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RESUMEN

En el presente trabajo se realiza un estudio de la estructura de poblaciones en
cuatro especies de ceticeos del Archipiélago Canario desde un punto de
vista genético. Dos de las especies son residentes, el delfin mular (Tursiops fruncatus) y el
calderén tropical (Globicephala macrorhynchus) y las otras dos, son especies transetintes, el
delfin comn (Delphinus delphis) y el rorcual tropical (Balaenoptera edens). Para estas especies,
se han secuenciado aproximadamente 400 pares de bases (pb) de un marcador
mitocondrial, la regién control o D-loop. Ademds, para un total de 9 especies de ceticeos,
7 odontocetos y 2 misticetos, se han secuenciado dos genes mitocondriales, el COI y el
NADHS, que hasta el momento no habifan sido descritos para la mayoria de ellas, con el

fin de establecer las relaciones filogenéticas entre las mismas.

En la regién D-loop, los valores de diversidad nucleotidica fueron del 1,7% en el
delfin mular, del 0,4% en el calderén tropical, del 1,5% en el delfin comin y no se hall6
variabilidad en las muestras de rorcual tropical analizadas. Se encontraron 31 haplotipos
distintos en las 42 muestras de delfin mular. Todos ellos fueron exclusivos del
Archipiélago Canario. En el calderén tropical el nimero de haplotipos fue 11 en 33
muestras analizadas. Uno de ellos coincidié con un haplotipo descrito para el Océano
Pacifico. Para las 28 muestras de delfin comin se describieron 21 haplotipos,
coincididendo uno de ellos con un haplotipo hallado previamente en el Mar Negro. El
tinico haplotipo hallado en las 8 muestras de rorcual tropical, que es la primera
descripcién genética de esta especie en el Océano Atlantico, fue igual a uno del Océano

indico.

La poblacién canaria de delfin mular est subdividida en dos grupos atendiendo a

la afinidad que muestra hacia otras poblaciones descritas previamente. Asi, el grupo
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Canarias Tt-1 estd mas relacionado con poblaciones atlanticas mientras que el grupo
Canarias Tt-2 es mas cercano a poblaciones chinas. Los valores de distancia genética de
la poblacién canaria con otras poblaciones de los morfotipos Tursiops truncatus 'y Tursiops

aduncus apoyan la teorfa de que ambos podrian ser especies distintas.

En el calderén tropical se ha comprobado la existencia de dos grupos
genéticamente distintos que tienen cierta correspondencia con las 4reas de muestreo
Tenerife y Gran Canaria, pero entre los que existe flujo genético puesto que comparten
los haplotipos mas frecuentes. Para esta especie se ha detectado en Canarias, una
variabilidad genética 8 veces superior a la descrita para las poblaciones atlantica y

pacifica lo que podrfa indicar un signo de primitivismo.

El delfin comtn en Canarias esta estructurado en dos subgrupos, Canarias Dd-1
y Canarias Dd-2, més relacionados con muestras del Mar Negro / Mediterraneo y
muestras de California / Océano Pacifico, respectivamente, que entre ellos. El valor de
distancia genética entre estos dos subgrupos fue del mismo orden de magnitud que el
definido entre los morfotipos Delphinus delphis y Delphinus capensis que viven en simpatria en

California, por lo que no da soporte a la hipétesis de que puedan ser especies distintas.

La secuenciacién de la regién control se erigié como una herramienta (til para la
clasificacién de un ejemplar de zifio como perteneciente a la especie Mesoplodon europacus

algo que no pudo realizarse previamente por técnicas de fotoidentificacion.

La diversidad nucleotidica dentro del orden Cetacea fue de un 11,7% para el gen
COI y de un 13,3% para el gen NADHS5. En este Gltimo gen se han encontrado varias
del‘eciones en diferentes especies (delfin mular, delfin comin, delfin listado y calderén
tropical) que lo hacen disfuncional. Tanto el COI como el NADHS5 son validos para
establecer relaciones filogenéticas interfamiliares. Sin embargo, sélo el COI es capaz de

resolver de forma adecuada la variabilidad intra e interespecifica en el orden Cetacea. El
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analisis de ambos genes apoya la hipétesis que establece que

monofilético de las familias Physeteridae y Balaenopteridae.

no existe origen
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ABSTRACT

The present dissertation displays a genetic study of the population structure of
four cetacean species found in the Canarian archipelago. Two of these species are
resident, the bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) and the short-finned pilot whale
(Globicephala macrorhynchus) and the other two, the common dolphin (Delphinus delphis) and
the Bryde's whale (Balaenoptera edent), are non-resident. About 400 bp of the mitochondrial
D-loop region have been sequenced for each of these species. On the other hand, and in
order to establish phylogenetic relationships between 9 species of cetaceans - 7
odontocetes and 2 misticetes - two mitochondrial genes (COI and NADHS5) that have not

previously been described for most of them, have also been analyzed.

The nucleotide diversity values for the D-loop were found to be 1.7% for
bottlenose dolphins, 0.4% for short-finned pilot whales and 1.5% for common dolphins.
No variability was found in the Bryde's whale samples. 31 different haplotypes were
encountered in the 42 samples of bottlenose dolphins. All of them particular for the
Canarian Archipelago. The number of haplotypes for the 33 pilot whale samples was 11,
one of them agreeing with one previoulsy found in the Pacific Ocean. For the 28 common
dolphin samples, 21 haplotypes were described, one of them identical to another one
detected in the Black Sea. The only haplotype discovered in the 8 samples of Bryde's
whale, which represents the first genetic description of this species in the Atlantic Ocean,

was the same as one haplotype characterized in the Indian Ocean.

The Canarian bottlenose dolphin population is subdivided into two groups
according to their affinity to other populations previously described. The Canarias Tt-1
group is more closely related to the Atlantic populations, whereas Canarias Tt-2 is closer

to Chinese populations. Genetic distance values between the Canarian population and
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other populations of the T. truncatus and the T. aduncus morphotypes support the theory

that these might be different species.

The existence of two genetically different short-finned pilot whale groups has
been established. There is a certain correspondence between each group and its sampling
area (Tenerife and Gran Canaria), but as they share the most frequent haplotypes it can
be stated that a genetic flow exist between them. This species presents, in the Canary
Islands, a genetic variability 8 times higher than the one described for the Atantic and

Pacific populations. This could represent a sign of primitivism.

The common dolphin population of the Canary Islands is also divided into two
groups, Canarias Dd-1 and Canarias Dd-2, which are closer respectively to the
Mediterranean / Black Sea samples and to the California / Pacific samples than to one
another. However, the genetic distance value between those two groups is of the same
order of magnitude as the one defined between the Californian sympatric morphotypes D.
delphis and D. capensis, so that there is no support for the theory of them being different

species.

Sequencing the control region has also resulted a valuable tool for classifying an
individual beaked whale, which could be identified as a Gervai's beaked whale

(Mesolplodon europacus), identification that had previousiy failed by photo-ID.

Nucleotide diversity within the Cetacea order was of 11.7% for the COI gene and
18.3% for the NADHS5 gene. Several delections were found in the latter in different
species (bottlenose dolphin, common dolphin, striped dolphin and short-finned pilot
whale) that made this gene non-functional. Both the COI gene and the NADHS5 gene are
useful for establishing phylogenetic relationships among families but only the GOl is able
to satisfactory resolve the variability among and within species of the order Cetacea.
Analysis of both genes supports the theory that there is no monophyletic origin of the

families Physeteridae and Balaenopteridae.
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1. INTRODUCCION

1.1. La importancia de los ceticeos en las Islas Canarias

n aguas del Archipiélago Canario se han citado hasta el momento 26
Eespecies de cetaceos, lo que representa aproximadamente una tercera parte

de las especies que actualmente se conocen en todo el mundo. Existen, ademas, otras 6
especies, que por su area de distribucion, es probable que pudieran hallarse en las islas,
aunque hasta el momento no se tiene constancia de ello (Feresa attennuala, Peponocephala
electra, Stenella clymene, Stenella longirostris, Stenella attennuata y Phocoena phocoena). De estas 26
especies se sabe que al menos 4 (Globicephala macrorhynchus, Tursiops truncatus, Grampus griseus
y Physeter macrocephalus) tienen poblaciones residentes (Heimlich-Boran, 1993; André, 1997;
Martin, 1998), es decir, se encuentran en el Archipiélago a lo largo de todo el afio. Un
segundo grupo de especies, compuesto por algunos delfines de los géneros Stemella y
Delphinus, son estacionales y se pueden observar sobretodo en los meses de invierno. Los
rorcuales incluyen a las Islas Canarias en sus rutas migratorias. Algunas especies se han
observado tan sélo de forma puntual (Fubalaena glacialis, Megaptera novaeangliae y Balaenoptera
musculus) y otras (Kogia simus, Mesoplodon mirus, Hyperoodon ampullatus y Globicephala melas) se
conocen en las Islas tan sblo por varamientos, no habiéndose constatado ningin
avistamiento de animales vivos en su medio natural (Martin, 1998; Martin y Urquiola,

2001).

Esta enorme riqueza cetolégica es debida a la posicién geografica de las islas, que
las hace susceptibles de formar parte de las rutas migratorias de algunas especies. Las
condiciones oceanograficas, permiten, ademas, la presencia tanto de especies tipicas de

aguas calidas o tropicales como de ambientes mis frios y el hecho de ser islas oceanicas
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con una plataforma casi inexistente, es decir, con grandes profundidades a poca distancia

de la costa, hace que sea habitual la presencia de especies oceanicas.

Asimismo, de entre todas las localidades del mundo en las que existe turismo de
observacién de ceticeos (unas 295), las canarias ocupan la segunda posicién, después de
las de Estados Unidos, en cuanto a nimero de visitantes. Este nimero se estim6 en
aproximadamente un millén en el afio 1998. Entre los factores que favorecen esta
actividad se encuentran: el buen clima reinante en las islas, la elevada probabilidad de
encontrar ceticeos y el poco esfuerzo que hay que realizar para encontrarlos. Gracias a
este clima estable, en Canarias se puede realizar la actividad de observacién de ceticeos a
lo largo de practicamente todo el afio. La presencia de una colonia estable y residente de
calderones tropicales (Globicephala macrorhynchus) en un area relativamente reducida {(unos
250 km?) al sudoeste de Tenerife, garantiza el avistamiento de ceticeos en la casi totalidad
de las salidas y ademas muy cerca de la costa (Urquiola & Sevilla, 1998). Condiciones
muy similares pueden hallarse también en otras zonas de las islas como son el sur de La
Gomera o el sur de Gran Canaria, dénde ya ha empezado el desarrollo de la actividad de

observacién turistica de cetaceos.

Todos los factores que facilitan esta actividad turistica son también aplicables a
los estudios cientificos, por lo que las Islas Canarias representan un laboratorio ideal para
la investigaci6n de estas especies. Esta es ademas muy necesaria ya que la enorme presién
que los ceticeos soportan por las actividades turisticas, la contaminacién ambiental y
acustica, la degradacién de su hébitat y otras muchas causas, podrian estar afectando

negativamente a las poblaciones de las islas.
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1.2. El estudio cientifico de las poblaciones de cetaceos en

Canarias y la necesidad de realizar estudios genéticos

La investigacién en el campo de los cetdceos empez6 en las Istas Canarias hace
aproximadamente unos veinte afios, aunque ha sido en estos Gltimos en los que se ha
realizado la mayor parte de los estudios. Estos han sido fruto, por un lado, de
observaciones directas de los animales en el mar, realizando trabajos de censo,
fotoidentificacién, comportamiento, aclstica, etc. y, por otro, del anilisis de los animales
que han varado en las costas (Escorza et al., 1992; Martin et al., 1992 y 1998; Heimlich-
Boran, 1993; Martin & Santiago, 1996; Politi et al., 1996; Ritter, 1996; André, 1997;
Martin, 1998).

Existe, sin embargo, una enorme cantidad de informaci6n que es dificil o incluso
imposible de obtener a través de la observacién directa de estos animales en el mar.
Problemas, como las condiciones meteorolégicas o la falta de un barco debidamente
equipado, dificultan la permanencia de los investigadores durante largos periodos en el
mar. También el comportamiento de los propios animales, que a menudo se dejan ver
muy poco en la superficie, dificulta la labor de inferir datos mas detallados sobre la
estructura de una poblacién o las relaciones sociales y de parentesco que existen entre los
individuos de un mismo grupo. Por otro lado hay que tener en cuenta que la estructura
de las poblaciones viene definida por fuerzas modificadoras  genéticas 'y
medioambientales, tales como la deriva genética, la seleccién natural, la influencia
antropogénica, las migraciones, el cruzamiento, etc. Es decir, a pesar de que es posible
describir la estructura de una poblacién de ceticeos empleando tan solo datos de
distribucién, demogréficos o morfolégicos, es realmente el analisis genético la
herramienta que permite abordar elementos fundamentales en cualquier estrategia de
conservacién como pueden ser, el significado evolutivo del aislamiento y la necesidad de

mantener la diversidad genética dentro y entre poblaciones.
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El conocimiento de los niveles de variabilidad genética o de consanguinidad
dentro de una poblacién y del flujo genético con otras poblaciones, puede dar una idea
del grado en que la poblacién podria estar en peligro de extincién. Una poblacién sin
diversidad genética podria ver amenazada su supervivencia al no ser capaz de adaptarse a
un cambio rapido en las condiciones de su medio. La desaparicién de un solo stock puede
significar la pérdida de alelos poco frecuentes e imprescindibles para la continuidad de la

especie.

Todo ello ha hecho que las técnicas de analisis genético sean utilizadas cada vez
con mayor frecuencia en estudios de poblaciones naturales con el fin de conocer su
"estado de salud genético", fundamentalmente cuando el objetivo es la conservacidén. Esto
ha sido posible gracias al rapido y pleno desarrollo alcanzado en el conocimiento del
genoma y de la teoria matematica de la genética evolutiva. Especial relevancia han tenido
el descubrimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis & Faloona,
1987; Saiki et al., 1988), las técnicas de ingenieria genética y el gran espectro de

marcadores moleculares puestos a disposicién de los laboratorios.

1.3. El ADN mitocondrial y su idoneidad para los estudios

de genética de poblaciones

De entre los marcadores moleculares, el andlisis del ADN mitocondrial (ADNmt)
se ha erigido como uno de los més relevantes en estudios de genética evolutiva, debido a

las caracteristicas que retine.

Se trata de un ADN extracromosémico de facil obtencién y que esta constituido
por un namero pequeiio de genes. Asi, contiene 2 genes de ARN ribosémico (ARNr), 22
genes de ARN de transferencia (ARNt) y 13 genes que codifican para proteinas que

intervienen en la cadena respiratoria. Cada molécula de ADNmt contiene, ademas, una
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regién control en la que hay secuencias que regulan los procesos en el inicio de la

replicacion y la transcripcion (Moritz et al., 1987) (Figura 1.1.).

Figura 1.1. Disposicion de los genes en el ADNmt de los mamiferos.

Es de herencia materna, es decir, en la divisién celular, el genoma mitocondrial
no sigue las mismas reglas que los genes cromosémicos debido a su localizacion
extranuclear. Cuando la célula se divide, cada una de las células hijas hereda la mitad de
las mitocondrias de la madre y en la fecundacion las mitocondrias del espermatozoide
quedan fuera del huevo (Hutchinson et al., 1974; Giles et al., 1980). Asi pues, las afinidades
genéticas definidas por genotipos del ADNmt reflejan una filogenia matriarcal lo que

permite el estudio de linajes maternos.

El hecho de que el ADNmt sea de herencia materna, hace también que genomas
diferenciados no se junten durante la reproduccién sexual, por lo que la recombinacién

entre moléculas de ADNmt es practicamente inexistente. Ambas propiedades convierten
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al ADNmt en un marcador muy apropiado para hacer un seguimiento de la historia
evolutiva reciente, incluyendo eventos colonizadores, introducciones y cuellos de botella

(Harrison, 1989).

Un estudio realizado por Brown et al. (1979) demostré que la tasa de evolucién
del genoma mitocondrial es muy elevada excediendo a la del ADN nuclear unas 5-10
veces. Esto es debido a que el ADNmt sufre una tasa de mutacién alta, puesto que es
extremadamente ineficiente en la reparacién de errores de replicacién y a que la tasa de
fijacién de estas mutaciones es también elevada, ya que el organismo es capaz de
sobrevivir y de reproducirse atin y cuando existan errores en sus genes mitocondriales al
ser poliploide para ellos. Esta rapida evolucién hace que el genoma mitocondrial sea muy

atil para examinar la variacién genética tanto intra como interespecifica.

A pesar de todas las ventajas que presenta el ADNmt para los estudios genéticos,
esas mismas caracteristicas pueden resultar también inconvenientes por lo que siempre
hay que tener precaucién en la interpretacién de los resultados que se obtienen al utilizar
este tipo de genes. La ausencia de recombinacién hace que el ADNmt se comporte como
una sola entidad genética que se transmite por completo a la progenie. En lbe
independientes, los cambios al azar de las frecuencias génicas generados por la deriva
genética en las poblaciones no ocurren de la misma forma, por lo que la estructura
genética tanto espacial como temporal deberfa determinarse analizando distintos /oci.
Ademas, debido a la herencia materna el ADNmt reconstruye sélo linajes maternos. En
especies en las que hay un comportamiento social complejo, existen diferencias en la
dispersién entre machos y hembras por lo que la estructura poblacional que refleja el
ADNmt puede diferir de la que reflejarfa el ADN nuclear, de herencia biparental
(Palumbi & Baker, 1994).
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1.3.1. La regién control o D-loop

En el ADNmt animal se encuentra, ademas de los genes estructurales, una amplia
regién no codificante que representa aproximadamente un 5-7% (unos 800-1200 pb) del
total de la longitud del genoma mitocondrial (Southern et L, 1988). Es la denominada
region control o D-loop, que es €l origen de replicacién y transcripcion del ADNmt. Esta
situada entre los genes ARNtPe y ARNtFe y su longitud varfa segin la especie. En
cetdceos mide: 900 pares de bases (pb) en el delfin de Commerson (Cephalorhynchus
commersonnii) (Southern et al., 1988), 946 pb en el rorcual aliblanco (Balaenoptera acutorostrala)
y 921 pb en la orca (Orcinus orca) (Hoelzel et al., 1991), 936 pb en el rorcual azul
(Balaenoptera musculus) y 930 pb en el rorcual comin (Balaenoptera physalus) (Arnason &
Gullberg, 1993).

En muchas especies de mamiferos se ha comprobado que en la regiéon D-loop las
tasas de sustitucion son muy elevadas. En humanos, por ejemplo, esta tasa es de 2,8ab
veces mayor a la del resto del ADNmt (Aquadro & Greenberg, 1982; Cann et al., 1984).
Hoelzel et al. (1991), en cambio, observaron que para varias especies de cetéceos la tasa de
sustitucion de la D-loop era de un orden de magnitud menor que la estimada para
humanos y que no diferfa mucho de la del resto del genoma mitocondrial. Por el
contrario, en el caso de las yubartas yubartas. (Megaptera novaeanghae), Palsbell et al. (1995)
afirman que la variacién genética en esta zona del ADNmt en la poblacién del Atlantico

Norte es de niveles similares a la de las poblaciones humanas.

La comparacién de la regiéon D-loop del delfin de Commeson publicada por
Southern et al. (1988) con la de otras especies de mamiferos reveld la existencia de varios
bloques conservados, concentrados mayoritariamente en una regién central de unos 280
pb. También Hoelzel et al. (1991), que compararon la regién D-loop del rorcual aliblanco
y la orca con la de} delfin de Gommerson, indicaron que existe una regiéon altamente

conservada entre las tres especies entre las bases 325 y 585 aproximadamente. Sin
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embargo, la secuenciacién de la regién control del cachalote (Physeter macrocephalus) (Dillon
& Wright, 1993) demostrd que muchos de los bloques conservados que se habian descrito
anteriormente, no lo eran en esta especie, sugiriendo que no eran fragmentos esenciales
para el funcionamiento del ADNmt. Arnason et al. (1993c), en un estudio en el que
compararon las regiones D-loop de 11 especies de misticetos y 2 especies de odontocetos,
comprobaron que la mayorfa de las diferencias entre misticetos para esta region se
encontraban entre las posiciones 1 y 171, habiendo numerosas diferencias en la longitud
de 1a secuencia entre las bases 118 y 170. A partir de la base 172 las secuencias eran casi
idénticas aunque a algunas especies les faltaba un fragmento de 11 bases alrededor de la
9290. Las dos especies de odontocetos diferian de las de misticetos y ademds las diferencias
entre ellas dos eran grandes en comparacién con las diferencias entre especies de

misticetos.

La regién altamente variable del extremo 5' de la hebra ligera de la D-loop es la
que se suele utilizar en los estudios filogenéticos ya que permite la distincién de especies o

individuos genéticamente muy cercanos.

1.3.2. Los genes COI y NADH5

La regi6n mas estudiada del genomé mitocondrial de los cetaceos es, como ya se
ha mencionado, la regién control. Apenas se han secuenciado otros genes. Tan s6lo de
tres especies, el rorcual azul, el rorcual coman y el cachalote, se conoce la secuencia
completa del ADNmt (Amason et al., 1991a; Arnason & Gullberg, 1993, Arnason et al.,
2000) y en algunas especies (p. ¢j. €l delfin de Commerson y el cachalote) se han
secuenciado también total o parcialmente algunos ARNt, el 125 y el 16S ARNr, el
NADHS3, el NADHS, el COI o el citocromo b (Southern et al., 1988; Arnason et al.,
1993a).
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La inmensa mayorfa de los estudios que utilizan el ADNmt en ceticeos se basan
en la comparacién de la regién D-loop, aunque en algunos se ha empleado también la
secuencia del citocromo b, sobre todo para establecer relaciones filogenéticas entre
especies (Rosel et al., 1994; Siemann, 1994; Arnason & Gullberg, 1994; Rosel ¢t al., 1995b;
Arnason & Gullberg, 1996; LeDuc et al., 1999; Yoshida & Kato, 1999; Yang et al., 2002b).

En ocasiones, cuando se establece una filogenia con métodos genéticos se
producen conflictos con taxonomias establecidas previamente, generalmente por métodos
morfolégicos. Cuando esto sucede es recomendable comparar el arbol filogenético
obtenido para un determinado gen con el que resulta analizando otros genes (LeDuc et al,
1999). En el caso de los cetaceos, sin embargo, esto no siempre es posible debido a la
mencionada falta de descripcién de la mayorfa de genes del ADNmt. Ademass, la
utilizacién de otros genes permite aprovechar la informacién que proporcionan los

distintos grados de divergencia que tienen los genes del ADNmt (Lépez et al., 1997).

Con la finalidad de ampliar los conocimientos sobre el genoma mitocondrial del
orden Cetacea y poner a disposicién de futuros trabajos de investigacién una base de
datos que permita la comparacién entre especies, en este trabajo se propone la
secuenciacién de dos genes mitocondriales escasamente utilizados hasta el momento en

cetaceos, el COI'y el NADHOS.

El COI (citocromo c oxidasa subunidad 1) y el NADH5 (nicotinamida adenina
dinucleétido deshidrogenasa subunidad 5) son genes codificantes para péptidos del
ADNmt y se encuentran entre los genes ARNtT" y ARNtSr y los genes ARNtlew y
NADHS, respectivamente. En un estudio comparativo de las secuencias del ADNmt del
rorcual comin vy el rorcual azul, la diferencia nucleotidica entre las regiones control de
ambas especies fue del 6,4%, mientras que las regiones COI 'y NADHS5 se diferenciaron
en un 7,4 y un 8,4% respectivamente (Arnason & Gullberg, 1993). Estas tltimas son, por

tanto, zonas mas variables.
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Segtn los estudios de variabilidad del ADNmt del delfin listado (Stenella
coeruleoalba), realizados por Garcia-Martinez ¢t al. (1995), los genes del complejo NADH y
el COI concentran la mayor parte de los lugares polimoérficos por lo que, sobre todo, el
COI seria mas indicado para los estudios de variabilidad genética en poblaciones de

ceticeos que la region control.

En general, se cumple para la mayoria de las especies de mamiferos, que los genes
del complejo NADH presentan las tasas de evolucién mds elevadas del genoma
mitocondrial, mientras que las del gen COI son de un valor intermedio entre aquellos y

los genes mas conservados (Lépez et al., 1997).

1.4. Antecedentes de los estudios genéticos en cetaceos

utilizando ADNmt

En 1989 se celebré en La Jolla, California, una reunién de trabajo de la Comisién
Ballenera Internacional (IWC) en la que se traté la aplicacién de las técnicas de analisis
genético al estudio de los ceticeos. Se discutié la idoneidad de los métodos existentes en
ese momento para abordar diversos aspectos como pueden ser la estima del tamafio
efectivo y total de una poblacién, el reconocimiento individual, la organizacién social, la
endogamia, la paternidad, la determinacién del sexo, la variacién genética inter e

intrapoblacional o la migracién (Hoelzel (ed.), 1991).

Hasta ese momento se habfan realizado varios estudios, aplicando diversas
técnicas, de la variacién genética dentro y entre poblaciones, y de la migracién de
diferentes especies de cetaceos (calderones, orcas y varias especies de rorcuales, delfines y
marsopas). Estas técnicas se basaban sobre todo en anilisis isoenzimaticos y cariotipicos,

estudios del ADNmt comparando patrones de fragmentos de restriccién generados por
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endonucleasas (RFLP) y andlisis del ADN nuclear utilizando regiones repetitivas o satélite.
También se empezaba ya a utilizar técnicas de secuenciacién que, como se reconoci6 en
la reunién, daban una mayor resolucién pero eran mucho mas caras y consumfan mucho

tiempo (Hoelzel (ed.), 1991).

Actualmente los métodos mas empleados en cualquier estudio genético son la
secuenciacién del ADNmt (sobre todo de la regién D-loop) para la determinacién de la
estructura de las poblaciones, la identificacién de especies, etc., y los anilisis de ADN
nuclear, mediante la amplificacién de loci microsatélites, para la identificacién individual
o de las relaciones de parentesco, haciendo uso en ambos casos de la PCR como

herramienta fundamental.

1.4.1. Estudios de estructuracién genética en poblaciones de cetiaceos

Uno de los primeros trabajos de estudio de la estructura poblacional en cetaceos,
utilizando datos de secuencias de ADNmt, fue el realizado en por Baker et al. (1993). En él
se analiz6 la regién control o D-loop de 90 individuos que representaban seis
subpoblaciones de tres dreas ocednicas distintas, Atldntico Norte, Pacifico Norte y
océanos meridionales. La diversidad nucleotidica para la totalidad de las poblaciones fue
de un 3%, siendo la diversidad en las poblaciones del Atlantico y de los océanos
meridionales un 82% y 76%, respectivamente, de la diversidad total. También, dentro de
las diferentes subpoblaciones, hubo una elevada variacién genética, excepto para las de
Hawaii y el sudeste de Alaska donde se determiné un unico haplotipo para 7 y 5
muestras, respectivamente. Estos investigadores concluyen que, a pesar de la intensa
explotacién a la que ha sido sometida esta especie, la mayoria de las poblaciones no han

sufrido una pérdida de diversidad genética importante.
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Otro estudio sobre yubartas, aunque utilizando en este caso muestras tomadas en
diversas zonas de alimentacién del Atlantico Norte y del Antartico, fue realizado por
Palsboll et al. (1995). La diversidad nucleotidica para la totalidad de la muestra fue de un
2,6%. Para cada una de las poblaciones los valores de diversidad fueron muy similares a
la total, a excepcién de la poblacién de Islandia cuya diversidad fue tres veces menor. Se
encontraron también diferencias genéticas significativas entre las poblaciones de la
Antartida, de Islandia y del resto del Atlantico Norte, a pesar de que no existen barreras
geogrificas que separen Islandia del resto de zonas de alimentacién del Atlantico Norte.
Al parecer la segregacién entre estas dos poblaciones se mantiene debido a un mecanismo
de fidelidad hacia las zonas de alimentacién dirigido maternalmente. Es decir, que el
comportamiento puede influir en la estructura de una poblacién a una escala de tiempo
evolutiva. Contrariamente, en zonas de reproduccién del Pacifico Norte, Medrano-
Gonzalez et al. (1995) encontraron una diversidad nucleotidica media menor (0,89%) en
tres poblaciones de México y 0,63% en una poblacién de Hawaii. Ademds, detectaron un
grado de subdivisién geografica significativa entre estas zonas de reproduccién € incluso

entre las poblaciones costeras e insulares de México.

Finalmente un estudio sobre los movimientos migratorios de las yubartas que
durante el invierno austral se encuentran en Brasil, basado en la secuenciacién de la
region control del ADNmt (Engel et al, 1999), indica que estos animales podrfan
alimentarse en aguas antarticas, a pesar de que, hasta el momento, esto no se haya podido

constatar por fotoidentificacién.

Sobre la familia Phocoenidae se han realizado también numerosas investigaciones
utilizando la secuenciacién del ADNmt. Mediante esta técnica, Rosel ef al. (1995b)
analizaron las relaciones filogenéticas entre las 6 especies de marsopas. Los datos de
ADNmt indicaron que la marsopa sin aleta (Neophocaena phocaenoides) constituye el linaje
mas antiguo dentro de la familia Phocoenidae y que la reclasificacién morfolégica

reciente de la marsopa de anteojos (dustralophocaena dioptrica) en la subfamilia
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Phocoenoidinae, no tiene una justificacién genética. Ademds, esta especie deberia ser de

nuevo incluida en el género Phocoena tal como lo estuvo en un principio.

La ausencia de haplotipos compartidos y los altos niveles de divergencia en las
secuencias en poblaciones de marsopa comtn (Phocoena phocoena) de tres cuencas oceanicas
indica que, las poblaciones del Pacifico Noreste, el Atlantico Norte y el Mar Negro estin
reproductivamente aisladas (Rosel ¢t al, 1995a). Dentro de la cuenca pacifica se
detectaron diferentes grupos de haplotipos sugiriendo una subdivisién en la poblacién, a
pesar de que se mantiene un cierto grado de flujo génico entre ellos. Puesto que esta
especie se ve afectada por una elevada mortandad, debida a las interacciones con
actividades pesqueras comerciales en toda su 4rea de distribucién, las distintas
poblaciones regionales deberfan ser tratadas de forma independiente en el momento de
establecer estrategias para su conservacién. También en el Atldntico Norte se ha
comprobado que la marsopa comin no forma una tnica poblacién panmictica sino que
existen al menos tres poblaciones que deberian ser manejadas como unidades distintas
(Rosel et al., 1999). Asi pues, los estudios genéticos proporcionan informaci6n atil para

definir las unidades minimas de manejo en la aplicacién de un plan de conservacién.

Con esa finalidad se realizé también un estudio de la estructura de la poblacién
de marsopa comin en aguas noruegas, donde esta especie se ve afectada por las
pesquerias de salmén. Se observé que las hembras podian clasificarse en grupos genéticos
distintos acordes a su procedencia geografica, mientras que los machos resultaron menos

filopétricos (Tolley et al., 1999).

Una variabilidad genética extraordinariamente baja ha sido descrita para otra
especie de marsopa, la vaquita (Phocoena sinus). Esta marsopa es una de las especies de
cethceos menos comunes y mas amenazadas. Su rango de distribucidén es el mas
restringido de todas las especies de ceticeos marinos y se limita a la parte alta del Golfo

de California. En un estudio genético realizado sobre 43 individuos, Rosel & Rojas-
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Bracho (1999) comprobaron que todos presentaban la misma secuencia de D-loop del
ADNmt. Esta falta de variabilidad junto al hecho de que la poblacién esta estimada en
tan s6lo 567 animales hace que la vaquita sea vulnerable a problemas genéticos asociados

a la endogamia, lo que aumenta su riesgo de extincion.

En el Sudeste Asiatico, la marsopa sin aleta es también una especie amenazada ya
que, al ser de habitos costeros, es susceptible a ser capturada en artes de pesca, a la
interaccién con embarcaciones, a la contaminacién ambiental y a la pérdida de hébitat.
Con el fin de conocer su estructura poblacional se han llevado a cabo varios estudios
genéticos secuenciando la D-loop del ADNmt. Estos trabajos indican diferencias
moleculares significativas entre las marsopas sin aleta de Corea y China (Curry et al.,
1999) y dentro de la poblacién china, diferencias entre los animales muestreados en el

Mar Amarillo, el Mar del Sury el rio Yangtzé (Yang et al., 2002a).

