alelos encontrados en
otros estudios. Adicionalmente se incluye informacién referente a los problemas
particulares encontrados durante la optimizacion y el proceso de control de calidad.

Locus Cebadores Tamafio (pb) Alelos Control de calidad

GT129° 5'-CGCAATGAAGAGTTAAAAGAATG-3' 91-93 2
5'-GCACTGGTGAATGCAGATTGA-3'

AC137 ¢ 5'-ACCACTTTGTGGAGAATAGAC-3' 93-115 6
5'-TAGGTCCCTGTTGTCAGAGAG-3'

CA141°¢ 5-CTCTGCATTGGGATGGCTCTG-3' 169-183 5 Desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg
5'-GCGGTAGAACACGTGCCACTG-3'

GT142° 5'-CTGAGTAATATTCCACCATAC-3' 66-90 7 Ausencia de sefal fluorescente durante el genotipado
5'-ATGGATAAAGAAGATGTGGGG-3'

GT227 ° 5'-GTAATCATCATGGACACTCA-3' 117 1
5'-CACTTTACTTTGTCTGTTGGC-3'

CA232° 5'-GATCACATAATCTTGATCAGA-3' 168-172 3
5'-CACTCAGATTAAGACTTCAGA-3'

CA234 © 5'-TGGATCCTCTACCTACCTTAG-3' 198-210 5
5'-CAACCTTATTCTTGACCTCAT-3'

GT238° 5'-CTTAAATGCAGTAGGAAGCCA-3' 127-131 2 Pobre sefal fluorescente durante el genotipado
5-TGCATATCTAATCATGTTACTTGCCTG-3' Ambiguedad en las lecturas del tamafio de los alelos
ACCC392 ¢ 5'-CTGATGTTTGGTTGATTAC-3' 211-367 8 Amplificacién no reproducible

5'-CTTCCCTCCATCCAAGTATGG-3'

GATA417 © 5'-CTGAGATAGCAGTTACAT-3' 181-253 13
5-TCTGCTCAGGAAATTTTCAAG-3'

GT541 ¢ 5'-CTTCACACTCATTAGGATGCC-3' 92-102 4
5'-CCTTTATATCCTTGCCAAGAC-3'

“ Buchanan et al. 1996; ° Berube et al. 2000; ®Palsboll et al. 2005; * Valsecchi y Amos 1996; ° Bérubé 2005.

De los 23 microsatélites probados, se descartaron los microsatélites ACCC392 y
CA128. Pese a que el locus ACCC392 se ha usado exitosamente en la ballena azul
(LeDuc et al. 2007), en el presente analisis no exhibid un patron consistente y
reproducible de amplificaciéon. Para el locus CA128 se obtuvieron productos de PCR de
mayor tamafo a los reportados por Bérubé y colaboradores (2005), ademas de que el
analisis de su secuencia no indicé la presencia del motivo repetitivo CA.
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Apéndice 2 (continuacion)
Genotipado y control de calidad.

Del conjunto de microsatélites descrito en la tabla anterior se logré amplificar
exitosamente la totalidad de las muestras seleccionadas (92 individuos). Sin embargo,
se evidenciaron ciertos problemas en los microsatélites GT142 y GT238, por lo que
fueron descartados con base en los criterios de control de calidad del registro
automatizado de los fragmentos.

Aunque el tamafo de los productos de PCR del microsatélite GT142 coincidié con los
reportados previamente por Bérubé y colaboradores (2005), durante el analisis de
fragmentos automatizado no se obtuvo una sefal significativa de fluorescencia para
sus alelos. En el caso del locus GT238 se presentaron ambigliedades en el genotipado
asociadas a la presencia de tartamudeo y bajas intensidades en la sefal fluorescente.
De esta forma, los genotipos multilocus quedaron integrados por la informacién de 19
loci microsatélites.

