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GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico: Portador de la informacién genética en las células,
compuesto por dos cadenas complementarias de nucleétidos enrolladas en una

doble hélice, capaz de autorreplicarse y de dirigir la sintesis de RNA.

Arbol filogenético: diagrama en forma de arbol que ilustra con sus ramificaciones

descendencias y grupos emparentados.
Coexistencia: Existencia simultanea o convivencia de dos o0 mas entidades.

Competencia: interaccion entre miembros de la misma poblacién o de dos o mas
poblaciones que usan el mismo recurso. La competencia por interferencia implica
lucha u otras interacciones directas, mientras que la competencia por explotacion

implica la eliminacion o el vaciamiento de un recurso.
Especiacion: proceso por el cual se originan nuevas especies.
Estendfago: Organismo que tiene una dieta alimentaria muy restringida.

Eurifago: Organismo cuya dieta esta conformada por una amplia variedad de

presas.

Gen: todo segmento de DNA gue se encuentra luego de un promotor y que puede

ser transcrito por una RNA polimerasa y originar un RNA funcional.

Habitat: lugar en el que pueden encontrarse habitualmente los individuos de una
especie determinada.

Heces: Resultado del proceso mediante por el cual se eliminan los desechos

metabdlicos del cuerpo de un organismo.

Mandibulas: en los crustaceos, insectos y miriapodos, los apéndices
inmediatamente posteriores a las antenas; usados para atrapar, mantener, morder

0 masticar la comida.



Nicho ecoldgico: conjunto particular de factores ambientales y bibticos con los

gue interactta una poblacion determinada en la comunidad de la cual forma parte.

Nivel trofico: la posicion de una especie en la red alimentaria o en la cadena

alimentaria, o sea, su nivel de alimentacion.

PCR: técnica usada para crear un gran numero de copias de un segmento de
DNA, que utiliza ciclos de desnaturalizacion, apareamiento con cebadores y

extension por una DNA polimerasa termorresistente.

Plasmido: en los procariontes, una molécula de DNA circular, pequefia,
extracromosomica, de replicacion independiente. p. R: plasmido que actia en la
resistencia a ciertos farmacos. p. F: pldsmido que interviene en la determinacién

de la “sexualidad” de las bacterias.

Relacion trofica o alimentaria: Intercambio de materia y energia entre las

especies al alimentarse

Segregacion: La division de los recursos en la poblacion o entre diferentes

especies.

Simpatria: Viene de la especiacion simpatrica o simpatrida por la cual se forma
una nueva especie sin que se establezca previamente una barrera geografica
entre poblaciones, a diferencia de lo que ocurre en la especiacién alopatrica,

considerada mas cominmente como “normal”.

Simpatricas, especies: Dos 0 mas especies que vienen de una especiacion

simpatrica y se encuentran en la misma area de distribucién geogréfica.

Sucesion ecoldgica: proceso gradual por el cual cambia la composicion de

especies en una comunidad.
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RESUMEN

En el Golfo de California, entre noviembre y mayo se encuentran dos grandes
misticetos, la ballena de aleta (Balaenoptera physalus), que reside en la zona y la
ballena azul (Balaenoptera musculus), que migra anualmente desde las aguas de
California. Asi, se superponen ambas especies cuando su principal presa, el
eufausido Nyctiphanes simplex se encuentra en abundancia. Ademas de ser
especies simpatricas, sus dimensiones corporales y habitos alimentarios son
semejantes, lo cual en conjunto incrementa la probabilidad de competencia en
zonas de superposicion geografica. Esta tesis investiga la relacion interespecifica
de ambos rorcuales basdndose en el analisis de su dieta, distribucion vy
segregacion espacio-temporal a partir de datos colectados durante recorridos en el
Suroeste del Golfo de California (SOGC) realizados entre 1993 y 2008. La
metodologia consistio en tres partes: (1) se determiné el coeficiente de
segregacion a partir de la distribucion espacio—temporal de las ballenas, (2) se
identifico la dieta de las ballenas con el andlisis morfolégico de estructuras duras
en muestras fecales y (3) se identificé el ADN del material blando en las heces
mediante analisis moleculares. La distribucién espacial confirmd suposiciones
previas sobre una segregacién de habitat e identificé a la ballena azul como
especie dominante en la zona. El grado de segregacion espacial determin6é una
alta segregacion a lo largo de invierno-primavera y una baja segregacion a final de
la temporada, cuando la ballena de aleta aumenta en numero en SOGC. El
analisis de remanentes duros en heces confirmd a N. simplex como principal presa
para ambos rorcuales. La escatologia molecular revelo, ademas de los eufausidos,
dos nuevos componentes tréficos en la dieta de los rorcuales (copépodos y peces
teledsteos de la familia Mictophidae). EI componente mictofidos se hallé en el
100% de las muestras fecales de la ballena de aleta e inesperadamente en 98%
de las muestras de ballena azul, considerada hasta ahora una especie estenéfaga.
El estudio sugiere que la ballena azul y la ballena de aleta comparten la misma
dieta en el SOGC y usan una estrategia de segregacion espacio-temporal para

evitar una posible competencia por los recursos alimenticios.



ABSTRACT

Between November and May, two large mysticete species are found in the Gulf of
California, namely the resident fin whale (Balaenoptera physalus) and the blue
whale (Balaenoptera musculus), which migrates annually from the waters off
California. Thus, there is an overlapping occurrence of both species at this time
when their main prey, the euphausiid Nyctiphanes simplex is in greatest
abundance. Besides being sympatric species, body size and trophic habits are
similar. Consequently, there is high probability of competition between species in
areas of geographic overlap. These theses investigate the interspecific relationship
of blue and fin whales in the Southwest Gulf of California (SWGC) based on
analyses of their diet, spatio-temporal distribution and segregation. These data
were collected on surveys made between 1993 and 2008. There were three
methodological components: (1) Determination of the segregation coefficient of the
spatial-temporal distribution of the whales, (2) ldentification of prey species from
fecal samples using morphological analysis, and (3) Detection of DNA from
unrecognizable prey present in the feces using molecular analyses. The
segregation coefficient confirmed the previous assumptions on habitat segregation
and identified the dominance of blue whales in the SGC. Morphological analysis
confirmed the euphausiid N. simplex as the main prey for both rorqual species. In
contrast, molecular analyses revealed, in addition to eufausiids, two new trophic
components in the diets of both whales (copepods and teleotei fish of the family
Mictophidae). The mictophiid component was detected in 100% of the fin whale
fecal samples and, unexpectedly, in 98% of the blue whale fecal samples,
considered until now a stenophagous species. This study shows that blue and fin
whales in the SGC share the same dietary composition during the winter-spring
season, and use a strategy of spatio-temporal segregation to avoid competition for
food resources.



1. INTRODUCCION

La distribucion de los cetaceos puede ser amplia y diversa (Corkeron, 1991),
pero en su mayoria depende de la variabilidad ambiental y biol6gica que influencia
la agregacion de sus presas (Acevedo & Burkhart, 1998; Alava, 2002; Moreno et
al., 2005). Por lo tanto, el andlisis de la dieta, las interacciones troficas entre los
consumidores y los movimientos de las poblaciones, genera una valiosa
plataforma para el entendimiento de la organizacion del ecosistema (Yvon-
Durocher et al., 2008) y es base fundamental para las teorias sobre diversidad,
estructura y dinamica de mudltiples especies (Stein & Georgiadis, 2008; Van
Langevelde & Prins, 2008).

Los grandes cetaceos suelen agregarse principalmente en regiones donde las
condiciones oceéanicas promueven un alto contenido de nutrientes, productividad
biologica y agregacion de sus presas (Gaskin, 1982). Pero el costo-beneficio de
las agregaciones alimenticias, no siempre es eficiente (Stensland et al., 2003) y
una demanda activa sobre el recurso comun puede inducir una relacién de
competencia interespecifica entre varias especies del mismo nivel tréfico. Esto
ocurre porque dos especies con requerimientos bioldgicos y ecoldgicos similares
no pueden compartir el mismo nicho ecoldgico, ya que cada especie tiene una
relacion unica con todos los aspectos de su entorno (Armstrong, 1976).

Diversos estudios que analizan la superposicion de la dieta y la
heterogeneidad espacial y temporal de los recursos, apuntan a la comprension de
como pueden coexistir las especies que utilizan recursos similares y cual es el
limite de la distribucion y superposicién de una especie con respecto a otra. Estas
interacciones son centrales en la ecologia del comportamiento y se ha llegado a la
conclusidon que la coexistencia solo es posible cuando hay algun tipo de particion
en los recursos o el habitat (Van Wieren & Van Langevelde, 2008; Owen-Smith,
2008).

El balance nutricional es un proceso multifactorial que depende principalmente

de la tasa de ingestion, el contenido nutritivo del material ingerido y la abundancia
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o disponibilidad de la presa (Owen-Smith, 1992). Por lo tanto, para evitar que se
genere una exclusion del héabitat, las especies tienden a adoptar relaciones
interespecificas de segregacion territorial. Lo anterior es observado como la
especializacion o diversificacion del alimento o del nicho ecolégico mediante
adaptaciones morfolégicas, fisiolégicas, o de comportamiento que permitan
beneficiarse de diferentes partes y/o estadios de sus presas o utilizar recursos

espacio-temporalmente diferentes (Began et al., 1996; Stein y Georgiadis, 2008).

Durante el periodo invierno-primavera del Golfo de California coexisten dos
rorcuales, la ballena azul (Balaenoptera musculus) y la ballena de aleta
(Balaenoptera physalus), que presentan habitos alimentarios similares. La primera,
migra al Golfo de California anualmente desde el Pacifico nororiental,
principalmente desde la costa de California. Esta poblacién se desplaza hacia el
sur con relacion a las condiciones oceanograficas que promueven la abundancia
de sus recursos alimentarios y las aguas mas calidas en invierno que favorecen la
reproduccion y la formacion de grupos de crianza (Gendron, 2002; Etnoyer et al.,
2004; 2006). La migracion de la ballena azul no esta claramente definida y puede
ser muy extensa desde latitudes altas del Golfo de Alaska (Calambokidis et al.,
2009) hasta latitudes bajas como las islas Galapagos (Palacios, 1999). Sin
embargo, durante su migracién las zonas de mayor agregaciéon en el Pacifico
oriental son las areas oceanicas de California, la costa occidental de Baja

California, el Golfo de California y el Domo de Costa Rica (Etnoyer et al., 2004).

La ballena de aleta se distribuye ampliamente alrededor del mundo y al igual
gue otros balaenopteridos migra desde zonas templadas, donde lleva a cabo sus
actividades reproductivas, hacia altas latitudes para alimentarse (Aguilar, 2002).
En el Golfo de California se han registrado avistamientos de esta especie durante
todos los meses del afo, lo cual sugiere una residencia permanente en la zona.
Para confirmar este supuesto, se han realizado estudios con ADN mitocondrial y
nuclear que demuestran poca variabilidad en el Golfo de California (Bérubé et al.,
1998) y una diferenciacion genética significativa con la poblacion del Pacifico

Norte, lo que sugiere que se trata de una poblacién aislada (Bérubé et al., 2002).