En el caso de los cachalotes, la secuenciacién de la regién control del ADNmt
puso de manifiesto una diversidad genética seis veces menor que la de las yubartas y siete
veces menor que la de las marsopas. Como no se encontraron indicios de una tasa de
sustitucién menor en el ADNmt del cachalote que la de las otras especies, la explicacion
para esta diversidad tan baja podria ser un cuello de botella que sufrié el tamafio de la
poblacién coincidiendo con las glaciaciones del Pleistoceno tardio. La bajada de las
temperaturas disminuy®é la disponibilidad de alimento, sobre todo para las hembras y las

crias que no son capaces de migrar tanto como los machos a aguas frias (Lyrholm ef a/.,

1996).

Otro estudio realizado con muestras de cachalote procedentes de tres océanos
distintos; Pacifico, Atldntico e fndico; mostré que los miembros de un mismo grupo estan
relacionados formando una estructura matrilineal. Sin embargo, no se hallaron
diferencias significativas entre las poblaciones de los tres océanos indicando una falta de

variacién genética en esta especie a nivel mundial (Dillon, 1997).
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Resultados similares fueron obtenidos por Mesnick et al. (1998) con muestras de
cachalote del Golfo de California, el Pacifico Norte oriental y el Pacifico Norte central.
Los grupos del Golfo de California estan compuestos por 2-3 matrilineas que viajan juntas
y no forman una Gnica poblacién, pero a nivel global no existen evidencias de una

estructuracién geografica.

Siemann (1994) secuencié la regién D-loop y el citocromo & del ADNmt de 59
individuos de calderén comtn (Globicephala melas) procedentes de varias poblaciones del
Atlantico Norte muestreadas a lo largo de varios afios. Cincuenta y cinco de estos
individuos presentaron exactamente la misma secuencia en la regién D-loop y tan sélo
cuatro individuos, muestreados en Terranova y Nueva Escocia, difirieron en una y dos
bases, respectivamente, del haplotipo mas comtn. Estos resultados sugieren que las
poblaciones orientales y occidentales del Atlantico Norte no estin genéticamente aisladas
y que existe una Gnica poblacién. Segiin la autora, esta variabilidad inusualmente baja
puede ser el resultado del sistema social matriarcal de los calderones. En el estudio
incluy6 también 13 individuos de calderén tropical (Globicephala macrorhynchus), 11
procedentes del Atldntico Norte y dos procedentes del Pacifico. De nuevo los resultados
indicaron una variabilidad muy baja siendo iguales todas las secuencias de los animales
atlanticos y diferencidndose de los animales del Pacifico en tan sélo una y dos bases
respectivamente. Las secuencias del citocromo 4 fueron idénticas dentro de los grupos de
calder6n comin, calderén tropical atlintico y calderén tropical pacifico. Sin embargo,
para el delfin mular (Tursiops truncatus) los resultados fueron muy distintos. Los 11
individuos secuenciados tuvieron todos haplotipos de regién control distintos y su
diversidad nucleotidica fue del 1,25%, lo que representa una diversidad unas 41 veces
mayor a la del calderén comtn (0,03%) y 25 veces mayor a la del calderén tropical

(0,05%).

Otra especie que tiene estructura matrilineal es la orca. En el Pacifico Norte

oriental, desde California hasta Alaska, existen dos poblaciones aparentes que viven en
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simpatria y que se diferencian en su comportamiento social y de alimentacién. La
poblacién residente se alimenta de pescado mientras que la transeinte basa su
alimentacién en otros mamiferos marinos. La variacién genética dentro de cada una de
las poblaciones es baja comparada con otras especies de ceticeos pero entre ellas existe
una diferenciacién genética significativa y un intercambio genético reducido (Hoelzel et

al., 1998).

Existen m4s casos en los que poblaciones distintas de una misma especie viven en
simpatria y en los que los analisis genéticos pueden determinar si esas poblaciones pueden
alcanzar el grado de subespecies o incluso de especies distintas. Uno de estos casos es el
del delfin comun (Delphinus delphis). Frente a las costas de California cohabitan dos
morfotipos de delfin comin cuya principal diferencia morfolégica es la longitud del
hocico. Rosel et al. (1994) realizaron un estudio comparativo de la regién control y del
citocromo b del ADNmt de ambos morfotipos y hallaron mutaciones caracteristicas que
los diferenciaban genéticamente. La diversidad nucleotidica en la regién control fue de un
2,1% para la totalidad de las muestras y de un 1,8% y un 1,2% para las poblaciones de
hocico corto y largo respectivamente. La divergencia media entre secuencias de muestras
de los dos morfotipos presentes en California fue de un 1,09%. En el anilisis cladistico, los
individuos pertenecientes al morfotipo de hocico largo formaron un grupo totalmente
aparte al de los especimenes de hocico corto y la divergencia genética entre las dos
poblaciones simpatricas de California fue unas 50 veces mayor que la divergencia entre
poblaciones de delfin comin de hocico corto separadas miles de kilémetros (Océano
Pacifico y Mar Negro). Estos autores postularon que ambos morfotipos estaban
reproductivamente aislados y que podrian representar especies separadas. Desde entonces
el morfotipo de hocico largo se considera una especie distinta a la de hocico corto y se le

ha denominado Delphinus capensis.

Algo similar ha sucedido con el delfin mular (Tursiops truncatus). A pesar de que se

considera que el género Tursiops esta formado por una Unica especie, existen marcadas
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diferencias morfolégicas entre animales costeros y animales ocednicos a nivel mundial. La
secuenciacién de la regién control del ADNmt de individuos pertenecientes a ambos
morfotipos del Atlantico Norte occidental y el Golfo de México, revel6 la existencia de
diferencias nucleotidicas fijas entre ambos. El analisis de parsimonia indicé la separacién
de las dos formas en grupos distintos. Estos datos, junto con la informacién sobre la
morfologia y la ecologia de la especie, establecen que existen diferencias al nivel de
especie entre las formas costera y oceénica, denominandose la primera Tursiops aduncus
(Curry, 1997). Es m4s, en China, donde ambos morfotipos viven en simpatria, Wang ¢t al.
(1999) calcularon la diversidad nucleotidica para la forma truncatus (1,9%) y para la forma
aduncus (1,6%) y la divergencia entre ambas (4,4%). Esta resulté ser unas cuatro veces
mayor que la existente entre las dos posibles especies de delfin comin, mencionadas
anteriormente, lo que indica que los linajes de Tursiops divergieron mucho antes que los
de Delphinus, hace unos 6,6-11 millones de afios, dando atin mayor apoyo a la hipdtesis de

que los dos morfotipos de delfin mular representan especies separadas.

Utilizando como referencia las secuencias del D-loop del ADNmt de ambas
especies de delfin mular ya publicadas, Moller & Beheregaray (2001) determinaron que
dos poblaciones costeras de delfin mular del sudeste de Australia, que hasta el momento

se habfan considerado de la especie Tursiops truncatus, pertenecian en realidad a la especie

Tursiops aduncus.

La aplicacién de estudios genéticos han permitido también evaluar en qué grado
una elevada mortandad puede afectar a una poblacién y estimar la evolucién futura de la
misma. Un ejemplo claro de estudios de este tipo es el que se realizé con el delfin de
Héctor (Cephalorhynchus hectort), una especie endémica de las costas de Nueva Zelanda, de
poblacién muy reducida y amenazada por la mortalidad accidental relacionada con las
actividades pesqueras. Pichler ef al. (1998) secuenciaron 360 pares de bases (pb) de 34
individuos y vieron que los 11 haplotipos resultantes formaban tres grupos en

concordancia con las tres zonas geograficas muestreadas, la Isla del Norte y las costas este
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y oeste de la Isla del Sur. Un anilisis posterior de Pichler & Baker (2000) en el que se
comparaba la diversidad genética de muestras contemporaneas y muestras histéricas de
1870, demostré que la poblacién de la Isla del Norte se habia reducido de, al menos, tres
linajes a tan sélo uno. Esto, junto a su reducido tamafio y aislamiento reproductivo hace
que esta poblacién esté al borde de la extincién. También la diversidad de la poblacién de

la costa este de la Isla del Sur se habia reducido considerablemente y es posible que esta

diversidad se pierda por completo en los préximos 20 afios.

Asimismo, Dizon et al. (1994) realizaron un estudio sobre una especie que
también est4 sometida a intensas capturas accidentales ocasionadas por redes de deriva, ¢l
delfin sin aleta boreal (Lissodelphis borealis). Sin embargo, se desconocia el impacto real de
estas capturas sobre la especie, ya que se sospechaba de la existencia de dos poblaciones
distintas, una costera y una ocednica. La comparacién genética de muestras de animales
capturados en alta mar en el Pacifico y de muestras obtenidas en las costas de California

no dio evidencias estadisticas de una estructuracién geografica.

No sélo las especies matrilineales, aquellas poco abundantes o cuya poblacién ha
sufrido un declive, presentan bajos niveles de variabilidad sino que estos pueden indicar
también que la especie ha sufrido un cuello de botella histérico, previo a la intervencién
humana. Este es el caso del calderén de hocico boreal (Hyperoedon ampullatus). Dalebout et
al. (2001) estudiaron dos poblaciones de este cetdceo del Atlantico Norte occidental (The
Gully, frente a las costas de Nueva Escocia y el Estrecho de Davis). Ambas poblaciones
resultaron ser genéticamente distintas, con bajos niveles de intercambio entre las dos
regiones, presentando la especie una muy baja diversidad nucleotidica (0,15%). En el caso
de The Gully, estos valores bajos podrian explicarse por un tamafio de poblacién muy
pequeiio, pero las actividades balleneras no son una explicacién suficiente para la baja
diversidad en el Estrecho de Davis. Es mas probable que la baja diversidad sea una

caracteristica comtGn para toda la especie y sea debida a un cuello de botella,
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posiblemente asociado a una restriccién del rango de distribucién durante las Gltimas

glaciaciones hace unos 18.000 afios.

Hay casos en los que la preferencia por un habitat determinado influye mucho
mis en la estructura genética de una poblacién que la existencia de varios morfotipos de
una misma especie. Para el delfin de hocico largo (Stemella longirostris) se han definido
cuatro subespecies atendiendo a diferencias morfolégicas. Sin embargo, la variacion
genética no siempre estd correlacionada con la morfologia. Por el contrario, se ha
observado que existe un alto nivel de flujo genético entre morfotipos diferentes que
habitan aguas peldgicas y que los animales que habitan islas o aguas someras, se han

aislado de igual forma que lo han hecho animales procedentes de océanos distintos

(Garrison, 1999).

En el suborden misticetos, las ballenas francas también han sido sometidas a
varios anélisis genéticos. A pesar de que no existen evidencias morfolégicas claras, se
acepta la existencia de dos especies, la ballena franca del hemisferio norte (Eubalaena
glacialis) y la ballena franca del hemisferio sur (Eubalaena australis), ya que sus hdbitos
migratorios en cada hemisferio son considerados una barrera al flujo genético. En un
estudio de Rosenbaum et al. (2000a), que incluyé poblaciones representativas de ambas
especies de las tres principales cuencas ocednicas, se puso de manifiesto no sélo que las
ballenas francas del norte y del sur son genéticamente distintas, sino que ademds existe un
tercer linaje maternal que hace que E. glacialis del Pacifico Norte esté genéticamente mds
cercano a E. australis que a E. glacialis del Atlantico Norte. Los autores recomiendan que
estos datos sean tenidos en cuenta en futuras revisiones taxonémicas de este grupo y que
se adopte el nombre de Fubalaena japonica para la ballena franca del Pacifico Norte.
Ademas, la comparacién de los datos obtenidos de muestras recientes con datos de
muestras histéricas indicé que los animales del hemisferio norte han sufrido una
considerable reduccién en su diversidad genética, debido a la fuerte caza comercial a la

que esta especie ha sido sometida. Tal y como indican los resultados de otro estudio
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llevado a cabo por Rosenbaum et al. (2000b), en el Atldntico Norte occidental, esta
reduccién ocurrié antes de finales del siglo XIX, ya que la mayoria de la diversidad de
linajes maternos que estaba presente en ese momento ain s¢ conserva, gracias a las

ltimas seis décadas de proteccién de la especie.

Malik et al. (2000) realizaron un trabajo con muestras de ballena franca de ambos
hemisferios del Atlantico y también constataron la existencia de una diferencia genética
entre las dos especies, ademés de dos grupos genéticamente distintos en el Atldntico Sur a
pesar de que todos los individuos se muestrearon en aguas de la Peninsula de Valdés. Es
posible que en esta zona confluyan dos poblaciones distintas durante los meses de junio a
diciembre. La diversidad nucleotidica para los animales del hemisferio norte fue de un
0,6% mientras que en el hemisferio sur fue de un 2%, lo que es consistente con los datos

de pérdida de variabilidad genética que han suffido las ballenas francas del norte.

Dentro del género Balaenoptera, Bakke et al. (1996) no observaron una estructura
poblacional correlacionada con el origen geogrifico de muestras de rorcual aliblanco
(Balaenoptera acutorostrata) del Atlantico Norte, utilizando secuenciacién del ADNmt. Estos
resultados contradicen los encontrados previamente mediante técnicas de anilisis de
ADN nuclear y que llevaron a la conclusién de que las distintas reas de gestién de la
Comisién Ballenera Intenacional correspondian a distintas poblaciones de rorcual
aliblanco. La diversidad nucleotidica de la poblacién del Atlantico Norte fue
considerablemente menor a la de la poblacién del Antértico (0,64% frente a 1,59%) y

entre estas dos poblaciones si se encontraron diferencias genéticas.

Para el rorcual tropical (Balaenoptera edemi) las secuencias de la regién control
indicaron que animales de Japén, del Océano Pacifico y las Islas Solomon habian
divergido a niveles mayores que el de poblacién, ya que las distancias genéticas entre ellas
eran mayores que las que se habfan descrito entre animales del Pacifico, el Indico y

Surifrica, que si son poblaciones distintas. Incluso las secuencias del citocromo &
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sugirieron que los rorcuales tropicales de las Islas Solomon podrian no pertenecer a esta

especie (Yoshida & Kato, 1999).

Un estudio realizado tanto con datos de ADNmt como de ADN nuclear para el
rorcual comtin por Bérubé et al. (1998) demostré que existfa un grado significativo de
divergencia entre los animales del Atldntico Norte / Mediterraneo y el Mar de Cortés.
Sin embargo, el tiempo estimado de divergencia entre las dos poblaciones era menor al
transcurrido desde la formacién del istmo de Panamé por lo que ha habido un flyjo
genético ocasional entre el Pacifico Norte y el Atlantico Norte después de la separacién de
los dos océanos. Dentro de la poblacién del Atlantico Norte / Mediterraneo, el ADNmt
indicé también diferencias entre los animales del Mediterraneo, del Atlantico Norte

oriental y del Atlantico Norte occidental.

1.4.2. Identificacién de especies mediante técnicas moleculares

Los estudios genéticos no sélo son ttiles para la determinacién de la estructura de
una poblacién con diversos fines, sobre todo el de la conservacién, sino que pueden
utilizarse también para la identificacién de especies. En ceticeos, las técnicas moleculares
se han empleado principalmente en la identificacién de especies poco conocidas
pertenecientes a la familia Ziphiidae. Los miembros de esta familia son los més
desconocidos dentro de los cetaceos. De las 20 especies que se reconocen en la actualidad,
algunas de ellas son conocidas sélo por varamientos y la gran mayoria son dificiles de

avistar debido a su distribucién pelagica y sus habitos elusivos (Gales ef al., 2002).

Henshaw e al. (1997) y Dalebout et al. (1998), utilizando animales varados o
capturados accidentalmene en redes de pesca, secuenciaron un fragmento variable de la
regién control de casi la totalidad de las especies de zifios existentes, para construir una

base de datos de referencia que permita la identificacién de estos animales. En la base de
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datos se incluyeron sélo aquellos especimenes examinados por expertos y de los que se
disponian evidencias fotograficas u 6seas para su identificacién. Posteriormente se
compararon las secuencias de otros animales que no se habian podido identificar de
forma concluyente con esa base de datos y se comprobé que varios de ellos habian sido
mal identificados, incluso uno de ellos podria ser una especie nueva (Dalebout et al,
1999), lo que demuestra la gran utiidad del trabajo. Los autores establecieron las
diferencias entre secuencias de una misma especie alrededor del 2% mientras que las
secuencias de especies distintas generalmente divergian mas de un 4,7%. La base de datos
fue también utilizada para confirmar la identificacién de un zifio de Gray (Mesoplodon
grayt) y para identificar un zifio de Héctor (Mesoplodon hectort) que aparecieron en la costa

oeste de Australia en el afio 1999 (Gales et al., 2002).

Puesto que el ADNmt es de herencia materna se utiliza ademds en la
identificacién de la especie materna en el caso de hibridos. Asi, Arnason et al. (1991b)
comprobaron que la hibridacién entre rorcuales azules y rorcuales comunes podia
producirse en cualquiera de las dos direcciones y que si el hibrido es macho, éste suele ser

estéril, mientras que si el hibrido es hembra, puede ser fértil.

Para los hibridos entre marsopa comin y marsopa de Dall (Phocoenoides dalli), en

cambio, la especie materna es siempre la segunda (Willis, 1999).

Otra aplicacién de las técnicas moleculares que utilizan el ADNmt, asimismo
relacionada con la identificacién de especies, es la que esta llevando a cabo un grupo de
investigadores en los mercados comerciales de Corea y Japén. Gracias a la identificacién
genética de lo que comercialmente se vende como "carne de ballena" se ha podido
comprobar, entre otras cosas, que muchas de las especies que se venden no estin en
consistencia con los registros de capturas declarados a la Comisién Ballenera
Internacional y que incluso son especies protegidas o delfinidos; que se estin

comercializando productos procedentes de la "caza cientifica"; que se vende de forma
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ilegal e indocumentada carne procedente de animales varados o capturados
accidentalmente en redes de pesca o que algunos productos han estado almacenados
hasta 10 afios (Baker & Palumbi, 1994; Baker et al., 1996; Cipriano & Palumbi, 1999ay b;
Dizon et al.(eds.), 2000).

1.4.3. Estudios de filogenia

El anslisis del ADNmt también es utilizado para estudios de macroevolucién. En
este sentido, y desde el punto de vista morfolégico, el orden Cetacea se subdivide en los
subérdenes Mysticeti y Odontoceti. Los odontocetos (ceticeos con dientes) incluyen a los
delfinidos, delfines de rio, zifios y cachalotes, mientras que los misticetos (cetaceos con
barbas) estan constituidos por las ballenas francas, ballena gris, ballena pigmea y rorcuales

(Barnes et al., 1985).

Sin embargo, Milinkovitch et al. (1993) analizaron las secuencias de dos genes
ribosémicos mitocondriales (12S y 16S) en 16 especies de ceticeos, entre los cuales
incluyeron delfinidos, cachalotes y ballenas. Como grupo externo utilizaron, entre otros,
las secuencias de la vaca y del ser humano. A tenor de sus resultados, propusieron que
existe una relacién mas estrecha entre cachalotes y ballenas, que entre los primeros y el
resto de los odontocetos. Asi, establecieron que dentro de los misticetos, los linajes dé los
cachalotes y las ballenas debieron separarse hace unos 10-13 millones de afios y que el
linaje de las ballenas perdi6 la denticién que caracteriza a los odontocetos y la capacidad
de ecolocalizacién. Comprobaron ademds que el grupo de los delfinidos era parafilético y
que dentro de él, los zifios se unfan a los delfinidos después del grupo formado por

cachalotes y ballenas.

Contrariamente, Arnason & Gullberg (1994) revisaron las relaciones filogenéticas

de los subérdenes misticetos y odontocetos mediante la secuenciacién de 1.140 pb del
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citrocromo b y utilizando 14 especies que incluian a once misticetos, dos delfinidos y un
cachalote. Como grupo externo utilizaron la secuencia de la vaca. Segiin sus resultados, la
topologia del 4rbol establece que los misticetos se agrupan de modo monofilético,
mientras que los cachalotes estan miés alejados de las ballenas que de los delfinidos,

aunque no se puede afirmar un origen monofilético para los odontocetos.

Todo ello ha generado una controversia, ain no resuelta, que propone tres
hipétesis para las relaciones filogenéticas de las especies del orden Cetacea y que se

ilustran graficamente en la figura 1.2.

Teoria de Milinkovitch Teoria Tradicional Teoria de Amason
I——misﬁcetos cachalote), £ —— misticetos

cachalote I } g o delfines

g — delfines §
JS— 8 ——

2
g

deffines leee—— misticetos Leem——— cachaiote

Figura 1.2. Las tres teorias sobre las relaciones filogenéticas en el orden Cetacea.

Para reafirmar su teoria, Milinkovitch et al. (1994) realizaron un nuevo estudio
con los mismos genes que el primero, pero incluyendo un mayor ntimero de especies para
cada una de las familias, sosteniendo asi su hipétesis de relacién mas estrecha entre
cachalotes y ballenas. Arnason & Gullberg (1996) también reanalizaron sus resultados
incrementando tanto la representacién de las especies de ceticeos como de las especies

utilizadas como grupo externo, sin poder resolver satisfactoriamente la disyuntiva.
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Adachi & Hasegawa (1995) aportaron informaciéon adicional con el fin de
discernir entre las tres posibles hipétesis, considerando la secuencia del citocromo by once
especies y combinaciones de ellas como grupo externo. Comprobaron que la topologia
del arbol filogenético era muy sensible a las especies utilizadas como grupo externo. De
las 35 combinaciones realizadas, sélo obtuvieron 5 veces una topologia como la de
Arnason, 11 veces una topologia que cumplia la hipétesis Tradicional y la topologia de

Milinkovitch en 19 ocasiones.

Sin embargo, la conjugacién de informacién procedente del analisis de caracteres
morfolégicos y marcadores genéticos mitocondriales (citocromo &, 128 y 16S) dan un
mayor soporte a la hipétesis tradicional, como demostraron Messenger & McGuire
(1998). Por otro lado la combinacién de marcadores mitocondriales y nucleares apoya la
hipétesis de Arnason. Asi, Gatesy et al. (1999) analizando la secuencia del exon 1 del gen
IRBP (proteina retinoide interfotoreceptor), el factor von Willebrand y varios genes
mitocondriales (citocromo &, 12S y 16S) y nucleares publicados previamente para varias
especies de artiodactilos y cetaceos, no detectan una relacion monofilética entre

cachalotes y ballenas.

Arnason et al. (2000) secuenciaron el ADNmt completo de cachalote y lo
compararon con el del rorcual comin y el rorcual azul (Arnason et al., 1991a y Arnason &
Gullberg, 1993) frente a artiodactilos y otros mamiferos, para dar mayor soporte a sus
resultados, encontrando que no existe la relacion hermana entre Physeteridae y

Balaenopteridae que postula la hipétesis de Milinkovitch.
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1.5. Breve descripcion de las especies incluidas en el estudio

SUBORDEN: ODONTOCETOS

FAMILIA DELPHINIDAE
GENERO TURSIOPS

1.5.1. Delfin mular - Tursiops truncatus (Montagu, 1821)

.

Se trata de un delfin muy robusto. El tamafio oscila entre los 1,9 y 4 m segan las
poblaciones. En el caso de Canarias se ha constatado una longitud media de los machos

adultos maduros de 310 cm y de las hembras de 284,3 cm. (Martin, 1998).

Tiene un melén bien diferenciado del morro, que es corto. La capa dorsal es gris
oscura, siendo los flancos mas claros. El vientre es de coloraciéon gris clara, marfil o
incluso rosada (Jefferson et al, 1993). Los delfines mulares observados en Canarias

parecen presentar una coloracién mas clara que aquéllos de la costa africana y el norte de

Europa (Martin, 1998).

La aleta dorsal es ancha,
triangular y ligeramente falcada en su
parte superior y se halla
aproximadamente a la mitad del eje

longitudinal del cuerpo.

Vidal Martin

Figura 1.3. Delfin mular
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Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en aguas desde
moderadamente frias hasta tropicales de todos los mares y océanos del planeta y ocupa

hébitats tanto costeros como oceénicos (Jefferson et al., 1993).

La presencia de esta especie en Canarias se conoce por varios estudios realizados
desde 1989 hasta la actualidad. Suelen viajar formando grupos de menos de veinte
animales. Las poblaciones més conocidas son las del sudoeste de Tenerife donde se ha
estimado la presencia de unos 60 animales que podrian ser residentes de la zona (Martin,
1998) y la del sur y sudoeste de Gran Canaria, ampliamente estudiada durante los afios
1999 y 2000 en el marco del proyecto Apoyo a la conservacién del delfin mular (Tursiops
truncatus) y la tortuga boba (Caretta caretta) en Canarias (LIFE-B4-3200/97/247).

Esta especie est incluida en el Catdlogo de Especies Amenazadas de Canarias
(BOC, 2001/097) como "vulnerable”, lo que significa que exige la redaccion de un Plan
de Conservacién ya que, si los factores adversos que actian sobre ella no son corregidos,

corre el riesgo de entrar en la categoria de "en peligro de extincién".

GENERO GLOBICEPHALA

1.5.2. Calderén tropical - Globicephala macrorhynchus Gray, 1846

Existen grandes variaciones en cuanto a su tamafio entre las distintas poblaciones.
En Canarias, la longitud media de los machos adultos y subadultos varados es de 456 cm,
mientras que la de las hembras es 367,3 cm (Martin, 1998). Es de coloracién oscura con
una mancha mas clara en forma de ancla en la zona pectoral, que discurre hasta el
vientre y manchas claras alargadas detras de los ojos y detras de la aleta dorsal. Es
caracteristica su cabeza globosa y su aleta ancha en la base y baja en forma de gancho

(Martin {ed.), 1990).
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Figura 1.4. Calderé6n tropical

Son tipicos de aguas ocednicas
aunque en algunas zonas aparecen de
manera habitual cerca de la costa. Se
encuentran  distribuidos en  aguas

tropicales, subtropicales y

Vidal Martin

moderadamente calidas de todos los

océanos (Jefferson et al., 1993).

Es una especie con una estructura social marcadamente matrilineal, en la que las
manadas estan formadas principalmente por hembras con sus crias y las copulas tienen

lugar entre miembros de distintas manadas (Martin, 1998).

En Canarias han sido catalogados mediante técnicas de fotoidentificacion unos
500 individuos al sur de Tenerife, 300 de los cuales se consideran residentes (Hemlich-
Boran, 1993). En aguas de Gran Canaria se han fotoidentificado por el momento 219

individuos distintos (Servidio, 2001).

Es la principal especie objeto del turismo de observacion de ceticeos en el
Archipiélago Canario, por lo que su amenaza mas importante es el creciente desarrollo

turistico y el trafico maritimo.

Esta especie esta incluida en el Catalogo de Especies Amenazadas de Canarias

(BOC, 2001/097) como "vulnerable".

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Introduccion /E
A ——

GENERO DELPHINUS

1.5.3. Delfin comuan - Delphinus delphis Linnaeus, 1758

Este es un delfin relativamente
esbelto y de forma muy hidrodinamica.
Tanto su tamano como su coloracion es

muy variable geogréficamente.

Figura 1.5. Delfin comin

La longitud media de los adultos

Sonia Garcia

oscila entre 1,7 y 2,4 m. El estudio de los
animales varados en el Archipiélago Canario revel6 longitudes medias de 212,6 cm para
los machos adultos y 204,1 cm para las hembras adultas (Martin, 1998). Su coloracién es
muy caracteristica lo que permite una facil identificaciéon. La capa dorsal es oscura

mientras que la zona ventral es blanca.

En los flancos se puede diferenciar una zona anterior amarilla o color crema y
una posterior gris clara separadas ambas por el dibujo en V que forma la capa dorsal bajo

la aleta dorsal. Esta tltima es alta y alargada (Jefferson et al., 1993).

El delfin comtn habita aguas desde tropicales hasta moderadamente célidas y
prefiere aguas abiertas y profundas aunque también puede encontrarse en zonas costeras
poco profundas. En Canarias la especie es abundante durante los meses de enero a mayo

y forma grupos de una veintena de animales aproximadamente (Martin, 1998).

Esta especie est4 incluida en el Catdlogo de Especies Amenazadas de Canarias
(BOC, 2001/097) como "de interés especial", por lo que es merecedora de una atencion
particular, bien sea por su valor cientifico, ecologico o cultural o por su singularidad y

exige la redaccién de un Plan de Manejo.
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GENERO STENELIA

1.5.4. Delfin moteado atlantico - Stenella frontalis (Cuvier, 1829)

Es el mas robusto de los delfines del género Stenella. El delfin moteado atlantico
puede alcanzar un tamano de unos 2,3 m. Sin embargo los ejemplares estudiados en

Canarias no superan los 195 cm.

(Martin, 1998).

Figura 1.6. Ejemplares juveniles de delfin
moteado.

Los animales adultos son muy
faciles de identificar por las manchas
que cubren todo su cuerpo. Estas
manchas son oscuras sobre fondo claro en la zona ventral y claras sobre fondo oscuro en
la zona dorsal. Los animales juveniles, en cambio, tienen una coloracién gris mas

uniforme lo que puede llevar a su confusién con ejemplares juveniles de delfin mular.

Esta especie se encuentra solo en el Océano Atlantico, preferentemente en aguas
calidas, entre los 48°N y 24°S (Martin (ed.), 1990). En Canarias podemos encontrarla
formando grandes grupos de hasta cientos de individuos a lo largo de todo el afio, excepto

en los meses de verano.

1.5.5. Delfin listado - Stenella coeruleoalba (Meyen, 1833)

Los adultos tienen una longitud de entre 180 y 250 cm, siendo las longitudes
medias de los animales varados en Canarias de 215 cm para los machos y 197,9 cm para

las hembras (Martin, 1998). En cuanto a la coloracién, la zona dorsal es oscura, los
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flancos gris claro y la ventral blanca.
La capa dorsal presenta una incision
mas clara que llega hasta la aleta

dorsal.

Figura 1.7. Delfin listado

Vidal Martin

La principal caracteristica de
la coloracién de este delfin es una serie de listas oscuras que parten de la parte posterior
del ojo y recorren el cuerpo longitidinalmente. Una de ellas llega hasta la zona anal,
separando los flancos grises del vientre blanco, otra, que puede ser doble, llega hasta la
aleta pectoral y una tercera mas fina y corta, discurre paralela a la primera y llega

aproximadamente hasta la altura de la aleta pectoral (Martin (ed.), 1990).

Se distribuye por aguas moderadamente célidas hasta tropicales de todos los
océanos y tiene preferencia por aguas oceanicas hallandose siempre fuera de la
plataforma continental en caso de encontrarse cerca de la costa (Jefferson et al., 1993). En
Canarias puede observarse practicamente todo el afio formando grupos de unos 40-50

individuos.

Esta especie est4 incluida en el Catilogo de Especies Amenazadas de Canarias

(BOC, 2001/097) como "de interés especial".
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FAMILIA ZIPHIIDAE
GENERO MESOPLODON

1.5.6. Zifio de Gervais - Mesoplodon europaeus Gervais, 1855

Esta especie pertenece a una de las familias mas desconocidas de cetaceos. En
Canarias era conocida tan sélo por varamientos hasta el afio 1998 cuando se realiz6 el
primer avistamiento frente a la costa
noroeste de Tenerife (Carrillo &

Martin, 1999).

La longitud media de los
machos varados en Canarias es de 430
cm y la de las hembras de 437 cm. Su

coloracién dorsal es gris oscura y el

Vidal Martin

cuerpo esta comprimido lateralmente.

Figural.8. Zifio de Gervais

La cabeza es pequeiia y conica y la mandibula inferior sobresale de la superior.
Los dos dientes, tipicos en esta familia, se encuentran en el extremo de la mandibula

inferior (Martin, 1998).