Adicionalmente, se analizaron las muestras utilizadas como controles positivos (cinco
individuos con duplicado en las reacciones de PCR) para asegurar la consistencia en la
asignacion de los alelos. Todas las muestras, incluyendo a los controles positivos,
fueron asignados de igual forma por los observadores independientes, por lo que el
error en el genotipado fue nulo (tasa de error = 0).

Después de revisar que la asignacion de los genotipos fuera la correcta, se calcularon
las frecuencias alélicas y se utilizaron los programas MICRO-CHECKER, ARLEQUIN,
GenALEx y MSTOOLS v3.1 para evaluar el polimorfismo, los niveles de
heterocigosidad, la desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg, el desequilibrio del
ligamiento.

Con el objeto de reducir la probabilidad de introducir sesgo en las posteriores
estimaciones de parentesco, aquellos microsatélites que mostraron desviaciones
significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) o desequilibrio en el ligamiento
(LD), fueron eliminados de los genotipos multilocus (renglones sombreados). Los
microsatélites GT122 y CA141 exhibieron consistentemente desviaciones significativas
HWE, ademas de que no fueron los de mayor poder informativo. Después de aplicar la
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples independientes (a=0.002),
ninguno de los pares de microsatélites mostré evidencias de desequilibrio en el
ligamiento.

Finalmente, por cuestiones practicas, también el microsatélite GATA053 fue removido
al ser el menos informativo.
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Apéndice 2 (continuacion)
Genotipado y control de calidad.

En la tabla que se muestra a continuacién se indican los niveles de diversidad genética
en términos del numero de alelos (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y el poder
informativo (I) de cada microsatélite. Se senalan en negrillas los valores de
heterocigosidad que resultaron significativamente distintos a los esperados bajo el
equilibrio Hardy-Weinberg con base en los distintos programas empleados
(MicroChecker, Arlequin, MsTools, GenAlex y Kinlnfor). Los renglones sombreados en
gris sefalan los microsatélites que fueron eliminados como parte del proceso de control
de calidad.

Polimorfismo  MICRO-CHECKER ARLEQUIN  MSTOOLS GenALEx KININFOR

Microsatélite Na Ho Ho Ho Ho |
DirFCBO17 3 0.40 0.39 0.39 0.39 15
GT023 6 0.63 0.65 0.65 0.65 9
GATA028 8 0.84 0.72 0.72 0.72 3
Ev037 7 0.76 0.72 0.72 0.72 6
AC045 2 0.43 0.37 0.37 0.37 14
GATA053 2 0.09 0.01 0.01 0.01 19
CAAA074 2 0.32 0.27 0.27 0.27 16
AC082 4 0.63 0.63 0.63 0.63 10
AC087 11 0.83 0.80 0.80 0.80 4
GATA098 8 0.75 0.71 0.71 0.71 7
GT122 3 0.52 0.39 0.39 0.39 12
GT129 4 0.43 0.38 0.38 0.38 13
AC137 9 0.62 0.63 0.63 0.63 11
CA141 4 0.29 0.17 0.17 0.17 17
GT227 2 0.15 0.08 0.08 0.08 18
CA232 7 0.76 0.79 0.79 0.79 5
CA234 13 0.40 0.89 0.89 0.89 2
GATA417 13 0.88 0.90 0.90 0.90 1
GT541 9 0.71 0.74 0.74 0.74 8
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Apéndice 3

Arbol filogenético y frecuencias relativas de los linajes
maternos de ballena azul en el Golfo de California.

En la figura inferior se ilustra la reconstruccion filogenética por minima evolucion
usando la distancia genética de Tamura-Nei con correcion gamma (a=0.2084), los
linajes pertenecientes al clado | y al clado Il, soportados por valores de remuestreo del
41% y 75%, respectivamente. El arbol filogenético y las frecuencias de los haplotipos
mitocondriales de la primera columna corresponden a los reportados por Enriquez-
Paredes (2005), mientras que en la segunda columna se indican las frecuencias para
la muestra empleada en el presente estudio.