La ballena azul se considera una especie estenofaga que se alimenta
exclusivamente de densas agregaciones de eufausidos mientras que la ballena de
aleta es mas generalista, con un espectro tréfico mas amplio y aunque sus
principales presas son componentes del zooplancton, puede complementar su
dieta con organismos de niveles tréficos mas altos como peces pelagicos menores
(Gaskin, 1982; Fiedler et al., 1998). En el Pacifico Norte, se ha identificado que la
dieta de la ballena azul es conformada principalmente por los eufausidos
Euphausia pacifica y, con mayor abundancia, Thysanoessa spinifera. Estos
también forman parte de la dieta de la ballena de aleta, ademas de copépodos,

mictofidos, sardinas y, ocasionalmente, calamares (Nemoto, 1957; 1959).

En el suroeste del Golfo de California (SOGC), a partir del andlisis de
remanentes duros en heces se evidencid que ambos rorcuales se alimentan
preferentemente (96 a 100%) del eufausido Nyctiphanes simplex durante invierno-
primavera (Del Angel-Rodriguez, 1997). Por otra parte, Gendron et al. (2001)
identificaron sefiales isotopicas distintas entre ambas ballenas mediante el analisis
de isotopos estables de carbono y nitrogeno en piel, lo que dio paso a dos
hipodtesis. La primera, que la ballena de aleta se alimenta de presas de mayor nivel
trofico que la ballena azul en el Golfo de California durante invierno y primavera.
La segunda, que las muestras colectadas en dicha época, indican las sefiales
isotopicas de los habitos alimentarios de la ballena azul en las costas de California
y no las sefnales del Golfo de California. Segun el trabajo realizado por Jaume-
Schinkel (2004), aunque no se confirmd la primera hipétesis, quedan demostradas
diferencias estacionales en las sefiales isotdpicas de la ballena de aleta en el
Golfo de California, lo que a su vez indica que existe un cambio estacional en los
habitos troficos. Durante el verano incrementan el consumo de componentes de
mayor nivel tréfico como las sardinas, ya que se ve disminuida la abundancia de
N. simplex (Brinton & Townsend, 1980; Gendron, 1990). La segunda hipotesis fue
corroborada por Busquets-Vass (2008), quien identificO que la tasa de recambio
en las sefiales isotdpicas de la piel de ballena azul es aproximadamente de tres
meses y que las sefiales van aumentando gradualmente en el tiempo con respecto

a su permanencia y alimentacion en el Golfo de California, hasta llegar en el mes
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de abril, a valores cercanos a los reportados para la ballena de aleta por Gendron
et al. (2001). Lo cual indica, que en invierno-primavera la diferencia en las sefales
isotdpicas entre las especies refleja zonas de alimentacién distintas, mas no

habitos tréficos diferentes.

La similitud en la dieta durante invierno y primavera puede generar un mayor
traslape en las zonas de alimentacién y, por consiguiente, una competencia
interespecifica (Bérubé & Aguilar, 1998). Sin embargo, en el Golfo de California

aparentemente existe una segregacion espacio-temporal entre ambas especies.

Las primeras evidencias de una segregacion espacio-temporal, han surgido
por los pocos avistamientos de agrupaciones mixtas en el SOGC durante el
periodo 1993-2007 (com. pers. D. Gendron, 2010). En la Bahia de La Paz, se
encontré que ambos rorcuales utilizan la region en diferente espacio y en tiempo
(Del Angel-Rodriguez, 1997). Durante un crucero oceanografico realizado a lo
largo del Golfo de California, Chavez-Andrade (2006) propuso, mediante técnicas
de analisis multivariados, que ambas especies usan habitats distintos. La ballena
azul se distribuye a lo largo del Golfo de California, en aguas calidas y profundas
elevadas concentraciones de eufausidos, sin presentar fidelidad a una region en
particular de éste. En contraste, la ballena de aleta habita aguas relativamente

someras, frias y con bajas concentraciones de eufausidos.

Las técnicas analiticas que se han usado hasta el momento para diferenciar el
espectro trofico de ambas ballenas permiten poca resolucion, por ejemplo el
analisis de remanentes duros en heces puede subestimar la composiciéon de la
dieta (Casper et al., 2007b), no solo por la alta digestibilidad que tienen los
misticetos (Kieckhefer, 1992), sino también porque las estructuras duras podrian
rapidamente precipitarse en el océano al momento de la excrecion (Parson, et al.,
2003). Por otro lado, los andlisis de is6topos estables y acidos grasos son una
buena herramienta en la identificacién de cadenas tréficas y flujo de energia, pero
no indican explicitamente la presa ingerida (Iverson, 1993; Hobson, 1999). Por lo
tanto se propuso caracterizar los componentes troficos por medio de la extraccion
del ADN total en las heces y su posterior amplificacion selectiva. Esta técnica,
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denominada “escatologia molecular” se inicid a comienzos de la década de los 90s
(Hoss et al. 1992) y se ha implementado en la caracterizacion de la dieta de varios
mamiferos marinos (e.g. pinipedos y ballenas), crustaceos (e.g. copépodos y
langosta), aves marinas (e.g. pinglinos y aves insectivoras), peces (e.g. tiburén
ballena) y en una variedad de insectos terrestres (Jarman et al., 2002; 2004;
Deagle et al., 2005; Blankenship & Yayanos, 2005; Vestheim et al., 2005 y Casper
et al., 2007a).

En la presente tesis se propone analizar la relacion interespecifica de la
ballena azul y la ballena de aleta por medio de la identificacion detallada de los
componentes alimentarios y su relacién con la distribucion y posibles movimientos
en el SOGC. El propésito de este analisis en conjunto es discriminar las
diferencias y similitudes de la dieta y distribucion de dos especies de rorcuales que

coexisten en el Golfo de California.
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2. ANTECEDENTES

Los registros sobre la relaciéon interespecifica entre la ballena azul y de aleta
han sido reportados en &reas de alimentacién como el Atlantico Norte (Doniol-
Valcroze et al., 2007) y el Pacifico Norte (Nemoto, 1957; Fiedler et al., 1998). El
Golfo de California ademas de ser un area de agregacion en época de invierno, es

una importante zona de alimentacién (Gendron, 2002).

El estudio més cercano a este trabajo sobre la relacién interespecifica entre la
ballena azul y de aleta, es el de Del Angel-Rodriguez (1997) en la bahia de La
Paz, en cual comparo la distribucion espacio-temporal de ambas especies durante
1993 a 1995 y observé una separacion del habitat. Por medio del analisis de
remanentes duros en heces identificé como principal presa al eufausido N. simplex
y en menor proporcion N. difficilis, y no identificé una relacion entre la segregacion

espacial y temporal con los habitos alimentarios.

Mejia—Acosta (2003), realizé un analisis intraespecifico para la ballena azul en
la parte sur de la Peninsula de Baja California y emple6 el analisis de remanentes
duros en heces para determinar que la dieta de las ballenas azules esta
constituida en un 100% de larvas, juveniles y adultos de N. simplex. Con un
tamafio de muestra mayor al del estudio de Del Angel-Rodriguez (1997) encontro
diferencias significativas entre el tamafio de eufausidos ingeridos por hembras con
cria e individuos solitarios, ademas de hallar diferencias entre los meses de

recolecta.

Recientemente se desarrollaron dos estudios analizando Ila influencia
ambiental sobre la distribucién y abundancia de los cetaceos en el Golfo de
California para las estaciones de invierno y primavera (Chavez-Andrade, 2006) y a
lo largo del afio para la bahia de La Paz (Pardo, 2009). Ambos trabajos
corroboraron que se presenta una segregacion de habitat entre la ballena azul y
de aleta. Chavez-Andrade (2006) identifico una relacién directa entre las mayores
densidades de biomasa de N. simplex con las zonas de distribucién de la ballena
azul y las zonas de mayor produccién de clorofila a con la distribucién de la

13



ballena de aleta. Ademas de observar que en la zona norte del Golfo de California
y areas costeras se distribuy6 principalmente la ballena de aleta, mientras que la
ballena azul no muestra una afinidad a alguna zona en particular del Golfo. Por su
parte Pardo (2009) manifiesta que una sucesion ambiental podria modular la
distribucion de los cetaceos mas abundantes en la zona. Con respecto a la ballena
azul y de aleta identificO una segregacion espacial entre éstas relacionada con
periodos de mezcla, surgencia y estratificacion.

Dentro de otros estudios que analizan la relacion interespecifica entre
animales con una dieta similar o idéntica, se encuentran el de Shane (1995) quien
identifico en la isla de Santa Catalina, al sur de California una posible competencia
por interferencia entre la ballena piloto de aletas cortas (Globicephala
macrorhynchus) y el delfin de Risso (Grampus griseus), ya que observo una
disminucién substancial en la poblacién de la primera especie después del evento
nifio de 1982-83, cuando el alimento disponible para ambas también decayo.
Praca & Garnier (2008) compararon los nichos ecolégicos de tres odontocetos
teutéfagos en el mar Mediterraneo mediante un andlisis discriminante, con el fin de
evaluar una posible competencia alimentaria, concluyendo al fin, que tanto el uso
diferencial de la columna de agua y sobre la horizontal, son mecanismos de
segregacion que evitan una potencial competencia por el mismo alimento. Ainley
et al., (2006) proponen que en el mar de Ross, en la Antartida se generd una
cascada tréfica para el pinguino adelia (Pygoscelis adeliae), la ballena minke
(Balaenoptera bonaerensis), y las orcas (Orcinus orca) debido a la disminucion de
su presa, el diablillo antartico (Pleuragramma antarcticum) por un posible
canibalismo ocasionado por el descenso del eufausido cristal (Euphausia
crystallorophias) el cual era su principal componente alimentario.

Con el propésito de identificar las especies contenidas en las heces que no
son observables a partir de un analisis morfologico, se han desarrollado técnicas
moleculares que revelan la composicion alimentaria a partir de la extraccion de

ADN de las presas en muestras fecales.
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Jarman et al. (2002) desarrollaron un método basado en la extraccion de ADN
para identificar especies de eufdusidos presentes en algunos contenidos
estomacales de vertebrados marinos en el océano Antartico, vomito de pinguino y
una muestra fecal de ballena azul. Para esto, usaron metodos estandares de
extraccion de ADN por fenol cloroformo y purificacion con silica y posteriormente
la amplificacion de éste por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando oligonucleétidos genéricos y especificos. Sobre la dieta de la
ballena azul, sefialaron que Unicamente se encontr0 ADN remanente del

eufausido Nyctiphanes australis.

Mas adelante Jarman et al. (2004) desarrollaron una gama de oligonucleotidos
para detectar secuencias de ADN que se podrian utilizar como biomarcadores
para la identificacion de células de una especie o grupo objetivo. Uno de estos
oligonucledtidos fue disefiado para amplificar cualquier ADN eucariota y otro para
amplificar ADN de animales con simetria bilateral. El propésito de estas
amplificaciones fue caracterizar el ADN presente en las heces de algunos
depredadores, incluyendo una muestra para ballena de aleta del océano austral.
El resultado para la ballena de aleta fue ADN perteneciente a diferentes
organismos (protistas, diatomeas, algas verdes, hongos, protozoos, platelmintos,
eufausidos y ballena). Por lo tanto identificaron que la Unica presa inequivoca de la

ballena de aleta fueron eufausidos.

Deagle et al. (2005), estandarizaron el método de escatologia molecular y la
propusieron como herramienta para los estudios de la dieta en leones marinos
(Eumetopias jubatus) en cautiverio. Los autores subrayaron la necesidad de
extraer ADN de alta pureza, ya que al haber pasado por una digestion, el nivel de
degradacion es alto. También recomendaron el uso de oligonucleétidos
especificos a grupos taxondmicos de las presas y realizaron una estimacion
cuantitativa de las presas en la dieta mediante la clonacién de los productos de
PCR.