Su distribucién se conoce principalmente en aguas de tropicales a

moderadamente célidas del Atlantico Norte y es de hébitos oceanicos (Martin (ed.), 1990).
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FAMILIA PHYSETERIDAE
GENERO PHYSETER

1.5.7. Cachalote - Physeter macrocephalus Linnaeus, 1758
Figura 1.9. Aleta caudal de cachalote

Es la mayor especie de
odontoceto. Los machos pueden
alcanzar una longitud media de 15 m,
mientras que las hembras son algo mas

pequefias, unos 11 m de longitud

media. Se distingue facilmente por su
enorme cabeza cuadrada que, en los machos, alcanza un tercio de la longitud total del
cuerpo. Como todos los odontocetos posee un s6lo espiraculo, que en esta especie se
encuentra desplazado hacia el lado izquierdo y frontal de la cabeza. Es de coloracion gris
oscura con una mancha mas clara en la zona ventral y alrededor de la boca. No tiene una
aleta caudal marcada sino una serie de pequefias jorobas a lo largo de la zona dorsal

trasera (Martin (ed.), 1990).

Es capaz de sumergirse a profundidades superiores a los 1000 m durante periodos

de tiempo que pueden alcanzar los 90 minutos.

Se encuentra distribuida en todos los océanos del mundo aunque durante las

migraciones solo los machos superan los 45° de latitud en ambos hemisferios.

Al igual que los calderones, los cachalotes tienen una estructura social matrilineal

formando grupos de hembras maduras e individuos inmaduros de ambos sexos
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relacionados matrilinealmente. Los machos abandonan sus grupos natales alrededor de

los 6 anos de edad (Richard et al, 1996)

A pesar de ser una especie tipica de océanos abiertos, en Canarias es frecuente
encontrarla cerca de la costa gracias a las grandes profundidades existentes entre islas. Es
relativamente abundante en el Archipiélago y esta presente durante todo el afo. Su
poblacién "base" o constante ha sido estimada en unos 3-24 a 459 individuos (André,

1997.)

Es una especie considerada "vulnerable" en el Catalogo de Especies Amenazadas

de Canarias (BOC, 2001/097).

SUBORDEN: MISTICETOS
FAMILIA BALAENOPTERIDAE
GENERO BAILAENOPTERA

1.5.8. Rorcual comun - Balaenoptera physalus (Linnaeus, 1758)
Figura 1.10. Rorcual comun

Es la segunda especie de
ceticeo de mayor tamano, después
del rorcual azul. Las hembras son
algo mas grandes, con un tamano
corporal medio de 22,3 m frente a los

21 m de los machos. Su color es gris

oscuro aunque la zona ventral y la
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parte inferior de las aletas pectorales y caudal son blancas. Es facil de distinguir de otras
especies de rorcuales por la pigmentacién asimétrica de la cabeza, siendo blanco el lado

derecho de la mandibula inferior (Jefferson et al., 1993).

Se distribuye por todos los océanos, desde los trépicos hasta ambas regiones
polares. Es de hébitos principalmente pelagicos pero en algunas zonas puede observarse
también cerca de la costa (Martin (ed.), 1990). En Canarias es méas abundante a finales de

invierno y principios de primavera.

Esta especie ha sido el blanco de la caza comercial de ballena durante muchos
afios, lo que ha mermado considerablemente sus poblaciones en varios océanos (Bérubé et
al., 1998). En Canarias esti incluida en el Catalogo de Especies Amenazadas (BOC,
9001/097) como "en peligro de extincién®, lo que exige un Plan de Recuperacion, ya que
de seguir actuando los factores que causan su situacidn actuaL su supervivencia es poco

probable.

1.5.9. Rorcual tropical - Balaenoptera edeni Anderson, 1878

Rorcual de tamaiio algo mas reducido que el rorcual comin. El tamafio medio de
las hembras es de unos 14,5 m y €l de los machos de 13,7 m (Martin (ed.), 1990). La
coloracién es gris oscura en todo el cuerpo y clara en la zona ventral. Se distingue de las

demas especies de rorcuales por las tres crestas craneales (Jeferson et al., 1993).
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Esta especie puede
encontrarse tanto en océano abierto
como en aguas costeras, prefiriendo
las temperaturas calidas y no
superando los 40° de latitud en ambos
hemisferios (Jefferson et al., 1993). Es
la especie de rorcual més abundante
en Canarias donde viene a

alimentarse sobre todo en verano.

Figura 1.11. Cabeza de rorcual tropical en la que se aprecian las tres crestas craneales.
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1.6. Objetivos del estudio

Los principales objetivos del presente estudio son:

1- Describir la estructura genética de 4 especies de ceticeos presentes en aguas del
Archipiélago Canario, dos de ellas consideradas como residentes (delfin mular y
calderén tropical) y dos como transetintes (delfin comtn y rorcual tropical),

mediante secuenciacién de la regién control del ADNmt.

2- Establecer las relaciones genéticas entre las poblaciones canarias y otras

poblaciones de la misma especie descritas previamente en otras partes del mundo.

3- Describir la variacién genética de dos genes del ADNmt (COI y NADHS) en
nueve especies de cetdceos presentes en el Archipiélago Canario y definir, a través

de ellos, las relaciones filogenéticas entre odontocetos y misticetos.

4- Aplicar la secuenciacién de la regién control con el fin de identificar ejemplares

dificiles de clasificar por otras técnicas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion del material biologico

I as muestras que se¢ han utilizado en la elaboracion de este trabajo proceden
de dos fuentes distintas. Una ha sido la toma dé€ biopsias de animales vivos
en el mar y la olra a partir de animales que han quedado varados en las costas de las

distintas islas del Archipiélago Canario durante los Gltimos afios.

2.1.1. Muestras de biopsias

Entre los meses de enero de 1999 y junio de 2000 se llevaron a cabo campatfias
cientificas en el Archipiélago Canario.con la finalidad de estudiar sus poblaciones de
cetdceos, haciendo especial hincapié en el dellin mular, en el marco del proyecto dpoye «
la conservacién del delfin mular (Tursiops truncatus) y la tortuga boba (Caretta caretta) en Cananas
(LIFE-B4-3200/97/247), financiado por la Uni6n Europea y la Consejerfa de Politica
Territorial y Medio Ambiente del Gobierno de Canarias. Durante dichas campaifias se
realizo un esluerzo total de 137 dias navegados (917,9 horas) y 6529,5 millas nduticas
recorridas, durante las cuales se tomaron 350 muestras de piel de 11 especies distintas de

ceticeos (Figura 2.1.).

Cuando se avistaba un grupo de ceticeos, antes de tomar la biopsia, s procedia a
la identificacién de la especie y a una estima del tamafio del grupo. Ademas se observaba

al grupo para determinar su comportamiento y su estructura social, asi como su
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composicion por sexos v clases de edad. También se trataba de fotoidentificar el mayor
p P y Vi

numero posible de los animales que componian el grupo.

Figura 2.1. Representacion del nimero de biopsias de cetaceos tomadas en las campanas

186
(53,14%)

(2,57%)

8

23 (2,29%)

(6,57%)
3 5 2
0,86%
( ) 42 4 29 (1.43%) (057%)
(12%) (0.28%) (8.29%)
® Balaenoptera edeni Delphinus delphis  Physeter macrocephalus
© Grampus griseus » Globicephala macrorhynchus Mesoplodon europaeus
Tursiops truncatus W Pseudorca crassidens W Stenella coeruleoalba
Steno bredanensis m Stenella frontalis

durante los afios 1999 y 2000, clasificadas por especies. En paréntesis aparece el porcentaje con
respecto al numero total de muestras (n=350).

Las muestras se tomaban disparando un dardo cilindrico, de acero inoxidable y
de 8 mm. de didmetro, 2,5 cm. de longitud y 3,8 g de peso (Ceta-Dart), desde la proa de
una embarcacion a motor de 13 m. de eslora, con una ballesta Panzer III de 125 lb. de
potencia (Barnett International, Ltd.). Este dardo iba enroscado en una flecha de fibra de
carbono (Ceta-Dart) que en su parte anterior llevaba un flotador de espuma de
poliestireno de unos 3 cm. de didmetro que a la vez actuaba de tope para que la flecha no

penetrara en el cuerpo del animal. Este flotador era el que hacia que, después del
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impacto, la flecha rebotara en el cuerpo y quedara flotando en la superficie del agua

(Figura 2.2.).

Esta técnica es muy similar a la utilizada por otros investigadores como
Lambertsen (1987), Palsbell et al. (1991), Weinrich et al. (1992), Clapham & Mattila
(1993), Brown et al. (1994), Patenaude & White (1995), Gauthier & Sears (1999) o Hooker
et al. (2001). Otros han utilizado ligeras variaciones como es disparar el dardo mediante
un arco (Mathews et al., 1988; Amos & Hoelzel, 1990), una escopeta (Winn et al., 1973;
Kasamatsu et al., 1991; Kreutzen et al., 1999) o un proyector de dardos (Barret-Lennard et
al., 1996; Bearzi, 2000).

Para recuperar la flecha se dirigia el barco hacia el lugar donde ésta permanecia
flotando y se recogia con un salabre. Posteriormente se introdujo una modificacién en el
sistema que consistia en adaptar un carrete de nylon de pesca a la ballesta y atar la flecha
con el nylon para una recuperacién mas rapida. Este método ha sido utilizado también
por Lambertsen (1987) y Whitehead, et al. (1990). En un principio no se utilizé esta
modificacién por temor a que los animales pudieran quedar enredados en el nylon. No
obstante, se comprobd que con el método usado inicialmente se perdia mucho tiempo, se
corria el riesgo de perder la flecha, a la vez que los animales sufrian un mayor stress al

maniobrar con el barco para llegar al lugar de la flecha.

En el interior del dardo hay unas pequefias ptas que sujetan la muestra una vez
extraida, evitando que se pierda cuando la flecha flota en el agua. La muestra de piel y
grasa extraida tenfa normalmente el didmetro del dardo y media de 0,5 a 1 cm. de
longitud. Sin embargo, cuando la flecha no impactaba en sentido perpendicular al cuerpo
del animal sino que incidia tangencialmente, la muestra era mucho mas superficial, es

decir, sin tomar apenas grasa y su longitud era variable.

41

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



J\ Materiales y métodos

Figura 2.2. Material utilizado en la toma de muestras. A. Ballesta y flecha de fibra de carbono
con flotador de espuma de poliestireno. B. Punta de biopsia de acero inoxidable.

Se procuraba siempre tomar la muestra del lomo, en la parte anterior a la aleta
dorsal y de animales que se encontraban a menos de cuatro metros de la proa del barco,
para evitar errar el disparo. Los animales muestreados eran siempre individuos adultos o

juveniles con el fin de no molestar a las crias.

Siempre que era posible, se fotografiaba o se grababa en video el animal del que

se habia tomado la muestra para poder identificarlo posteriormente.

En los momentos que seguian al disparo se evaluaba la reaccién del animal. No se
observé nunca ningtin comportamiento fuerte de rechazo hacia la toma de biopsias, tal y
como confirman también numerosas investigaciones realizadas con el mismo objetivo
(Aguilar y Nadal, 1984; IWC, 1991; Brown ef al, 1991 y 1994; Weinrich et al, 1991 y
1992; Clapham & Mattila, 1993; Barret-Lennard et al., 1996; Gauthier & Sears, 1999;

Hooker et al., 2001). Existe un Gnico caso recogido en la bibliografia en el que la
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penetracién de un.dardo de biopsia en un delfin comin tuvo consecuencias fatales. La
muerte del animal se produjo unos minutos después de que el dardo quedara clavado en
su cuerpo en lugar de rebotar. Analisis posteriores del cuerpo demostraron que la muerte
no fue una consecuencia directa de la herida producida, ya que no fue muy profunda, por
lo que se postulé que la causa pudo ser el estrés ocasionado por el incidente o por el

posterior manejo del animal al intentar salvarlo (Bearzi, 2000).

Una vez recuperada la flecha, la muestra se extraia del dardo con unas pinzas
esterilizadas y se almacenaba a temperatura ambiente en una solucién sobresaturada de
NaCl al 20% de dimetilsulféxido (DMSO). Este producto incrementa la permeabilidad
celular por lo que la sal, que actda como conservante, actia més rapidamente (Amos &
Hoelzel, 1991). Los dardos se lavaban a conciencia con un cepillo y agua jabonosa para
eliminar cualquier resto de muestra que pudiera quedar entre las paas y se esterilizaban
con dietilpirocarbonato al 0.8% (v/v)y etanol 100% para su uso posterior. De esta forma
se evitaba tanto la posible infeccién en los animales muestreados como la contaminacién

entre muestras.

Todos los datos referentes a la muestra tomada se anotaban en el estadillo que la
Comisién Ballenera Internacional ha disefiado con el propésito de unificar la informacién

relativa a muestras genéticas (Mesnick et al., 1999). (Ver anexo V).

Existen otros métodos para la obtencién de muestras de piel de animales vivos
que podrian resultar menos intrusivos. Por ejemplo, el utilizado por Whitehead e al.
(1990) que consiste en adaptar un estropajo de nylon al final de la flecha y con él raspar
superficialmente la piel del animal al dispararla o el utilizado por Harlin et al. (1999) en el
que el estropajo se coloca en el extremo de un palo de madera y desde la proa de una
embarcacién neumatica se raspa la piel de los animales que se acercan a la misma.
Ambos sistenas fueron probados durante el periodo de toma de muestras de este trabajo.

En el primer caso se comprobé que la proporcion de disparos fallidos era muy alto, en
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muchos casos irritaban a los animales y las veces que se conseguia raspar la piel de un
animal, las cantidades obtenidas eran minimas. El método del palo de madera no fue
viable debido a la altura de la embarcacién empleada. Asi pues, ninguno de los dos
métodos result6 ser eficiente v se optd por usar el sistema descrito con el fin de optimizar

el tiempo y los recursos.

Otra fuente no intrusiva de muestras de piel para anélisis genéticos es recoger la
piel que algunas especies pierden de forma natural por el roce con el agua o con otros
individuos del grupo (Amos et al., 1992; Clapham et al., 1993; Valsecchi et dl., .1998;
Gendron & Mesnick, 1999), pero durante las campafias realizadas nunca se observd que

hubiesen fragmentos de piel flotando en el drea del avistamiento.

2.1.2. Muestras de necropsias

Las muestras procedentes de animales varados fueron aportadas tanto por la
Sociedad para el Estudio de los Cetéceos en el Archipiélago Canario (SECAC), como por
la Unidad de Histologia y Anatomia Patolégica Veterinaria de la Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria. Siempre que el estado de conservacién y el tamafio del animal
lo permitia, investigadores de estas instituciones tomaban como minimo los datos
biolégicos basicos del animal como son: especie, medidas morfolégicas, peso, sexo, estado
de desarrollo, ctc. y si era posible, el animal era sometido a una necropsia con el fin de
obtener indicios sobre la causa de su muerte. Hasta el momento se han recolectado 118
muestras pertenecientes a animales de 14 especies diferentes de cetdceos (Figura 2.3.) que
vararon en las costas canarias, entre los afios 1991 y 2001. De estos animales se dispone

de muestras de higado o de piel que han sido conservadas a -80 °C.
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B Ziphius cavirostris Megaptera novaeangliae

Figura 2.3. Representacion del niimero de muestras de necropsias de cetaceos varados durante
los afios 1991 a 2001 clasificadas por especies. El nimero total de muestras es n=118.

2.2. Muestras utilizadas en la realizacion de este trabajo

El estudio de la estructura poblacional utilizando la secuenciacién de la regién D-
loop se ha aplicado a cuatro especies, dos de ellas consideradas residentes en el
Archipiélago Canario (el delfin mular y el calderén tropical) y dos consideradas

transetntes (el delfin comun y el rorcual tropical).
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La secuenciacién de la regién D-loop se ha utilizado también en la identificacién
genética de una especie de zifio, cuya clasificacién taxonémica por observacién directa y

fotografia, en un principio ofrecié dudas.

Para la descripcién de los genes COI y NADHS vy la filogenia con los mismos se
utilizaron de 1 a 4 individuos de 9 especies distintas, dos especies de misticetos (el rorcual
comun y el rorcual tropical) y 7 especies de odontocetos (el delfin moteado, el delfin
comtn, el delfin listado, el delfin mular, el calderén tropical, el zifio de Gervais y el

cachalote).

En las figuras 2.4 a 2.8. se ha representado la localizacién geogréfica de todas las
muestras utilizadas en el estudio. Una descripcién exhaustiva de cada muestra puede

consultarse en las tablas 3.4., 3.6., 3.11., 3.16. 3.17. y 3.21. del capitulo de resultados.

2.3. Extracciéon del ADN genémico de las muestras

Para la extraccién del ADN total se sigui6 el método de Sambrook et al. (1989),
mediante la digestion de 50 mg de tejido troceado (piel o higado) en 600 pl de tampén de
lisis (50 mM Tris pH=8, 100 mM EDTA pH=8, 1% (v/v) SDS, 20 pg/ml Rnasa y 100
pg/ml ProteinasaK), durante una noche a 50 °C y con agitacién. El ADN se extrajo con
2 fenolizaciones (fenol equilibrado con Tris 0,5 M) y un lavado con
cloroformo/isoamilico (24:1). Finalmente el ADN se precipité de la fase acuosa con 0,2
voltimenes de acetato de amonio 10 M y 2 volimenes de etanol al 100%. El sedimento de

ADN resultante se lavé con etanol al 70% y se resuspendi6 en 50 - 80 pl de TE 1X.

En el anexo II puede consultarse €l protocolo detallado seguido para la extraccion

del ADN.
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Figura2.4. Localizacién de las muestras de delfin mular analizadas en el presente trabajo.

sopolw £ SI[BHANEN

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblicteca Digital, 2003



14

29

28

Gm-Cand

Figura2.5.

Localizacion de las muestras de calderén tropical analizadas en el presente trabajo.
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Figura2.6. Localizacién de las muestras de delfin com@n analizadas en el presente trabajo.
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Localizacién de las muestras de rorcual tropical analizadas en el presente trabajo.
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Figura2.8. Localizacién de las muestras para las que se ha secuenciado el gen COL
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Figura 2.9. Localizacién de las muestras para las que se ha secuenciado el gen NADHS5.
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2.4. Determinacion de la concentracion de ADN

La evaluaciéon de la concentracion de ADN resultante se hizo mediante

electroforesis en gel de agarosa.

En un gel de agarosa al 1% se cargaban 0,5 pl de muestra, 4,5 pl de TE 1X y 1
ul de tampén de carga (300 pl de glicerol, 700 pl de H2Ouq4 y 5 mg de azul de bromofenol
y xylene cianol) (Figura 2.10.). Las muestras se dejaban correr durante 60 minutos a 16
V/cm en TAE 1X utilizando, como marcador de pesos moleculares e indicador de la
concentracién, 125 ng de plasmido A cortado con la enzima Hind III. Posteriormente el
gel era tefiido durante 15 minutos en una solucién de 0,5 pg /ml de bromuro de etidio en
oscuridad y lavado 15 minutos sobre un agitador orbital en agua destilada. Para
comprobar los resultados, el gel era inspeccionado sobre un transiluminador de luz
ultravioleta (UVP) y fotografiado con el sistema "Ultra Violet Products Gel
Documentation System" utilizando el software Imagestore 5000 v.7.01. La fotografia era
posteriormente sometida al software GelWorks 1D con el que se estimaba la

concentracion del resultado del ADN extraido.

2.5. Amplificacion de las regiones de ADN

Para amplificar las regiones del genoma que se deseaban estudiar se aplico el
método de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis & Faloona, 1987; Saiki
et al., 1988).

Se amplificaron 4 fragmentos del genoma distintos. Tres de ellos correspondientes

al ADN mt (la regién control o D-loop, la subunidad I del gen de la citocromo ¢ oxidasa
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(COI) y la subunidad 5 del gen nicotinamida adenina dinucledtido dehidrogenasa
subunidad 5 (NADHS)), para su posterior secuenciaciéon y uno del ADN nuclear, el gen

SRY, para la determinacién del sexo de los animales muestreados.

Figura 2.10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la extraccion de ADN genémico de
muestras de piel de varias especies de cetaceos. Como marcador de pesos moleculares y de
concentracién se han utilizado 125 ng y 50 ng de plasmido A cortado con la enzima Hind III.

2.5.1. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccién de la PCR tiene como finalidad crear un gran nimero de copias de
una regién determinada de ADN para tener una concentracién lo suficientemente
elevada para su uso en anélisis posteriores. La reaccion consiste en someter una mezcla de
ADN molde, cebadores o pequefios fragmentos de ADN que delimitan la regién deseada,
cada uno de los cuatro nucledtidos trifosfatos libres (dNTPs) y una polimerasa

termoestable (Taq ADN polimerasa) capaz de sintetizar moléculas de ADN en un amplio
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rango de temperaturas, a una concentracién de Mg?* adecuada y durante un nimero

determinado de ciclos compuestos de tres fases:

e Fase de desnaturalizacién: La mezcla se pone a 95 °C de forma que la cadena

molde se separa en las dos hebras que la componen.

e Fase de hibridacién: Se usa una temperatura por debajo de la temperatura de

fusién (Tm) de los cebadores para favorecer la unién de estos a cada una de las hebras

de ADN molde y sus complementarias.

¢ Fase de elongacion: La temperatura se sube a 72 °C para que la enzima Taq ADN

polimerasa reproduzca copias de ADN molde en condiciones éptimas de actividad

enzimatica.

Previo a estos ciclos la mezcla se somete a un ciclo de 95 °C, de duracién algo
mayor, con el fin de asegurar la desnaturalizacion de la cadena e inactivar las nucleasas y
proteasas, que podrian disminuir el rendimiento de la reaccién y al final del proceso se
lleva a cabo un ciclo algo més largo de elongacién para finalizar la sintesis de las copias

incompletas.

Como resultado final se obtienen 2» copias de cada cadena original, siendo n el
niimero de ciclos. Las temperaturas exactas, los tiempos que dura cada fase, el nimero de
ciclos, asf como las concentraciones a las que debe estar cada uno de los componentes de
la reaccién deben determinarse de forma empirica para cada juego de cebadores y ADN

molde.
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2.5.2. Diseiio de los cebadores usados en las reacciones de PCR

Para amplificar cada una de las regiones es necesario el uso de un par de
cebadores que delimiten el fragmento deseado. En el caso de la regi6én control y del gen
SRY se utilizaron cebadores descritos previamente en otros trabajos. Las regiones COI'y
NADHS, en cambio no habian sido amplificadas anteriormente para ninguna especie de

cetaceo, por lo que no existian cebadores especificos y tuvieron que ser disefiados.

La regién D-loop es una de las regiones del ADNmt mas estudiadas en un gran
namero de especies de cetdceos, por lo que se incluy6 en el estudio para poder comparar

las muestras tomadas en Canarias con otras de las mismas especies tomadas en diferentes

partes del mundo.

Para su amplificacién se utilizaron los cebadores 115867 y H16329 que Henshaw
et al. (1997) disefiaron para amplificar dicha regién en varias especies de zifios. Estos
cebadores dieron buen resultado para la amplificacién de unos 400 pb de la regién

control en el delfin mular, calderén tropical, delfin comin, rorcual tropical y el zifio de

Gervais.

Para determinar el sexo de los animales muestreados se utiliz6 una secuencia
conservada de ADN localizada en el cromosoma Y denominada SRY (regién
determinante del sexo del gen Y), tal y como recomiendan Palsboll et al. (1992). Los
cebadores, en este caso, fueron el SRYA y el SRYB, disefiados a partir de la secuencia del
SRY de cachalote por Richard et al. (1994). Con estos cebadores se obtiene un producto

de 147 pb en las muestras procedentes de animales machos y ninguno en las muestras de

hembras.

Para disefiar los cebadores que se usaron para amplificar los fragmentos COl y

NADHS5 se parti6 de la secuencia completa del ADNmt del rorcual comin publicada por
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Arnason et al. (1991a) (NGmero de acceso de GenBank: X61145). De esta secuencia se
extrajeron los genes COI y NADHS5 de 1551 pb (de la base 5782 ala 7332) y 1821 pb (de
la base 12208 a la 14028) de longitud respectivamente.

En ambos casos, las secuencias fueron analizadas con los programas Primer
Premier ver. 4.04, Oligo ver. 5.0 (Rychlik & Rychlik, 1994) y Gen Runner ver. 3.00
utilizando como condiciones una longitud de 20 pb para cada cebador, un contenido en
G + C alrededor del 50% y una diferencia menor o igual a 5 °C entre las Tm de ambos

cebadores. La longitud del fragmento a amplificar se establecié en 1000 - 1200 pb.

Para elegir uno de los pares de cebadores que resultaron de los andlisis, se
tomaron las regiones COI y NADHS5 del rorcual comin, el rorcual azul y el cachalote
(Arnason & Gullberg., 1993; Arnason et al., 2000) y se alinearon las secuencias homélogas
con el programa ClustalW. Se eligié un par de cebadores que coincidiera en una zona
que fuese altamente conservada entre las tres secuencias, con el fin de que los cebadores

amplificaran bien la regién deseada en cualquier especie de ceticeo.

Finalmente se decidié utilizar los pares SH-COI-5' y SH-COI-3' para COI y SH-
NADHS5-5' y SH-NADH5-3' para NADH5 (Tabla 2.1.) ya que ademas de cumplir las
condiciones citadas anteriormente no formaban estructuras secundarias, no producian
hibridaciones inespecificas ni hibridaciones entre el cebador 3' y el 5' o en el caso de
producirse alguno de estos fénomenos, tenfan muy poca estabilidad lo que es importante

para obtener un buen rendimiento en la PCR.

Los cebadores fueron sintetizados en las empresas Invitrogen Life Technologies y

Pharmacia Biotech.
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Tabla 2.1. Caracteristicas de los cebadores usados en las reacciones de PCR correspondientes a la amplificacién de las regioncs
COIL, NADHS, D-loop y SRY. Se indican el nombre con el que se ha identificado el cebador en el presente trabajo, la secuencia en
el sentido 53!, la longitud en pb del mismo, la posicién que ocupa el extremo 3' del cebador en la secuencia del ADNmt completo
del rorcual comiin (Arnason et al., 1991a) .(en el caso de las regiones D-loop, COI y NADHS), la Tm (temperatura de hibridacién)
y la regién y el tamafio del fragmento que amplifican.

. Longitud s o Regién Tamaiio del

Cebador Secuencia (o) Posicion”  Tm. (°C) amplificada fragmento (pb)
SH-COL5' GCT TCT GAC TAC TGC CTG CT 20 6102 59 ol s
SH-COIL-3' GAC ACC CAT TTA GTC ATT CA 20 7957 56,4 ‘ 1
SH-NADH5-5' GCC CTC CAA GCA ATC GTA TA 20 12798 63,9 NADHS \
SH-NADH5-3 GTA GGC GGT GTA TGA TTG TG 20 13797 60,1 1068
L15867 TCA CCAYCARCA CCM AAA GCTGA 23 15867 65,5 i |
H16329 ATG GCC CTG AAG GTA AGA ACC 91 16329 65,1 -loop 461
SRY A CAT TGT GTG GTC TCG TGA TC " 61,7 Ry ;
SRY B AGT CTC TGT GCC TCC TCG AA - 64,1 R 210

Y
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2.5.3. La reaccion de amplificaciéon

Las reacciones de amplificacién de los fragmentos COI, NADHS y D-loop se
realizaron en un volumen final de 50 pl con las siguientes concentraciones: 50-100 ng de
ADN molde procedente de la extraccién, 1X tampén de PCR (160 mM (NH4)2SO4, 670
mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% Tween-20) (Bioline), 2 mM MgCl;, 0,2 mM dNTPs
(Pharmacia Biotech), 1,25 unidades BIOTAQ™ DNA polymerase (Bioline) y 0,25 uM de

cada uno de los cebadores correspondientes.

Tabla 2.2. Condiciones de temperatura, tiempo y ntmero de ciclos utilizadas en las reaciones de
PCR de amplificacién

COI NADHS5 D-Loop SRY

95 °C - 4min 95 °C - 4min 94 °C - 5 min 95°C - 5 min
95 °C - 30 seg 95 °C - 30 seg 94 °C - | min 96 °C - 1 min
53 °C - 30 seg 53°C - 30 seg 53°C -1 min 58 °C - 1 mmn
72 °C - 30 seg 72 °C - 30 seg 72°C - 10 seg 72 °C - 10 seg
30 ciclos 30 ciclos 35 ciclos 35 ciclos

72 °C - 5min 72 °C - 5 min 72°C -5 min 72 °C - 5 min
4°C-o0 4°C - 4°C-o0 4°C-o0

La amplificacién del gen determinante del sexo (SRY) se hizo en un volumen
total de 30 pl con 30-60 ng de ADN de la muestra, 1X tampén de PCR (160 mM
(NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% Tween-20) (Bioline), 2 mM MgCly, 0,2 mM
dNTPs (Pharmacia Biotech), 0,75 unidades BIOTAQ™ DNA polymerase (Bioline) y
0,25 uM de los mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% Tween-20) (Bioline), 2 mM MgCly, 0,2 mM
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dNTPs (Pharmacia Biotech), 0,75 unidades BIOTAQ™ DNA polymerase (Bioline) y
0,25 pM de los cebadores SRYA y SRYB. Las reacciones se cargaron indistintamente en
un termociclador "iCycler" de Biorad o en un termociclador "Mastercycler" de
Eppendorf. Para cada uno de los fragmentos se establecieron las condiciones que

aparecen en la tabla 2.2. para obtener una amplificacién éptima.

2.6.Comprobacion del resultado de la reacciéon de PCR.

Una vez finalizada la reaccién de PCR se cargaban 2 pl de dicha reaccién, 3 pl
de TE 1X y 1 pl de tampén de carga en un gel de agarosa al 1% y se realizaba una
electroforesis 2 100 V durante 45 minutos en TAE 1X. Como marcador de pesos
moleculares se utilizaba 125 ng de plasmido A cortado con la enzima HindIII o 100 ng de
plasmido pGEM3z cortado con Hinfl, segn el tamafio del fragmento que se deseaba
evaluar. El gel se tefifa 15 minutos. en bromuro de etidio 0,5 pg /ml y se lavaba otros 15
minutos en agua destilada en agitacién. El resultado de la reaccién de PCR era evaluado
sobre un trasiluminador de luz ultravioleta (UVP) y fotografiado con el sistema "Ultra
Violet Products Gel.Documentation System" utilizando el software Imagestore 5000
v.7.01. (Figura 2.11.). La concentracién de ADN en los fragmentos amplificados se

cuantificaron con el software GelWorks 1D.
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Figura 2.11. Gel de agarosa al 1% en el que se ha cargado el producto de la reaccion de PCR
para amplificar el gen NADHS5 en distintas especies de cetaceos. Como marcador de pesos
moleculares se ha utilizado el plasmido A cortado con la enzima HindIII.

2.7. Secuenciacion de los fragmentos

Todos los fragmentos se secuenciaron mediante el método de los Dideoxy
(Sanger, 1981) utilizando dos técnicas distintas para la lectura de la secuencia final: la
tincién de plata y la secuenciacién automética. A pesar de que, en general, los resultados
obtenidos por ambos métodos fueron muy parecidos, se comprobé que el de la tincién de
plata posee mas factores que pueden inducir a un error en la lectura. Asi, las ligeras
variaciones de volumen al preparar las reacciones o al cargarlas en el gel de acrilamida
pueden provocar intensidades distintas en las cuatro bandas que aparecen en el gel.
También en el proceso de preparacién o de tincién del gel y de la electroforesis se pueden

producir fenémenos que ocasionan manchas en los geles y que dificultan su lectura.
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Tabla 2.3. Caracteristicas de los cebadores usados en las reacciones de PCR correspondientes a la secuenciacién de las
regiones COI, NADH5 y D-loop. Se indican el nombre con el que se ha identificado el cebador en el presente trabajo, la
secuencia en el sentido 5'-3', la longitud en pb del mismo, la posicién que ocupa el extremo 3' del cebador en la secuencia del
ADNmt completo del rorcual comiin (Arnason et al., 1991a), la Tm (temperatura de hibridacién) y la regién amplificada.