Enriquez-Paredes (2005) Este Trabajo

N (%) N (%)
NPBWO02 22 (11.52%) 11 (11.96%)
H—,\: NPBWO03 2 (1.05%) 0 (0.00%)
I NPBWO1 76 (39.79%) 40 (43.48%)
NPBW17 1(0.52%) 0 (0.00%)
. [ NPBW13 2 (1.05%) 2 (2.17%)
L NPBWIS 1(0.52%) 1 (1.09%)
NPBWO04 1(0.52%) 0 (0.00%)
NPBWO05 8 (4.19%) 4 (4.35%)
NPBW16 11(5.76%) 6 (6.52%)
NPBW14 26 (13.61%) 11 (11.96%)
41 NPBW12 1(0.52%) 1 (1.09%)
NPBW18 9 (4.71%) 2 (2.17%)
NPBW09 1(0.52%) 1 (1.09%)
NPBW10 2 (1.05%) 4 (4.35%)
NPBWO06 17 (8.90%) 5 (5.44%)
G NPBWOS 2 (1.05%) 0 (0.00%)
| [ NPBWO? 8 (4.19%) 4 (4.35%)
L nPBWH 1 (0.52%) 0 (0.00%)
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 191 (100% ) 92 (100% )

T T T T 1
0.008 0.006 0.004 0.002 0.000
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Apéndice 4

Coeficiente de parentesco y distancia genética mitocondrial de
las parejas madre-cria conocidas incluidas en el presente
estudio.

En la siguiente tabla se muestran los numeros de identificacion individual del catalogo
fotografico del CICIMAR-IPN para las parejas madre-cria conocidas y reportadas en el
presente estudio, el numero de observaciones de cada pareja (asociaciones), los
coeficientes de parentesco obtenidos con el programa ML (Ry.) y MER (Rner), asi
como la distancia genética haplotipica. Se indican también el promedio y la desviacién
estandar (D.E.) de las estimaciones de parentesco.

Madre Cria Asociaciones R Ruer Dt
Bm250 HO1 Bm376 M01 2 0.544 0.552 0.000
Bm050 HO6 Bm454 M06 6 0.544 0.510 0.000
Bm004 HO1 Bm529 HO1 2 0.523 0.578 0.000
Bm136 HO1 Bm394 M01 1 0.520 0.529 0.000
Bm119 HO2 Bm307 M02 2 0.500 0.482 0.000
Bm404 HO5 Bm405 M05 1 0.500 0.479 0.000
Bm124 HO2 Bm415 HO02 3 0.500 0.499 0.000
Bm131 HO1 Bm418 M01 3 0.500 0.433 0.000
Bm251 H14 Bm455 M14 4 0.500 0.483 0.000
Bm136 HO1 Bm459 M01 2 0.500 0.395 0.000

Promedio 0.513 0.494
D.E. 0.018 0.054




Correlacion entre las frecuencias de asociacion, el parentesco y

Apéndice 5

la distancia genética mitocondrial.

Correlacion entre las matrices de parentesco-asociacién (A), parentesco-divergencia
haplotipica (B) y divergencia haplotipica-asociacién. La nomenclatura de los ejes
corresponde a los de la Tabla IV. La linea sdlida indica el ajuste lineal incluyendo a las
parejas hembra-cria, mientras que la linea punteada corresponde al ajuste excluyendo

las parejas hembra-cria.
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Apéndice 6

Correlacion entre la frecuencia de asociacion y el parentesco
entre parejas con asociacion directa.

En las figuras inferiores se muestran las correlaciones entre las matrices de parentesco
y de asociacion en las que se incluyeron exclusivamente aquellos individuos
observados en asociacién directa. A) Todas las parejas de ballenas azules con
asociaciones directas, B) parejas hembra-hembra, C) parejas hembra-macho, D)
parejas macho-macho. La linea sdlida indica el ajuste lineal incluyendo a las parejas
hembra-cria, mientras que la linea punteada corresponde al ajuste excluyendo las
parejas hembra-cria.