Posteriormente, Deagle & Tollit (2007), obtuvieron mediante la metodologia
estandarizada por Deagle et al. (2005) la composiciéon de la dieta de leones
15
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marinos en cautiverio en el centro cientifico del Acuario Marino de Vancouver, he
implementaron el método cuantitativo de PCR en tiempo real qRT-PCR, para
estimar la proporcion de cada componente en la dieta, comparandolo con datos

empiricos sobre la ingestion alimentaria de cada animal.

Finalmente cabe concluir que los analisis fecales han ampliado la capacidad
de estudiar especies emblematicas, en peligro o vulnerables, como los cetaceos,
ya que arrojan una gran gama de informacion sin necesidad de usar métodos
invasivos. Con este material, ademas de la dieta se puede comprender la propia
genética poblacional del depredador (Gillett et al., 2008); la biologia reproductiva
(Rolland et al., 2005) la exposicion a toxinas y enfermedades parasitarias 0
infecciosas (Hughes-Hanks et al. 2005, Doucette et al. 2006 y Rocha-Gosselin,
2009).
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3. AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se desarroll6 en la porcidon Suroeste del Golfo de California
(Figura 1), que es una cuenca oceanica marginal y semi-cerrada, situada al
noreste de México y que alcanza una superficie total de 210.000 km? (Alvarez-
Borrego, 1983; Roden, 1964).

El mar de Cortez o Golfo de California es considerado como un area
subtropical, altamente dinamico y con altos indices de productividad primaria como
surgencias costeras e intensa mezcla por corrientes de marea (Alvarez-Borrego y
Lara-Lara, 1991). Las variables ambientales, fisico-quimicas y bioldgicas, denotan
la influencia de las corrientes provenientes del Océano Pacifico, también a una
elevada tasa de intercambio de calor entre la atmosfera y el océano, ademas de
algunos procesos de mesoescala como las corrientes geostréficas, de marea,
remolinos (ciclénicos y anticiclénicos) y surgencias costeras (Lavin & Marinone,
2003).

En la época de invierno, la columna de agua se encuentra en constante
mezcla y la capa minima de oxigeno es profunda (<100m, Tremblay, 2008). Los
eventos de surgencia son intensos y los giros ciclénicos y anticiclonicos tienen un
efecto significativo en la tasa de crecimiento del fitoplancton (Santamaria-Del
Angel et al., 1994; Lluch-Cota 2000).

De acuerdo a la estructura vertical termohalina, Santamaria-del Angel et al.
(1994) dividen el Golfo en cuatro regiones distintas: 1) el Golfo del norte entre el
Canal de Salsipuedes por la desembocadura del Rio Colorado y el Canal de la Isla
Tiburdn que presenta fuertes corrientes originadas por los vientos; 2) el Canal de
Ballenas; donde imperan condiciones oceanograficas inusuales y temperaturas
bajas 3) el Golfo inferior, entre la Isla Tiburén y la linea de Cabo San Lucas con
Mazatlan y 4) la entrada al Golfo, definida como el area triangular entre Cabo San

Lucas, Mazatlan y Cabo Corrientes.
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Figura 1. Localizacion del Suroeste del Golfo de California (SOGC). En el presente estudio se considera
como zona La Paz desde Isla Cerralvo hasta la punta norte de Isla San José y zona Loreto desde la punta
norte de Isla San José hasta la Isla del Carmen.

El &rea de estudio o Suroeste del Golfo de California (SOGC) se encuentra en
la region tres del Golfo de California, la cual es una porcién paralela a la linea de
costa, se extiende desde los 24°25’'N — 110°20'W hasta los 26°25'N - 111° 30'W.
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Al norte comprende la zona de Loreto (25°25'N a 26°25'N - 111° 30'W) y al sur la
zona de La Paz (24°25 a 25°25'N - 110°20'W).

El SOGC es un area calida y seca con lluvias escasas durante el afio y dos
estaciones definidas por el patron de vientos dominantes del noroeste. En invierno
y principios de primavera los vientos se intensifican y causan un enfriamiento de
las aguas con valores de temperatura superficial del mar (TSM), entre 20 y 23° C,
mientras que para verano se registra una TSM entre los 26 y 31° C debido a la
predominancia de vientos mas débiles del Sureste (Gendron 1990; Bernal et al.,
2001). Dependiendo de la intensidad y duracion del viento, se crean corrientes
estacionales paralelas a la costa con direccibn sureste, a una velocidad
aproximada de 15 cmes™ (Lopez-Espinosa, 1996; Campos, 1998). Durante el
invierno la radiacién solar es minima con un ascenso constante hasta llegar al

méaximo en verano (Obeso-Nieblas et al., 2001).
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4. JUSTIFICACION

La competencia interespecifica tienen un papel determinante en la evolucién
de las especies e influye en la estructura y diversidad de los sistemas ecoldgicos
(Van Wieren & Van Langevelde, 2008), por lo que varios estudios se han enfocado
en comprender como coexisten especies que utilizan recursos similares. El Golfo
de California sostiene una rica comunidad de cetaceos incluyendo la ballena azul y
la ballena de aleta, consideras evolutivamente “especies hermanas”, debido a que
vienen de una especiacion simpatrica (Hoelzel, 1998) y por ello comparten areas
de distribucion y una dieta similar (Nemoto, 1957). El presente trabajo se plantea
determinar si la especializacion trofica o la segregaciéon de habitat son factores
gue permiten su coexistencia en el Suroeste del Golfo de California.

Conocer la dieta de ambos rorcuales es importante porque interviene en las
relaciones interespecificas condicionando su distribucion espacial y temporal (Van
Wieren & Van Langevelde, 2008). Ademas, considerando que la ballena azul y la
ballena de aleta estan dentro de la lista roja de la IUCN con el status de especie
en peligro (IUCN, 2010) es de crucial importancia conocer sus requerimientos
alimentarios, ya que los constantes cambios en el ecosistema pueden afectar sus
hébitos troficos, supervivencia y éxito reproductivo. Pero los hébitos alimentarios
en cetaceos y las conexiones troficas son dificilmente observables (Casper et al.,

2007a) y es muy poco lo que se sabe sobre la dieta de estos grandes rorcuales.

Los estudios de ecologia alimentaria se han basado en técnicas como el
analisis morfolégico de remanentes duros en heces que facilmente subestima los
componentes ingeridos (Kieckhefer, 1992), o como los analisis de &cidos grasos e
isétopos estables que proporcionan informacién sobre los patrones de la dieta,
pero dificilmente logran identificarla (lverson, 1993; Hobson, 1999). Por lo tanto
incluir la técnica de escatologia molecular para determinar la composicion tréfica
de ambos rorcuales resultaria ventajoso, debido a que identifica con alta precisién
la dieta de los depredadores (Deagle et al., 2005; Casper et al., 2007a).

20



5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Determinar la relacion interespecifica entre la ballena azul y la ballena de aleta en
la region suroeste del golfo de california durante invierno y primavera, analizando

el espectro trofico en la zona a una escala espacio-temporal

5.2. ESPECIFICOS

1. Comparar la distribucion espacio-temporal y la abundancia relativa de la
ballena azul y de aleta en el Suroeste del Golfo de California durante la
estacion primavera - invierno desde 1993 hasta 2008.

2. Determinar y comparar las tallas promedio de los eufausidos ingeridos por
ambos rorcuales a partir del analisis de remanentes duros en heces.

3. Determinar si dentro de la composicion alimentaria de los rorcuales, existen
componentes diferentes a eufausidos en el suroeste del Golfo de California,
aplicando la herramienta de escatologia molecular.
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6. MATERIALES Y METODOS

La metodologia consta de tres partes: (1) distribucion espacial y temporal de
ambas especies, (2) analisis morfolégico de remanentes duros en heces de cada

especie y (3) escatologia molecular sobre material blando en heces.

A lo largo del suroeste del Golfo de California (26° 25’'N - 110° 45’'W - 24° 25’'N
—110° 28'W) y en el periodo invierno-primavera de 1993 hasta 2008 se realizaron
recorridos no sistematicos donde se llevaron a cabo registros de la distribucion
espacial, el nimero de individuos en cada avistamiento, la composicion grupal y
las coordenadas geograficas de cada avistamiento. Esta informacién permite
calcular el esfuerzo de observacion en kilometros e inferir el desplazamiento de los

rorcuales en la zona.

Las muestras fecales se recolectaron con una red de luz de malla de 1 mm o
directamente del mar con un balde de boca ancha. Aproximadamente 1000 gr de
heces, fueron almacenadas en recipientes de medio o un litro y se preservaron
con formalina o alcohol a diferentes concentraciones a través de los afios. Entre
1993 y 1996, las muestras fueron preservadas en formalina al 10 %; entre 1997 y
2006 en etanol al 70 %, y a partir del 2008 se almacend una alicuota en formalina
al 10 % y otra en etanol al 95 %. Normalmente se mantuvo una proporcion de tres

partes de fijador sobre una parte de muestra.

6.1. DISTRIBUCION Y SEGREGACION ESPACIO-TEMPORAL

Se identificaron los patrones de distribucién espacial y temporal de ambos
rorcuales y se analizd si tuvieron una distribucion geografica diferente,
determinando la abundancia relativa de cada rorcual y aplicando el coeficiente

mensual de segregacion espacial.
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6.1.1. Distribucion espacio-temporal

Para determinar la abundancia relativa o densidad de los rorcuales, se dividid
el area de estudio en dos secciones: zona Loreto al norte del SOGC (26° 25'N y
25° 25'N) y zona La Paz, en la porcion sur del area de estudio (25° 25’'N y 24°
25'N). El indice de abundancia relativa (I) se desarroll6 a partir de una unidad
funcional, en este caso el nimero de animales total por mes, sobre una unidad de

superficie lineal o unidad de esfuerzo (Km):

numero de animales

km

La unidad de esfuerzo en kilbmetros se determiné a partir de la toma periddica
de posiciones geograficas en cada recorrido. De este modo la longitud lineal entre
un punto y otro derivd de la formula de distancia euclidiana la cual determina la

distancia entre dos puntos:

o=+ o)

Donde,

X1 y X, son las coordenadas latitudinales; Y1 y Y, son las coordenadas

longitudinales.

Para determinar si la abundancia relativa de ambos rorcuales fue
significativamente diferente tanto espacial como temporalmente, se compararon
los indices de abundancias relativas (I) por mes con la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney para datos pareados independientes. Finalmente, para observar
la distribucion espacial de ambas ballenas se ubicaron los avistamientos de los
altimos 15 afios de la ballena azul y de la ballenas de aleta en el area de estudio

con ayuda del programa Surfer 8 ®.
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6.1.2. Segregacion espacio-temporal

Para estimar mensualmente la segregacion entre la ballena azul y de aleta en
el Suroeste del Golfo de California se uso el coeficiente de segregacion espacial
(SC siglas en ingles) descrito por Conradt (1998) y modificado por Conradt et al.
(1999). Este indice describe el ordenamiento espacial estimando
cuantitativamente la combinacion de las especies y es estocasticamente
independiente de la densidad poblacional y del tamafio grupal. El intervalo de
segregacion oscila desde “0” (no segregacion) donde, en teoria, se observa una
composicién azarosa hasta “1” (completa segregacion) donde los grupos de cada

especie se encuentran totalmente separados.