. Longitud . o Regié
Cebador Secuencia (pg;) Posicién Tm. (°C) amph%g: da

SH-COI-5' GCT TCT GAC TAC TCC CTCCT 20 6102 59 col
SH-COl-int GCT TCT CAG ATA ATG AAG AT 20 7186 52,3
SH-NADH5-5 GCC CTC CAA GCAATC CTATA 20 12728 63,9 NADHS
SH-NADH5-3' GTA GGC GGT GTATGA TTG TG 20 13797 60,1
SH-D-loop-int ~ CGG TAA GTT AAA GCC CGT AT 20 16095 61,7 D1
H16329 ATG GCC CTG AAG GTA AGA ACC 21 16329 65,1 -loop

SOpOIOW A SITRIINEIN
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La eliminacién de muchos pasos y la automatizacién del proceso al utilizar un
secuenciador automatico, reduce las posibilidades de error en la interpretacién de la

secuencia por lo que la lectura es mucho més fiable.

En el caso del COI'y el NADHS, al tratarse de fragmentos largos, de mas de 1
kilobase, se secuenciaron desde ambos extremos, utilizando los cebadores SH-NADHS5-5'
y SH-NADH5-3' para el NADHS5 y el cebador SH-COI-5' y uno interno, SH-COl-int
para el COL

La regién D-loop se secuencié tan sblo desde el extremo 3' con el cebador
H16329, pero ademas se disefié un cebador interno, SH-D-loop-int, que permitia
confirmar una zona de mayor variabilidad cerca del extremo 3'. En la tabla 2.3.se
muestran las caracteristicas de los cebadores empleados en las reacciones de

secuenciacién.

2.7.1. Secuenciacién por tinciéon de plata

Las reacciones de secuenciacién se realizaron con el kit "Silver Sequence™ DNA
Sequencing System” de Promega, 4,5 pmol del cebador correspondiente y 50-100 ng de
ADN amplificado, limpiado previamente con una columna MicroSpin™ S-400HR
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.), siguiendo el protocolo del fabricante. Las reacciones

se cargaban en un termociciador "Mastercycler" (Eppendorf), con las condiciones

indicadas en la tabla 2.4.

Cuatro microlitros del resultado de las reacciones eran cargados en un gel
desnaturalizante de acrilamida al 6% y de 0,4 mm de grosor y s¢ realizaba una
clectroforesis a 50 W durante 1 hora y 15 minutos para leer las 160 primeras bases,

contando desde el cebador. Para leer las bases restantes se realizaba una nueva
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electroforesis empleando otros 4 pl y dejando correr las muestras durante 5 horas. Los
geles se revelaron mediante tincién de plata segan indica el protocolo del manual técnico
del "Silver Sequence™ DNA Sequencing System" (Promega) pero con algunas
modificaciones (ver protocolos en el anexo III). En la iﬁlagen 2.12. se muestra un gel de
acrilamida en el que se han corrido muestras de rorcual tropical y para las que se ha

secuenciado un fragmento de la regién control.

Figura 2.12. Gel de acrilamida tefiido con el método de la tincién de plata en el que se ha
secuenciado la regién D-loop de varias muestras de rorcual tropical.

2.7.2. Secuenciacion automatica

Para las reacciones de secuenciacién se utilizé el "ABI Prism® dRhodamine
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (Applied Biosystems), 0,8 pmol del
cebador correspondiente y entre 30 y 90 ng de ADN amplificado, limpiado previamente

con una columna MicroSpin™ S-400HR (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), siguiendo
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4.

el protocolo del fabricante. Las reacciones se cargaban en un termociclador

"Mastercycler” (Eppendorf) con las condiciones indicadas en la tabla 2.4.

140

AT TATATATATACAT CTAT TATAACT T CATTC AATTATTTTCACTAC ACCA
150 160 170 180 190

2t

Figura 2.13. Fragmento de la region D-loop de la muestra Be2-29/8 secuenciado con el
secuenciador automético ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer y leido con el programa Sequencing

Analysis version 3.7.

Tabla 2.4. Condiciones de temperatura, tiempo y niimero de ciclos utilizadas en las reaciones de

PCR de secuenciacion

Secuenciacion manual

Secuenciaciéon automatica

94 °C - 2 min

94 °C - 30 seg

66 °C - 1 min
36 ciclos

72 °C - 5 min

4°C -

94 °C - 3 min

96 °C - 30 seg

50 °C - 4 min
26 ciclos

72 °C - 5 min

4°C-o
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Los 5 pl resultantes de la reaccién se purificaron mediante precipitacién por
etanol/acetato de sodio y se resuspendieron en 20 pul de formamida antes de ser cargados
en el secuenciador automatico ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
(Ver protocolos en el anexo HI). Las secuencias se leyeron con el programa Sequencing

Analysis versién 3.7. (Figura 2.13.).

2.8. Analisis de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias, éstas se alinearon con el programa ClustalW
(Thomson et al., 1994). El nmero de haplotipos presentes en las secuencias y los lugares
polimérficos se identificaron con el programa DNA Sequence Polymorphism (v. 3.53)
(Rozas & Rozas, 1999).

Para cada gen se estimé la diversidad haplotipica (h) y la diversidad nucleotidica

(m) segtn las férmulas de Nei (1987):
L _nl-> x)
n-1

n
Tl x.x,d,
if

Donde n = namero de individuos muestreados en la poblacién.
x; = la frecuencia en la poblacién de la secuencia i-ésima.
x; = la frecuencia en la poblacién de la secuencia j-ésima.
di = el nimero de diferencias nucleotidicas por lugar entre las secuencias

i-ésina y j-ésima.
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La divergencia genética entre poblaciones se calculé mediante la férmula de la
distancia neta media entre poblaciones que tiene en cuenta el polimorfismo dentro de

cada una de las mismas (Net, 1987):

d}’ + di’

dAzdxy__z—‘—

Donde: dxy = ntimero medio de diferencias nucleotidicas por lugar entre las
secuencias de las dos poblaciones.

dx y dy = ndmero medio de diferencias nucleotidicas por lugar dentro
de cada poblacién.

Para comprobar la existencia de subdivisién ya sea geografica (por areas de
muestreo), temporal (por periodos de muestreo) o de otra indole (por ejemplo diferencias
en la diversidad genética entre machos y hembras, entre animales varados o muestreados
en su medio, etc.) se pueden aplicar dos tipos de tests. El primero de ellos es el test exacto,
analogo al test exacto de Fisher pero en lugar de computar tablas 2 x 2 se utilizan tablas r
x k, siendo r el nimero de grupos en los que se ha subdividido la muestra y k el nimero
de haplotipos (Raymond & Rousset, 1995). La tabla de contingencia se construye
utilizando las frecuencias con las que cada haplotipo aparece en un grupo determinado.
Los valores de las filas y las columnas se permutan utilizando un nimero suficientemente
elevado de pasos de la cadena de Markov. De esta forma se generan al azar todas las
tablas posibles y se calcula un valor P, que es fraccién de las tablas exploradas que son
igual o menos probables que la tabla observada en la muestra, con la hipétesis nula de
que existe panmixia, es decir, que los individuos se reproducen al azar, por lo que no hay

estructuracién poblacional segiin los criterios definidos (Excoffier, 2001).

El otro test es un analisis de la varianza molecular o AMOVA (Excoffier et al.,

1992). Es una modificacién del andlisis de la varianza o ANOVA, teniendo en cuenta no
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s6lo la frecuencia de los haplotipos sino también la distancia (mutaciones) entre ellos,
calculadas por el método de diferencias par a par. Con este test se estima un indice de
fijacién ¢st que indica cudnto de la variabilidad genética total de la poblaci6n es debida a
la variabilidad entre grupos. Al definir una serie de grupos dentro de una poblacién se
determina una estructura genética que es la que se comprueba con el test. La varianza
total de la poblacién se compone de la covarianza debida a diferencias entre haplotipos
dentro de un mismo grupo y a la covarianza debida a diferencias entre grupos de una
poblacién. Estos componentes de covarianza son los que se utilizan para calcular el indice

de fijacién segiin la férmula:

¢ O.
ST - 2
Or
Donde: 6.2 = componente de covarianza debida a diferencias entre los grupos.

o1? = varianza molecular total de la poblacién.

La significacién estadistica de Ga2 ST se estima haciendo permutaciones no
gn y p

paramétricas de los haplotipos entre grupos.

Todos los célculos de comprobacién de estructuracién genética en las poblaciones

se realizaron con el programa ARLEQUIN ver. 2000 (Schneider ¢t al., 2000).

El anélisis cladistico se realizé utilizado el programa MEGA (v.2.1) (Kumar et al.
2001). En los andlisis de la regién control, las distancias genéticas entre secuencias se
calcularon utilizando la proporcién (p) de lugares nucleotidicos en los que dos secuencias

que se comparan son diferentes.
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M
p = —
n
Donde: ng = ntmerc de diferencias entre las secuencias que se estan
comparando.

n = longitud total de la secuencia.

Este es un método muy sencillo y ficil de calcular, que no tiene en cuenta
correcciones en el caso de sustituciones miltiples en un mismo lugar, si hay sesgos en las
tasas de sustitucién o si hay diferencias en las tasas de evolucién entre lugares
nucleotidicos. Sin embargo, para valores de distancia entre secuencias pequefios (d <
0,05) da resultados igual de fiables que métodos mas complejos y tiene valores de varianza
menores (Nei & Kumar, 2000). En los anilisis de los genes COI y NADHS5 las distancias
se calcularon por el método de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969), que es més indicado

en el caso en que 0,05<d<1,0, segtn la férmula:

(-GH

Donde: p = proporciéon de nucledtidos distintos entre las secuencias
que se estan comparando.

Para la representacién de los 4rboles filogenéticos se utiliz6 el método Neighbor
Forning NJ) (Saitou & Nei, 1987). Este es una versién simplificada del método de Minima
Evolucién en el que la topologia del 4rbol que finalmente se elige como correcto muestra

el menor valor de la suma de todas las ramas (S). Sin embargo, para ello deben evaluarse
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primero los valores de S para todas las topologias posibles, lo que puede llevar un tiempo
considerable. En el caso del método NJ no se calcula S para todas las topologias y se

produce un Gnico 4rbol final.

Para estimar la fiabilidad del arbol inferido se ha utilizado el Bootstrap Test
(Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas. En este test se construye un 4rbol inicial a partir de
las secuencias analizadas. Por sustituciones en las secuencias originales se crea un nuevo
grupo de secuencias a partir de las cuales se crea un nuevo érbol. Este es comparado con
el 4rbol original. A las ramas que coinciden en ambos 4rboles se les da el valor 1, en caso
contrario se les da el valor 0. Esto se repite de forma iterativa un determinado nimero de
veces (en este caso 1000) y se va registrando el porcentaje de veces en los que a una rama
se le da el valor 1. A este porcentaje se le denomina valor dootstrap. Al finalizar el proceso,
se considera que una rama es estadisticamente significativa cuando su valor bootstrap es

mayor o igual al 95%.
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3. RESULTADOS

3.1. La region D-loop

3.1.1. El delfin mular

Haplotipos

n las 42 secuencias de delfin mular estudiadas se encontraron 31 haplotipos

E distintos para la regién D-loop (Tabla 3.1.). Tres animales presentaron el

mismo haplotipo, el TT-CAN-P, que es el mas abundante. Las tres muestras procedieron
de 4reas de muestreo distintas: Fuerteventura (Tt-Can30), norte de Gran Canaria (Tt-
Can36) y oeste de Gran Canaria (Tt-Canl8). Seguidamente se encontraron cuatro
haplotipos (TT-CANJ, TT-CAN-K, TT-CAN-S y TT-CAN-U) que se repiten dos veces
y que han sido hallados sélo en el drea de muestreo del sur de Gran Canaria. Otros tres
haplotipos (TT-CAN-H, TT-CAN-I y TT-CAN-R) también repetidos dos veces cada
uno, se muestrearon tanto al sur como al oeste de la isla de Gran Canaria. Finalmente, el
haplotipo TT-CAN-A se encontr6 en dos animales, uno muestreado al oeste de Gran
Canaria (Tt-Canl7) y otro varado en Tenerife (TT-Canl), y el haplotipo TT-CAN-B se
hallé en la muestra (Tt-Can33) de Fuerteventura y la muestra Tt-Can2 procedente de
otro varamiento en Tenerife. Los 21 haplotipos restantes fueron tnicos (Tabla 3.2.).

(Consultar las secuencias completas en el anexo I).

Las diferencias par a par entre las secuencias de los distintos haplotipos fueron de

1 a 15 mutaciones (0,25%-3,77%). (Ver anexo III, tabla IIL.1.).
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Tabla 3.1, Muestras de Tursiops truncatus secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, Tf Tenerife, NGC:

norte de Gran Canaria, WGC: ceste de Gran Canaria, SGC: sur de Gran Canaria, Fv: Fuerteventura.

Mouestra N’ archivo Haplotipo Sexo Qezfe};atrjoe B/N Lugar de muestreo ::Z;:tii
Tt-Canl Tt20 TT-CAN-A H 12/04/95 N Garachico Tf
Tt-Can2 Tt302/97 TT-CAN-B H 04/04/96 N Buenavista del Norte Tf
Tt-Can3 Ttlv TT-CAN-C M 06/03/97 N Punta Blanca Tf
Tt-Can4 Ttl-1/3 TT-CAN-D M 01/03/99 B 28°06',855N / 16°47',286W Tf
Tt-Can5 Ttl-15/6 TT-CAN-E H 15/06/99 B 27°46',499N / 15°50",680W SGC
Tt-Can6 Ttl-21/6 TT-CAN-F M 21/06/99 B 27°41',748N / 15°45',639W SGC
Tt-Can7 Ttl1-22/6 TT-CAN-G M 22/06/99 B 27°39",508N / 15°44",721W SGC
Tt-Cang Tt2-22/6 TT-CAN-H M 22/06/99 B 27°39',425N / 15°43',908W SGC
Tt-Can9 Tt2-9/7 TT-CAN-I M 09/07/99 B 27°39',38IN / 15°41',940W SGC
Tt-Canl0 Tt3-9/7 TT-CAN-] H 09/07/99 B 27°40",182N / 15°42',570W SGC
Tt-Canll Ttl-12/7 TT-CAN-K M 12/07/99 B 27°40",810N / 15°45',499W SGC
Tt-Canl? Ttl-14/7 TT-CAN-L M 14/07/99 B 27°40",728N / 15°46',804W SGC
Tt-Canl3 Tt2-14/7 TT-CAN-M H 14/07/99 B 27°43',965N / 15°49',744W SGC
Tt-Canl4 Tt1-15/7 TT-CAN-I M 15/07/99 B 28°04',969N / 15°47',915W WGC
Tt-Canlb Tt2-15/7 TT-CAN-N H 15/07/99 B 28°04',538N / 15°47',919W WGC
Tt-Canl6 Tt3-15/7 TT-CAN-O M 15/07/99 B 28°04',599N / 15°48',305W WGC
Tt-Canl7 Tt4-15/7 TT-CAN-A M 15/07/99 B 28°04',676N / 15°46',794W WGC
Tt-Canl8 Tt6-15/7 TT-CAN-P H 15/07/99 B 28°04',492N / 15°46',966W WGC
Tt-Canl9 Tt1-30/8 TT-CAN-K M 30/08/99 B 27°39',117N / 15°39',020W SGC
Tt-Can20 Ttl-4/9 TT-CAN-Q M 04/09/99 B 27°38',720N / 15°42',713W SGC
Tt-Can21 Ttl-5/9 TT-CAN-R M 05/09/99 B 27°48',620N / 15°52',899W SGC

g
//
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Tabla 3.1. (Continuacién). Muestras de Tursiops truncatus secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, Tf:
Tenerife, NGC: norte de Gran Canaria, WGC: oeste de Gran Canaria, SGC: sur de Gran Canaria, Fv: Fuerteventura.

Muestra N° archivo Haplotipo Sexo fgjﬁrﬁ B/N Lugar de muestreo ;:;Ztieo
Tt-Can22 Ttl-6/9 TT-CAN-S H 06/09/99 B 27°40",940N / 15°45',96 7TW SGC
Tt-Can23 Tt2-7/9 TT-CAN-T H 07/09/99 B 27°47',467N / 15°51',590W SGC
Tt-Can24 Tt1-8/9 TT-CAN-J H 08/09/99 B 27°40",975N / 15°46',471W SGC
Tt-Can25 Tt1-9/9 TT-CAN-U H 09/09/99 B 27°39',036N / 15°44',052W SGC
Tt-Can26 Tt2-9/9 TT-CAN-V M 09/09/99 B 27°38',906N / 15°43',663W SGC
Tt-Can27 Tt1-17/10 TT-CAN-W M 17/10/99 B 27°43',465N / 15°49',509W SGC
Tt-Can28 Tt2-17/10 TT-CAN-S M 17/10/99 B 27°45',845N / 15°50',698W SGC
Tt-Can29 Tt1-23/10 TT-CAN-X M 23/10/99 B 28°41',118N / 13°48',503W Fv
Tt-Can30 Tt1-28/10 TT-CAN-P M 28/10/99 B 28°13",130N / 13°53',216W Fv
Tt-Can3l Tt2-28/10 TT-CAN-Y M 28/10/99 B 28°12',043N / 13°54',205W Fv
Tt-Can32 Tt3-28/10 TT-CAN-Z H 28/10/99 B 28°11',864N / 13°54',547TW Fv
Tt-Can33 Tt4-28/10 TT-CAN-B M 28/10/99 B 28°11',739N / 13°54',547TW Fv
Tt-Can34 Tt1-6/12 TT-CAN-R H 06/12/99 B 28°08',191N / 15°50',502W WGC
Tt-Can35 Tt2-6/12 TT-CAN-AA H 06/12/99 B 28°07',618N / 15°51',707W WGC
Tt-Can36 Ttv-16/3/00 TT-CAN-P H 16/03/00 N Galdar NGGC
Tt-Can37 Ttl-26/3/00 TT-CAN-BB H 26/03/00 B 27°41',309N / 15°49',750W SGC
Tt-Can38 Ttl-14/4/00 TT-CAN-CC H 14/04/00 B 28°09',575N / 15°22'275W NGC
Tt-Can39 Ttl-16/5/00 TT-CAN-U M 16/05/00 B 27°40",72IN / 15°46' 402W SGC
Tt-Can40 Tt1-19/5/00 TT-CAN-H H 19/05/00 B 28°05',330N / 15°53',906W WGC
Tt-Can4l Tt144/01 TT-CAN-DD M 03/10/01 N Pozo Izquierdo SGC
Tt-Can42 Tt145/01 TT-CAN-EE H 03/10/01 N Pozo Izquierdo SGC
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Tabla 3.2. Lugares variables en las 399 bases secuenciadas para la regién control de los 31
haplotipos de delfin mular. Los ntimeros corresponden a las posiciones de los lugares variables
dentro de la secuencia. Los puntos (.) indican identidad y los guiones (-) deleciones con respecto a
la secuencia superior (TT-CAN-A). Se indica el niunero de individuos para cada haplotipo por
4reas de muestreo (como definidas en tabla 3.1.) y en total (n). En negrita se indican los haplotipos
pertenecientes al grupo Canarias Tt-2 tal y como se ha definido en el texto. El asterisco (*) indica
la sustitucién que diferencia los haplotipos de los grupos Canarias Tt-1 y Canarias Tt-2.

Haplotipos 1111 1122222222 2222222223 3333 Areas de muestreo
1234670046 8900144666 6777778990 1258
0401272764 5112326126 7156790120 1648 Tf Fv NGC WGC SGC n
*

TT-CAN-A  AATCGTATCT ATCCACCTAC CCCTTCCCCG TCTC 1 - - I -2
TT-CAN-B . ooiiiaer aeenn P T.T.. .TC. 1 1 - - 2
TT-CAN-C  .......- T. ...T.T.CCA ...C..T..A ..C. 1 - - - -1
TT-CAN-D  vvieenann cnnnn Tevrs neenn T.T.. .TCT 1 - - - -1
TT-CAN-E ..C..-.CT. T T..T. A..C..... A...T - - - - 1 1
TT-CAN.F  ..C..... T o..... T..T. ...C..... A...T - - - - 1 1
TT-CAN-G GTC....CT. ..... T..T. ...C.u..- AGCT - - - - 1 1
TT-CAN-H ..C....CT. ........ c C.ounn. A..CT - - - 1 1 2
TT-CAN-I (...t oo T.. -.C.co... cee. - - - 1 1 2
TT-CAN-]  ceeecceian cmnneanns ...C.T...A ...T - - - - 2 2
TT-CAN-K  .ocvennn-.. Teernn ...C..T.TA ...T - - - - 2 2
TT-CAN.L ..C....CT. ...T.T..CT ...C.T...A ..CT - - - - 1 1
TT-CAN-M o eieeienn eeenn . e - - - - 1 1
TT-CAN-N .C....CT. ..... T.. ..Cunnnn A.CT - - - 1 -1
TT-CAN-O  ...... Gueve eenannn- e eeee = 1 -1
TT-CAN-P  ..eoenn-onn U R R | 1 -3
TT-CAN-Q  eevvecunnn vunnn R T. e - - - - 1 1
TT-CAN-R . ..iiiiien cuenn . T. - - - 1 12
TT-CAN-S  +evuennenn CeiiTeees eeaaaenn e - - - 2 2
TT-CAN-T e eeeeenenn ceenn R T.. .T.T - - - 1 1
TT-CAN-U ..C....CT. ..... T..T. ...C..... A.CT - - - - 2 2
TT-CAN-V ..C..-.CT. ..... T..T. ...CC....A .... - - - - 1 1
TT-CAN-W o eeeecaae eenns Tevere o=Tevnennn e A= - - 1 1
TT-CAN-X oTA....C ouiTeunn.- ceiCannn. A..ct - 1 - - -1
TT-CAN-Y .Cc....cT. ...TTTP.CT ...C.T...A ..CT - 1 - - -1
TT-CAN-Z  ciiiiiies asans Tewee «0-CoveTiv weee - 1 - - - 1
TT-CAN-AA ¢....CT. ...T.T..CT ...C..... A..CT - - - 1 -1
TT-CAN-BB . ..uovvvenee wunnn T..T. «..Cueun.. A..C. - - - - 1 1
TT-CAN-CC  «evveennne canen Teeev c=Cuovnnnn T o- - 1 - -1
TT-CANDD .......... Te.. .T.C..T..A .. - - - - 11
TT-CAN-EE  ......ccoec <en-. TeoTe eennnns A.... - - - - 1 1
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Polimorfismo

Aparecieron 33 posiciones nucleotidicas polimérficas en las 399 bases
secuenciadas (Tablas 3.2. y 3.3.), lo que representa un 8,27% de lugares variables En estas
33 bases hay 35 mutaciones de las cuales 28 son transiciones y 7 son transversiones (R=4).
Hay dos deleciones, una en la base 77 en los haplotipos TT-CAN-E y TT-CAN-V y otra
en la base 271 en otros 5 haplotipos (TT-CAN-I, TT-CAN-M, TT-CAN-O, TT-CAN-W
y TT-CAN-CCQ).

Al contabilizar las posiciones polimérficas multiples se observa la presencia de
una regién, entre las bases 241 y 300, de variabilidad mas elevada que en el resto de la

secuencia, con un 25,42% de posiciones polimérficas.

Al representar la diversidad nucleotidica (%) en intervalos de 30 bases a lo largo de
la secuencia, se comprueba que, efectivamente, en dos de los intervalos, entre las bases
241 y 270 y las bases 271 y 300, el valor de la diversidad es superior al 4% en el primero y
al 7% en el segundo, mientras que en el resto de la secuencia no supera el 2% (Figura

3.1.).

La diversidad nucleotidica promedio para toda la secuencia de la regién D-loop
de los haplotipos de delfin mular del Archipiélago Canario es ©=0,017 + 0,001 y su
diversidad haplotipica, h=0,956.% 0,008.

Estructura de las poblaciones de delfin mular en el Archipiélago Canario

Para comprobar el efecto del 4rea de procedencia de la muestra sobre la

variacién genética, se han dividido las muestras en 5 posibles poblaciones geograficas:
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Tenerife (n=4), Fuerteventura (n=>5), norte de Gran Canaria (n=2), oeste de Gran
Canaria (n=8) y sur de Gran Canaria (n=23). Las muestras subdivididas de esta forma se
han sometido a un test exacto con 10.000 pasos en la cadena de Markov, lo que permite
comprobar la hipétesis nula de que las muestras no estén subestructuradas genéticamente,
y a un anélisis de la varianza molecular (AMOVA) con 10.000 permutaciones, que
calcula la probabilidad (P) de tener una componente de la varianza y un estadistico ® mas

extremos que los valores observados por casualidad.

Tabla 3.3. Lugares polimérficos de la regién control del ADNmt en la poblacién canaria de
delfin mular, considerando las variantes dobles y triples para los lugares polimérficos simples y
miiltiples. En paréntesis se indican las posiciones de los lugares dentro de la secuencia.

15
De dos variantes (10, 24, 41, 62, 102, 164, 185, 213, 246, 261,
267, 271, 275, 277, 311)

Lugares polimdrficos simples

De tres variantes 0
16
De dos variantes (30, 107, 146, 191, 201, 202, 242, 276, 279,
Lugares polimdrficos miiltiples 280, 291, 292, 300, 326, 354, 388)
De tres variantes 2
© e (262, 266)
Lugares polimdrficos totales 33

Para ninguno de los dos tests, los resultados indicaron la existencia de una
diferenciacién geografica significativa (P<0,05) (Tabla 3.4.). En el caso del test exacto la
probabilidad fue 0,674 mientras que para el andlisis de la varianza tanto Fsy como ¢st
dieron un valor muy cercano a 0 con una probabilidad superior al 5%, lo que indica que

la totalidad de la variacién genética encontrada entre las muestras es debida a diferencias

entre individuos y no a diferencias entre los grupos a los que pertenecen. Los valores
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negativos obtenidos en el test AMOVA son debidos a que el valor del pardmetro que se

esta estimando es cero.

Tabla 3.4. Resultados del anélisis de la varianza molecular teniendo en cuenta las distancias
genéticas entre las secuencias de D-loop calculadas por el método par a par y la frecuencia
haplotipica (§st) y solo la frecuencia haplotipica (Fst) de cinco posibles poblaciones de delfin mular
en el Archipiélago Canario: Tenerife, Fuerteventura, norte de Gran Canaria, oeste de Gran
Canaria y sur de Gran Canaria.

% varianza entre % varianza dentro JF P
poblaciones de poblaciones gst / st
AMOVA usando informacién
sobre distancia genética y 0 100 -0,006 0,46
frecuencia haplotipica (¢st)
AMOVA usando solamente 0 100 0,007 0,72

frecuencias de haplotipos (Fst)

Asimismo se ha subdividido la poblacién muestreada en machos y hembras para
saber si un posible sesgo en el sexo afecta el grado de estructuracién También se ha hecho
una subdivisién de la poblacién en animales muestreados por biopsia y animales varados.
En ninguno de los dos casos el andlisis de la varianza ha dado diferencias significativas.
Para la divisién por sexos los valores obtenidos han sido Fsr=-0,009, P=0,87 y PsT=-

0,021, P=0,81 y para la divisién por animales vivos y animales varados se ha obtenido

Fsr=-0,011, P=0,86 y ¢s1=0,028, P=0,21.

La representacion en forma de arbol cladistico de los haplotipos puede dar una
idea de la estructura genética de la poblacién. El arbol se ha construido a partir de datos
de distancias entre haplotipos calculadas por el método de las diferencias par a par y para
su representaciéon se ha utilizado el método del Neighbor Foining. La fiabilidad del arbol

final se ha comprobado con un test bootstrap de filogenia con 1000 réplicas (Figura3.2.).
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Figura 3.1. Diversidad nucleotidica n (Pi) de la regién control, en intervalos de 30 bases, en el delfin mular del Archipiélago Canario.
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Tal y como ya se habfa comprobado por el andlisis de la varianza, en el 4rbol
tampoco se ha apreciado una estructuracién de los haplotipos por dreas de muestreo. No
obstante, st se observa una divisién de las muestras en dos grandes grupos que se han
denominado Canarias Tt-1 y Canarias Tt-2. El primero es mas numeroso y en él estdn
representados haplotipos de todas las 4reas de muestreo, en el segundo en cambio sélo
hay animales del sur y del oeste de la isla de Gran Canaria y un animal muestreado en la
isla de Fuerteventura (haplotipo TT-CAN-Y). La caracteristica comtn de los haplotipos

del grupo 2 es una C en lugar de una T en la posicién 30 (Tabla 3.2.).

Para comprobar si esta divisién es real o es tan sblo un artefacto de la
representacién del 4rbol, se aplicé un anilisis de la varianza subdividiendo las muestras
en los dos grupos mencionados. Los resultados confirman que efectivamente existe una
diferencia genética entre ellos ($psr= 0,493, P<0,0001) y que las diferencias entre gruposy
entre individuos son responsables casi en la misma medida de la diversidad genética total

que existe entre las muestras (T'abla 3.5.).

Si no se consideran las diferencias en las bases que componen las secuencias de
ambos grupos sino tan sélo las frecuencias con las que aparece cada haplotipo, también se
observa diferencias genéticas entre los grupos aunque menos pronunciadas (Fsr=0,026,

P=0,008).

Tabla 3.5. Resultados del anlisis de la varianza molecular utilizando las distancias genéticas
calculadas por el método par a par entre las secuencias de D-loop de los dos grupos de delfin mular
en el Archipiélago Canario: Canarias Tt-1 y Canartas Tt-2.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003

Fuente de la variacién Varianza Porcentaje del total Pst P
Entre poblaciones 2,441 49,32
*ohox
Dentro de poblaciones 2,508 50,68 0,493 <0,0001

*#*Siomificativo estadisticamente al nivel 2=0,001
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Figura 3.2. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Joining a partir de distancias

genéticas calculadas par a par para la poblacién de delfin mular del Archipiélago Canario. Los
némeros en las ramas indican los valores bootstrap mayores al 30%.
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3.1.2. El calderon tropical

Haplotipos

Hay 11 haplotipos de regién control distintos en las 33 muestras de calderén
tropical procedentes de Tenerife y Gran Canaria (Tabla 3.6.). El haplotipo mis coman
(GM-CAN-A) est4 representado por 15 individuos (45,45%) de ambas 4reas de muestreo.
El segundo haplotipo més frecuente, con 6 animales (18,18%), es el GM-CAN-E que
también es compartido por las dos islas. Encontramos otros tres haplotipos con tan sélo 2
representantes cada uno (6,06%): los haplotipos GM-CAN-C y GM-CAN-G con
animales s6lo de Gran Canaria y el haplotipo GM-CAN-D con animales sblo de
Tenerife. Los 6 animales restantes, 5 muestreados en Gran Canaria y uno en Tenerife
tienen todos haplotipos distintos (Tabla 3.7.). Las secuencias completas pueden

consultarse en el anexo 1.

Las diferencias par a par entre las secuencias de los distintos haplotipos han sido

de 1 a 5 mutaciones (0,25%-1,24%). (Ver anexo III, tabla III.2.).

Polimorfsmo

En las 402 bases que se han secuenciado, se han detectado tan sélo 7 posiciones
polimérficas (1,74%) con una mutacién en cada una de ellas, incluyendo 5 transiciones y
2 transversiones (R=2,5). Se ha encontrado también una delecién dinucleotidica en las

posiciones 103 y 104 que es exclusiva de las dos muestras del haplotipo GM-CGAN-C.
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Tabla 3.6. Muestras de Globicephala macrorhynchus secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, Tf: Tenerife,
GC: Gran Canaria. El animal de La Gomera se considera del 4rea de muestreo Tf debido a la proximidad geografica y a que se

trata de un animal varado.