7

6 .

1 o WIS NT WR M ¢ @ ] L] ] ) *en meoe *e @ ]

-01 0.0 01 0.2 0.3 04 0.5 06 -0.1 0.0 01 0.2 0.3 04 0.5 0.6
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Apéndice 7

Ejemplos puntuales de algunas de las relaciones de parentesco
observadas en las ballenas azules que ocupan el Golfo de
California.
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En la figura superior se representan las relaciones de parentesco entre cuatro de las
ballenas azules fotoidentificadas dentro del Golfo de California. El cédigo de
identificacién individual corresponde al descrito en la Tabla Il. La flecha sélida
representa la asignacion directa en el campo de los individuos como pareja madre-cria,
mientras que las flechas punteadas representan las relaciones inferidas con base en
las estimaciones de parentesco (valores sobre las lineas): parientes en primer grado
(padres-hijos) y parientes de segundo o tercer orden, respectivamente.

En particular, este ejemplo sugiere la presencia simultdnea de tres generaciones y
aporta evidencia sobre la ausencia de aislamiento reproductivo entre los dos clados
mitocondriales. La ballena Bm529 se observé como cria junto a la hembra Bm004,
tanto en las observaciones de campo como con los estimadores de parentesco se
confirma la relacion de primer orden entre ambas (R= 0.52). Pese a que el macho
Bm517 no se observdé en asociacién con ninguno de estos dos individuos, el
coeficiente de parentesco con la cria Bm529 (R= 0.48) podria indicar una relacion filial
entre ellas. Una cuarta ballena macho, Bm494, que tampoco fue observado en
asociacion directa con las otras, aparentemente es padre de la Bm517 (R=0.52) y por
tanto abuelo de la Bm529 (R= 0.28).

Resulta también interesante resaltar que el individuo Bm517 tiene haplotipo 06,
perteneciente al clado mitocondrial Il, mientras que su cria, Bm529 tiene el mismo
haplotipo que su madre la Bm004 (haplotipo 01), lo que evidencia la presencia de
reproduccién entre los dos clados.
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Apéndice 8

Proporcion de sexos, haplotipos y parentesco promedio de las
categorias de asociacion.

En las figuras que se muestran a continuacion se detallan: A) la proporcién de sexos (las barras
negras representan a las hembras, las grises a los machos y el digito interior el numero de
individuos), B) la proporcion de haplotipos (los colores sélidos representan a los haplotipos
correspondientes al clado mitocondrial | y los colores texturizados a los haplotipos del clado II,
ver Apéndice 3) y C) la comparacion de los estadisticos descriptivos de las estimaciones de
parentesco (la linea punteada en color azul claro sefala el valor promedio de parentesco como
referencia; se indica la mediana, los percentiles 25-75%, los valores minimos y maximos). IES=
Individuos Exclusivamente Solitarios, IFS= Individuos Frecuentemente Solitarios, IN= Individuos
Nucleo, SE= Socios Exclusivos, SC= Socios compartidos, C= Crias e |IF= Individuos Foraneos.
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Grupos nucleo obtenidos mediante los algoritmos de Martinez-
Serrano (2005).

En la siguiente tabla se enlistan los individuos que conforman cada uno de los grupos
nucleos analizados. En negrillas se indican los individuos con muestra de ADN
disponible para la amplificacion de los microsatélites.