El area de estudio se dividid en cuatro secciones de 0.5 grados de longitud
cada una para calcular el coeficiente de segregacion. Debido a que el coeficiente
es independiente de la escala de observacion espacio-temporal y no interfiere en
el célculo que las muestras del mismo individuo se repitan en tiempos diferentes
(Conradt et al., 1999; Brown, 2000), se agruparon las observaciones
mensualmente desde 1993 hasta 2008 y el analisis se basé sobre un afo
hipotético que resume los datos de la serie de 15 afios en el estudio. El coeficiente

de segregacion espacial fue calculado de la siguiente forma:

Donde,

X es el numero total de animales de la especie 1; Y es el numero total de
animales de la especie 2; N es el numero total de animales (X + Y); x; es el
namero de animales de la especie 1 en la seccion espacial i; y; es el nimero de
animales de la especie 2 en la seccion espacial i; n; es el nimero total de animales

en la seccién espacial i (X;+ VY;) Yy k es el nUmero de secciones espaciales.
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6.1. ANALISIS DE REMANENTES DUROS EN HECES

El analisis de remanentes duros en heces se realiz6 para caracterizar e
identificar diferencias en el espectro tréfico a nivel de items ingeridos o de partes y
estadios de las presas de ambas especies. El proceso se baso en la metodologia
propuesta por Del Angel-Rodriguez (1997) y Mejia-Acosta (2003). El analisis se
realiz6 con 40 muestras fecales, fijadas en formalina y etanol al 70 % vy
recolectadas desde 1993 a 2008 entre la zona de Loreto (B. musculus n=9 y B.

physalus n=5) y la bahia de La Paz (B. musculus n= 12 y B. physalus n= 14).
6.2.1. Filtracién e identificacidn

Se homogenizaron aproximadamente 200 gr de heces y se vaciaron sobre una
columna de tres tamices para sedimentologia con diferente luz de malla (2 mm, 1
mm, 106 pum). En vez de mantener el proceso clasico de agitacion de tamices que
se usa en sedimentologia, cada muestra se filtr6 con ayuda de agua, para separar
las heces sin romper las estructuras. Los remanentes se almacenaron en etanol al
70 % y se catalogaron como elementos mayores a los residuos de los dos
primeros tamices (2 mm, 1 mm) y elementos menores a las estructuras mas

pequefias que fueron re-suspendidas en el tercer tamiz (106 pm).

Los elementos mayores y menores fueron identificados visualmente con un
estereoscopio O6ptico hasta el nivel taxondmico mas bajo. Comunmente los
remanentes mas abundantes y de mejor calidad para la identificacion son las
mandibulas de eufausidos, ya que son estructuras quitinosas y de dificil digestion.
A partir de las mandibulas se puede identificar el eufausido hasta el nivel de
especie y se puede distinguir el tamafio del individuo ingerido. Las caracteristicas
para las especies presentes en el Golfo de California fueron descritas por
Mauchline (1967) (Anexo 1).

6.2.2. Medicién de elementos menores y regresion lineal

Para estimar la longitud total del eufausido ingerido por las ballenas, y

comparar las tallas de las presas de cada rorcual, se extrajeron y midieron
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aleatoriamente cerca de 200 mandibulas por alicuota, numero minimo para
detectar una diferencia del 10 % entre muestras de heces (Del Angel-Rodriguez,
1997; Mejia-Acosta, 2003). Para inferir la longitud total del eufausido a partir del
tamafio de las mandibulas analizadas se utilizé la regresién lineal r’= 0.84
(m+0.0773; b=0.2099), propuesta por Del Angel-Rodriguez (1997), la cual
establece una relacion isométrica entre la longitud mandibular que va desde la
punta del incisivo mas externo hasta la punta de la insercion mandibular y la
longitud total del eufausido, que se extiende desde la parte posterior del ojo hasta

la punta del telson.

Las muestras de heces colectadas entre 1993 a 1996 (37.5 % del total) se
fijaron en formalina al 10 %. Debido a que el formol disuelve el carbonato de calcio
de los otolitos, escamas y otras estructuras que sirven para la identificacion de
presas icticas, se cambi6 el agente preservador y se almacenaron en etanol al 70
%. Sin embargo, el alcohol también tiene la desventaja de deshidratar y debilitar
las estructuras quitinosas como las mandibulas de eufausidos, por lo que resultan

faciles de romper.

Debido a los problemas inherentes de ambos fijadores, a partir del 2008 se
decidié almacenar las muestras en alicuotas con formol al 10 % asi se preservan
en oOptimas condiciones las estructuras quitinosas de los eufausidos para la
metodologia de remanentes duros. Esto considerando que segun Kieckhefer
(1992) la subestimacion del método de remanentes duros para estimar la
presencia de peces en misticetos es muy alta, ya que la digestion de las ballenas
usualmente disuelve las estructuras carbonatadas. Asi que para identificar otras
presas diferentes a eufausidos, se almacend una alicuota de la muestra fecal en
alcohol al 95 %, para preservar el ADN remanente y hacer una posible
identificacion de las presas por medio de la escatologia molecular (Jarman et al.,
2002).

Para comparar las tallas de presas consumidas entre las tres variables
independientes (tiempo, espacio y especie), se busco si las muestras cumplen el
supuesto de normalidad de datos con la prueba de Shapiro-Wilks (Anexo 2 y 3).
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Sin embargo, el 72.5 % de las muestras no presentd normalidad, por lo que se
hicieron varias comparaciones no paramétricas para muestras pareadas
independientes (Prueba de U, Mann-Whitney) y para muestras multiples

independientes (Kruskall-Wallis).

6.2. ESCATOLOGIA MOLECULAR

6.3.1. Extraccion de ADN

Se extrajeron acidos desoxirribonucleicos (ADN) de 49 muestras fecales
colectadas desde 1997 a 2009 (41 B. musculus y 8 B. physalus) utilizando el
producto comercial QlIAamp DNA Stool Mini Kits (QIAGEN, Reino Unido). 36 de
ellas fueron almacenadas en etanol al 95 %, como es recomendado para este
analisis por Frantzen et al. (1998), Taberlet et al. (1999) y Deagle et al. (2005) y
las 13 restantes fueron preservadas en etanol al 70 %.

Primero se elimin6é el sobrenadante de etanol y el resto de la muestra se
homogeniz6 para colectar 1.5 ml, los cuales fueron centrifugados en una micro-
centrifuga durante 30 segundos a 4000 rpm. Este proceso eliminé los residuos de
etanol de la muestra. El sedimento centrifugado, de aproximadamente 180 mg, fue
re suspendido agitandolo mecanicamente con 1.4 ml de solucion de lisis. A partir
de este momento se siguieron las instrucciones propuestas por el fabricante

(www.giagen.com/literature/render).

Para contar con controles positivos y confirmar la especificidad de los
oligonucledtidos en las reacciones de amplificacion enzimatica posteriores, se
extrajo ADN de 15 a 20 mg de tejido de varios taxa (eufausidos, clupeidos,
mictofidos, copépodos y calamares) usando el producto comercial QIAmp DNA
Easy (QIAGEN, Reino Unido).

6.3.2. Amplificacién por PCR, clonacion y secuenciacion

Basado en analisis de contenido estomacal para la ballena de aleta del

Pacifico norte (Flinn et al., 2002) se identificaron cuatro presas potenciales
27



incluyendo eufausidos, peces teledsteos, copépodos y calamares. A partir de
éstos, se buscaron bibliograficamente pares de oligonucleétidos (Tabla 1m), que
amplificaran un producto menor a 300 pares de bases (pb). Los pares de primers
Pztele1l6SF y R fueron disefiados dentro de la region 16S del ADN mitocondrial de
clupéidos y otros peces teledsteos (Li & Orti, 2007). Copep28SF y R fueron
disefiados dentro del gen 28S del ARNr a partir de la alineacién de 16 especies de
copépodos (Bissett et al., 2005). Cal28SF y R fueron disefiados a partir del
alineamiento de una region especifica para calamares en el gen 28S del ADN
nuclear (Casper et al., 2007a). EufaLSUF y R fueron disefiados para estudios
filogenéticos que identificaron una regiéon conservada para la familia Euphausidae
en la subunidad larga LSU (por sus siglas en ingles) del ADN nuclear (Jarman et
al., 2002).

Tablal. Oliggnucleétidos usados para PCR. * Oligos familia-especifico de Mictofidae para PCR anidado oligo externo, **
oligo interno*”.

Nombre del Secuencia5'-3' Tanaiio aproximado Referencia Presa
oligonucleétido del producto (bp)

Pztele16SF YTCGCCTGTTTACCAAAAAC 100 Li & Orti, 2007 Peces teledsteos
Pztelel6SR CCTTYGCACGGTYARAATAC

Copep28SF GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 300 Bissett et al., 2005 Copépodos
Copep28SR GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Cal28SF CCTTCGGGACGWGTGGCGCA 100 Casper et al., 2007 Calamares
Cal28SR CCGTCGCTCGCCGTCCGCACC

EufaLSUF TCTCAGCGCTGGCAAGGTGTCA 200 - 300 Jarman et al., 2002 Euféausidos
EufaLSUR CTCGGGGACG ATCCGGGACGAG

Mictol2SF CCGTTCAACCTCACCACTTC Casper et al., 2007 Mictéfidos
Micto12SR1** GGGTCAGAAAATGTAGCCCATC 170

Micto12SR2*? GCRCACCTCGACCTGA 920

Para reducir costos y tiempo durante el andlisis molecular, se agruparon las 49
muestras en 10 grupos compuestos, 8 de ballena azul que contenian entre 5y 6
muestras cada grupo, y 2 de ballena de aleta con 5 y 3 muestras,
respectivamente. Unicamente cuando el grupo compuesto analizado daba un
resultado positivo (amplificacion del fragmento esperado) se evaluaba cada una de

las muestras que conformaban el grupo compuesto.
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Para la amplificacion por PCR, cada 10 pl de reaccién contuvo ADN (< 1ng), 1
X AmpliTag PCR Gold® buffer, 200 uM de dNTPs, 0.3 uM de cada oligonucleétido
y 25 u/c de AmpliTag Gold®. Los ciclos térmicos para cada reaccion consistieron
de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, temperatura de
alineacion (Ta) °C por 45 s, 72 °C por 45 s y una extension final de 72°C, 10 min.
La Ta equivalié a 50 °C, 52 °C, 60 °C y 52 °C para peces teledsteos, copépodos,
eufausidos y calamares, respectivamente. Los productos de PCR fueron
separados en geles de agarosa al 2 %, tefiidos con SYBR®Gold (Invitrogen, Reino
Unido) para confirmar la presencia de las presas, el tamafio correcto de los
fragmentos de ADN y para asegurar la ausencia de contaminacion con controles
negativos (agua libre de nucleasas, utilizada como templete en cada reaccion).

Las muestras se almacenaron a 4° C

Se eligieron al azar dos productos del PCR de peces en cada especie y dos
productos de eufausidos también en las dos especies para realizar una clonacién
por vectores, y asi, tratar de identificar con mayor aproximacion las taxa ingeridas
por los rorcuales. Los productos de PCR fueron ligados con el vector pGEM®-T
easy vector system (Promega, Reino Unido) y transformados dentro de células
competentes de E. coli DHTa® (Invitrogen, Reino Unido), por medio de un choque
térmico a 42 °C por 30 s y por 120 s. Las células fueron sembradas en placas de
medio LB/XGal + ampicilina, éstas se incubaron a 37° C durante 12 horas y las
clonas recombinantes se identificaron por medio de la seleccion colorimétrica de
colonias blancas (con plasmido) o azules (sin plasmido) y el inserto positivo se

verificd mediante un PCR estandar para clonacion.