Muestra N archivo Haplotipo Sexo fn(::tyatrf: B/N Lugar de muestreo ::Z;ii
Gm-Canl! Gm23 GM-CAN-A M 28/07/96 N Los Cristianos, Tenerife Tf
Gm-Can?2 Gmll GM-CAN-B H 26/02/92 N Caleta, Tenerife Tf
Gm-Can3 Gm329/97 GM-CAN-C H 16/09/97 N La Cicer, Gran Canaria GC
Gm-Can4 GmV-28/2 GM-CAN-A M 28/02/99 N San Sebastian, La Gomera Tf
Gm-Can5 Gm1-28/2 GM-CAN-A H 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Can6 Gm?2-28/2 GM-CAN-D H 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Can7 Gm3-28/2 GM-CAN-A H 28/02/99 B 28°06",480N / 16°48',744W Tf
Gm-Can8 Gm4-28/2 GM-CAN-D M 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Can9 Gm5-28/2 GM-CAN-A H 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Canl0 Gm6-28/2 GM-CAN-A M 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Canl1 Gm7-28/2 GM-CAN-A H 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W Tf
Gm-Canl?2 Gml-1/3 GM-CAN-E H 01/03/99 B 28°09',355N / 16°53',377TW Tf
Gm-Canl3 Gm2-1/3 GM-CAN-A H 01/03/99 B 28°09',355N / 16°53',377TW Tf
Gm-Canl4 CT1-1/3 GM-CAN-A H 01/03/99 B 28°00',956N / 16°45',314W Tf
Gm-Canl5 Gml-14/6 GM-CAN-F H 14/06/99 B 27°41',832N / 15°45',620W GG
Gm-Canlé Gm?2-14/6 GM-CAN-G H 14/06/99 B 27°41',514N / 15°45',276W GC
Gm-Canl7 Gm3-14/6 GM-CAN-A H 14/06/99 B 27°41',242N / 15°44",854W GC

sopeansy
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Tabla 3.6. (Continuacion). Muestras de Globicephala macrorhynchus secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B:
biopsia, Tf: Tenerife, GC: Gran Canaria. El animal de La Gomera se considera del 4rea de muestreo Tf debido a la proximidad

geografica y a que se trata de un animal varado.

Muestra N archivo Haplotipo Sexo Ze:ijrf: B/N Lugar de muestreo 2;2;:1;
Gm-Canl8 Gm4-14/6 GM-CAN-E H 14/06/99 B 27°41',073N / 15°44',604W GC
Gm-Canl9 Gm5-14/6 GM-CAN-E M 14/06/99 B 27°40',790N / 15°44',482W GG
Gm-Can20 Gm6-14/6 GM-CAN-E H 14/06/99 B 27°40',584NN / 15°44',228W GG
Gm-Can21 Gml-15/6 GM-CAN-A H 15/06/99 B 27°46',899N / 15°51',167TW GC
Gm-Can22 Gm2-15/6 GM-CAN-E H 15/06/99 B 27°46',991N / 15°51",176 W GC
Gm-Can23 Gml-19/6 GM-CAN-G M 19/06/99 B 27°40',220N / 15°45',390W GC
Gm-Can24 Gml-10/7 GM-CAN-E H 10/07/99 B 27°40',622N / 15°43',923W GC
Gm-Can25 Gml-12/7 GM-CAN-A H 12/07/99 B 27°40',732N / 15°46',243W GC
Gm-Can26 Gml-14/7 GM-CAN-H H 14/07/99 B 27°40',409N / 15°45',768W GG
Gm-Can27 Gm1-30/8 GM-CAN-I M 30/08/99 B 27°38',797N / 15°38",117TW GC
Gm-Can28 Gm2-30/8 GM-CAN-] H 30/08/99 B 27°38',848N / 15°38',368W GC
Gm-Can29 Gml-26/3/00 GM-CAN-C H 26/03/00 B 27°40',880N / 15°49',608W GC
Gm-Can30 Gm2-26/3/00 GM-CAN-K M 26/03/00 B 27°41',255N / 15°49',699W GC
Gm-Can3l Gml-12/5/00 GM-CAN-A M 12/05/00 B 28°12',831IN / 15°34',323W GG
Gm-Can32 Gml-14/5/00 GM-CAN-A H 14/05/00 B 27°42',075N / 15°50",451W GG
Gm-Can33 Gm2-14/5/00 GM-CAN-A M 14/05/00 B 27°41',895N / 15°50',409W GC

sopeImsay
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La diversidad haplotica para la regién secuenciada es 0,767 + 0,067 y la diversidad
nucleotidica es 0,004 £ 0,0005. Una represetacién ‘de la diversidad nucleotidica en
intervalos de 30 pb indica que esta diversidad no est4 distribuida de forma homogénea a
lo largo de la secuencia, sino que se encuentra concentrada en los extremos 5' y 3' de la
misma, siendo la regién central muy conservada (Figura 3.3.). En las 60 primeras bases, la
diversidad nucleotidica est4 alrededor del 1,6% y en las 100 tGltimas est4 cerca del 0,7%,
mientras que en el resto de la secuencia no hay diversidad, es decir que las bases son

idénticas en todas las secuencias analizadas.

Tabla 3.7. Lugares variables en las 402 bases secuenciadas para la regién control de los 11
haplotipos de calderén tropical. Los niimeros corresponden a las posiciones de los lugares variables
- dentro de la secuencia. Los puntos (.) indican identidad y los guiones (-) deleciones con respecto a
la secuencia superior (GM-CAN-A). Se indica el niimero de individuos para cada haplotipo por
4reas de muestreo (como definidas en la tabla 3.6.) y en total (n). En negrita se indican los
haplotipos pertenecientes al grupo Canarias Gm-2 tal y como se ha definido en el texto. El
asterisco (¥) indica la sustitucién que diferencia los haplotipos de los grupos Canarias Gm-1 y
Canarias Gm-2.

113 333 Areas de muestreo
Haplotipos 13 001 259
801 342 671 Tf GC n
*

GM-CAN-A TAT TAG TCC 9 6 15
GM-CAN-B .. «.. CT. 1 - 1
GM-CAN-C Coe ==« oo - 2 2
GM-CAN-D ... «.A 2 - 2
GM-CAN-E .CA . “en 1 5 6
GM-CAN-F .CA ... .T. - 1 1
GM-CAN-G .. A T, - 2 2
GM-CAN-H .CA ..A ... - 1 1
GM-CAN-1 .CA . .T - 1 1
GM-CAN.] I - N, - 1 1
GM-CAN-K I - 1 1
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Figura 3.3. Diversidad nucleotidica n (Pi) de la regién control, en intervalos de 30 bases, en el calderén tropical del Archipi€lago
Canario.
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Tabla 3.8. Lugares polimérficos de la regién control del ADNmt en la poblacién canaria de
calderén tropical, considerando los lugares polimérficos simples y mltiples. En paréntesis se
indican las posiciones de los lugares dentro de la secuencia.

Simples 2
Lugares polimdrficos De dos variantes (326, 391)
Miiltiples 5
De dos variantes (8, 10, 31, 312, 357)
Lugares polimdrficos totales 7

Estructura de las poblaciones de calderén tropical en el Archipiélago Canario

Los resultados del analisis de la varianza molecular (AMOVA) indicaron la
presencia de subdivisién en la poblaci6n teniendo en cuenta las dreas de muestreo. Tanto
utilizando valores de distancia genética y frecuencia de haplotipos (¢st) como utilizando
tan s6lo la frecuencia haplotipica (Fsr), los resultados indicaron que aproximadamente el
9,5% de la varianza molecular puede ser explicada por diferencias entre poblaciones

pertenecientes a las dreas de muestreo de Tenerife y Gran Canaria (Tabla 3.9).

La divisién de las muestras por sexos o por animales varados y vivos no dio
diferencias significativas. Tanto para los célculos de ¢st como de Fsr los resultados fueron
muy cercanos a cero con una P>0,05 (@sT =-0,032, P=0,69 y Fsr=-0,035, P=0,84 para la
divisién por sexos y ¢st =0,089, P=0,10 y Fsr=-0,039, P=0,59 para la divisibn por

varamientos y biopsias).
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Tabla 3.9. Resultados del anilisis de la varianza molecular teniendo en cuenta las distancias
genéticas entre las secuencias de D-loop calculadas por el método par a par y la frecuencia
haplotipica (¢st) y slo la frecuencia haplotipica (Fst) de dos posibles poblaciones de calderén
tropical en el Archipiélago Canario: Tenerife y Gran Canaria.

o . % varianza
/0 varianza entre

. dentro de ¢ST/ Fst P
poblaciones .
poblaciones
AMOVA usando informaciéon
sobre distancia genética y 9,56 90,44 0,096 0,045
frecuencia haplotipica (¢sr)
AMOVA usando solamente 9,52 90,48 0,005 0,017

frecuencias de haplotipos (Fst)

Al igual que en el caso de los delfines mulares, al hacer una representacién en
forma de 4arbol cladistico de la estructura de la poblacién se observé una nueva
subdivisién de la misma. El 4rbol, representado por el método de Neighbor joining y
comprobado con un test bootstrap de filogenia con 1000 réplicas, indica una clara
separacién entre los haplotipos GM-CAN-E, GM-CAN-F, GM-CAN-H, GM-CAN{] y
GM-CAN-K vy el resto de haplotipos (Figura 3.4). Excepto una muestra del haplotipo
GM-CAN-E, que fue tomada en Tenerife, el resto de muestras que componen el grupo
Canarias Gm-2 fueron biopsias obtenidas en Gran Canaria. Al analizar con més detalle la
secuencia de los haplotipos mencionados se observé que existe una diferencia fija entre la
secuencias de ambos grupos y es la sustitucién de una T por una A en la posicién 31

(Tabla 3.7.).

La divisién de la poblacién canaria de calderén tropical en dos subgrupos
Canarias Gm-1 y Canarias Gm-2 se comprobé estadisticamente mediante un anélisis de
la varianza. Si se tiene en cuenta tan sélo la frecuencia con la que aparecen los haplotipos
en cada gfupo, la varianza entre grupos contribuye a la varianza total con un 38,94%

(Fsr=0,389, P<0,0001) en cambio si se considera también las diferencias entre las
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secuencias esta contribucién es mucho mayor, alcanzando el 62,35% (st = 0,624,

P<0,0001) (Tabla 3.10.).

Tabla 3.10. Resultados del analisis de la varianza molecular utilizando las distancias genéticas
calculadas por el método par a par entre las secuencias de D-loop de los dos grupos de calderén
tropcial en el Archipiélago Canario: Canarias Gm-1 y Canarias Gm-2.

Fuente de la variacién Varianza Porcentaje del total dst P
Entre poblaciones 0,889 62,35

0,624 <0 i
Dentro de poblaciones 0,537 37,65 /02 ,0001

**xSignificativo estadisticamente al nivel «=0,001

49 GM-CAN-B 7]
10 l GM-CAN-K
40 GM-CAN-D .
40 ———i_:_ GM-CAN-G Canarias Gm-1
52 | GM-CAN-A
— GM-CAN-C ]
~——— GM-CAN-J 7]
4 GM-CAN-F
33 GM-CAN-H Canarias Gm-2
50 | GM-CAN-E
— GM-CAN4 |
0.001

Figura 3.4. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Foining a partir de distancias
genéticas calculadas par a par para la poblacién de calderén tropical del Archipiélago Canario.
Los ntimeros en las ramas indican los valores bootstrap mayores al 30%.
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3.1.3. El delfin coman

Haplotipos

En las 28 secuencias analizadas se han detectado 21 haplotipos. El més
abundante (DD-CAN-C) aparece en cinco animales (17,86%), dos de ellos procedentes
del drea de muestreo Lanzarote-Fuerteventura, uno del oeste de Gran Canaria y dos de
Tenerife, uno muestreado al oeste de la isla y otro varado al este de la misma. Este
haplotipo es compartido también por un animal perteneciente a la poblacién del Mar
Negro (3Dd2sb-BS1) (Rosel ef al, 1994). El segundo haplotipo més abundante es DD-
CAN-N que aparece en dos animales muestreados al sur de Gran Canaria y uno al norte
de esta isla (10,71%) y el tercer haplotipo en abundancia es DD-CAN-D que aparece en
dos muestras, tomadas al norte de Tenerife y oeste de Gran Canaria (7,14%). Los 18
haplotipos restantes son unicos (Tabla 3.11.). Las secuencias completas aparecen en el

anexo L.

Las diferencias par a par entre las secuencias de los distintos haplotipos fueron de

1 a 12 mutaciones (0,30%-3,00%). (Ver anexo I, tabla IIL.3.).

Polimorfismo

En las 398 pb aparecieron 25 posiciones nucleotidicas polimérficas (Tablas 3.12.
y 3.13.), es decir un 6,28% del namero total de bases, en las que se encuentran 28
mutaciones que son las que definen los haplotipos mencionados anteriormente. De estas
mutaciones, 22 son transiciones y 6 son transversiones (R=3,66). No se han hallado

deleciones al alinear todos los haplotipos de delfin comtn.
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Tabla 3.11. Muestras de Delphinus delphis secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, ETf. este de Tenerife,
NTE norte de Tenerife, WTY. oeste de Tenerife, NGC: norte de Gran Canaria, WGC: oeste de Gran Canaria, SGC: sur de Gran
Canaria, Lz:-Fv: Lanzarote-Fuerteventura (se considera una tnica 4rea de muestreo debido a la proximidad geografica y por

tratarse de animales varados).

Muesira N archivo Haplotipo Sexo f:;j:;ﬁ B/N Lugar de muestreo ﬁ;i:tieo
Dd-Canl Ddl5 DD-CAN-A H 12/04/95 N Candelaria ETf
Dd-Gan?2 Dd301/96 DD-CAN-B H 04/04/96 N Arico ETf
Dd-Can3 Dd DD-CAN-C M 06/03/97 N e Lz-Fv
Dd-Can4 Dci-22/4/97 DD-CAN-D M 22/704/97 B 28°38',833N / 16°15',933W NTf
Dd-Canb Dc2-22/4/97 DD-CAN-E M 22/04/97 B 28°38',833N / 16°15',933W NTf
Dd-Can6 DA189/98 DD-CAN-F H 02/03/98 N Isla de Lobos Lz-Fv
Dd-Can7 Ddv2 DD-CAN-C H 12/04/98 N Candelaria ETf
Dd-Can8 Dd24 DD-CAN-C H 04/05/98 N Puerto del Rosario Lz-Fv
Dd-Can9 Dc2-20/2 DD-CAN-G M 20/02/99 B 27°51',575N / 15°56',153W WGC
Dd-Canl0 Dcl-27/2 DD-CAN-H H 27/02/99 B 28°07',324N / 16°49",706W WTf
Dd-Canll Dc4-27/2 DD-CAN-I M 27/02/99 B 28°07',324N / 16°49',706 W WTf
Dd-Canl?2 Dc7-27/2 DD-CAN-J H 27/02/99 B 28°07',440N / 16°50',489W WTE
Dd-Canl3 Dcl-1/3 DD-CAN-C H 01/03/99 B 28°06',825N / 16°47',158W WTF
Dd-Canl4 Dcl-2/3 DD-CAN-K H 02/03/99 B 28°09',626N / 16°49",739W WTE

AN
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Tabla 3.11. (Continuacién). Muestras de Delphinus delphis secuenciadas. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, ETF:
este de Tenerife, N'Tf: norte de Tenerife, WTT. ceste de Tenerife, NGC: norte de Gran Canaria, WGC: oeste de Gran Canaria,
SGC: sur de Gran Canaria, Lz:-Fv: Lanzarote-Fuerteventura (se considera una tinica 4rea de muestreo debido a la proximidad

geografica y por tratarse de animales varados).

Muestra N archivo Haplotipo Sexo fze}ﬁrj: B/N Lugar de muestreo ’:;thii
Dd-Canl5 Dcl1-25/8 DD-CAN-L M 25/03/99 B 28°11',208N / 15°16',393W NGC
Dd-Canlé6 Dc2-25/3 DD-CAN-M M 25/03/99 B 28°09',322N / 15°14",716W NGC
Dd-Canl7 Dc3-25/3 DD-CAN-N H 25/03/99 B 28°08",73IN / 15°14',597TW NGC
Dd-Canl8 Dcl-22/4 DD-CAN-O M 22/04/99 B 27°44',608N / 15°50",877TW SGC
Dd-Canl9  Dc3-22/4 DD-CAN-P H 22/04/99 B 27°45',272N / 15°50',995W SGC
Dd-Can20 Dc3-23/4 DD-CAN-N M 23/04/99 B 27°39',993N / 15°43',426W SGC
Dd-Can21 Dcl-23/1/00 DD-CAN-D M 23/01/00 B 27°56',686N / 16°01',397TW WGC
Dd-Can22 Dc2-23/1/00 DD-CAN-Q M 23/01/00 B 27°56',635N / 16°01',366W WGC
Dd-Can23 Dcl-24/3/00 DD-CAN-R M 24/03/00 B 27°40',857N / 15°48',223W SGC
Dd-Can24 Dcl-27/3/00 DD-CAN-S H 27/03/00 B 27°38",651IN / 15°40,323W SGC
Dd-Can25 Dcl-28/3/00 DD-CAN-N M 28/03/00 B 27°42',662N / 15°49',953W SGC
Dd-Can26 Dcl1-29/3/00 DD-CAN-T M 29/03/00 B 28°05',573N / 15°52',659W WGC
Dd-Can27 Dcl1-30/3/00 DD-CAN-C H 30/03/00 B 28°04',578N / 15°53',088W WGC
Dd-Can28 Ddv-13/6/00 DD-CAN-U H 13/06/00 N Las Palmas de Gran Canaria NGC

SOpeINSaY
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Tabla 3.12. Lugares variables en las 398 bases secuenciadas para la regién control de los 21 haplotipos de delfin comiin. Los ntimeros
corresponden a las posiciones de los lugares variables dentro de la secuencia. Los puntos (.) indican identidad con respecto a la secuencia
superior (DD-CAN-A). Se indica el nimero de individuos para cada haplotipo por 4reas de muestreo (como definidas en tablal) y en
total (n). En negrita se indican los haplotipos pertenecientes al grupo Canarias Dd-2 tal y como se ha definido en el texto. E} asterisco *

indica la sustitucién que diferencia los haplotipos de los grupos Canarias Dd-1 y Canarias Dd- 2.

11111112 2222222222 23333
. 3800114440 4477778899 91258 Area de muestreo
Haplotipos 8645467892 2556890901 92037 LzFv NTf WTf ETf NGC WGC SGC n
*

DD-CAN-A CCACTAATTT CAICTTICTTC GAATC _ R - 1 B . _ I
DD-CAN-B JGT.uu... .G..CC.C.. ..... . . . 1 . . . 1
DD-CAN-C B .C...C.CcC. ..... 9 - 1 1 - 1 - 5
DD-.CAN-D ..T....A. .GC....C T.G.T - 1 - - - 1 - 2
DD-CAN-E P Cc.T.C..C .T . 1 . . . . . 1
DD-CAN-F ceTein.. Covvnn cC. ..... 1 . - . . . - 1
DD-CAN-G JTC. ... TG...C.CC. ...CT . . . . 1 . 1
DD-CAN-H A..T..G..C .G....TCC. ..G.T B, - 1 . . . - 1
DD-CAN-I T, C...CTCC. ....T . . 1 . . . . 1
DD-CAN-] I G...C.CC. .C.. - - 1 - . - - 1
DD-CAN-K B C..CC..C. ..... . . 1 . . . . 1
DD-CAN-L T..6..C .G....TCC. ..G.T . " - . 1 . . 1
DD-CAN-M A..... GA.C .G....TCC ..G.T - - - - 1 - - 1
DD-CAN-N = eeieiiens Goviiine o - . - . 1 - 2 3
DD-CAN-O A.GT...... G..CCTC.. ..... . . . . . . 1 1
DD-CAN-P AT.T....A. .GC....... T.G.T . - , . . . 1 1
DD-CAN-Q A..T..... C .C...C.CC. ..... . . . . . 1 . 1
DD-CAN-R R SO, G..CC.CC. AG. . . . . . . 1 1
DD-CAN-S A..T...... .C...C.CC. ..... . . - . . . 1 1
DD-CAN-T A....G Gurrrn C. A.. . . . . . i . 1
DD-CAN-U B, C...C.CCT ..... . . . . 1 . . 1
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Tabla 3.13. Lugares polimérficos de la regién control del ADNmt en la poblacién canaria de
delfin comin, considerando las variantes dobles y triples para los lugares polimérficos simples y
multiples. En paréntesis se indican las posiciones de los lugares dentro de la secuencia.

8
(86, 114, 116, 148, 242, 276, 291, 353)

De dos variantes

Lugares polimérficos
simples De tres variantes (3}2)
14
- De dos variantes (38, 104, 105, 147, 149, 202, 275, 278, 279, 280,
Lugares polimérficos 289, 290, 320, 387)
miiltiples ’ ’2 -
De tres variantes (245, 299)
Lugares polimérficos 25
totales

Considerando las posiciones polimérficas multiples se ha hallado una regién

altamente variable, desde la base 275 hasta la 299, con un 36% de posiciones variables.

Al calcular la diversidad nucleotidica de la regién control, en intervalos de 30
bases a lo largo de la secuencia, se ha observado un pico en el que la diversidad
nucleotidica alcanza un valor cercano al 9%, entre las bases 271 y 300, mientras que en el
resto de la secuencia la diversidad nucleotidica es muy baja, no superando apenas el 2%

(Figura 3.5.). Esto es consistente con la regi6n altamente variable definida anteriormente.

Para la totalidad de la secuencia, la diversidad nucleotidica promedio para las
muestras de delfin comin del Archipiélago Canario ha sido ©=0,015 + 0,001 y la
diversidad haplotipica, h=0,963 + 0,024.
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Figura 3.5. Diversidad nucleotidica 7 (Pi) de la regién control, en intervalos de 30 bases, en el delfin comin del Archipiélago Canario.
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Estructura de las poblaciones de delfin comin en el Archipiélago Canario

Puesto que el delfin comiin es una especie transeante en las Islas Canarias, carece
de sentido el suponer la existencia de una diferenciacién interinsular. Sin embargo,
teniendo en cuenta que las muestras han sido obtenidas en diferentes afios, podria resultar
interesante comprobar si existe diferenciacién genética temporal entre estos animales, es
decir si los animales que visitan cada afio el Archipiélago proceden de una misma
poblacién de origen o no. Con este fin se han clasificado las muestras por periodos
anuales, durante 4 afios consecutivos de muestreo (1997-2000) y se ha determinado el
grado de diferenciacién entre los afios. No se consideraron los afios 1995 y 1996 por

contener tan s6lo una muestra cada uno.

Los resultados del test exacto y del AMOVA no indicaron diferenciacién

sienificativa (P<0,05) entre las muyestras tomadas en distintos afios.
gn 8

El resultado del test exacto fue P=0,98 mientras que para el andlisis de la
varianza tanto el valor de Fsr como el de $pst fueron aproximadamente O con una P>0,05
(Tabla 3.14.) lo que indica que las muestras de delfin coman no muestran diferencias
genéticas de unos afios a otros por lo que constituyen un Gnico grupo heterogéneo sin

diferenciacién temporal.

Los animales muestreados tampoco presentan diferencias genéticas cuando se
clasifican por sexos (st =0,006, P=0,344 y Fsr=0,014, P=0,173), ni se aprecian
diferencias desde el punto de vista genético entre los animales que se muestrearon en vivo

y los que vararon en las islas (psr =0,059, P=0,090 y Fsr=0,037, P=0,085).

La ausencia de estructuracién en la poblacién segin los criterios citados
anteriormente queda patente en la representacién del drbol filogenético, construido por el

método Neighbor Joining (Figura 3.6.). Sin embargo, se aprecia que los haplotipos no
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forman un grupo Gnico, sino que la poblacién se subdivide en dos grupos que se han

denominado Canarias Dd-1 y Canarias Dd-2.

Tabla 3.14. Resultados del anélisis de la varianza molecular teniendo en cuenta las distancias
genéticas entre las secuencias de D-loop calculadas por el método par a par y la frecuencia
haplotipica (¢st) y solo la frecuencia haplotipica (Fst) de cuatro posibles poblaciones de delfin
comin en el Archipiélago Canario: 1997, 1998, 1999 y 2000.

% varianza entre %o varianza dentro
poblaciones de poblaciones ¢st / Fst P
AMOVA usando informacién
sobre distancia genética y 0 100 -0,011 0,52
frecuencia haplotipica (¢st)
AMOVA usando solamente 0 100 0,008 0,61

frecuencias de haplotipos (Fst)

Al someter la poblacién de delfin comtn de Canarias, subestructurada de esta
forma, a anélisis estadisticos, se obtiene la confirmacién de que, efectivamente, los
haplotipos DD-CAN-D, DD-CAN-H, DD-CAN-L, DD-CAN-M y DD-CAN-P, que
constituyen el grupo Canarias Dd-2, estdn genéticamente mis relacionados entre ellos
que con el resto de haplotipos, es decir, el grupo Canarias Dd-1. Mediante un analisis de
la varianza se ha comprobado si es significativa la contribucién de la diferencia entre
grupos a la diferencia genética total que existe en la poblacién y los resultados han dado
positivos tanto teniendo en cuenta Gnicamente la frecuencia de los haplotipos que

conforman los grupos (Fst = 0,061, P=0,022) como teniendo en cuenta también las

diferencias genéticas entre estos haplotipos (¢pst =0,44, P<0,0001) (Tabla 3.15.).
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Tabla 3.15. Resultados del analisis de la varianza molecular utilizando las distancias genéticas
calculadas por el método par a par entre las secuencias de D-loop de los dos grupos de delfin
comumn en el Archipiélago Canario: Canarias Dd-1 y Canarias Dd-2.

Fuente de la variacién Varianza Porcentaje del total st p
Entre poblaciones 1,864 43,99
’ ’ 0,440 <0,0001%**
Dentro de poblaciones 2,373 56,01 ’
**xSignificativo estadisticamente al nivel =0,001

40 DD-CAN-C
I—— DD-CAN-U
__ssl——— DD-CAN-Q
DD-CAN-S

DD-CAN-F
DD-CAN-E
DD-CAN-K

DD-CAN-G

33 Canarias Dd-1

DD-CANA
——— DD-CAN-J

DD-CANR

DD-CAN-O

DD-CAN-T
DD-CAN-N

93 —— DD-CAN-D
i

46

55

DD-CAN-P
— DD-CAN-L Canarias Dd-2

67 — DD-CAN-H
r————— DD-CAN-M

93

[
r

0.005

Figura 3.6. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Joining a partir de distancias
genéticas calculadas par a par para la poblacién de delfin comin del Archipiélago Canario. Los
nimeros en las ramas indican los valores bootstrap mayores al 30%.
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3.1.4. El rorcual tropical

Haplotipos

Durante los meses de verano y principios de otofio del aifto 1999 se realizaron
varios avistamientos de rorcual tropical en el Archipiélago Canario. Se tuvo la ocasién de
tomar 8 muestras de biopsia de estos animales, de las cuales se han secuenciado 415 pb de

la regién control del ADNmt.

Excepto una de las muestras, procedente de Fuerteventura, todas las demas se
tomaron al sur de Gran Canaria, en la fraja marina desde el Barranco de Arguineguin a
la Punta de Tauro, a una distancia media de la costa de unas 7 millas nauticas (Tabla

3.16).

La determinacién del sexo de los animales por técnicas moleculares, permitié

identificar a cuatro machos y cuatro hembras.

Para el fragmento secuenciado no se encontré variabilidad entre los individuos,

perteneciendo todos al mismo haplotipo (ver anexo I).
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Tabla 3.16. Muestras de Bualaenoptera edeni secuenciadas. H: hembra, M: macho, B: biopsia, SGC: sur de Gran Canaria, Fv:

Fuerteventura.

Muestra N archivo Hauplotipo Sexo f‘ne:fsirj: B/N Lugar de muestreo ;le:Ztii
Be-Canl Bel-11/7 BE-CAN-A H 11/07/99 B 27°39',798N / 15°43',367TW SGC
Be-Can? Be2-11/7 BE-CAN-A H 11/07/99 B 27°37"277N / 15°42',506W SGC
Be-Can3 Bel-29/8 BE-CAN-A M 29/08/99 B 27°39',097N / 15°44',160W SGC
Be-Can4 Be2-29/8 BE-CAN-A M 29/08/99 B 27°40',235N / 15°46',078W SGC
Be-Canb Be3-29/8 BE-CAN-A M 29/08/99 B 27°40",543N / 15°45',354W SGC
Be-Canbé Bel-30/8 BE-CAN-A H 30/08/99 B 27°42',365N / 15°48'232W SGC
Be-Can7 Bel-4/9 BE-CAN-A H 04/09/99 B 27°39',946N / 15°42',787TW SGC

sopeynsy
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3.1.5. Identificaciéon molecular de un zifio de Gervais

El 30 de agosto de 1999, se produjo un avistamiento de tres zifios a una distancia
aproximada de 8,5 millas nauticas de Puerto Rico (Gran Canaria) y en aguas con una
profundidad de 1243 m. (27°39,584N/15°48',373W). Posiblemente se tratara de un

macho y dos hembras (Martin, com. pers.).

A través de la fotoidentificacién de los animales se baraj6 la posibilidad de que
pudiesen ser zifios de True (Mesoplodon mirus). De esta especie se conoce un varamiento en
Lanzarote el 31 de marzo de 1984, sin embargo, nunca se han observado ejemplares

vivos en el Archipiélago Canario (Martin, 1998).

Gracias a la obtencién de una biopsia de uno de los tres animales, se pudo
secuenciar un fragmento de 363 pb de la regién D-loop que se utilizb para identificar

genéticamente la especie. La secuencia completa aparece en el anexo L

La secuencia obtenida se cotejé con todas las secuencias de las distintas especies
de la familia Ziphiidae disponibles en la base de datos Genbank.(Benson et al., 1993). La
coincidencia més elevada entre la secuencia del zifio muestreado y una de las secuencias
de la base de datos fue de un 99,17%, con tan sblo tres diferencias en los 363 pb
comparados y correspondi6 a un zifio de Gervais (Mesoplodon europacus). Las diferencias

con la secuencia de un zifio de True, en cambio, fueron 26 (92,83% de coincidencia).

Al representar en un arbol filogenético el fragmento comin entre todas las
secuencias de referencia y la secuencia "problema" (Figura 3.7.), utilizando el método
Neighbor Foining y el calculo de distancias par a par, el animal muestreado en Gran Canaria
quedd incluido con un valor bootstrap de 99 en un mismo grupo con el Gnico zifio de

Gervais presente en la base de datos.
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Esta especie s¢ conoce en Canarias por més de una decena de varamientos
ocurridos en las islas de Lanzarote, Fuerteventura y Tenerife, desde el afio 1983. Sin
embargo, hasta 1998 no se produjo el primer avistamiento en el mar (Carrillo & Martin,

1999) y desde entonces han sido muy escasos.
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Mesoplodon grayi 1
Mesoplodon grayi 5
Mesoplodon grayi 2

Mesoplodon grayl 3
79 | Mesoplodon grayi 4

Mesoplodon perrini 1
Mesoplodon peruvianus 1
Mesoplodon stejnegeri 1
Mesoplodon densil is 1
91 Mesoplodon hectori 1
—i—— Mesoplodon hectori 2
35 Mesoplodon layardii 4
1 sal_ Mesoplodon layardii 3

38 Mesoplodon layardii 1
34 L Mesoplodon layardii 2
Mesoplodon carlhubbsi 1

41 Mesoplodon traversii 1
ggl M S W2

P

Ziphius cavirostris 8

Ziphius cavirostris 2
Ziphius cavirostris 1
2phius cavirostris 5

99

Ziphius cavirostris 3
Ziphius cavirostris 4
Mesoplodon bowdoini 1

Hyperoodon planifrons 2

B 5 Hyperoodon ampullatus 2

98 Hyperoodon ampullatus 1
63 | Hyperoodon ampullatus 3
99 E Mesoplodon europaeus 1
Zifio - Al mostrocde on Canarias
Mesoplodon bid: 1
Tasmacetus shepherdi 1
97 Tasmacetus shepherdi 2
62 Tasmacetus shepherdi 3

Hyperoodon planifrons 1

Mesoplodon mirus 1
37 [ — Berardius bairdii 1
o | Berardius amuxii 1

et
0.0%

Figura 3.7. Reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las distintas especies de la familia

Ziphiidae de la base de datos Genbank y el individuo no identificado muestreado en Canarias. Los
ntimeros que aparecen en las ramas indican el valor bootstrap.
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3.2. El gen COI

Han sido secuenciados 950 pb del gen COI en 25 ceticeos pertenecientes a 9

/
especies distintas (2 especies de misticetos y 7 especies de odontocetos).