Individuo Individuos asociados Analizados
nucleo / total

BmO001 HO8 BmO012 M14, Bm183, Bm234, Bm249 M14 2/4

Bm004 HO1 BmO006, Bm035 H01, Bm078 H02, Bm127 H14, Bm166 M16, Bm240 6/9
MO01, Bm453, Bm470, Bm529 HO1

BmO006 HO1 Bm004 HO1, Bm005, Bm019, Bm020, Bm028, Bm035 H01, Bm041 5/10
HO01, Bm065 H02, Bm070, Bm078 H02

Bmo012 M14 | Bm001, Bm003, Bm007 M01, Bm011, Bm013, Bm014, Bm047 HO05, 6/15
Bm127 H14, Bm136 H01, Bm183, Bm234, Bm258, Bm303 H07,
Bm423 M01, Bm431

Bm035 HO1 Bm004 HO1, Bm006, Bm049, Bm078 H02, Bm119 H02, Bm129 H02, 6/12
Bm131 HO1, Bm132, Bm136 H01, Bm137, Bm138, Bm140

BmO041 HO1 Bm006, Bm028, Bm040, Bm078 H02, Bm119 H02, Bm124 H02, 4/9
Bm126, Bm127 H14, Bm128

BmO049 HO1 BmO035 H01, Bm060 M01, Bm129 H02, Bm130, Bm132, Bm136 HO1, 4/12
Bm137, Bm138, Bm140, Bm223, Bm247, Bm248

Bm050 H06 | Bm051, Bm052, , Bm060 M01, Bm065 H02, Bm119 H02, Bm131 HO1, 11/19
Bm136 HO1, Bm146 H01, Bm192, Bm251 H14, Bm272, Bm321 M01,
Bm383, Bm412, Bm454 M06, Bm455 M14, Bm459 M01, Bm460,
Bm466

Bm060 M01 | Bm049, Bm050 H06, Bm051, Bm052, Bm061, Bm062, Bm063, Bm065 8/20
H02, Bm130, Bm131 HO01, Bm146 HO01, Bm186, Bm240 M01, Bm249
M14, Bm376 M01, Bm383, Bm421, Bm454 M06, Bm462, Bm466

Bm065 H02 | Bm006, Bm050 H06, Bm060 M01, Bm073, Bm074, Bm075 H14, 10/19
BmO076, Bm077, Bm124 H02, Bm131 HO01, Bm174, Bm240 M01,
Bm251 H14, Bm321 M01, Bm421, Bm454 M06, Bm455 M14, Bm462,
Bmb527

Bm119 H02 | Bm035 H01, Bm038, Bm040, Bm041 H01, Bm042, Bm050 H06, 6/12
Bm131 H01, Bm232, Bm233, Bm307 M02, Bm346 M09, Bm524
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Grupos nucleo obtenidos mediante los algoritmos de Martinez-
Serrano (2005).

En la siguiente tabla se enlistan los individuos que conforman cada uno de los grupos
nucleos analizados. En negrillas se indican los individuos con muestra de ADN

disponible para la amplificacion de los microsatélites.

Individuo
nucleo

Individuos asociados

Analizados
/ total

Bm124 H02

Bm002, Bm022, Bm041 H01, Bm065 H02, Bm126, Bm127 H14,
Bm128, Bm129 H02, Bm130, Bm131 H02, Bm132, Bm133, Bm134,
Bm136 H01, Bm141 H13, Bm142 M02, Bm143, Bm144X14, Bm145,
Bm146 H01, Bm185, Bm191, Bm192, Bm275, Bm306 HO1, Bm415
HO02, Bm423 M01, Bm431

13/28

Bm127 H14

Bm004 H01, Bm007 M01, Bm012 M14, Bm041 H01, Bm124 H02,
Bm126, Bm128, Bm130, Bm131 H01, Bm134, Bm240 M01, Bm303
HO07, Bm331, Bm453, Bm470

8/15

Bm129 HO02

Bm022, Bm035 H01, Bm049, Bm075 H14, Bm124 H02, Bm128,
Bm131 H01, Bm132, Bm136 H01, Bm137, Bm138, Bm140 Bm141
H13, Bm142 M02, Bm143, Bm144 X14, Bm145, Bm146 H01, Bm166
M16, Bm185, Bm191, Bm267