Las colonias blancas fueron sembradas en medio LB liquido e incubadas toda
la noche a 37° C y posteriormente los plasmidos se extrajeron mediante el Kit para
micropreparados Zyppy Plasmid® (Cambridge Bioscience, Reino Unido). Los
plasmidos purificados se secuenciaron con el Kit para ciclos de secuenciacion
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Reino Unido) en el sistema

automatizado de secuenciacion capilar ABI 3100.
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Cada reaccion secuenciada fue analizada por medio del software BioEdit
version 7.0.5 (Hall 1999) y, al confirmarse las lecturas, se procedié a utilizar el
algoritmo Blast (Altschul et al., 1997) para buscar similitudes genéticas. Se
alinearon las secuencias con secuencias de referencia encontradas en el Centro
Internacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en ingles).
La similitud entre las secuencias se calcul6 obteniendo la méaxima probabilidad de
la distancia entre ellas por medio del algoritmo “Neighbour Joining” o vecino mas
cercano (NJ, por sus siglas en ingles) en el programa MEGA 4.1 (Kumar et al.,
2008). Los resultados fueron expresados en arboles filogenéticos con ayuda del

programa CLUSTAL_W (www.ebi.ac.uk).

Las secuencias se consideraron parte de la misma unidad taxondémica
operacional (OTU, por sus siglas en ingles) si tuvieron mas del 98% de similitud.
Este valor permite cierta variacion intraespecifica, asi como errores menores
durante la amplificacion y la secuenciacion, segun lo propuesto por Jarman et al.
(2004).

Como ultimo paso, y para confirmar en las 49 muestras de heces el resultado
de la clonacién en peces, se realizé un PCR anidado con oligonucleotidos familia-
especifico para Mictophidae de la regién 12S del rADN nuclear (Tabla 1). Cada
reaccion de PCR contenia los componentes antes descritos y el ciclo térmico
consistid de 95 °C por 5 min, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 54 °C para
el oligo externo y 50 °C para el oligo interno, por 45 s, 72 °C por 45 s y extension
final de 72 °C por 10 min.

7. RESULTADOS

7.1. DISTRIBUCION Y SEGREGACION ESPACIO-TEMPORAL

En la estacion primavera-invierno durante 1993 a 2008 en el periodo, se
realizé un esfuerzo total de observacion de 82573.57Km dividido entre la zona de
Loreto con 14198.9 Km y la zona de La Paz con 68374.63 mn (Figura 2).
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Figura 2. Variacion temporal del esfuerzo de avistamiento en el SOGC

7.1.1. Distribucidn espacio-temporal

En el SOGC y a lo largo de toda la temporada los datos de abundancia relativa
mostraron diferencias estadisticas significativas entre las ballenas (U= 3898;
p<0.001) e indicaron que existe una dominancia de la ballena azul (0.045
animalesekm-') sobre la ballena de aleta (0.015 animalesskm-'). Cabe notar, que
dicha relacion fue constante desde febrero a abril, mientras que al final de la
temporada la relacion se torno inversa (figura 3). A partir de abril se observa un
decremento en el ndmero de ballenas azules (0.18 animalesskm-') hasta un
minimo para mayo contrastando el incremento dréstico en el numero de ballenas

de aleta (0.035 animalesskm-') observado para el mismo mes de mayo.
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Figura 3. Variacion y comparacion temporal de la abundancia relativa entre la ballena azul
(Bm) y de aleta (Bp) en la época de primavera-invierno al Suroeste del Golfo de California

Al examinar por separado las zonas de muestreo también se observé una
tendencia de mayor frecuencia de aparicion de la ballena azul con respecto a la
ballena de aleta, especialmente en la zona de Loreto, donde la abundancia relativa
fue mas del doble que el detectado en la zona de La Paz (Figura 5 a y b). Esto
indica que Loreto es un area de distribucion relevante para la ballena azul en el
SOGC y que a pesar de que en el mes de mayo el esfuerzo de observacion se
redujo casi a cero (Figura 2), no se puede asegurar que la ballena de aleta
incremente su presencia en el area con la misma tendencia detectada en la zona
de la Paz (Figura 5b).

En la figura 4 se puede observar graficamente que al inicio de la temporada la
ballena azul domina en nimero sobre la ballena de aleta y entre abril y mayo se
empieza a observar un incremento en las apariciones de la ballena de aleta en la

bahia de La Paz.
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7.1.2. Segregacion espacio-temporal

El grado de segregacion espacial por mes varid en ambas zonas estudiadas
(Figura 5¢c y d). En La Paz, la segregacion entre la ballena azul y la ballena de
aleta fue alta en el mes de febrero (SC= 0.81) y descendié conforme avanza la
temporada, registrandose la segregacion mas baja en el mes de mayo (SC= 0.19).
En la zona de Loreto, la segregacion espacial tuvo un comportamiento inverso,
inicié la temporada con valores medios (SC= 0.59) y fue ascendiendo hasta llegar

a la maxima segregacion posible en el mes de mayo (SC=1).

El resultado del coeficiente de segregacion entre las ballenas en el SOGC se
relacion6 con las abundancias relativas de ambas especie (Figura 3) ya que la
segregacion espacial varia dependiendo de la proporcién de animales cercanos en
una misma area (Conradt, 1998). Por ejemplo, en la zona de Loreto se observo un
alto coeficiente de segregacion, ya que la abundancia relativa de una especies con
respecto a la otra fue mucho mayor, contrariamente, en la Paz los coeficientes de
segregacion fueron medios ya que la abundancia de ambas especies fue
relativamente similar, a excepcion del final de la temporada donde se observa una
mayor mezcla, debido al incremento de ballenas de aleta en el SOGC y al

descenso en nimero de ballenas azules en la misma zona.
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Figura 5. Variacién temporal de la abundancia relativa entre la ballena azul y de aleta en a) La Paz y b) Loreto
y grado de segregacion espacial entre la ballena azul y la ballena de aleta por mes del periodo invierno-
primavera en c) La Paz y d) Loreto.

7.2. ANALISIS DE REMANENTES DUROS EN HECES

La materia organica correspondié a mas del 90 % en los elementos mayores y
no fue posible identificarla. Aproximadamente el 2 % de los remanentes fueron
restos de acantocéfalos, decapodos, insectos, fragmentos de esponjas, moluscos,
asi como una vértebra y huevos de peces pequefios. Estos fueron contemplados
como presas esporadicas de las muestras, por lo tanto no fueron considerados
para aplicar un indice de ocurrencia o abundancia en el espectro tréfico de cada
ballena. Aunque no es un componente alimentario, el remanente mas comun, en
un 22 % de las muestras de ballena azul y 29 % de las muestras de ballena de
aleta, fueron los parasitos acantocephalos adultos de la familia Polymorphidae
(Rocha-Gosselin, 2009).
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De los elementos menores se encontré6 como Unico componente reconocible
mandibulas de eufausidos, las cuales correspondieron a la especie N. simplex con
un porcentaje de ocurrencia del 100 % y mandibulas del eufausido Euphausia
eximia, fueron Unicamente detectadas en muestras de ballena azul, con un
porcentaje de ocurrencia < 7.5 %. Este resultado confirma a N. simplex como
principal presa de ambas ballenas en el SOGC. Aunque el numero de mandibulas
en cada muestra es considerable, no supera a mas del 10 % de la materia
organica encontrada, por lo tanto, mas del 90 % del remanente fecal es materia

organica amorfa imposible de identificar morfolégicamente.

Mediante la regresion lineal propuesta por Del Angel-Rodriguez (1997) se
estimo la longitud total de los eufausidos ingeridos, a partir de la longitud total de
7800 mandibulas de N. simplex extraidas de las muestras fecales. Los resultados
muestran tallas de los estadios entre 2 a 16 mm (Figura 6) lo cual indica que los
rorcuales consumen larvas (< 6 mm) juveniles (6 a 7 mm) y adultos (> 8 - 16 mm)
(Lavaniegos-Espejo, 1995) pero en una mayor proporcion de juveniles y adultos
de entre 8 y 10 mm. Aunque se encuentren representadas todas las clases de
edades de N. simplex en la dieta de las ballenas, el 35 % de las muestras
presentan una distribucidon bimodal, debido a que la frecuencia de aparicién de las
tallas que representan la transicion de juveniles a adultos (7 a 8 mm) se vio

reducida (Anexo 2y 3).
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Figura 6. Histogramas de frecuencia de la longitud total de N. simplex ingeridos por la ballena azul y la

ballena de aleta

36



Se hallaron diferencias significativas (Tabla 2; U= 1962796; p<0.001) en las
tallas de N. simplex consumidas por los rorcuales entre las zonas estudiadas. En
la zona de La Paz se registraron en promedio las mayores tallas (x= 7.86) y en la
zona de Loreto las menores (x= 7.29). Por lo tanto, se separaron las muestras
entre las zonas para realizar la comparacion interespecifica de forma
independiente. Con resultados significativamente diferentes entre los rorcuales en
cada una de las zonas (tabla 2). El andlisis de varianza mensual indicé variabilidad
entre las tallas a lo largo de la temporada (figura 7) y se hallaron diferencias
significativas para la zona de La Paz (H:7; n= 4181; p<0.001) en los meses de
febrero (B. musculus x: 7.5, s= 1.0 y B. physalus x: 8.35, s=1.25) y mayo (B.
musculus x:7.1, s= 1.3 y B. physalus x: 7.6, s=1.0). Debido a que en la zona de
Loreto no se obtuvieron muestras de las dos especies en toda la temporada, solo
se pudo comparar el mes de febrero (B. musculus x: 6.6, s= 1.6 y B. physalus x:
7.5, s=1.4). Como generalidad las mayores tallas ingeridas por ambos rorcuales se
encontraron en el mes de marzo en la zona sur (B. musculus x:8.7, s= 2.8 y B.
physalus x: 8.35, s=1.25).

Tabla 2. Comparacién de las tallas de N. simplex consumidas (mm) por B. musculus y B. physalus en la zona
La Paz y zona Loreto y ambos rorcuales en cada zona independientemente.

U p X (mm) S

Loreto vs La Paz Loreto La Paz Loreto La Paz

1962796 <0.01 7.86 7.29 145 1.15
LaPaz B.musculus B.physalus B.musculus B.physalus
B. musculus vs B. physalus

1005812 0.003 7.9 7.6 15 1.25
Loreto
B. musculus vs B. physalus

259396.5 <0.01 6.8 7.51 15 15

La variabilidad en la poblacion analizada es muy amplia (tabla 2), asi que,
aunque existan diferencias significativas en las tallas de N. simplex ingeridas por
las ballenas, se encuentra un alto grado de incertidumbre en el analisis con
diferencias significativas que no logran separar a los eufausidos en diferentes

clases de edades.
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Figura 7. Comparacion de las tallas de N. simplex consumidas (mm) entre B. musculus y B. physalus en
la zona La Paz y zona Loreto.