Para cada una de las dos especies de misticetos secuenciadas se observé un {nico
haplotipo, al igual que para las dos muestras de cachalote. Las demds muestras de
odontocetos tuvieron todas haplotipos distintos. Asf pues, en las 25 muestras secuenciadas
se encontraron 20 haplotipos diferentes (Tabla 3.17.). Las secuencias detalladas aparecen

en el anexo I.

Entre secuencias de la misma especie la menor diferencia, 0,11%, se encontr6
entre dos delfines moteados (SF-CAN-I y SF-CAN-II) y entre dos delfines mulares (TT-
CAN-II Y TT-CAN-III). Este valor fue ademas la minima diferencia de todas las
encontradas. La diferencia intraespecifica méaxima fue 3,26%, entre otros dos delfines
mulares (TT-CAN-II y TT-CAN-IV). Las diferencias interespecificas variaron de 0,84%
(delﬁ'ri moteado, SF-CAN-IV - delfin coman, DD-CAN-I) a 17,89% (cachalote, PM-
CAN-I - delfin listado, SC-CAN-II). Esta Gltima fue también la diferencia maxima del
total de los datos (ver anexo III, tabla IIL4.). Las divergencias medias intra e

interespecificas se muestran en la tabla 3.18.

Para todo el conjunto de especies, el nimero de posiciones variables dentro de las
950 posiciones totales fue 303 (31,89%), en las que se encontraron 367 mutaciones. De
éstas, 256 fueron transiciones y 111 fueron transversiones (R=2,3). No se encontraron
deleciones al comparar las secuencias. La mayoria de las mutaciones ocurrieron en la
tercera posicién del codén (305) mientras que las mutaciones en la primera y segunda

posicién fueron menos frecuentes (53 y 9 respectivamente).
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Tabla 3.17. Muestras secuenciadas para el gen COL H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, Tf: Tenerife, NGC: norte de
Gran Canaria, WGC: ceste de Gran Canaria, SGC: sur de Gran Canaria, Fv: Fuerteventura.

. . - . Fecha de Area de
N archivo Hauplotipo Familia Especie Sexo muestreo B/N Lugar de muestreo muestreo
SUBORDEN: MISTICETOS
Bpv-15/4/00 BP-CAN-I  Balaenopteridae Rorcual comtn (Balaenoptera physalus) H 14/05/00 N Majanicho Fv
Bpv-45 BP-CAN-I  Balaenopteridae Rorcual comn (Balaenoptera physalus) H 20/01/01 N LasPalmas de Gran Canaria NGC
Be2-11/7 BE-CAN-I  Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaenoptera edeni) H 11/07/99 B 27°37',277N / 15°42',506W SGC
Bel-29/8 BE-CAN-I  Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaengptera eden) M 22/04/97 B 27°39,097N / 15°44',160W SGC
Bel-30/8 BE-CAN-I  Balaenopteridac Rorcual tropical (Balaenoptera edeni) H 02/03/98 B 27°42',365N / 15°48',239W SGC
Bel-4/9 BE-CAN-I  Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaenoptera edeni) H 12/04/98 B 27°39,946N / 15°42",787TW SGC
SUBORDEN: ODONTOCETOS '
S1-369/96 SF-CAN-I  Delphinidae Delfin moteado (Stenella frontalis) H 05/05/96 N Fuerteventura Fv
Dm7-29/10 SF-CAN-II  Delphinidae Delfin moteado (Stenella frontalis) H 29/10/99 B 27°59',256N / 14°23',417W Fv
Dml-14/4/00 SF-CAN-III  Delphinidae Delfin moteado (Stenella frontalis) M 14/04/00 B 28°34',070N / 14°46'219W Fv
S£-266/00 SF-CAN-IV  Delphinidae Delfin moteado (Stenella frontalis) M 28/04/00 N Tenerife Tf
Sc2-20/10 SC-CAN-I  Delphinidae Delfin listado (Stenella coeruleoalba) H 20/10/99 B 28°14',009N / 15°24',348W NGC
5c3-20/10  SC-CAN-II  Delphinidae Delfin listado (Stenelle coarulecalba) H 20/10/99 B 28°13,934N / 15°24',461W NGC
DIi2-23/4/00 SC-CAN-III Delphinidae Delfin listado (Stenella coeruleoalba) H 23/04/00 B 27°39'639N / 15°45',078W SGC
Dd-184/97 DD-CAN-I  Delphinidae Delfin comtn (Delphinus delphis) M 20/04/97 N Las Palmas de Gran Canaria NGC
Dc2-25/3 DD-CAN-II Delphinidae Delfin comiin (Delphinus delphis) M 25/03/99 B 28°09',322N / 15°14',716W NGC
Dc3-22/4  DD-CAN-II Delphinidae  Delfin comtn (Delphinus delphis) H 22/04/99 B 927°45'279N / 15°50',995W SGC
Ttl-15/7 TT-CAN-I  Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) M 15/07/99 B 28°04',969N / 15°47',915W WGC
Tt1-30/8 TT-CAN-II Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) M 30/08/99 B 27°39,117N / 15°39',020W SGC
Ttl-4/9 TT-CAN-IIl Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) M 04/09/99 B 27°38.720N / 15°42',713W SGC
Tt1-8/9 TT-CAN-IV Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) H 08/09/99 B 27°40',975N / 15°46',471W SGC
Gml--28/2 GM-CAN-I Delphinidae Calderdn tropical (Globicephala macrorhynchus) H 28/02/99 B 28°06'480N / 16°48',744W Tf
Gm2-14/6  GM-CAN-II Delphinidae Calderén tropical (Globicephala macrorhynchus) H 14/06/99 B 27°41'514N / 15°45',276W SGC
Mes-30/8 ME-CAN-1  Ziphiidae Zifio de Gervais (Mesoplodon europacus) H 30/08/99 B 27°39',584N / 15°48',373W SGC
Pm1-28/4/00 PM-CAN-I  Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) M 28/04/00 B 27°44'65IN / 15°51',956W SGC
Pm-338/00 PM-CAN-I Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) M 12/06/00 N Los Gigantes Tf
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Tabla 3.18. Porcentaje de divergencia media entre secuencias de ADN dentro de una misma especie (1) (a lo largo de la
diagonal) y entre especies (D) (debajo de la diagonal) y sus errores estandar para el gen COI en varias especies de cetaceos.
BP: rorcual comtn, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD: delfin comin, TT: delfin mular, GM:
calderén tropical, ME: zifio de Gervais, PM: cachalote. N: ntimero de individuos secuenciados.

BP(N=2)

BE (N = 4)

SF(N=4) SC(N=3 DDN=3 TT(N=4) GMN=2) MEN=1) PM(N =2

BP

BE

SF

SC
DD
TT
GM

PM

0
8,21 +0,87
15,32 + 1,14
15,40 + 1,16
15,54 + 1,16
14,58 + 1,09
14,42 £ 1,11
15,16 + 1,04
16,42 + 1,18

0
14,16 + 1,12
14,39 £ 1,13
14,56 + 1,12
13,03 £1,03
13,05 + 1,09
14,21 + 1,02
17,37 £1,21

0,30+ 0,13

1,55+0,32 1,19+0,30

1,31+£0,31 1,58+0,29 091 +0,23

13,80 £ 1,08 13,89 £1,08 13,61 1,07 2,49 +0,39

14,74 £ 1,13 14,82 +£1,13 1468 £1,13 563+0,65 0,53 +0,24

1542 £ 1,11 15,19 £ 1,10 15,12+ 1,11 15,18 +1,06 14,89 £ 1,13 ;
17,71 £ 1,18 1744+ 1,15 17,19+ 1,18 16,61 + 1,14 17,74+ 1,24 16,53 + 1,17

0
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La gran mayorfa de las mutaciones fueron cambios sinénimos (238), es decir, que
al traducir la secuencia de ADN a una secuencia de aminoacidos (aa) la mutacién no

cambib el aa resultante. De los 316 aa obtenidos a partir de la secuencia de ADN, 35

(11,07%) fueron informativos.

En la tabla 3.19. se detallan las mutaciones por especie, clasificadas segin su
posicién en el codén y segtin si han originado aa informativos. En tres de las especies de
delfin en las que hubo mutaciones interespecificas en sus secuencias de ADN (delfin
moteado, delfin listado y delfin comtn), se observa que al traducir esas secuencias a
aminoacidos todos los cambios son sinénimos, por lo que al nivel peptidico no existen
diferencias ni inter ni intraespecificas. Los tnicos miembros de la familia Delphinidae que
presentan una secuencia de aa distinta a la de los demas delfines son el delfin mular y el

calderén tropical, que ademés muestran diferencias interespecificas (T abla 3.20.).

Tabla 3.19. Nimero de mutaciones, mutaciones por posicién en el codén, cambios sinénimos y
aminoécidos informativos para el gen COI en las diferentes especies de cetaceos secuenciadas. BP:
rorcual comtn, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD: delfin comn,
TT: delfin mular, GM: calderén tropical, ME: zifio de Gervais, PM: cachalote. Los gmones S

indican que el valor no se pudo calcular por disponer de un tinico haplotipo para la especie.

. Mutaciones Mutaciones Mutaciones Cambios  Aminoéacidos
Mutaciones

1* pos. 2% pos. 3* pos. sinénimos __ informativos
BP 0 0 0 0 0 0
BE 0 0 0 0 0 0
SF 5 1 0 4 5 0
SC 17 1 0 16 17 0
DD 13 2 0 11 13 0
TT 36 9 1 26 27 9
GM 5 2 0 3 3 2
ME - - - - - -
PM 0 0 0 0 0 0
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Al nivel peptidico la diversidad media dentro y entre especies es mucho menor

que al nivel de ADN, puesto que la mayoria de las mutaciones no producen aa distintos

(Tabla 3.21).

La diversidad haplotipica para el gen COI en todas las muestras fue 0,973 £
0,022 y la diversidad nucleotidica 0,117 * 0,008. La representacién en intervalos de 30
pb de la diversidad nucleotidica (Figura 3.8.), muestra que ésta se encuentra repartida de

forma homogénea a lo largo de toda la secuencia y que no hay regiones conservadas entre

las distintas especies.

Tabla 3.20. AminoAcidos variables en la cadena peptidica que resulta de la traduccién de las
secuencias de COI del ADNmt de cada haplotipo.Los nimeros indican la posicién que el aa ocupa
en la cadena peptidica. Ver detalles de los haplotipos en la tabla | y la secuencia de aa completa en

el anexo 1.
111 1111122222 2222222222 2333
Haplotipos de ADN 2246668011 2359901233 3457788899 9011
5770483117 9902893968 9858925701 5701
BP-CAN-I AVAVALTIGI IPVVTAAVDV LHMNTAHMFV LGRR
BE-CAN-I ittt iiies titsaraane saan T.. A
SF-CAN-I ettt ieite tennane I.T . PTQV.. M..
SF-CAN-II it ittt ene aacoans I.T . PTQV.. M..
SF-CAN-ITT  teeieieenn cennnnn I,I ....PTQV.. M..
SF-CAN-IV et iiits e nsen I.T . PTQV.. M..
SC-CAN-I ittt ie e taenens I.I . PTQV.. M..
SC-CAN-ITT  ieeeeiiees venennns I.1 . PTQV.. M..
SC-CAN-III i ie it ittt tasanns I.I . PTQV.. M..
DD-CAN-I it it et seeeenns I.T . PTQV.. M..
DD-CAN-IT ittt it saannes I.T . PTQV.. M..
DD-CAN-III = ittt teere sneaaes I.I ....PTQV.. M...
TT-CAN-1 .. V.ALAS Tevn v PI.IT .QI.P..VLL .SWW
TT-CAN-II "~ ....V.A.AS TL..S.P.Y. .QI.S.Y.LL .SWW
TT-CAN-III ee..V.A.AS TL..S.P.Y. .QI.S.Y.LL .SWW
TT-CAN-1V ) vee . V.ALAS T.. . PI.I .QI.P.... SWW
GM-CAN-I VMT. .F.. e...3DPIY. IQI.S.Y.LL .SWW
GM-CAN-II VMT. .F.. ....3DP.Y. .QI.S.Y.LL .SWW
ME-CAN-I - eve.8..V..
PM-CAN-I o I Ve, L IT...... .DP..L
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Tabla 3.21. Porcentaje de divergencia media entre secuencias de aa dentro de una misma especie (a lo largo de la
diagonal) y entre especies (debajo de la diagonal) y sus errores estandar para el gen COI en varias especies de cetaceos. BP:
rorcual comtn, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD: delfin comin, TT: delfin mular, GM:
calderén tropical, ME: zifio de Gervais, PM: cachalote. N: ntimero de individuos secuenciados.

BP(N=2) BE(NN=4) SF(N=4) SCN=3 DDN=3 TT(N=3 GMN=2) MEN=1) PM (N = 2)

BP 0

BE 0,32£0,31 0

SF 2,22+0,80 1,90+0,74 0

SC  2,22+0,80 1,90%0,74 0 0

DD 2,22+£0,80 1,90+ 0,74 0 0 0

TT 5,38+1,13 570+1,18 617+1,22 6,17+122 6,17+£1,22 1,7940,56

GM

PM

570+1,20 6,01+£1,25 6,96+1,36 6,96+1,36 6,96x1,36 459x1,03 0,63+0,44
0,95+£0,53 1,27+0,63 222+081 2,22+0,81 222+0,81 570%1,15 570%1,20 -
2,22+£0,81 2,53+086 348+098 3,48+0,98 3,48+098 7,04+127 759+1,37 253+0,87 0

sopeynsay
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Figura 3.8. Diversidad nucleotidica 7 (Pi) del gen COI, en intervalos de 30 bases, considerando las 9 especies de ceticeos.
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g5 [ SF-CANA ]

oz |/SF-CAN-II

;¢SF-CAN-II|
SF-CAN-IV

SC-CAN-lI
| — SC-CAN-|
SC-CAN-HI

DD-CAN-lt
Delphinidae
g3| - DD-CAN-I
67
B DD-CANHI

100 [~ GM-CAN
Lam-can-i

100
. 66 |E TT-CAN-I
TT-CAN-IV
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100 TT-CAN-I
83 [TT-CAN-III
100 BP-CAN-|
94 BE-CANA i
ME-CAN-I — Ziphiidae

100 71

1

Balaenopteridae

PM-CAN- — Physeteridae

Dugong

Foca gris

0.02

Figura 3.9. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Joining a partir de distancias
genéticas en el gen COI, calculadas por el algoritmo de Jukes-Cantor para diversas especies de
cetaceos. BP: rorcual comin, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD:
delfin comtn, TT: delfin mular, GM: calderén tropical, ME: zifio de Gervais, PM: cachalote.
Clomo grupos externos se han utilizado el dugén (Dugong dugong) y la foca gris (Halichoerus gopus).

110

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados / {

El 4rbol construido por el método Neighbor Foining a partir de distancias calculadas
por el algoritmo de Jukes-Cantor, muestra una clara separacién entre los haplotipos
pertenecientes a las distintas familias de cetaceos secuenciadas. Dentro de las familias se
observa ademds una mayor cercania entre haplotipos pertenecientes al mismo género
(Figura 3.9.). Como grupo externo se han utilizado las secuencias del COI del dugén
(Dugong dugong) y la foca gris (Halichoerus grypus) extraidas de la base de datos Genbank
(nameros de acceso: AJ421723 y X72004) (Arnason et al., 1993b; Arnason et al., 2002).
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3.3. El gen NADHS5

Se han secuenciado 927 pb del gen NADHS para 20 individuos pertenecientes a

8 especies de cetbceos distinlas (2 especies de mislicelos y 6 especies de odonlocelos).

Las 20 secuencias representan 15 haplotipos diferentes. Excepto en dos especies,
el rorcual comtn y el cachalote, en las que no se ha observado variabilidad entre las
secuencias, para todas las demds especies representadas por mas de una muestra se ha

hallado también mas de un haplotipo (Tabla 3.22.). Las secuencias detalladas aparecen en

el anexo L.

La minima diferencia intraespecifica, se hall6 entre dos rorcuales comunes (BE-
CAN-2 y BE-CAN-3) y fue del 0,11%. Este valor representa también el minimo de todas
las secuencias. La diferencia maxima (14,35%) fue entre dos parejas de delfin mular (T'T-
CAN-1 y TT-CAN-2; TT-CAN-2 y TT-CAN-4) y entre la pareja de delfines comunes.
Entre especies, la menor diferencia (1,08%) se hall entre un delfin mular (TT-CAN-3) y
el delfin listado y entre uno de los haplotipos de calderén tropical y un delfin coman
(GM-CAN-1 y DD-CAN-1). La mayor (18,40%), fue la hallada entre los rorcuales
comunes y un delfin comin (DD-CAN-2). En la tabla 3.23. se muestran las divergencias

medias intra e interespecificas y en el anexo III (tabla IIL5.) pueden consultarse los

valores de distancia entre haplotipos.

Considerando todas las secuencias, se encontraron 309 posiciones variables de las
927 totales (33,33%). El namero total de mutaciones fue 346, 262 de las cuales fueron
transiciones y 84 fueron transversiones (R=3,11). Al alinear las secuencias se encontraron
también varias deleciones. Una de ellas es la delecién de un fragmento de 9 pb desde la
posicién 536 a la posicién 544 que ocurre en 6 haplotipos de especies distintas (SC-CAN-
1, DD-CAN-1, TT-CAN-2, TT-CAN-3, GM-CAN-1 y GM-CAN-2). Estos mismos
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individuos tienen otra deleci6n en la posicién 780. Los dos haplotipos de calderén tropical
tienen ademas una delecién en la base 752 y el haplotipo GM-CAN-1 tiene otra delecion

doble en las posiciones 289 y 290.

La delecién del fragmento de 9 pb se pudo confirmar por secuenciacién en ambos
sentidos (tanto desde el extremo 5' como desde el extremo 3') en los haplotipos SC-CAN-
1, DD-CAN-1 y GM-CAN-1. Sin embargo, en los haplotipos TT-CAN-2, TT-CAN-3 y
GM-CAN-2 se observé que dicha delecién aparecia s6lo en la secuencia leida desde el

extremo 5',.Jo que podria ser el indicio de una posible heteroplasmia.

La mayoria de las mutaciones ocurrieron en la tercera posicién del codén (229),
mientras que las mutaciones en la primera y segunda posicién fueron menos frecuentes
(75 y 42 respectivamente). De estas mutaciones, 222 fueron cambios sin6nimos y de los

309 aa obtenidos al traducir la secuencia de ADN, 72 (23,30%) fueron informativos.

En la tabla 3.24. se han clasificado las mutaciones en la cadena de ADN segtn la
posicién del codén en la que han ocurrido y se indica el niimero de cambios sin6nimos y
aminoécidos informativos para cada una de las especies, considerando los haplotipos que
no tuvieron deleciones. Para esos mismos haplotipos, se indica, en la tabla 3.25, las

mutaciones de aa por especies.

Al contrario de lo que sucedia con el gen COI, las de delfines cuyas secuencias de
ADN eran distintas muestran también diferencias en su secuencia de aa. La {nica especie
en la que todas las mutaciones en los nucleStidos son sinénimas es el rorcual tropical.
Como se puede observar en la tabla 3.22. las secuencias de ADN de los tres animales
analizados presentaron un 0,22% de divergencia entre las secuencias de ADN. Sin
embargo, al traducir las secuencias a aa se obtiene el mismo haplotipo, siendo nula la

diversidad entre ellos (Tablas 3.24. y 3.25.).
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Tabla 3.22. Muestras secuenciadas para el gen NADHS. H: hembra, M: macho, N: necropsia, B: biopsia, Tf: Tenerife, NGC: norte
de Gran Canaria, WGC: oeste de Gran Canaria, SGC: sur de Gran Canaria, Fv: Fuerteventura, Lz: Lanzarote.

N archive Haplotipo Familia Especie Sexo 51 e::‘r‘;jj B/N Lugar de muestreo ;:ZZ:;
SUBORDEN: MISTICETOS
Bpv-15/4/00 BP-CAN-1 Balaenopteridae Rorcual comtn (Balaenoptera physalus) H 14/05/00 N Majanicho Fv
Bpv-45 BP-CAN-1 Balaenopteridae Rorcual comOn (Balsenoptera physalus) H 20/01/01 N LasPalmas de Gran Canaria NGC
Be2-11/7 BE-CAN-1 Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaenoptera edent) H 11/07/99 B 27°37'277N / 15°42',506W SGC
Bel-29/8 BE-CAN-2 Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaenoptera edeni) M 22/04/97 B 27°39',097N / 15°44',160W SGC
Bel-30/8 BE-CAN-3 Balaenopteridae Rorcual tropical (Balaenoptera edens) H 02/03/98 B 27°42'365N / 15°48',232W SGC
SUBORDEN: ODONTOCETOS

Dm1-14/4/00 SF-CAN-1 Delphinidae Delfin moteado (Stenella frontalis) M 14/04/00 B 28°34',070N / 14°46'2129W  Fv
DI2-23/4/00 SC-CAN-1 Delphinidae Delfin listado (Stenella coeruleoalba) H 23/04/00 B 27°39.,639N / 15°45",073W SGC
Dc2-25/3 DD-CAN-1 Delphinidae Delfin comtn (Delphinus delphis) M 25/03/99 B 28°09',322N / 15°14',716W NGC
Dc3-22/4 DD-CAN-2 Delphinidae Delfin coman (Defphinus delphis) H 22/04/99 B 27°45'272N / 15°50/,995W SGC
Ttl-15/7 TT-CAN-1 Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) M 15/07/99 B 28°04',969N / 15°47'915W WGC
Tt1-30/8 TT-CAN-2 Delphinidae Delfin mular (Tursips truncatus) M 30/08/99 B 27°39',117N / 15°39',020W SGGC
Ttl-4/9 TT-CAN-3 Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) M 04/09/99 B 27°38,720N / 15°42',713W SGC
Tt1-8/9 TT-CAN-4 Delphinidae Delfin mular (Tursiops truncatus) H 08/09/99 B 27°40',975N / 15°46'471W SGC
Gml--28/2 GM-CAN-1 Delphinidae Calderdn tropical (Globicephala macrorhynchus) H 28/02/99 B 28°06',480N / 16°48',744W  Tf
Gm2-28/2  GM-CAN-1 Delphinidae Calderdn tropical (Globicephala macrorhynchus) H 28/02/99 B 28°06' 480N / 16°48',744W  Tf
Gm2-30/8  GM-CAN-2 Delphinidae Calderdn tropical (Globicgphala macrorhynchus) H 30/08/99 B 27°38',848N / 15°38',368W SGC
Pm-310/96 PM-CAN-1 Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) H 09/04/96 N Costa norte NGC
Pm-83/97 PM-CAN-1 Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) H 11/02/97 N Arrecife Lz
Pm1-28/4/00 PM-CAN-1 Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) M 28/04/00 B 27°44'651N / 15°51',956W SGC
Pm-338/00 PM-CAN-1 Physeteridae Cachalote (Physeter macrocephalus) M 12/06/00 N Los Gigantes Tf

P

e}

sopensay
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Tabla 3.23. Porcentaje de divergencia media entre secuencias de ADN dentro de una misma especie () (a lo
largo de la diagonal) y entre especies (Dyy) (debajo de la diagonal) y sus errores estandar para el gen NADHS en
varias especies de cetéceos. BP: rorcual comiin, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD:
delfin comin, TT: delfin mular, GM: calderén tropical, PM: cachalote. N: nlimero de individuos secuenciados.

BP(N=2) BEN=3 SF(N=1) SCN=1) DDN=2 TTN=4 GMN=3 PMN=4
BP 0

BE 7,98+089 0,22+0,12

SF 17,80 £1,25 17,87 1,21 .

SC 16,36+ 1,16 16,98 +1,12 14,07 £ 1,16 -

DD 16,69+ 1,05 16,91 £1,00 8,97+0,64 9,05+072 14,50 + 1,10

TT 15,31 +£0,95 14,96 +090 941 +0,64 9,73+0,72 9,65+0,61 11,07 £0,75

GM 1549 %1,10 16,2941,03 1250 0,94 503 £059 8,27 +0,6]1 942+0,65 4,89 +0,57

PM 16,72+ 1,17 16,61 £1,18 17,04 + 1,11 18,10+ 1,21 17,24 £0,98 16,87 £0,98 17,13 + 1,13 0

sopmmsay
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Tabla 3.24. Namero de mutaciones, mutaciones por posicién en el codén, cambios sinénimos y
aminoécidos informativos para el gen NADHDJ en las diferentes especies de cetaceos secuenciadas,
considerando aquellos haplotipos que no presentaron delecions: BP: rorcual comin, BE: rorcual
tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD: delfin comtn, TT: delfin mular, PM:

cachalote. Los guiones (-) indican que el valor no se pudo calcular por disponer de un dnico

haplotipo.

Mutaciones Mutaciones Mutaciones Cambios  Aminoacidos

Mutaciones 1* pos. 2% pos. 3? pos. sinénimos  informativos
BP 0 0 0 0 0 0
BE 3 2 0 1 3 0
SF - - - - - )
sC - - - - } )
DD - - - - - -
TT 10 5 2 3 3 5
PM 0 0 0 0 0 0

En la tabla 3.26. se indican la diversidad media de la secuencia de aminoécidos,
dentro y entre especies, teniendo en cuenta sblo los haplotipos que no presentaron

deleciones.

La diversidad haplotipica para el conjunto de muestras secuenciadas para el gen
NADHS5 fue 0,958 + 0,033 y la diversidad nucleotidica 0,133 + 0,006. Al igual que en el
gen COJ, la representacién de la diversidad nucleotidica en intervalos de 30 pb (Figura
3.10.) muestra que ésta se encuentra repartida de forma homogénea a lo largo de toda la

secuencia y que no hay regiones conservadas entre las distintas especies.

El 4rbol filogenético de la figura 3.11. se ha construido a partir de distancias
calculadas por el algoritmo de Jukes-Cantor y utilizando el método Neighbor foining. Como
grupo externo se han utilizado las secuencias del COI del dugédn (Dugong dugong) y la foca
gris (Halichoerus grypus), extraidas de la base de datos Genbank (nGmeros de acceso:

AJ421723 y X72004) (Arnason et al., 1993b; Arnason et al., 2002).
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Tabla 3.25. Aminoacidos variables en la cadena peptidica que resulta de la traduccién de
las secuencias de NADHS5 del ADNmt de los haplotipos que no presentaron delecciones.
Los nimeros indican la posicién que el aa.ocupa en la cadena peptidica. Ver detalles de los
haplotipos en la tabla 3.21. y la secuencia de aa completa en el anexo 1.

1111111122 2222222222 2222222222 22233
}ipkgﬁ’\‘;s 111111223 6677777888 2266678911 2233344455 6677778888 99900
6123479029 4704569026 0656881737 1423634528 1245890358 56839
BP-CAN-1 MPLNFMLVAA VYMKLIVTCI IYLFAILPLI LVFAGSTTLK LVSIMTTMMH AMTIL
BE-CAN-1  eeeennns TT .*.8.V.... ..V...... i S M... .I..T..... A
BE-CAN-2  eeeeenns TT .*.S.V.... ..V...... T eunn.. M... .I..T..... V....
BE-CAN-3  eeeenennn TT .*.S.V.... ..V...... T «ovn.. M... .I..T..... Voo
SF-CAN-1 T.PIL.IT.. I.T.F.MMSL LH.YI.FL.. .I.TEFMNM. .I.M.NT..Y MV.LT
DD-CAN-2 T.PIL.IT.. I.T.F.MMSL LH.YI..L.. MI.TKIMNM. .I.M.NI..Y MVILN
TT-CAN-1 ..PILVIT.. I.T.F.TMSL LH.YI.FL.. MI.TELMNM. .I.M.NI..Y MVILT
TT-CAN-4 ..PIL.IT.. I.T.F.TMSL LH.YI.FLS. .I.TEFMNM. .I.M.NI..Y MV.LT
PM-CAN-1 ATP.L..M.. IH...ATASL V....T...T ..YTNHI.SM MLN....TIY T.

sopelnsay
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Tabla 3.26. Porcentaje de divergencia media entre secuencias de aa dentro de una misma especie
(a lo largo de la diagonal) y entre especies (debajo de la diagonal) y sus errores estndar para el gen
NADHS5 en varias especies de cetaceos. BP: rorcual comin, BE: rorcual tropical, SF: delfin
moteado, DD: delfin comiin, TT: delfin mular, PM: cachalote. N: niimero de individuos incluidos
en los calculos.

BP(N=2) BEN=3 SFN=1) DDN=1) TITN=2 PMN=4%
BP 0
BE 3,25+0,98 0
SF 11,40 1,69 13,03 % 1,86 -
DD 11,73+1,73 13,36+1,89 1,95+0,70 -
TT 11,73+1,69 13,36+185 1474057 2444074 1,63+0,70
PM 9,12+152 10,42+165 12,38+1,67 12,70 +1,72 12,70 + 1,69 0

En el arbol se aprecia una clara separacién entre las tres familias de ceticeos
muestreadas. Dentro de la familia Balaenopteridae existe ademas una divisién confirmada
por un valor bootstrap del 100% entre las dos especies de rorcuales, el comin vy el tropical.
En cambio, en la familia Delphinidae, no se aprecia una estructura clara por especies,
apareciendo incluso en un mismo grupo, animales de géneros distintos. De los dos grupos
que forman la familia de los delfines, uno de ellos est4 compuesto por aquellos individuos
que mostraban la delecién de 9 pb entre las posiciones 536 y 544 y en la posicién 780,
aunque éstas no parecen ser las condicionantes de la topologfa, puesto que la eliminacién
de las mismas produce un resultado equivalente. También es de resaltar la importancia de
la variabilidad intraespecifica en la reconstruccién de las relaciones genéticas, ya que la
maxima diferencia encontrada entre el rorcual comin y un delfin comin no queda

reflejada en el dendrograma debido a la inclusién de otros individuos de la especie.

118

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

4

056" 1E6
1T6H16
. B clovsc
e RO cootse
B csoves
P ccovo
o o5t
| zarTeL
1£220L
102229
LL9CHS
L¥3-Z19
L9-zas
185755
B 1ssc1s
e Clstor
[ covtor
: Sy-eet
§ zzveec
B coccoc
| zoccce
| ccooc
B oz
| 022-102
B 0vT L
i , B 012181
[ 081-151
B os1-1z1
il o116
Bh 0610
0g-1€
0e-i

028 oo -

022 f--=-m---mmm-o-o -

02 4--
016 1 --
0,15 1 - - {5
014 -1
012 4 - - i
01 {5 &

Intervalos en pb

Figura 3.10. Diversidad nucleotidica 7 (Pi) del gen NADHS, en intervalos de 30 bases, considerando las 8 especies de cetaceos.
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Figura 3.11. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Foining a partir de distancias
genéticas en el gen NADH), calculadas por el algoritmo de Jukes-Cantor para diversas especies de
cetaceos. BP: rorcual comtn, BE: rorcual tropical, SF: delfin moteado, SC: delfin listado, DD:

delfin comtn, TT: delfin mular, GM: calderén tropical, PM: cachalote. Como grupos externos se
han utilizado el dugén (Dugong dugong) y la foca gris (Falichoerus gypus).

120

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

4. DISCUSION




4. DISCUSION

4.1. El delfin mular

ara conocer la relaciéon genética de la poblacién de delfin mular del

P Archipiélago Canario con otras poblaciones de esta especie, descritas en

otros lugares del mundo, se compararon estas muestras con las tomadas en las siguientes

reas: Atlantico noroeste (n=11) (Siemann, 1994), nordeste de las Bahamas (n=6) (Parsons

et al., 1999; Parsons, 2001} y China (n= 33) (Wang et al., 1999, Ji e al., 2001). Todas las

secuencias de D-loop utilizadas para hacer lés comparaciones se obtuvieron de la base de

datos de secuencias del National Center for Biotechnology Information (NCBI}, GenBank
(Benson et al., 1993).

Con el fragmento de la secuencia de D-loop comun a todas las muestras (388 pb),
se ha calculado la matriz de distancias entre ellas mediante el método de diferencias para
a par y se ha hecho una prueba de anélisis de la varianza a las secuencias separadas por
reas geogréficas. En el caso de las muestras de Canarias, éstas se han subdividido en los
dos grupos definidos anteriormente, Canarias Tt-1 y Canarias Tt-2. Los resultados han
mostrado que la diversidad genética debida a diferencias entre 4reas es de un 42,73% con

una $s7=0,427 (P<0,0001). Comparando las poblaciones dos a dos, el indice de fijacién

(¢st) ha variado entre 0,1146 y 0,7505, siendo minimo entre la poblacién Canarias Tt-2 y

China y maximo entre la poblacién Canarias Tt-2 y Bahamas (Tabla 4.1.).