10/22

Bm131 H02

Bmo035 H01, Bm050 H06, Bm060 M01, Bm065 H02, Bm099 HO01,
Bm119 H02, Bm124 H02, Bm126, Bm127 H14, Bm128, Bm129 H02,
Bm130, Bm132, Bm133, Bm134, Bm142 M02, Bm146 HO01, Bm176,
Bm240 M01, Bm249 M14, Bm251 H14, Bm267, Bm316, Bm321 M01,
Bm362,Bm376 M01, Bm383, Bm418 M01, Bm454 M06, Bm455 M14,
Bm462, Bm466

19/32

Bm136 HO1

Bm012 M14, Bm035 H01, Bm049, Bm050 H06, Bm124 H02, Bm129
H02, Bm132, Bm137, Bm138, Bm140, Bm146 H01, Bm185, Bm191,
Bm192, Bm394 M01, Bm454 M06, Bm459 M01, Bm460

9/18

Bm142 M02

Bm022, Bm124 H02, Bm129 H02, Bm131 H01, Bm141 H13, Bm143,
Bm144 X14, Bm145, Bm146 H01, Bm165 H05, Bm166 M16, Bm249
M14

9/12

Bm184 H18

BmO088, Bm181 H01, Bm182, Bm185, Bm194, Bm224, Bm225, Bm300
H18, Bm301, Bm321 M01, Bm383, Bm384, Bm456 X01

4/13

Bm192 H14

Bm050 H06, Bm124 H02, Bm136 H01, Bm146 H01, Bm191, Bm272,
Bm297, Bm321 M01, Bm454 M06, Bm459 M01, Bm460

711

Bm240 M01

Bmo004 H01, Bm060 M01, Bm065 H02, Bm127 H14, Bm131 HO1,
Bm239, Bm376 M01, Bm418 M01, Bm421, Bm453, Bm462, Bm470

8/12
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Apéndice 10

Proporcion de sexos, haplotipos y parentesco promedio de los
grupos nucleo.

En las figuras que se muestran a continuacidon se detallan: A) la proporcién de sexos, B) la
proporcién de haplotipos y C) la comparacion de los estadisticos descriptivos de las
estimaciones de parentesco. Los detalles de cada grafica corresponden a los que se indican en
el Apéndice 8. Los codigos al pie de la grafica inferior corresponden al los identificadores
individuales para el individuo nucleo de cada uno de los grupos.
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Apéndice 11

Proporcion de sexos, haplotipos y parentesco promedio de los
afios analizados.

En las figuras que se muestran a continuacidon se detallan: A) la proporcién de sexos, B) la
proporcién de haplotipos y C) la comparacion de los estadisticos descriptivos de las
estimaciones de parentesco. Los detalles de cada grafica corresponden a los que se indican en
el Apéndice 8. Los cddigos al pie de la grafica inferior corresponden al las temporadas de
muestreo.
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Apéndice 12

Proporcion de sexos, haplotipos y parentesco promedio de los
meses analizados.

En las figuras que se muestran a continuacion se detallan: A) la proporcion de sexos, B) la
proporcion de haplotipos y C) la comparacién de los estadisticos descriptivos de las
estimaciones de parentesco. Los detalles de cada grafica corresponden a los que se indican en
el Apéndice 8. Los codigos al pie de la grafica inferior corresponden al los meses.
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Apéndice 13

Proporcion de sexos y parentesco promedio de los clados
mitocondriales donde se agrupan los 92 individuos analizados.

En las figuras que se muestran a continuacién se detallan: A) la proporcién de sexos y B) la
comparacion de los estadisticos descriptivos de las estimaciones de parentesco. Los detalles de
cada grafica corresponden a los que se indican en el Apéndice 8. Los cdadigos al pie de la
grafica inferior corresponden al los clados mitocondriales descritos en el Apéndice 3.
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