7.3. ANALISIS DE ESCATOLIGIA MOLECULAR
7.3.1. Extraccion de ADN

La pureza del ADN extraido se evalué con un espectrofotbmetro lector de
absorbancia y en todos los casos se obtuvo ADN de alta pureza, con valores que
oscilaban entre los 18.23 y los 26.03 pug *ml-*. Por lo tanto, se consideré que el
proceso de extraccion produjo un ADN de buena calidad y cantidades suficientes

para proceder con el analisis.
7.3.2. Amplificacion por PCR, clonacién y secuenciacion

Los pares de oligonucledtidos Pztelel6S; Copep28S y EufaLSU amplificaron
ADN en los 10 grupos compuestos examinados. De esta forma, el analisis de PCR
confirmo la presencia de eufausidos (Figura 8a) como presa de ambas ballenas, y
generd informacion sobre dos nuevos componentes troficos como peces
teledsteos y copépodos, en la dieta de los rorcuales en el SOGC (Figura 8b y c),

los cuales no fueron identificados con el analisis de remanentes duros en heces y
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en ningun estudio previo sobre la dieta de la ballena azul. ElI par de
oligonucleédtidos Cal28S no amplifico el fragmento esperado para calamar en
ninguno de los grupos compuestos analizados (Figura 8d), hecho que descarté la
hipotesis de una posible ingestién de calamares por parte de ambos rorcuales en
el SOGC.

Figura 8. Gel de agarosa al 2 % mostrando el producto de PCR con los oligonucleétidos
a) EufaLSU, b) Pztelel6S, c) Copep28S y d) Cal28S, en los 10 grupos compuestos:
Bm1 hasta Bm8 = muestras de ballena azul y Bpl y Bp2 = muestras de ballena de aleta.
El a E3, Pez, Cop y Call a Cal2 son los controles positivos de las presas evaluadas.
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Para confirmar la presencia de ADN de peces teledsteos y eufausidos en las
49 muestras originales, se corrieron reacciones individuales, obteniendo
resultados positivos de ambas presas para el 100 % de las muestras analizadas
(Figura 9 y 10). Debido a limitaciones logisticas no se pudo realizar un nuevo PCR
para la identificacion de copépodos en las muestras originales, por lo cual, no se
logro identificar el porcentaje general de aparicion. Sin embargo, el resultado de
PCR en los grupos compuestos indicé que tanto la ballena azul como la ballena de
aleta ingieren copépodos.
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Figura 9. Gel mostrando el producto de PCR con el oligonucleétido EufaLSU
en las muestras originales. Muestras 1 a 41 pertenecen a ballena azul y
muestras 42 a 49 pertenecen a ballena de aleta. E1, E2 y E3 son los
controles positivos de eufausidos.
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Figura 10. Gel de agarosa al 2 %mostrando el producto de PCR con el
oligonucleétido Pztelel6S en las muestras originales. Muestras 1 a 41
pertenecen a ballena azul y muestras 42 a 49 pertenecen a ballena de aleta.
Pez es el control positivo para peces teledsteos.

El porcentaje de eficiencia en la clonacion de los productos de PCR para la
ballena azul fue de 26.71 % y para la ballena de aleta 28.57 %. Se extrajeron y
purificaron 27 plasmidos o vectores que contenian las secuencias objetivo para la
identificacion de eufausidos (13 de ballena azul y 14 de ballena de aleta) y 22
plasmidos para la identificacion de peces teledsteos (11 de Ballena azul y 11 de
ballena de aleta). En total, se analizaron 7 secuencias de la amplificacion del
oligonucleétido EufaLSU para eufausidos con un producto esperado de ~ 260 pb
(4 de ballena azul y 3 de aleta) y 9 de Pztelel6S para peces teledsteos con un
producto esperado de ~ 100 pb (5 de ballena azul y 7 de ballena de aleta).

El algoritmo Blast indicé significancia estadistica, con valores probabilisticos
(E-value) menores a 0.05 (provocados al azar) entre las alineaciones de las
secuencias amplificadas de eufausidos y las reportadas en la biblioteca de genes
del NCBI. Las mayores coincidencias fueron con las secuencias correspondientes
al gen LSU nuclear de las especies Euphausia superba (niumero de acceso al taxa
de NCBI AF169717.2, Jarman et al, 2000), Meganyctiphanes norvegica

(AY744900.1, Giribet et al., 2005) y Nematoscelis megalops ( AF296709.1,
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Jarman, 2001). Esto mismo sucedi6 con las secuencias para peces teledsteos, las
cuales coincidieron en su totalidad con secuencias del gen 16S del rADN
mitocondrial, Unicamente de la familia Mictophidae entre todas las posibles
familias de peces teledsteos. Las mayores similitudes coincidieron Krefftichthys
anderssoni, Tarletonbeania taylori (AB042176.1 y AB042185.1, Yamaguchi et al.,
2000a) y Diaphus luetkeni (AB055887.1, Yamaguchi et al., 2000b).

Dichas secuencias pertenecen a organismos reportados por diferentes autores
en el banco de genes del NCBI, la mayoria con patrones de distribucion
circumpolar, y su similitud con las secuencias objetivo se debe considerar como
representativa para un taxén, mas no como referencia de la especie misma,
debido a que no se han reportado los genomas correspondientes a la
amplificacion de cada oligonucledtido de las posibles especies presa del Golfo de
California, las cuales podrian haber tenido una coincidencia mayor con las

secuencias objetivo.

El andlisis de NJ agrupé en un Unico taxdn las secuencias obtenidas del
oligonucledtido EufaLSU con la secuencia de referencia AF169717.2 (Figura 11) y
las secuencias para la familia Mictophidae se agruparon en dos taxones diferentes
con las tres secuencias de referencia (Figura 11). Esto indica que las presas de la
ballena azul y de la ballena de aleta corresponden a tres diferentes unidades

taxonomicas operacionales (OTU).
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Figura 11. Arbol filogenético elaborado a partir del algoritmo “neighbour joining”. Se muestra el grado de
similitud entre las secuencias objetivo de las presas de ballena azul y de aleta y las secuencias de referencia.
Los valores de cada rama del arbol indican tres diferentes OTU con un porcentaje de similitud mayor al 98 %.
El nombre de los clones o secuencias objetivo son: Eu para eufausidos y Pz para peces tele6steos y las
secuencias de referencia se reportan con los nimeros de acceso al taxa del banco de genes de NCBI.

Se realizé un ultimo PCR con el oligonucleotido familia-especifico Micto12S,
para identificar el porcentaje de aparicion de mictofidos en las 49 muestras
originales. El resultado obtenido fue de 97.6 % de aparicion en las muestras
fecales de la ballena azul y de un 100 % de apariciébn en las muestras de la
ballena de aleta (Figura 12). La ausencia de amplificacion en la muestra de
ballena azul (muestra 38), puede deberse a que efectivamente ese rorcual no
ingirid mictofidos previamente a la recoleccion de sus heces, o también, pudo

deberse a un error humano (i.e. pipeteo) o enzimatico durante el proceso de PCR.
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Figura 12. Gel de agarosa al 2% mostrando el producto de PCR con el
oligonucledtido Pztelel16S en las muestras originales. Muestras 1 a 41 pertenecen a
ballena azul y muestras 42 a 49 pertenecen a ballena de aleta. Pez es el control
positivo para peces teledsteos.

8. DISCUSION

Relacionar informacion sobre detalles alimentarios, datos de abundancia y de
distribucion para varias especies, provee una valiosa plataforma para el
entendimiento de la organizacion del ecosistema y el andlisis de las relaciones
interespecificas (Gonzalez-Solis et al., 2008; Yvon-Durocher et al., 2008). Con el
fin de realizar una interpretacion sobre estos temas para la ballena azul y la
ballena de aleta en el SOGC, la presente discusién se dividira en un analisis sobre
la dieta, la distribucion y segregacion espacio-temporal y se considerara la
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posibilidad de sefalar a estos grandes rorcuales como potenciales indicadores del

ecosistema.

8.1. DIETA DE DOS RORCUALES SIMPATRICOS

La combinacion de dos meétodos independientes para el andlisis trofico
(escatologia molecular y remanentes duros en heces) permitio identificar y
enumerar con detalle la dieta ingerida por un depredador, ademas de que puede
ser utilizada para cuantificar la proporcion de los componentes ingeridos (Deagle
et al., 2005; Deagle & Tollit, 2007; Casper et al., 2007a y 2007b). Aungque no se
determino la abundancia de cada componente, el analisis de remanentes duros en
heces confirmé al eufausido N. simplex como principal componente trofico para
ambas especies en la época de invierno-primavera en el SOGC (Gendron, 1990,
Del Angel-Rodriguez, 1997 y Mejia-Acosta, 2003). Por otro lado los eufausidos
fueron la Unica presa que se detectd en ambas especies de ballenas con ambos

métodos para todas las muestras analizadas.

Es frecuente observar que la ballena azul y la ballena de aleta compartan la
misma dieta de eufausidos en el Pacifico Norte (Nemoto, 1957), Atlantico Norte
(Gaskin, 1982; Watkins et al., 1984), Océano indico (Branch et al., 2007) Océano
Austral (Jarman et al., 2002; 2004) y Golfo de California (Del Angel-Rodriguez,
1997). Sin embargo, la ballena de aleta es considerada como una especie
generalista y oportunista (Gaskin, 1982; Notarbartolo-Di Sciara et al., 2003) que
puede alimentarse de peces, copépodos y calamares (Nemoto, 1957) y puede
presentar flexibilidad tréfica cuando sus principales presas escasean (Ben-David
et al., 1997 y Jaume-Schinkel, 2004), mientras que la ballena azul es ampliamente
considerada como una especie estenéfaga (Nemoto, 1957; Gaskin, 1982; Yochem
& Leatherwood, 1985).

Con el analisis de remanentes duros en heces se identificaron
esporadicamente restos de dificil asignacidon taxonémica como decapodos,

insectos, restos de esponjas, moluscos y una veértebra de pez. Sin embargo,
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fueron tan escasos que no se consideraron componentes alimentarios y su
presencia podria deberse a la enorme cantidad de agua que las ballenas filtran en
su alimentaciéon. Aunque no sea un componente tréfico, lo mas abundante entre
los elementos mayores fueron endoparasitos acantocéfalos de la familia
Polimorphidae (Rocha-Gosselin, 2009), que habitan en el tracto intestinal de los
mamiferos marinos y que pueden provenir del consumo de eufiusidos. Este
mismo resultado coincide con lo que reportdé Mejia-Acosta, (2003) para ballenas
azules en la misma area de estudio. Con respecto a la carga parasitaria de la dieta
de ambos rorcuales N. simplex tiene una alta diversidad de parasitos que consiste
en cinco tipos de ectoparasitos y siete tipos de endoparasitos incluyendo los

acantocéfalos de la familia Polimorphidae (Gémez-Gutiérrez et al., 2010).

Por si solo, el analisis de remanentes duros en heces puede subestimar la
dieta de los depredadores (Casper et al., 2007b), y es dificil reconocer especies
altamente digeribles como peces o0 calamares que estdn compuestas en gran
medida de agua. Casos similares se han detectados en cachalotes (Physeter
macrocephalus) (Smith & Whitehead, 2000) y ballena jorobada (Megaptera
novaeangliae) (Kieckhefer, 1992). Por lo tanto, el andlisis de escatologia
molecular, que es mas sensible para identificar a las presas presentes en las
heces, reveld un mayor espectro tréfico del que se habia supuesto para estos

rorcuales en el Golfo de California.