Al representar los 66 haplotipos, en los que se pueden clasificar todas las muestras
citadas anteriormente en un arbol filogenético (Figura 4.1.), se puede apreciar mejor la

estructura genética de las poblaciones de delfin mular. En el 4rbol se han incluido
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también dos haplotipos de animales muestreados en Mauritania y Brasil (Wang et al.,
1999) y uno del nordeste Atlantico (Parsons ef al., 2000) que no se han tenido en cuenta en
el andlisis de la varianza por tener un tamafio muestral muy pequefio (n=1, n=2 y n=1,
respectivamente). Como grupo- externo se han utilizado 23 haplotipos de otro morfotipo
de delfin mular, el Tursiops aduncus, de dos lugares geogrificos distintos: China (Wang et
al., 1999, Ji et al., 2001) y Australia (Méller & Beheregaray, 2001). Ambos morfotipos se
distinguen tanto por rasgos morfolégicos, osteologicos, perfiles de hemoglobina,
parasitologia, dieta y distribuci6n, asf como genéticamente (Wang et al., 1999), sugiriendo
que podrfan tratarse de especies distintas aunque pueden vivir en simpatrfa, como sucede

en aguas chinas.

Tabla 4.1. Indice de fijacién (¢st) entre poblaciones de delfin mular de distintas areas geograficas
y su significacién estadistica (P).

Poblaciones dsT P
Canarias Tt-2 - China 0,107 <0,000]%*+*
Canarias Tt-1 - Atlantico NO 0,164 <0,000]1***
China - Atlantico NO 0,243 <0,000]%**
Canarias Tt-2 - Atdantico NO 0,275 <0,0001%**
Canarias Tt-1 - China 0,453 : <0,000] %+
Canarias Tt -1 - Canarias Tt-2 0,495 <0,0001 %+
Atlantico NO - Bahamas 0,521 <0,0001 %
China - Bahamas 0,633 <0,000]1 %"
Canarias Tt-1 - Bahamas 0,665 <0,000 1%+
Canarias Tt-2 - Bahamas 0,751 <0,000]%***

**Sigmificativo estadisticamente al nivel 0,001

En el 4rbol, el morfotipo aduncus queda totalmente aislado del morfotipo truncatus
(valor bootstrap = 98), por lo que ha sido excluido de la representacién grafica. Respecto al
morfotipo truncatus, éste forma un grupo en el cual no se aprecia una correlacién clara
entre las relaciones genéticas de las muestras y el origen geogréfico de las mismas, a pesar

de que la diversidad genética debida a diferencias entre poblaciones (42,73%) es
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altamente significativa. Hay un subgrupo compuesto mayoritariamente por los haplotipos
hallados en las islas Bahamas, que queda separado del resto aunque relacionados con
algunos ejemplares chinos, estos Gltimos en un pequeiio grupo con un valor booistrap de

94.

La inclusién de todos los haplotipos descritos hasta el momento, no modifica la
estructura de la poblacién Canaria (Figura 3.2.) en los grupos Canarias Tt-1 y Canarias
Tt-2. La topologfa pone de relieve que, mientras todos los haplotipos que constituyen
Canarias Tt-2 estin genéticamente més relacionadas con los ejemplares chinos y del
Atlantico noroeste, todos los ejemplares que forman Canarias Tt-1 lo estan sélo con
especimenes deertla’mtico (Costa este de Estados Unidos, Brasil y Mauritania). Asi pues,
los ejemplares oceénicos de la poblacién atlantica analizados (Siemann, 1994; Parsons et
al., 2000), al igual que los de Canarias, estin distribuidos en ambas ramas, lo que podria
indicar una caracteristica de las poblaciones atlanticas en las que confluyen haplotipos de
distintas influencias. Por otro lado, a pesar de la menor distancia geografica, el haplotipo
de Mauritania esta mas estrechamente relacionado con el Atlintico nordeste y Brasil que

con Canarias. Todas estas relaciones cladisticas estan en concordancia con los valores de

¢st de la tabla 4.1.

Wang et al. (1999) propusieron que los morfotipos aduncus y truncatus que se hallan
en aguas chinas son en realidad especies distintas que cohabitan en simpatria, atendiendo
a los niveles de diferenciacién entre ambos que hallaron (4,4%). Segtn los resultados que
se muestran en el presente trabajo, la distancia genética entre 7. gduncus de China y 7.
truncatus de Canarias es incluso algo menor que la citada anteriormente (3,25%), a pesar
de que se trata de poblaciones en alopatria, lo que apoya la hipdtesis de Wang-et al.

(1999).

La diversidad nucleotidica encontrada para la totalidad de la poblacién canaria

fue de un 1,17% £ 0,11%, siendo la de Canarias Tt-1 de un 1,22% + 0,14% vy la de
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Canarias Tt-2 dc un 1,03%. £ 0,16%. Ambos valorcs son muy similarcs a los quc
muestran los especimenes atlanticos analizados por Siemann (1994) (1,25%) vy los
especimenes chinos analizados por Wang et al. (1999) (1,9%). El valor global de la
especie, teniendo en cuenta todos los haplotipos descritos hasta el momento, es de un

2,55%. £ 0,11%

Los resultados presentados en este estudio denotan grandes interrelaciones de los
especimenes que habitan en el Archipiélago Canario con poblaciones de otras areas y
océanos, por lo que Canarias constituye un enclave geografico importante a la hora de
explicar la estructura genética de la especie dentro de su rango de distribucién. En este

sentido, Canarias es un habitat digno de ser preservado.
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Canarias Tt-1
Canarias Tt-2
China

Atantico noroeste
Atlantico nordeste

Brasil

Mauritania

Bahamas

Figura 4.1. Arbol filogenético construido por el método de Minima Evolucion a partir de

distancias par a par, para las poblaciones mundiales de Tursiops truncatus. Se ha utilizado Tursigps

aduncus como grupo externo. En las ramas se indican los valores bootstrap mayores al 30%.
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4.2. El calderén tropical

Siemann (1994) incluy6 en su tesis sobre el estudio del ADNmt del calderén
comin (Globicephala melas), 13 muestras de calderén tropical, 11 procedentes del Océano
Atlantico, frente a la costa este de Estados Unidos y 2 del Océano Pacifico. Encontrd que
los 11 animales procedentes del Atlintico tenfan secuencias idénticas y que las dos del
Pacifico diferian entre ellas en una sola base y en una y dos bases respectivamente de la

secuencia atlantica.

Al comparar estos tres haplotipos con los encontrados en las Islas Canarias para
el calderén tropical, se observé que el haplotipo més abundante en las islas, el haplotipo
GM-CAN-A, era idéntico al encontrado por Siemann (1994) en una de las muestras

tomadas en el Océano Pacifico, en concreto al sur de California.

En la figura 4.2. se muestra el 4rbol filogenético construido con los haplotipos
atlantico, pacifico y canarios. Como grupo externo para la estima del arbol se utilizaron
31 haplotipos de delfin mular, que no se han incluido en la figura. Los limites de
confidencia del test bootstrap (BCL), que se muestran encima de las ramas, representan las
frecuencias con la que los nodos del arbol Neighbor Joining original aparecen en los réplicas

bootstrap. S6lo se han representado los valores superiores al 30%.

La inclusién de los nuevos haplotipos en el 4rbol filogenético de los haplotipos
canarios no modificé sustancialmente la estructura del mismo (Figura 3.5.). Gomo se
puede apreciar, se sigue manteniendo la divisién entre los grupos Canarias Gm-1 y
Canarias Gm-2. Los haplotipos del Atlantico y del Pacifico tropical este, descritos por
Siemann (1994), quedan maés cercanos a la rama del grupo Canarias Gm-1 formado por

los haplotipos GM-CAN-A y GM-CAN-C.
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Figura 4.2. Arbol filogenético construido por el método Neighbor Joining a partir de distancias par
a par, para las poblaciones mundiales de Globicephala macrorhynchus. Se ha utilizado Tursiops truncatus
como grupo externo. En las ramas se indican los valores bootstrap mayores al 30%.

Es de destacar la baja variabilidad (n= 0,05%) que Sieman (1994) encontr6 en las
muestras pacificas y atlanticas, a pesar de que el muestreo se realizé durante un espacio
de tiempo largo (desde 1978 hasta 1992) y en un édrea extensa (océanos Pacifico y
Atlantico). En ¢l presente estudio, en cambio, los valores de variabilidad son mucho mas
elevados ya que para un nimero de muestras 2,5 veces mayor, la variabilidad es 8 veces
superior (0,4% * 0,05%) a la descrita hasta el momento para el calderon tropical,
teniendo en cuenta ademas que el area de muestreo es mucho mas reducida.
Considerando los grupos Canarias Gm-1 y Gm-2 por separado, la diversidad nucleotidica
atin es unas 4 veces superior a la hallada por Sieman (1994) puesto que los valores de

diversidad para estos dos grupos son 0,21% * 0,05% y 0,19 £ 0,06%, respectivamente.
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En referencia a la estructuracién geografica de los haplotipos por 4rea de
muestreo, que se desprende del andlisis molecular de la varianza (Tabla 3.9.), ésta puede
ser debida a efectos del muestreo y seguramente serfa més correcto decir que en Canarias
existen como minimo dos grupos matrilineales distribuidos en ambas islas, como indica el

analisis AMOVA de la tabla 3.10.

La baja correlacién entre la estructura genética y la distribucién geogréfica del
calderén tropical del Archipiélago Canario, estd en concordancia con los resultados
obtenidos por Servidio (2001), mediante técnicas de fotoidentificacion, quien avisté en
Gran Canaria entre los afios 1999 y 2000 dos individuos que diez afios antes habifan sido
identificados en Tenerife (Heimlich-Boran, 1993). Esto indicarfa que no existe una
fidelidad estricta hacia un 4rea geogréfica concreta sino que los animales viajan entre islas

y existe también un flujo genético entre ellas.

El calderén tropical es una especie con poblacién residente en el Archipiélago
Canario (Heimlich-Boran, 1993). Sélo con los datos del anélisis genético que se presenta
en este estudio, es dificil discernir quiénes de los especimenes estudiados constituyen las
poblaciones residente y no residente. Ello, quizds requiriese un analisis conjunto de
variables genéticas y de fotoidentificacién tanto en el espacio como en el tiempo. En este
sentido, Servidio (2001) recapturd por técnicas de fotoidentificacién el 49,5% de los
animales pertenecientes a los grupos en los que viajaban los individuos cuyos haplotipos
se consideran del grupo Canarias Gm-2. Sin embargo, el reavistamiento de animales de
los grupos en los que viajan los individuos que se han clasificade como del grupo Canarias
Gm-1, ha sido bastante menor (21,43%). Por lo tanto, aunque se requiere de trabajos mas
dirigidos, quizas el grupo de Canarias Gm-2 representen mejor a la poblacién residente

que el grupo Canarias Gm-1.

La gran diversidad encontrada en el calderén tropical del Archipiélago Canario,

puede tener implicaciones importantes dentro de los procesos de evolucién de la especie,
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puesto que las Islas Canarias parecen gozar de la mayor variablidad genética descrita

hasta el momento en dicha especie, si bien es cierto que los estudios existentes son muy

€scasos.

El hecho de que exista similitud en el polimorfismo de poblaciones de islas
geograficamente distantes, pero que este a su vez sea distinto al de poblaciones extra-
insulares, constituyen un signo de primitivismo (Prevosti et al, 1975). La notable
variabilidad de la poblacién Canaria frente a poblaciones extra-canarias podria ser, en
parte, un signo de primitivismo, es decir, que Canarias es una huella viviente del grado de
diversidad del que ha gozado la especie en tiempos pasados. Esta hipétesis no es nada
extrafia, si tenemos en cuenta que Canarias ya ha sido ilustrada como tal en organismos
tan diversos como Drosophila (Afonso et al., 1990) y dragos (Marrero y Francisco-Ortega.,
2001). No obstante, corroborar todo esto requiere de un mayor nimero de estudios tanto
en el espacio como en el tiempo, como por ejemplo analizar poblaciones oceanicas frente
a insulares de Canarias, Madeira, Azores y Cabo Verde, en diferentes estaciones del afio.
En cualquier caso, y a tenor de los resultadoé que se presentan en este estudio, lo que si
parece claro es que Canarias representa un habitat natural cuya poblacién de calderén
tropical disfruta de un grado de diversidad genética inédito hasta el momento y que
requiere proteccién, ya que quizis constituya un reservorio genético y lo que ello implica

dentro de los procesos de radiacién de la especie.
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4.3. El delfin comaun .

Existe tan sélo un trabajo publicado en el que se hace un estudio del ADNmt del
delfin coman de varias poblaciones mundiales. Rosel ¢t al. (1994) analizaron la regién D-
loop de dos poblaciones de delfin comin de distinto morfotipo, hocico largo y hocico
corto, que viven en simpatria frente a las costas de Galifornia y las compararon entre ellas
y con poblaciones procedentes de Pacifico tropical este y del Mar Negro. Encontraron
que si bien habia una diferencia genética entre las poblaciones de delfin comtn de hocico
largo y hocico corto de California, no se podia establecer una relacién clara entre las
caracteristicas genéticas y el lugar de procedencia de las muestras.de delfin comtn de
hocico corto de California, el Pacifico y el Mar Negro. Ambos morfotipos son
considerados como especies distintas por sus diferencias morfolégicas (Heyning & Perrin,
1994) y genéticas (Rosel ¢t al., 1994), manteniéndose el nombre de Delphinus delphis para el

morfotipo de hocico corto y Delphinus capensis para el de hocico largo.

Se ha realizado la representacién de un arbol filogenético que incluye los
haplotipos analizados por Rosel et al. (1994), un haplotipo descrito por Cafiadas et al.
(1999) para el Mar Mediterraneo y los 21 haplotipos descritos en este trabajo para el
Archipiélago Canario. El 4rbol se construyé utilizando el método del Neighbor Joining a
partir de distancias entre hapfotipos calculadas par a par y se someti6 a un test bootstrap
con 1000 réplicas. En las ramas se indican sélo los valores bootstrap mayores al 30%.
Como grupo externo se utilizaron 31 haplotipos de delfin mular (Tursiops truncatus) que no

se han representado (Figura 4.3.).

El 4rbol confirma, en parte, la falta de estructuracién de las muestras respecto a
su lugar de procedencia ya que no se observa que los haplotipos muestreados en una
misma 4rea geografica formen grupos separados de los presentes en otras dreas. Ademas

los valores de bootstrap, que se indican en las ramas, son en general bajos, lo que indica
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que debido a la elevada heterogeneidad del taxén, el algoritmo no es capaz de resolver

satisfactoriamente la topologia del arbol.

La heterogeneidad de las muestras queda también reflejada en el hecho que
excepto uno (el haplotipo mas abundante en la poblacién canaria, DD-CAN-C, que es
también el mdas abundante en las muestras del Mar Negro y que en el arbol se ha
denominado DD-CAN-C + DD-BS1), no se comparten haplotipos entre las distintas
areas geogréaficas. Aun asi, se puede observar como, efectivamente, las muestras de delfin
comin de hocico largo forman un grupo aislado de las de hocico corto éomo ya habian

descrito Rosel et al. (1994).

Dentro del grupo de los delfines comunes de hocico corto se aprecia de nuevo la
separacién entre los grupos Canarias Dd-1 y Canarias Dd-2, descrita en la figura 3.6,
quedando el primero mas cercano a los animales del Mar Negro y el Mediterraneo y el
segundo a los animales procedentes de California y el Pacifico tropical este, si bien esto no
implica necesartamente que los especimenes presentes en nuestro archipiélago procedan
de dichas 4reas. Serfa necesario hacer un anilisis m4s exhaustivo de las poblaciones
atlanticas geograficamente mas cercanas a fin de definir mejor las relaciones

poblacionales.

Estos resultados dan una mayor solidez a la subdivisién de las muestras del
Archipiélago Canario en Canarias Dd-1 y Canarias Dd-2, teniendo en cuenta que la
fiabilidad de las topologias aumenta con la inclusitn de un mayor ndmero de

especimenes.

Esta diferenciacién no parece ser debida a efectos del muestreo, ya que al repetir
el andlisis para el afio 1998 (el que tiene el mayor tamafio muestral de todos los
analizados) se vuelve a reproducir el patrén de agrupamiento de los haplbtipos en los

mismos grupos Canarias Dd-1 y Canarias Dd-2.
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A efectos de corroborar matemdticamente la subdivisién intrainsular a nivel
intraespecifico, se aplic6 un analisis a la varianza de una poblacién de delfin comin de
hocico corto compuesta por los 46 animales procedentes de las distintas dreas geograficas
(California: n=8; Pacifico tropical este: n=6; Mar Negro: n=4 y Canarias: n=28 (divididos
en las subpoblaciones Canarias Dd-1 (n=22) y Canarias Dd-2 (n=6)). No se ha incluido el

area del Mediterrdneo por su pequefio tamafio muestral (n=1).

Los resultados indicaron una divisién geogrifica de la poblacién y que una
cantidad sinificativa de la varianza total, el 23,52%, puede ser atribuida a una diversidad
regional (¢sr=0,235, P<0,0001). Al analizar los componentes de la varianza comparando
las poblaciones dos a dos, los valores de ¢sr variaron de 0,003 a 0,440 (T abla 4.2.). Los
dos valores més bajos, ¢st=0,003 y $st =0,115, que correspondieron a las comparaciones
entre las poblaciones de California - Pacifico tropical este y Canarias Dd-1 - Mar Negro,
no fueron estadisticamente significativos, lo que indica que no existen diferencias

genéticas entre estas poblaciones.

Tabla 4.2. indice de fijacion ($st) entre poblaciones de delfin comin de distntas areas
geogréficas y su significacién estadistica (P).

Poblaciones st P
California - Pacifico tropical este 0,003 0,378
Canarias Dd-1 - Mar Negro. 0,115 0,054
Pacifico tropical este - Mar Negro 0,128 0,045*
California - Mar Negro 0,146 <0,000]1%**
Canartas Dd-1 - California 0,167 <0,0001%**
Canarias Dd-2 -Pacifico tropical este 0,213 <0,000]1%**
Canarias Dd-1 - Pacifico tropical este 0,225 <0,0001%**
Canarias Dd-2 - California 0,291 <0,000]1***
Canarias Dd-2 - Mar Negro 0,393 <0,0001***
Canarias Dd-1 - Canarias Dd-2 0,440 <0,0001***

*Significativo estadisticamente al nivel ®=0,05
**Significativo estadisticamente al mvel ae=0,001
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La mayor diferencia entre poblaciones se dio entre los dos grupos de Canarias. Es
més, esta diferencia fue del mismo orden que la existente entre los morfotipdé de hocico
largo y hocico corto de California (¢psr =0,44; P<0,0001) y que son considerados incluso

especies distintas, D. capensis'y D. delphis respectivamente, por Rosel et al. (1994).

Estos autores usaron como argumento para aseverar esta diferenciacién a nivel de
especie, que la diversidad nucleotidica neta entre ambos morfotipos (1,09%) era unas 50
veces superior a la hallada entre poblaciones del morfotipo de hocico corto
geograficamente distantes (0,02%, para las poblaciones de California, Pacifico tropical
este y Mar Negro). Sin embargo, a tenor de los resultados que se muestran en este
trabajo, ello no constituye un argumento ya que el grado de divergencia entre Canarias

Dd-1 y Canarias Dd-2, ambas de hocico corto, es del mismo orden de magnitud (0,93%).

Ademas, la baja diversidad que Rosel et al (1994) encontraron entre las
poblaciones pacificas y del Mar Negro estuvo condicionada por el pequefio nimero de
muestras de 4reas fuera del Océano Pacifico. Por otro lado, comparando la topologia
obtenida para el delfin comin con la del delfin mular (Figuras 4.1. y 4.3.) se observa que
en este Gltimo caso ambos morfotipos quedan totalmente separados (valor bootstrap = 94),
mientras que en el delfin comtn dicha separacién no existe. Asi, Wang ¢ al. (1999)
encontraron cuatro veces mas diversidad entre los morfotipos de delfin mular (edunccus y

truncatus) que la encontrada por Rosel et al. (1994) entre los morfotipos de delfin coman

(delphas y capensis).

Estos Gltimos autores, postulan también un origen monofilético para los
ejemplares muestreados de ambos morfotipos (D. delphis y D. capensis). Sin embargo,
considerando un tamafio muestral mayor al incluir los individuos del presente estudio,
dicha hipétesis no se sostiene pues los ejemplares de ambos morfotipos no son
reciprocamente monofiléticos, lo cual esté en concordancia con los resultados de LeDuc et

al. (1999), usando la secuencia completa del citocromo b.
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Todo lo anteriormente expuesto pondria en aparente antagonismo la
diferenciacién entre los dos morfotipos de delfin comin a nivel de especie y la
diferenciacion entre poblaciones del morfotipo de hocico corto. No obstante, habria que
considerar que en ambos estudios se ha utilizado un marcador molecular mitocondrial,
cuando la diferenciacién morfolégica deberfa estar més correlacionada con la
determinacién genética de la esqueletogénesis (Cardew & Goode (eds.), 2001). En
cualquier caso, se podria estar asistiendo a un proceso de especiacién del delfin comun, lo
que hace muy interesante la ampliacién de sus estudios genéticos en el espacio y en el

tiempo.

El valor de la diversidad nucleotidica hallada para la poblacién Canaria fue de
7=0,01520 + 0,00148. Este valor estd en concordancia con los valores descritos tanto
para otras poblaciones (Mar Negro: #=0,01005 + 0,00403; California: ©=0,01588 +
0,00172; Pacifico Tropical Este: ©=0,02412 * 0,00298) (Rosel et al., 1994), siendo para la
especie en general de ©=0,01942 % 0,00106. Respecto a la distribucién nucleotidica a lo
largo del fragmento de la regién D-loop analizado, el pico de mayor diversidad que
aparece entre las bases 271 y 300 parece ser una caracterfstica comtn de la regién D-loop
para esta especie ya que se encuentra en la misma zona y con el mismo orden de
magnitud, en las muestras de California, Pacifico tropical este y Mar Negro analizadas

por Rosel et al. (1994).

Tanto los niveles de diversidad genética como la topologfa que se muestra en el
presente estudio (Figura 4.3.) ponen de manifiesto que el Archipiélago Canario constituye
una regién de transito, dentro del rango de distribucién del delfin comin, y privilegiada

para establecer las relaciones genéticas entre distintas poblaciones.
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Figura 4.3. Arbol filogenético construido por el método del Neighbor-joining a partir de distancias
par a par, para las poblaciones mundiales de delfin comin. Se ha utilizado Tursiops truncatus como
grupo externo. En las ramas se indican los valores bootstrap mayores al 30%.
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4.4. El rorcual tropical

Las muestras de rorcual tropical analizadas en el presente trabajo constituyen la
primera cita de caracterizacién genética, mediante secuenciacién de la regién D-loop, de
esta especie en el Océano Atlantico. Todos los especimenes presentaron el mismo
haplotipo, el cual es idéntico al haplotipo 11 descrito por Yoshida & Kato (1999) para el
Océano fndico, donde aparecié en sélo una muestra de las cuatro analizadas para esta

Zona.

La falta de heterogeneidad de la poblacién del Archipiélago Canario contrasta
con la mayorfa de las poblaciones descritas hasta la actualidad por Yoshida & Kato
(1999). Estos autores encuentran heterogeneidad entre y dentro de las poblaciones de
Japén (Mar del este de China y aguas costeras de Kochi), del oeste del Pacifico Norte y
del este del Océano Indico, que a su vez no comparten haplotipos. Una excepcién, al
igual que la poblacién de la Islas Canarias, la constituye la poblacién de las Islas
Solomon, donde los cinco especimenes presentaron el mismo haplotipo. Ademas, los
mismos autores infirieron las relaciones genéticas entre las poblaciones mencionadas,
incluyendo un especimen de Sudéfrica (Arnason et al., 1993c), que se correspondieron
perfectamente con su origen geografico (Figura 4.4.). La inclusién del haplotipo del
Archipiélgo Canario, refleja cierta contradiccién en este sentido, aunque quizas el
haplotipo 11 del Indico sea en realidad un ejemplar més afin al Atlantico si se considera

que los patrones de frecuencias en ambos océanos son antagoénicos.

A nivel poblacional, las distancias netas mas bajas estan entre el Pacifico, el
fndico, Canarias y Africa (0,01687+0,005381). La poblacién de Japén presenta una
distancia neta intermedia con estas poblaciones de 0,07612+0,002415, mientras que las

mayores distancias estdn entre las Islas Solomon con las restantes poblaciones

(0,14187440,002211).
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Los bajos niveles de variacién genética detectados para el rorcual tropical en la
poblacién de Canarias no implica su inexistencia, puesto que en el rorcual comdn, una
especie con una biologfa similar a la del rorcual tropical, se han descrito diferencias entre
las poblaciones atlanticas muestreadas (Atlantico Oriental, Atlantico Occidental y
Mediterraneo) (Bérubé et al, 1998). Todo ello, pone de relieve la importancia de
profundizar en el analisis genético de esta especie a nivel mundial, y en concreto en el
Atlantico, debido a la falta de estudios, a efectos de determinar el origen genético de los

animales que pasan por Canarias.
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Figura 4.4. Arbol filogenético del rorcual tropical, construido por el método Neighbor-foining a
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grupo externo
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4.5. La regiéon control

Un andlisis conjunto de las especies de cetdceos que presentaron variabilidad en
la regién control pone de manifiesto que la misma no esta distribuida al azar. En el caso
de las poblaciones canarias del delfin mular y el delfin comtn la mayor parte de la
diversidad nucleotida se encuentra entre las bases 241 y 360 (Figuras 3.1. y 3.5.) . Parala
poblacién canaria de calderén tropical, la distribucién es bimodal y concentra los
mayorés niveles de variacién entre las bases 1 a 60 y las bases 301 y 360 (Figura 3.3.).
Estas mismas distribuciones se hallan en otras poblaciones de las mismas especies (Rosel ¢t
al.,1994; Siemann, 1994; Cafiadas et al,1999; Parsons et al., 1999; Wang ¢t al., 1999;
Parsons et al., 2000; Ji et al., 2001; Parsons, 2001).

Esta informacién podria utilizarse con el fin de optimizar el andlisis de las
muestras, puesto que secuenciado Gnicamente dichas regiones hipervariables se abaratan
los costes sin mermar la precisién que se requiere a la hora de definir las relaciones
evolutivas entre las poblaciones. En el caso del calderén tropical, esta simplificacién no

seria recomendable por la bimodalidad de la distribuci6n.

Concerniente a las relaciones halladas en el presente trabajo entre las poblaciones
de ceticeos canarias y las de otras regiones geograficas, descritas con anterioridad, es
necesario mencionar que éstas vienen condicionadas por la poca cantidad de anilisis
disponibles para realizar las comparaciones. Sin duda, un anlisis més exhaustivo de otras
poblaciones atlanticas de las especies estudiadas en este trabajo, permitirfa establecer unas
relaciones genéticas mas estrechas entre las poblaciones canarias y otras de su entorno

més préximo frente a las descritas actualmente.

Los resultados presentados en este trabajo para el delfin mular, calderén tropical

y delfin comtn del Archipiélago Canario, corroboran la clasificacién en la que han sido
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encuadradas cada una de las especies en el Catdlogo de Especies Amenazadas de
Canarias (BOC 2001/097). Ninguna de las tres especies estd en peligro desde el punto de
vista genético, aungue s son merecedoras de una proteccién especial puesto que sus
poblaciones poseen valores de variabilidad elevados y ademis existe un intercambio
genético con otras poblaciones. El delfin mular y el calder6n tropical quizis merezcan
una mayor atencién, teniendo en cuenta que ambas especies poseen poblaciones

residentes en Canarias.
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4.6. Los genes COI y NADH5

La mayor discrepancia de la controversia filogenética del orden Cetacea radica
en establecer la relacién correcta de la familia Physeteridae frente al resto de odontocetos
o misticetos. Atendiendo a los estudios morfolégicos de las especies, los odontocetos y los
misticetos son subérdenes monofiléticos. En cambio, segtin los resultados de Milinkovitch
et al. (1993), basados en el anlisis parcial de los genes ribosémicos mitocondriales 125 y
168, los cachalotes muestran una relacién mas estrecha con las ballenas que con otras
especies de odontocetos. No obstante, para Arnason & Gullberg (1994), que analizaron el
citrocromo b completo, los cachalotes estin mas alejados de las ballenas que de los

delfinidos, pero tampoco forman un grupo monofilético con los delfines.

La discrepancia entre estas tres hipdtesis esti atin vigente, a pesar de que se han
realizado algunos estudios adicionales que consideran el anlisis conjunto de varios genes,
el aumento de la longitud de las secuencias analizadas y la inclusién de otros genes o
marcadores morfolégicos (Milinkovitch et al, 1994 y 1995; Arnason & Gullberg, 1996;
Adachi & Hasegawa, 1995; Smith et al., 1996; Messenger & McGuire, 1998; Gatesy ¢t al.,
1999; Arnason et al., 2000).

Al efecto de aportar informacién adicional a las relaciones filogenéticas de
odontocetos y misticetos, teniendo en cuenta la variabilidad intraespecifica de las especies
més determinantes (cachalotes, ballenas y delfines), en el presente trabajo se han utilizado
dos secuencias hasta ahora no analizadas, COI y NADH3J, con unas longitudes medias

mayores a las utilizadas hasta el momento (950 y 927 pares de bases respectivamente).

Utilizando exclusivamente la informacién del COI, las cuatro familias
(Physeteridae, Ziphiidae, Balaenopteridae y Delphinidae) son monofiléticas (Figura 3.9.),
lo cual concuerda con los datos de Milinkovitch et al. (1993) y Arnason & Gullberg (1994),
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si bien los cachalotes distan mas de los delfines que éstos de las ballenas. En este sentido,
los resultados que muestra el anélisis del COI estarfan en mayor concordancia con la
hipétesis de Arnason que con la de Milinkovitch. En cambio, la hipétesis Tradicional no
se sostiene puesto que ademés los zifios quedan excluidos del grupo de odontocetos

formado por los delfinidos.

Cuando sélo se usa la informacién del NADHS5, nuevamente se comprueba la
ausencia de una relacién hermana entre las familias Physeteridac y Balaenopteridae,
siendo mas estrecha la relacién entre ésta Gltima y la familia Delphinidae que de los
odontocetos entre si. Esta topologia estd mas en concordancia con la hipétesis de Arnason

que con la de Milinkovitch.

Comparando las topologfas obtenidas para cada uno de los genes, el COI parece
ser un gen més adecuado que el NADHS5 para la reconstruccién de relaciones
interespecificas dentro del orden Cetacea ya que, mientras ambos reflejan relaciones
semejantes entre Physeteridae y Balaenopteridae, sélo el GOI es capaz de resolver
simultineamente y de forma satisfactoria las relaciones inter e intraespecificas de la
familia Delphinidae. Esto puede ser debido a que el NADHS5 presenta un mayor grado de
saturacién que el COL lo que queda reflejado en su mayor diversidad nucleotidica. De
hecho, para el complejo NADH reductasa se han descrito los mayores niveles de

diversidad del genoma mitocondrial en vertebrados (Ferris ¢f al., 1983; Lopez et al., 1997)

e invertebrados (Solignac et al., 1986).

En el gen NADHS, todas las deleciones detectadas condicionan la traduccién de
la secuencia de ADN a los aminod4cidos de la proteina. En principio esto generaria una
alteracién en el funcionamiento normal de la proteina y por tanto del ciclo de la
respiracién mitocondrial. No obstante, es importante tener en cuenta que el tejido, a
partir del cual se ha hecho el anélisis de ADN, era piel, donde una posible disfuncién de

este tipo es irrelevante para la supervivencia del individuo, aunque si podria tener
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influencia en estudios de genética evolutiva. Es probable que los animales que
presentaron alguna de las deleciones mencionadas sean heteropldsmicos y que al analizar

el ADNmt de otro tipo de tejido no se encuentre la mutacién.