Se logré identificar un consumo generalizado para ambos rorcuales de dos
nuevos componentes troficos en el Golfo de California, los copépodos, y peces de
la familia Mictophidae. Como se menciond anteriormente son presas que se han
reportado para las poblaciones de ballena de aleta particularmente en el Pacifico
norte, pero que no habian sido detectados en la poblacion residente del Golfo de
California. En el caso de la ballena azul, la presencia de estos nuevos
componentes no han sido reportados para ninguna poblacion en el mundo.
Kawamura (1980) hizo una revision sobre el alimento de varios balaenopteridos y
encontré que la ballena azul también podria incorporar casualmente copépodos y

peces, dichos eventos esporadicos no cambiaron la percepcion generalizada de
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que es una especie estenofaga. El hecho de que se identificO ADN de mictéfidos
en todas las muestras y ADN de copépodos en todos los grupos compuestos,
indica un consumo importante de dicho componente trofico (Deagle et al., 2005;
Casper et al., 2007a;b). No obstante hasta que no se conozcan las proporciones
relativas de estas presas, no se podra valorar la importancia de estos dos nuevos

componentes alimentarios en la dieta.

Es importante destacar que uno de los beneficios de utilizar la escatologia
molecular es la posibilidad de deteccion de cualquier presa sin que importe su
integridad morfologica (Masland et al., 2010). Basandose Unicamente en datos del
analisis morfolégico en heces se hubiera podido presentar una subestimacién
sobre la composicion trofica de las ballenas en el SOGC. En conclusion el andlisis
morfologico sugiere que los animales consumen una dieta monoespecifica, pero la

inclusion de datos moleculares, sugieren que la dieta es mas diversa.

8.2. DISTRIBUCION Y SEGREGACION ESPACIO-TEMPORAL

Una de las categorias conceptuales de las relaciones interespecificas entre
especies simpatricas y con dietas altamente similares es la interaccion de
competencia. Sin embargo, existen formas que permiten la coexistencia de dos
especies semejantes en una misma zona geografica (Praca & Garnier, 2008). Una
de ellas es la segregaciéon espacio-temporal (Howard & Harrison, 1984; Whitehead
et al., 2003), la cual se basa en que entre mayor similitud haya entre las especies
(i.e. equivalencia entre biomasa corporal, dieta y distribucién), menor sera su
superposicion geografica o de habitat y mas vulnerable sera su coexistencia en la
zona de superposicion (Kauffman, 1993).

El conocimiento referente a la segregacion de habitat en cetaceos se ha
obtenido sobre todo por modular la respuesta del movimiento de los animales a las
condiciones ambientales (Nicol et al., 2000; Etnoyer et al., 2004; Ferguson, 2005;

MacLeod et al., 2005; Ballance et al., 2006), lo cual ha permitido la identificacion y
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diferenciacion de habitat o la especializacion 6 diversificacion de su dieta (Piatt et
al., 1989 ; Shane, 1995; Whitehead et al., 2003; Praca & Garnier 2008).

Los resultados sobre la alimentacion de la ballena azul y de aleta en el SOGC
indican que ambos rorcuales tienen practicamente el mismo espectro troéfico,
debido a que es exactamente igual la composicion de su dieta, o que puede
favorecer a una posible competencia interespecifica. La similitud sugiere que
podrian compartir zonas de alimentacion, y aunque durante invierno y primavera el
SOGC se ha documentado como zona de alimentacion para las dos especies, los
resultados de distribucién indican que se alternan en el uso de la zona. La relacion
entre la abundancia relativa de la ballena azul con respecto a la ballena de aleta
es inversa (Figura 3) y las abundancias relativas fueron opuestas a lo largo de
toda la temporada. Estas diferencias son indicio de que se presenta una
segregacion temporal en el movimiento de las ballenas dentro del area de estudio,
lo que apoya las conclusiones de Del Angel-Rodriguez (1997) para la Bahia de La
Paz.

Si bien, la composicién de las presas por ambos rorcuales es la misma, el
analisis de varianza indica diferencias significativas en las tallas ingeridas entre las
especies pero con una desviacion estandar elevada (Tabla 2). Lo que sugiere que
no se puede asumir una selectividad o segregacion por parte de los rorcuales a un
grupo de talla especifico y que las diferencias encontradas posiblemente se debe
a que las ballenas estan segregadas espacial y temporalmente o a que existen
otros factores, como temperatura, oxigeno disuelto y productividad, que afectan la
distribucion de los eufausidos (Tremblay, 2008). Las diferencias de tallas
encontradas entre los meses de febrero a mayo podrian corresponder al
crecimiento ontogénico de N. simplex en el SOGC, lo cual coincide con que en la
zona de La Paz las mayores tallas de eufausidos ingeridos se observen en el mes
de marzo donde se reporta un incremento de adultos de N. simplex (De Silva-
Davila y Palomares-Garcia, 2002). Mackintosh (1974) también observa una
variacion temporal en la talla de de Euphausia superba ingerida por ballenas

azules en la Antartida.
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La segregacion entre ambos rorcuales ha sido identificada en la Bahia de La
Paz (Del Angel-Rodriguez, 1997; Pardo, 2009) y en una vision general de todo el
golfo por Chavez-Andrade (2006). La integracion de la informacién sobre
condiciones oceanogréficas y aprovechamiento de los posibles recursos bidticos
presentes en el area, permitieron identificar diferencias en el habitat espacial
(Chavez-Andrade, 2006) y temporal (Pardo, 2009). El presente trabajo identifica el
grado de segregacion entre las dos ballenas en el SOGC, el cual vario en espacié
y en tiempo posiblemente en funcion del movimiento de los rorcuales dentro del

area de estudio (Figuras 4y 5).

Gendron (2002) indico que las ballenas azules empiezan a llegar al Golfo de
California a inicio de invierno, y su permanencia en el Golfo de California se puede
prolongar hasta el mes de junio. Desde su entrada al Golfo las mayores
concentraciones de ballena azul se encuentran en zonas profundas y oceanicas y
no se observa ninguna afinidad especifica con alguna region del mismo (Chavez-
Andrade, 2006). Su distribucion se relaciona directamente con las zonas de mayor
abundancia de N. simplex (Gendron, 2002, Chavez-Andrade, 2006). En contraste
para la ballena de aleta, ain son controversiales los movimientos intra-anuales en
el Golfo de California. Recientemente se ha propuesto es que la poblacién
residente del Golfo se subdivide en manadas de migracion-alimentacion, que
tienen movimientos independientes por distintas localidades (Martinez-Villalba,
2008). Las hipotesis mas conservadoras coinciden con que en invierno y
primavera se concentra la poblacién en la zona norte y centro del Golfo (Rojas-
Bracho, 1984; Gallo-Reynoso, 1984, Gendron, 1993; Urban et al., 2005) y a finales
de primavera e inicios de verano puede desplazarse hacia el suroeste del Golfo
(Gendron, 1993; Jaume-Schinkel, 2004) o bien, seguir concentrada en el centro,
concretamente en el area del cinturdn insular y el canal de ballenas (Rojas-
Bracho, 1984; Tershy et al., 1990; Tershy et al., 1993; Gallo-Reynoso et al., 2005)
mientras que en otofio la poblacidon se agrupa en la costa occidental y de nuevo

hacia el norte y centro del Golfo de California (Rojas-Bracho, 1984).
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La relacion entre el coeficiente de segregacion y la abundancia relativa indica
gue hay una alternancia especifica en el uso del SOGC. Desde febrero a abril la
ballena azul domina en abundancia, hecho que infiere sobre los altos valores de
segregacion espacial registrados para esos meses. No obstante, a partir de abril
cuando la ballena azul empieza a dejar el Golfo de California (Gendron, 2002) la
segregacion empieza a disminuir hasta llegar al punto minimo en mayo, lo cual
sugiere un desplazamiento de la ballena de aleta hacia el sur del Golfo (Figura 4),
como lo proponen Gendron (1993) y Jaume-Schinkel (2004). La misma
superposicion geografica observada en esta época, posiblemente también se
presente a inicios de invierno cuando la ballena azul entra al Golfo de California; lo
cual podria permitir una relacion interespecifica més directa y posiblemente tanto
al inicio como al final de la temporada migratoria de la ballena azul en el Golfo de
California, sean puntos criticos de interferencia pasiva que definan la segregacion

entre las dos ballenas en el resto de la temporada.

8.3. CONCEPTOS DEL ECOSISTEMA BASADO EN LA DIETA DE LOS
RORCUALES

La complejidad del ecosistema marino ha forzado a los ecologistas a
desarrollar novedosos métodos alternativos para registrar el cambio ambiental.
Uno de ellos se basa en utilizar especies significativas en el ecosistema que
pueden indicar la dinamica de los mismos (Hilty & Merenlender, 2000). Los
mamiferos marinos son considerados por muchos autores como eficientes
“centinelas” marinos, debido a que son longevos, tienen una amplia distribucion y

son bioacumuladores de toxinas (Bossart, 2006).

El analisis de remanentes duros en heces identific6 que el 35% de las
muestras analizadas tienen un comportamiento bimodal con lo que respecta a la
talla de N. simplex, debido a que se detecta una menor proporcion de las tallas de
7 a 8 mm ingeridas por los rorcuales, que corresponden a la primera madurez
sexual de la especie (Lavaniegos-Espejo, 1995). EI comportamiento migratorio de

los eufausido en la columna puede estar relacionado con las actividades
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reproductivas (Nicol, 1984 Gendron, 1992; Tarling, 2003) y se pueden observar
enjambres superficiales de reproducciéon (Nicol, 1984 Gendron, 1992) y diferentes
tallas modificas por el desove y la actividad de muda (Tarling, 2003). Por lo tanto
en los eventos reproductivos algunas tallas pueden encontrarse en menor
proporcién, sobre todo las intermedias. Sin embargo, la generalidad indican que N.
simplex en el Golfo de California esta integrado en un estrato no mayor a los 400
m donde realiza una distribucion vertical limitada con respecto a otras especies de
eufausidos (Tremblay, 2008), lo cual coincide con la variabilidad de tallas de N.
simplex observada en la dieta de los rorcuales.

La dieta de la poblacion de ballena de aleta en el Pacifico norte se basa en
zooplancton. Principalmente consumen eufausidos seguidos, en una proporcion
menor de copépodos. Este comportamiento esta atribuido a las tendencias de
alimentacion descritas para la especie y a la abundancia de ambos componentes
en las aguas del Pacifico norte (Nemoto, 1957; 1959; Flinn et al., 2002). Los
mismos autores indican presencia de peces en los contenidos estomacales pero
con bajos porcentajes de ocurrencia en cientos de estbmagos analizados (< 5 %).
Esto coincide con los valores de ocurrencia registrados por Del Angel-Rodriguez

(1997) quien encontroé restos de peces en dos de 28 muestras fecales.

En cambio, la dieta de la ballena azul en el pacifico norte es descrita como
estendfaga, debido a que los estdbmagos fueron compuestos de eufausidos como
elementos de su dieta (Nemoto, 1957; 1959). Sin embargo, en el Golfo de
California Del Angel-Rodriguez (1997) encontré en una muestra otolitos de peces
de la familia Myctophidae, coincidiendo con el resultado del presente trabajo.

Las ballenas zooplanctéfagas pueden consumir varias toneladas diarias de
eufausidos y se estimo que pueden filtrar un aproximado de 32.000 m? de agua en
8 horas de ingestién a una velocidad promedio de 40 kmeh™ (Brodie et al., 1978).
En dicha filtracion es factible que puedan incorporar componentes ajenos a su
propia dieta, especialmente otros integrantes del mesozooplancton y sus
depredadores mas pequefos. Esta alimentacibn de acompafiamiento es una de
las hipotesis que se proponen para explicar la aparicion de ADN de copépodos y
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mictofidos en las heces de la ballena azul considerada estenofaga (Gaskin, 1982;
Yochem & Leatherwood 1985) y de la ballena de aleta un poco mas eurifaga, pero
gue hasta la fecha no se ha demostrado la presencia de presas diferentes a los

eufausidos en el Golfo de California (Del Angel-Rodriguez, 1997).

En el Golfo de California, los copépodos son un componente abundante y en la
mayor parte de los casos es el grupo mas diverso e importante en el
mesozooplancton (Alldredge et al.,, 1984; Jiménez-Perez y Lara-Lara, 1988).
Adicionalmente, las larvas de mictéfidos Benthosema panamense y Triphoturus
mexicanus figuran en esta comunidad, como el primer componente
incioplanctonico mas abundante del Golfo de California (Avalos-Garcia et al.,
2003; Aceves-Medina et al., 2004). Esto coincide con el resultado obtenido con
base al andlisis “neigbour joing” de las heces, que indica la presencia de dos
unidades taxonomicas diferentes de la familia Myctophidae (Figura 11). Sin
embargo, dentro de la comunidad larval de mesopelagicos en el Golfo de
California, la especie Vinciguerria lucetia de la familia Phosichthyidae, se
encuentra en densidades equivalentes a la de los mictéfidos (Avalos-Garcia et al.,
2003). Por lo tanto, bajo la misma premisa de alimentaciéon de acompafamiento,
se hubiera esperado encontrar ADN remanente de esta especie, teniendo en
cuenta que el oligonucledtido que se us6 para amplificar a peces reconocia

cualquier secuencia del gen 16S de la infraclase Teleostei.

El ADN de copépodos encontrado en las heces de las ballenas podria ser
también el resultado del alimento de los mictéfidos ya que en el dia los copépodos
son su principal presa. Pero durante la noche, en su migracién nocturna hacia la
superficie, el primer componente en la dieta de los mictéfidos son los eufausidos
(Raymont, 1983; Furuhashi & Simazaki, 1989; Uchikawa et al., 2002; Kosenok et
al., 2006). Basado en esto podria argumentarse que la presencia de mictofidos en
las heces de las ballenas se debe a una filtracién incidental de grupos de
mictofidos alimentandose de eufausidos. Sin embargo, también hay otras especies
del Golfo de California, que se alimentan de eufausidos, e.g. especies de la familia

Clupeidae (Murphy et al., 2007), las cuales tendrian la misma probabilidad de ser
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ingeridas por las ballenas y de aparecer en el analisis de escatologia molecular.
Por lo tanto, si el resultado del analisis hubiera sido Unicamente un reflejo de
depredacion incidental, se esperaria haber detectado, por lo menos otras especies
diferentes a los mictofidos o quiza éstos en una proporcion menor al 98% de las

muestras analizadas.

Por lo tanto, si las ballenas se estan alimentando de peces o copépodos en su
dieta, surge la incognita de por qué en zonas del pacifico norte, donde se han
hecho analisis directos del contenido estomacal de la ballena azul y de la ballena
de aleta no se han identificado restos frecuentes de estas presas (Nemoto, 1957),
0 en zonas del océano austral donde los andlisis de ADN muestran que las
ballenas azul y de aleta se alimentan exclusivamente de eufausidos (Jarman et al.,
2002; 2004).

Una posible explicacion podria sustentarse en las marcadas diferencias
latitudinales en la densidad de los eufausidos que se encuentran en las zonas
subtropicales con respecto a las zonas polares (Saunders, 2007). Brinton et al.
(1986) propusieron que los niveles de biomasa de eufausidos en el Golfo de
California, son intermedios entre las elevadas densidades promedio de la
Corriente de California y zonas relativamente menos productivas del Pacifico
Oriental Tropical. Lo cual llevaria a suponer que para que las ballenas obtengan la

energia requerida, podrian ampliar su espectro trofico.

Esta hipdtesis se asemeja a lo propuesto por Collins et al. (2008) quienes
afirman que los mictéfidos juegan un rol importante en la ecologia del océano
Austral cuando las densidades de eufausidos disminuyen, ya sea estacionalmente
o inter-anualmente. Aunque se ha descrito al océano Austral como un ecosistema
dominado por el eufausido, Euphausia superba, sus biomasas en invierno pueden
decaer de un 50 a un 80% y es cuando los mictéfidos proporcionan una alternativa
importante a muchos depredadores dependientes de este eufausido.

Alrededor del mundo los mictéfidos son peces dominantes en las comunidades

mesopelagicas, siendo voraces depredadores del mesozooplancton y a la vez
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consumidos por peces, mamiferos y aves marinas (Lowry et al., 1990; Markaida &
Sosa-Nishizaki, 2003). La densidad de mictéfidos en todos los océanos es basta y
se ha llegado a afirmar que en numero superan las mayores abundancias de
cualquier vertebrado marino (Ahistrom et al., 1976). Sin embargo, son pocos los
estudios que se han realizado en el Golfo de California sobre la fase adulta de
estos animales y la densidad de su biomasa aun es desconocida (com. pers. R.
Funes, 2010). Las dos especies que dominan la comunidad de mictéfidos en el
Golfo (B. panamense y T. mexicanus) pueden hacer migraciones verticales
nocturnas por encima de los 200 m (Robinson, 1972; De la Cruz-Aguero, 1992), lo

cual los hace susceptibles a un eventual consumo de los rorcuales.

Aungue en el Golfo de California se ha reportado que la biomasa de N. simplex
es alta (Martinez-Gémez, 2009) cabe la posibilidad de que los mictéfidos sean un
componente energéticamente significativo para las poblaciones de ambos
rorcuales en el SOGC. Tershy (1992), propone que la captura de peces implica un
gasto energético mayor a la de eufausidos debido a las diferencias en sus
agregaciones y a la velocidad de nado de un grupo con respecto al otro. Pero, ese
gasto se reditia porque el contenido calorimétrico de los peces es mas elevado
(1.1 — 1.5 Kcal*kg™) que el reportado para eufausidos (0,98 kcalekg™). El estudio
supone que las ballenas pueden reflejar en sus heces una ampliacién tréfica por la
diferencia de la biomasa de eufausidos en zonas subtropicales con respecto a

zonas polares.

Un monitoreo sobre la dieta de los rorcuales enfocado en el andlisis fecal
podria dar indicios de la salud de los animales y su respuesta a cambios en el
ecosistema. Brodie et al. (1978) sugieren que a partir de la dieta de ballenas
azules en el Atlantico norte se podrian inferir aspectos sobre la abundancia y
distribucion de los eufausidos. Los resultados del presente trabajo indican la
magnitud de la informacidn que se puede obtener a partir de la dieta de las
ballenas y aunado con estudios dirigidos a sus presas se podria generar un marco
ambiental enfocado al manejo y conservacion de la ballena azul y la ballena de

aleta en el Golfo de California.
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9. CONCLUSIONES

1. Durante el invierno-primavera existe una segregacion del habitat en la region
SOGC entre la ballena azul y la ballena de aleta, coincidiendo con lo reportado
por Del Angel-Rodriguez (1997) y Pardo (2009), para la bahia de La Paz en el
periodo de 1993-1995 y 2007-2008.

2. El analisis de estructuras duras en heces confirmé que el eufausido N. simplex,
es la principal presa de la ballena azul y la ballena de aleta durante la

temporada invierno-primavera, en el SOGC

3. Existe una alta variabilidad en las tallas del eufausido N.simplex consumidas
por ambos rorcuales en el suroeste del Golfo de California, lo cual representa la
variabilidad en la columna de agua de N. simplex en la zona y puede suponer
que las estrategias alimentarias de los rorcuales sean las mismas o que
variables ambientales, no contempladas, que condicionan la distribucion de los
eufausidos afectan la interpretacion de los resultados.

4.El grado de segregacion espacial entre las ballenas azules y de aleta mostro
variacion importante, altos indices de segregacion en febrero y marzo y
relativamente bajos en abril y mayo inducido por un posible desplazamiento

norte-sur de las especies en el SOGC.

5. El estudio molecular identifico que la composicion tréfica de ambas especies de
rorcuales consiste en una unidad taxonémica operacional de eufausidos, dos de

mictofidos y miembros del grupo de los copépodos.

6.La combinacién de dos métodos independientes como la escatologia molecular
y los remanentes duros en heces, sirvieron para describir la estructura trofica de

las ballenas en el SOGC.
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7.El presente y trabajo sugiere que las ballenas adoptan una estrategia de
segregacion espacial y temporal para evitar una eventual competencia

alimentaria en el SOGC.

10. RECOMENDACIONES

1.Con el fin de seguir usando los oligonucleétidos que permitieron obtener los
resultados en el presente trabajo, se recomienda determinar la secuencia del
gen 16S para las especies mesopelagicas dominantes en el Golfo de California,
28S para la comunidad de copépodos y la subunidad larga del ADN nuclear
para N. simplex, Euphausia eximia y Nematoscelis difficilis. Esto permitira

identificar las especies que hacen parte de la dieta de los rorcuales.

2.Es necesario determinar la proporcién ingerida entre los tres componentes
troficos. Para esto se recomienda implementar la metodologia de PCR en
tiempo real (QPCR), que ademas de amplificar los productos, cuantifica de forma
relativa el producto de la amplificacion. Esto se deberia hacer a partir de un
modelo conceptual que incluya el volumen de agua ingerido y los requerimientos
energéticos de cada especie de rorcual para determinar las densidades de cada

componente tréfico.

1. Todavia existen numerosas dudas sobre la dieta de la ballena de aleta en la
época de verano, por lo tanto se recomienda iniciar un esfuerzo de muestreo
enfocado en recolectar heces de esa temporada en el Golfo de California, para
realizar un analisis de escatologia molecular. También se recomienda comparar

la dieta de ambos rorcuales en una mayor parte del Golfo de California.

2. Por medio del coeficiente de segregacién se recomienda identificar los puntos

de superposicion geografica entre los rorcuales en el Golfo de California.
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3. Para identificar si existe una relacion interespecifica a magnitudes fisicas entre
la ballena azul y la ballena de aleta, se recomienda iniciar estudios etolégicos
que analicen el comportamiento de ambas ballenas en las épocas y zonas
congregacion, por ejemplo de abril a mayo entre las grandes islas y el SOGC.
Una posible fuente de informacion podria ser analizar si se presenta una
variacion entre las vocalizaciones de las ballenas en tiempo de segregacién y en

tiempo de baja segregacion.

4. Muchos estudios proponen considerar la masa corporal de los animales para
determinar la estructura y los patrones del nicho. Por lo tanto para analizar con
mas detalle las relaciones interespecificas entre estas dos especies de ballenas
y el flujo de energia entre el depredador y la presa, se recomienda integrar, en
modelos ecoldgicos, variables cuantitativas de la dieta, la densidad y la

biomasa.
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ANEXO 1

Diferencias entre las mandibulas de N. simplex y N. difficilis basadas en las
caracteristicas reportadas por Mauchline (1967). Imagenes cedidas por M.C. Jorge
Del Angel.
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Histogramas de frecuencia de las 16 muestras fecales usadas en el analisis

ANEXO 2

morfolégico de estructuras duras en heces de Balaenoptera physalus
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ANEXO 3

Histogramas de frecuencia de las 24 muestras fecales usadas en el analisis
morfolégico de estructuras duras en heces de Balaenoptera musculus
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