En otros mamiferos, como el ser humano, se han estudiado en mayor
profundidad las heteroplasmias del ADNmt. Se conoce que existe una relacién entre el
tipo de tejido y la incidencia de mutaciones. Asi, Bendall et al. (1997) encuentran
diferentes grados de heteroplasmia segtn el tipo de tejido analizado, siendo mucho mayor
en la raiz de pelo que en la sangre o en células bucales. La frecuencia varia incluso entre
pelos de diferentes partes del cuerpo (desde un 9,1% hasta un 99%). Por otro lado, Wei
(1992), a través de una revisién, pone de relieve la vulnerabilidad del ADNmt del ser
humano a incrementar sus tasas de mutacién, concretamente deleciones que abarcan al
gen NADHS5, con la edad de los individuos. Ademas, existe una asociacién de ciertos tipos
de deleciones a tejidos concretos como por ejemplo una delecién de 3610 pb al musculo

esquelético y una de 7436 pb al misculo cardfaco.

Todo esto podria explicar las deleciones en el gen NADHS5, compartidas por
varias especies y halladas en el presente trabajo, puesto que parecen estar mas asociadas
al tipo de tejido analizado que a la especie. Es importante considerar esto en la definicién
de las estructuras genéticas en cetdceos ya que podria afectar a las inferencias de las
relaciones entre poblaciones o especies. Por lo tanto, para futuros estudios, serfa
interesante validar la idoneidad de los distintos tejidos en los andlisis de genética

evolutiva.
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La inclusién en el analisis genético intraespecifico de las muestras de delfin mular
del Archipiélago Canario, las cuales muestran unos niveles de variacién similares
a los del resto de poblaciones, da soporte a la hipétesis de elevar al nivel de

especie los morfopotipos Tursiops truncatus y Tursiops aduncus.

El calderén tropical presenta en Canarias unos niveles de diversidad genética
ocho veces superior al descrito en otras poblaciones, lo que podria representar la

variabilidad ancestral de la especie y dar mayor importancia a su.conservacién.

El grado de diferenciacién existente entre los grupos de delfin comtn descritos en
el Archipiélago Canario, no apoya la teoria de que los morfotipos Delphinus delphis

y Delphinus capensis deban ser definidos como especies.

Los rorcuales tropicales muestreados en la Islas Canarias no presentan diversidad
genética, estando su haplotipo presente también en poblaciones del Océano

fndico, lo que denota un flujo genético entre las poblaciones atlanticas e indicas.

Las poblaciones de delfin mular, de delfin comin y de calderén tropical del
Archipiélago Canario, atendiendo a los niveles de diversidad, gozan de una
“buena salud” desde el punto vista genético, que garantiza su capacidad

adaptativa.
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6- Las Islas Canarias constituyen un habitat natural donde confluyen linajes
maternos de delfin mular, calderén tropical y delfin comiin, de distintos origenes,
por lo que la importancia de su preservacion se justifica, no s6lo por el nimero de
especies presentes, sino también por el acervo genético que definen y que excede

los limites de la insularidad.

7- Las poblaciones del Archipiélago Canario de delfin mular, de calderén tropical y
de delfin comin, se caracterizan por la presencia mayoritaria de haplotipos

-

exclusivos frente al resto de las poblaciones.

8- Los polimorfismos intraespecificos de la regién control del delfin mular, del
calder6n tropical y del delfin, han puesto de relieve que estas especies no estin
subestructuradas a nivel insular, por lo que para su preservacién, las 4reas
abarcadas por los actuales Lugares de Importancia Comunitaria (LIC) son

claramente insuficientes.

9- La secuenciacién de fragmentos del ADN mitocondrial (D-loop) es una
herramienta Gtil en el diagnéstico de especimenes de dificil clasificacién

morfolégicas, como ha sucedido en el presente estudio con el zifio de Gervais.

10- Las relaciones filogenéticas entre las familias de Physeteridae, Ziphiidae,
Balaenopteridae y Delphinidae definidas mediante la secuenciacién de los genes

mitocondriales COI y NADHS, estdn en concordancia con la hipétesis de

I
Arnason.

11- Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto el importante papel que
juega el Archipiélago Canario en la definicién de las relaciones entre las

poblaciones de cetaceos, lo que lo hace digno de ser preservado.
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ANEXO I: SECUENCIAS

1. Secuencias de la regién D-loop de los haplotipos de delfin
mular (Tursiops truncatus) del Archipiélago Canario

TT-CAN-A AAAAAGCTTA TTGTACAGTT ACCACAACAT CACAGTACTA CGTCAGTATT 50

TT-CAN-BB + o vcveecnce seenmanecs ssasssesss soomevases sosescnses
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TT-CAN-A AAAAGTAATT TGTTTTAAAA ACATTTTACT GTACACATTA CATATACATA 100
TT=CAN—B  t it neennec otsmneonnnn assosssncs aosesssnsaas soscenrsons
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)

e

CACATGTGCA TGCTAATATT

...... Cove tneennnsns
...... Cuove temenaascns
...... Cuove teveananes
B R R

.......... ceeeeaeen
fese s eses seessesene
...... Coive tveeeannsen
Ceeesess s seesecseen
...... fe e reeaseaean
heeseassse seseesenoen
e tee eeemassann

TAGTCTCTCC

TTGTAAATAT TCATACATAC

150
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Anexo I : Secuencias

ATGCTATGTA

TTATTGTGCA TTCATTTATT

TTCCATACGA

TAAGTTAAAG
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Anexo I ; Secuencias // ﬂ{

CCCGTATTAA TTATCATTAA TTTTACATAT TACATAATAT GCATGCTCTT 250

TT-CAN-A

TT=CAN=B  eveececocn tenemmnancs sooseecses comsorrres [ L
TT-CAN-C P oue s eeee sosocessnne sssesonene mossasenne [
TT-CAN-D evevansses sossssasns sooomanstes sooecrerrs [
TT-CAN-E v cecevnon somoesnnes sosascmene coocrreses [
PT-CAN-F v eecesnve sossneanss saossoccne soscoreess P
TT-CAN-G  «eveesrone sessmmenns saeesesces cooccress R
TT=CAN-H o cvvencene smnmsnenne samsnennce sommumesse coonsssnns
TT-CAN=I +eeeoccnes sscevasane ssonamenes sorsseses P
PT-CAN-T o eseencene snmsssnens seossmases sosenestes coossonsns
PT-CAN-K . Tevevccos aocmosnnan soossmeece comnmerees sorosssnns
TT-CAN-L Tt eeeaen eemssnssss smsonsonss soosescscs R
TT-CAN-M  eeveacncns scamecsane somsmcmecs somssscess [ (R
TT-CAN-N  cvceecnann essanonnns saemeovssn moccorsens [
TT-CAN=O  evvevoncen sooessanns sesnnasess cooesersss ressssssns
TT-CAN-P T.eeceneee avrensosnse soavemeses cocnesrces [
TT-CAN—Q  sevencoece scvsemmesn sommocsese coceroncns [
TT-CAN-R  veeescares somsnnnsss somsmosscs oosrcosocs I
TT-CAN-S  sececesose scmmemmnass sosmssenes cocemsncns [
PTT-CAN-T «oeeccucon assommmnsas sosmveenes ooecssescs PR (S
TT-CAN-U  cvevecenoas asmsssasse ssommscses cocccsonns !
TT-CAN-V  cvecacssns oonsnacanse sevaosssse sosoccsnns [
TT-CAN-W  ceveccoanes soceanmens sosasssees cmeososoos I
PT-CAN-X T ecveeens amosnnanns soosssssss seosommnens soonsrots?
TT-CAN-Y Toweunnnon- JEL o I LTl T
TT-CAN=Z  ecveveores smesnnanss ssssamenes soem-cscns P
TT-CAN-BA T oueren scmennmsss somemecens cmmeesemes [ P
TT-CAN-BB .+ oecocens sesenonans sossessces soccssrese [
PT-CAN-CC eveeveonen ssmssnmmess sovaccencs cceccnrons [ P
TT-CAN-DD sTeveences sasosonnen sooomnense somrmmrore somrrsssss
TT-CAN-EE .vceecevens snoevnones semasssees coccocross [
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TT-CAN-A ACATATTATA TATCCCCTAT CAATCITACC

TT-CAN-B .-t tivuer esnmsnvaces soossons T.
TT-CAN-C .....cevnn CC...A ..ot cenen c...T
TT—CAN-D ccvoceence acssssssnse snsasoss T.
TT-CAN-E  .......... [ R C....
TT-CAN-F ....e0cen. R S c..
TT-CAN-G ......n..n R C.
TT-CAN-H .......... P C....
TT-CAN-I ceeteeecce oraoaccnnse ~-....C....
TT-CAN-J ¢ecevenvoe secsessaas osooae Cc..T
TT-CAN-K .. citrene connconses aonns c...T
TT-CAN-L ..vovevene C...Teeee ceenns c..T.
TT-CAN-M . ..cciiiee conecoannn — e eepeens
TT-CAN-N s s it eienee sscenccnnns sooes C....
TT-CAN-O ...vcveees stooconases R
TT-CAN-P .t it ceenee sceasascane assnasensns
TT=CAN-Q .- e civreee aveaoscason socaocncsnan
TT-CAN-R  ttceevvose ssossnsssses sosesecens
TT—CAN=S cecceacsos sacacacsns snsasassns
TT—CAN-T & ecceuees saccsnesan soassonsas
TT-CAN-U .......... B R C...
TT-CAN-V  ....cceonn B CcC..
TT-CAN-W  c i veivnnne comonnnnnn -...T.0..
TT-CAN=X cevevcoons soscossonsecs socss C....
TT-CAN-Y .......c.. C...Tees ooenn C..T.
TT—CAN=2Z tecceconoe osasasenne =sss- C...
TT-CAN-AA .....con-. Coo T oene C....
TT-CAN-BB .......... i C...
TT-CAN-CC .. .ceieneee snuvonacons -. C..
TT-CAN-DD ...civeeee crencccnnse T....C...T
TT-CAN-EE .......... B

174

TCCATTATAT CCTATGGTCG 300

..........
..........
..........
..........
..........
..........

..........
..........
..........
..........
..........
..........
..........
..........

..........

..........
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N

TT-CAN-A CTCCATTAGA TCACGAGCTT AATCACCATG CCGCGTGAAA CCAGCAACCC 350
TT-CAN-B . ieiiiienn cneecnnnnn F e
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7~

TT-CAN-A GCTTGGCAGG GATCCCTCTT CTCGCACCGG GCCCATACCT CGTGGGGGT 399
TT-CAN-B .. .C. ittt it ttnnnne coccncanas sasasossne aeeacasoes

TT~CAN-C  «eoChuvvenr venmannen et e aaeiee ieeeeaan
TT—CAN-D 2o eCuvenne toneecnnne snnnnncess soanean Ter teenennnn
TT-CAN-FE e svevenscne somnsmnnnne onsnsaecce sananas Tor eieeennnn
PToCAN=F e e esennnns ooenonnnes saconssone sanaens Ter veeennnns
TT-CAN-G v oCuescs eeenennnne tanananeas eosnnns Toe iienennn
TT-CAN-H oo eCeeeecs eremsnsae sameracoce saeanas Tt vieennnnn
PToCAN~T oo eeeeeeee oooeeennee sosessonne sacccnennn snnenonnn
TT—CAN=T o v evvccnen eeennnnnne aasnaanens sasnees e eeeneennn
TT=CAN=K o e veeeenns seeeenenne oovanncmae saeeann Ter tevennnns
TT-CAN-L  +eeCouuuune toveennnne snnonssnss sannnns Tes eeiennnnn
TToCAN-M & emeeeee eeemcasans tesennnsne taneanennns saaneeees
TT-CAN-N oo eCaiiees teernennas asacmnsans sonannn Toe eiieeennn
TT—CAN-O v veoeseen oaceennnes tesesnannne samessenne connmnnnnns
TT—CRAN-P oo vevnnene oneeseenas eamaneanes soasnosnne saennannn
PTTCAN=Q e e eeceecs taeseecaean sasenncans savonnnnne sanceonns
TT=CAN=R e eeennnns eovennesae soennonnan sannnnn Tor eeeeennnn
PToCAN=S o eeveeene oocusnnnas sessannaes cocesnnnnn connnanan
TToCAN=T oo eeecocne toeverenee somooneses suneenn Ter terennnn-
TT-CAN-U 20 eCureenr onsnnnnner onnssensan oansnan T i
TT-CBAN-V oo oeeoenne ocesenenes sonmsseeaee coseasnnnn snnmannnan
PToCAN-W o vemeesnn ceeoeasnae sommasanoe tanenoneens samnmnnnn
TToCAN=X  +eoCuveune tneenensee seseonnsas sonannn e teennnnns
TT-CAN-Y = oCveees eeensnnnnn easasanccs snaeenn i
PToCAN=Z o v eemeeene mmseaeesae snmcueaasee sonsenennn snmmnanos
TTCAN-BA e eCoueeeer enemnnencnee sanenncces snannnn Tt iiiieennn
TT—CAN-BB -2 eCoreeene oeeooennnsns oeeeenanee saneecsnes sonnnnann
TT—CAN-CC v e eesneens ooemnnceae sacossssen samnenn Ter temennnnn
TT—CAN-DD v ovvvonce cossensnnn ansoseanss sossunsnnns sansansns
TT=CAN-EE v vvveveee ooeanosnnane sonesansee sossnsnnnns sanennons
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2. Secuencias de la region D-loop de los haplotipos de
calderén tropical (Globicephala macrorhynchus) del
Archipiélago Canario

GM-CAN-A AAAAAGCTTA TTGTATAATT ACCACAACAT TACAGTACTA TGICAGTATT 50
GM-~CAN-B  ceveveooae scsscacaas scasssocsss sneoasssse sscsonnasce

GM-CAN-C ....... Cih i itseeeacn sasesssena sossscsane asesasecocse
GM~CAN~D s v eeseceoe sasusancass ssssssnsne acencmssss essososssce
GM-CAN-E ......... C ineeineees saeananans 2
GM-CAN-F ......... C itteennees onannasens 7
GM—CAN~G e veoesacs sossssssee sassscscas sasoscsacs ossssccncs
GM-CAN-H ......... C iniiinnsee crneenans -
GM-CAN-I ......... [ Y £ I
GM-CAN-J ticesecans sosssnsnse ososscscase £
GM—CAN~K ¢t i it eeeene onascsnaces masacescss amcasnssce osonmecenns

GM-CAN-A AAAAGTAATT TATTTTAAAA ACATTTTACT GTACACATCA CATATATATA 100
GM—CAN-B v eceeeosne oosssncses esansasceass sossnassne snmeconsann

GM-CAN-A TATACGTACA CATACCAATA TCTAGTCTTT CCTTATAAAT ATCTATATAT 150
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GM-CAN-A
GM-CAN-B
GM-CAN-C
GM-CAN-D
GM-CAN-E
GM-CAN-F
GM-CAN-G
GM-CAN-H
GM-CAN-I

GM-CAN-J

GM-CAN-K

GM-CAN-A
GM-CAN-B
GM-CAN-C
GM-CAN-D
GM-CAN-E
GM-CAN-F
GM-CAN-G
GM-CAN-H
GM-CAN-I
GM-CAN-J
GM-CAN-K

GM-CAN-A
GM-CAN-B
GM-CAN-C
GM-CAN-D
GM-CAN-E
GM-CAN-F
GM-CAN-G
GM-CAN-H
GM-CAN-I
GM-CAN-J
GM-CAN-K

GM-CAN-A
GM-CAN-B
GM-CAN-C
GM-CAN-D
GM-CAN-E
GM-CAN-F
GM-CAN-G
GM~-CAN-H
GM-CAN-I
GM-CAN-J
GM-CAN-K

178

ACATGCTATG TATTACTGTG CATTCATTTA TTTTCCATAC GGTAAGTTAA

ATGTATGCTC

200

250

300

350
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C

GM-CAN-A CCCGCTCGGC AGGGATCCCT

GM-CAN-A GT 402
GM-CAN-B ..
GM-CAN-C ..
GM-CAN-D ..
GM-CAN-E ..
GM-CAN-F ..
GM-CAN-G ..
GM-CAN-H ..
GM-CAN-I ..
GM-CAN-J ..
GM-CAN-K ..

CTTCTCGCAC CGGGCCCATA

CACCGTGGGG

S
e eeeeees

400
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3. Secuencias de la region D-loop de los haplotipos de delfin
conuin (Delphinus delphis) del Archipiélago Canario

DD-CAN-A AAAAAGCTTA TTGTACAATT ACCACAACAT CACAGTACTA CGTCAGTATT 50
DD-CAN-B 4ttt eeeeeoc osenansnns sacessssse sosnsacsss snsasacens

DD-CAN-A AAAAGTAATT TGTTTTAAAA ACATTTTACT GTACACATTA CATACACATA 100
DD-CAN-B . eveuveee asasoncnas scessnanne o-cssssess soaccscsce
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Anexo I : Secuencias

DD-CAN-A
DD-CAN-B
DD-CAN-C
DD-CAN-D
DD-CAN-E
DD-CAN-F
DD-CAN-G
DD-CAN-H
DD-CAN-I1
DD-CAN-J
DD-CAN-K
DD-CAN-L
DD-CAN-M
DD-CAN-N
DD-CAN-O
DD-CAN-P
DD-CAN-Q
DD-CAN-R
DD-CAN-S
DD-CAN-T
DD-CAN-U

CACACGTACA TGCTAATATT TAGTCTCTCC TTGTAAATAT TCATATATTC

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..................................................

..............................

....................

..............................

150

200

S
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DD-CAN-A CTCGTATTAA TTATCATTAA TTTTACATAT TACATAATAT GCATACTCTT 250

DD-CAN-B . .e:vevecas sooevnaans saesesosnancca coavcossons G.o....
DD-CAN-C vt teeeance snsosanans ossesonses soosecaceosn ce..Coen
DD-CAN-D &t tveecece cesnnsnnse sssesssnss sasasecens P ¢ S
DD-CAN=E ... vcvvcus ceecuvones somensncne sconevenns P
DD-CAN-F ..t eesoses snossossss sesssasess ssssoeacns [P & P TIN
DD-CAN“G @ueeececas saseennsas ssmasnssne sessscnoccn T..Goonl
DD-CAN-H .C....vtier ttienenncs sessnencce cosascenen ceeGoolL.
DD-CAN-I ..cviceace eesonoases ssssnsssans sesecoccnn c...Calll
DD-CAN-J ...... Chee seceasases seessaesse ssseseseas [P € S
DD-CAN~K .+ veveeeces soscseoanns sonscanace sseocesenes c.e.Cllll.
DD-CAN-L .C.viceoas soesscscos ssssssssce sossacovoanss P €
DD-CAN-M .C..ccccer ceceeecnne sssamnsnann scooanescs -Gl
DD-CAN-N . eceeecens soevanssne sseecosnsnnc essssconnes RPN ¢ S,
DD-CAN—O .+ vceeeoone sasocssocs ssessnasans scoccnasce PRI € SO
DD-CAN-P ... ceevcas saasosacas ssasssncce osascosnnns ceeGalLL.
DD-CAN-Q .C.viiece teenennnas sosavenass sacnooncns cee Countn
DD-CAN-R ...ccovese soncssnse e ceeseseens sssessssen ceesGaaa.
DD-CAN=S ¢t veeecsns sassscasses seessasscce acssscacss ce.oColl
DD-CAN~T o v ieecvene ocomsnnoac sesscssnee sooascsase R € S
DD-CAN-U +.civeocee ensnanescs sssecoscns ssssocncen ....Coll
DD-CAN-A ACATATTATA TATCCCCTTC AATTTCATTC CCATTATATT CTATGGTCGC 300
DD-CAN-B ... .iiits conocscnne oscancn CC. ...venen Cio viiiinnanns
DD-CAN-C .. ceieeacs soscooccos saacsans Co teiienen CC tviiiaans
DD-CAN-D ....cvceee cuononannas e esChaiiin diiiies Co rvennns T.
DD-CAN-E ....cceeee ceeevennae oones T..C. .ocieennn C iineacnene
DD-CAN-F .ttt ecnces snscacscss sesssasans seoocasnns CC it
DD-CAN-G c.ucencecos ssscsecsas seasoscsn C. et CC tivvnnennn
DD-CAN-H ..covenoce sacsacsans osocnaces b CC tiiinnannn
DD-CAN=-I ..cicesesa osaccasene socevocon CT ...cennn CC tiieeennns
DD-CAN-J tvteeacecs ocsanoncne soson eseCi it CC tiviiannnn
DD-CAN-K ..c.teceoe ecocvacnonn ssoncos 0 C iiiiinann
DD-CAN-L .. cieeence soosennneas soocsnsans T eeeeennn CC civennnensns
DD~CAN-M ..ci.onece ssosecrsee saossscen T eeeeens CC v
DD-CAN-N  teveeeeces sesenansas cssesssans socecssosos sosssessee
DD-CAN-O .i.ucereeee sssasessas osscaocns CCT ...onenn Co iiiiennnns
DD-CAN-P ....i.tcevn cocencnnns S o T.
DD-CAN-Q ..iteivnne coseoncoes sssoncoen Co mvveenns CC tieviianns
DD-CAN-R  c.ceeteece ssosevaces oocnoen CC. ..cetnnn CC ..ot A.
DD-CAN~-S . ... itueee cnoccanune sococean Co tenieann CC teiinenvnns
DD-CAN-T ..ciervoce ocoancse ceee sesesecses sasseceos C ovieeennns A.
DD-CAN-U .. cevennee ossconacnns coenonns Co vinennnn CC Teveennnans
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DD-CAN-A
DD-CAN-B
DD-CAN-C
DD-CAN-D
DD-CAN-E
DD-CAN-F
DD-CAN-G
DD-CAN-H
DD-CAN-I
DD-CAN-J
DD-CAN-K
DD-CAN-L
DD-CAN-M
DD-CAN-N
DD-CAN-O
DD-CAN-P
DD-CAN-Q
DD-CAN-R
DD-CAN-S
DD-CAN-T
DD-CAN-U

DD-CAN-A
DD-CAN-B
DD~-CAN-C
DD-CAN-D
DD-CAN-E
DD-CAN-F
DD-CAN-G
DD-CAN-H
DD-CAN-1I
DD-CAN-J
DD-CAN-K
DD-CAN-L
DD-CAN-M
DD-CAN-N
DD~CAN-O
DD-CAN-P
DD-CAN-Q
DD~-CAN-R
DD-CAN-S

TCCATTAGAT CACGAGCTTA

ATCACCATGC

..
..
.o
..

..

ve e s v e
s e e ans e
P
e s s s e
e e neew e
..... PR
)

CGCGTGARAAC

CAGCARCCCG 350

e s a0 s e e ace
........ .
P
P o

183

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003
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4. Secuencia de la region D-loop del haplotipo de rorcual
tropical (Balaenopetera edeni) del Archipiélago Canario

BE-CAN-A AAAAGTATAT TGTATAATAA CCACAAGGCT ACAGTGTTAT GTCCGTATICG 50
BE-CAN-A AAAAAAAAAC TTGTCTTGTC ACATATTACT ATGTGATTTG TACATGTATA 100
BE-CAN-A TACCTTCCCA TAACTTAATT AATAGTCTTC TCTTATGGGG ATGTATATAT 150
BE-CAN-A ATACATGCTA TGTATAACTG TGCATTCAAT TATTTTCACT ACGAGCAGTT 200
BE-CAN-A AAAGCTCGTA TTAAATTTTA TTAATTTTAC ATATTACATA ATATTTATTA 250
BE-CAN-A ATAGTACAAT AGCGCATGTC ATTATGCATC CTCTGGTCAA TTACATTCAA 300
BE-CAN-A ATGATTCTTA TGGCCGCTCC ATTAGATCAC GAGCTTAATC ACCATGCCGC 350
BE-CAN-A GTGAAACCAG CAACCCGCTC GGCAGGGATC CCTCTTCTCG CACCGGGCCC 400

BE-CAN-A ATCAGTCGTG GGGGT 415

5. Secuencia de la regién D-loop del haplotipo de un zifio de
Gervais (Mesoplodon europaeus) del Archipiélago Canario

ME-CAN-A AAAAACCTTT ATTATAGAAT CACCACAACC CTACAGTACT ACGTCAGTAT 50
ME-CAN-A TGAARAAAAA TATCCCACAG TACATTTACT GTATTAATCA CACAAACACC 100
ME-CAN-A CCCCACCCAC CATCAATATA TGCGTCTCTC CAGAACTGTA TGTATATATA 150
ME-CAN-A TACTATGTAT AACTGTGCAT TCATTTATTT TCACTACGGA GAGTTAAAGC 200
ME-CAN-A TCGTAATTAA TTTTTTTTAT TTTACATAAG TACATAATTT GCATTAATCG 250
ME-CAN-A TACATGTGCC CGTTCCATTA GATCACGAGC TTAATCACCA TGCCGCGTGA 300

ME-CAN-A AACCAGCAAC CCGCTCGGCA GGGATCCCTC TTCTCGCACC GGGCCCATCA 350

ME-CAN-A ATCGTGGGGG T 360
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/L

6. Secuencias del gen COI de los haplotipos de varias

especies de ceticeos del Archipiélago Canario

BP-CAN-I
BE-CAN-1I
SF-CAN-1I
SF-CAN-II
SF-CAN-III
SF-CAN-IV
SC-CAN-I
SC-CAN-II
SC-CAN-III
DD-CAN-I
DD-CAN-IT
DD-CAN-III
TT-CAN-1I
TT-CAN-II
TT-CAN-TII
TT-CAN-IV
GM-CAN-1I
GM-CAN-II
ME-CAN-I
PM-CAN-I

BP-CAN-I
BE-CAN-I
SF-CAN-I
SF-CAN-II
SF-CAN-III
SF-CAN-IV
SC-CAN-I
SC-CAN-II
SC-CAN-III
DD-CAN-I
DD-CAN-II
DD-CAN-III
TT-CAN-I
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/

7. Secuencias del gen NADHS5 de los haplotipos de varias

especies de ceticeos del Archipiélago Canario
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BP-CAN-1
BE-CAN-1
BE-CAN-2
BE-CAN-3
SF-CAN-1
SC-CAN-1
DD-CAN-1
DD-CAN-2
TT-CAN-1
TT—~CAN-2
TT-CAN-3
TT-CAN-4
GM-CAN-1
GM-CAN-2
PM-CAN-1

BP-CAN-1
BE-CAN-1
BE-CAN-2
BE-CAN-3
SF-CAN-1
SC-CAN-1
DD~CAN-1
DD-CAN-2
TT-CAN-1
TT-CAN-2
TT-CAN-3
TT-CAN-4
GM-CAN-1
GM-CAN-2
PM-CAN-1

BP-CAN-1
BE-CAN-1
BE-CAN-2
BE-CAN-3
SF-CAN-1
SC-CAN-1
DD-CAN-1
DD-CAN-2
TT-CAN-1
TT-CAN-2
TT-CAN-3
TT-CAN-4
GM-CAN-1
GM-CAN-2
PM-CAN-1
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BP-CAN-1
BE-CAN-1
BE-CAN-2
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TT-CAN-2
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ANEXO II: PROTOCOLOS

1. Extraccion de ADN genémico

1. Introducir 50 - 100 mg de tejido en un tubo Eppendorf'y tocear con unas tijeras.

9. Afiadir 300 pl de tampén de lisis (50 mM Tris, pH=8, 100 mM EDTA, pH=8, 1%
SDS, 20 pg/ml Rnasa., 100 ug/ml ProteinasaK)

3. Homogenizar el tejido y afiadir otros 300 pl de tampén.

4. TIncubar las muestras hasta el dia siguiente en la estufa a 50 °C y con rotacién.

5. Afadir un volumen de fenol equilibrado con 0,5 M de Tris.

6. Agitar suavemente durante unos 10 minutos hasta que las dos fases se hayan

mezclado por completo.

7. Centrifugar 15 minutos a 5000xg a temperatura ambiente.

03

Recolectar la fase superior con una punta cortada y transferirla a un tubo limpio.
9. Afiadir un volumen de fenol equilibrado con 0,5 M de Tris.

10. Agitar suavemente durante unos 10 minutos hasta que las dos fases se hayan

mezclado por completo.
11. Centrifugar 15 minutos a 5000xg a temperatura ambiente.
12. Recolectar la fase superior con una punta cortada y transferirla a un tubo limpio.

13. Afiadir un volumen de cloroformo/isoamilico (24:1).
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

23.

26.

Agitar suavemente durante unos 10 minutos hasta que las dos fases se hayan

mezclado por completo.
Centrifugar 15 minutos a 5000xg a temperatura ambiente.

Recolectar la fase superior con una punta cortada y repartirla en partes iguales en dos

tubos limpios.

Afiadir, a cada tubo, 0,2 volimenes de acetato de amonio 10 M y 2 volamenes de
etanol 100% y mezclar por rotacién manual. En el mejor de los casos deberia

aparecer un ovillo de ADN.

Centrifugar 5 minutos a 5000xg a temperatura ambiente.
Retirar el sobrenadante.

Lavar el precipitado de ADN con 500 pl de etanol 70%.
Centrifugar 5 minutos a 5000xg a temperatura ambiente.
Retirar el etanol con una pipeta Pasteur estirada a la llama.
Dejar secar el precipitado de ADN.

Resuspender cada precipitado en 25-40 pl de TE 1X.

Una vez rehidratados, los precipitados de una misma muestra se pueden mezclar en

un Unico tubo.

Guardar el ADN hidratado a 4 °C.

NOTA: Para aprovechar el ADN de menor peso molecular que no se precipita en el paso

18,

el sobrenadante del paso 19 se puede recuperar en otro tubo y centrifugarlo 30

minutos a 12.000xg. Luego se continia el protocolo desde el punto 20 y finalmente se

resuspende el precipitado de ADN de bajo peso molecular en 10-20 pl de TE 1X.
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Anexo II : Protocolos A

2. Secuenciacion por tincion de plata

A. Preparacion de los cristales

A.1. Limpieza de los cristales

a) Para retirar los restos de geles anteriores, raspar los cristales con una paleta de
plastico y frotar con un estropajo que no raye, con agua 'y detergente Decon

90.
b) Aclarar los cristales con agua ultrapuray etanol 70%..

c) Dejar secar los cristales

A.2. Preparacién del cristal corto

a) Limpiar el cristal por ambas caras con un papel y agua ultrapura.

b) Limpiar el cristal por ambas caras con un papel y etanol 70%.

A.3. Preparacion del cristal largo

a) Limpiar el cristal por ambas caras con un papel y agua ultrapura.

b) Limpiar el cristal por ambas caras con un papel y etanol 70%.

¢) Impregnar la cara interna del cristal con un papel y 350 ul de solucién de
silano (12,5 ml de etanol 70%, 50 pl de 4cido acético glacial, 5 pl silano) y

esperar 5 minutos hasta que se seque.

d) Limpiar dos veces la cara impregnada con un papel y etanol 70%.

207
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AN

A.4. Colocacién de los cristales
a) Colocar en las aristas largas de la cara impregnada del cristal largo, los dos
separadores teniendo cuidado de que coincidan exactamente con los bordes.

b) Colocar el cristal corto sobre el largo teniendo cuidado de que coincida

exactamente con los bordes.

¢) Mantener unidos ambos cristales con tres pinzas en cada arista larga.

B. Preparacion del gel de acrilamida

Para la preparacién de 40 ml de gel de acrilamida al 6% y 7M de urea:

a) Disolver en un agitador magnético:
16,82 g de urea
6 ml de acrilamida 40%,
8 ml de TBESX
10 ml de agua ultrapura

b) Enrasar a 40 ml con agua ultrapura.

c) Afiadir 400 pl de persulfato de amonio 10% y 32 pl de Temed.

d) Inyectar con una jeringuilla el gel entre los dos cristales procurando que no se

formen burbujas.

€) Colocar el peine con la arista lista en la parte superior del gel y presionarlo

con tres pinzas.
f) Sellar la parte inferior del gel con cinta adhesiva.

g) Dejar polimerizar el gel durante una hora.
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J)

Retirar el peine e insertarlo en el gel clavando los dientes en la arista superior,
limpidndola previamente con agua para retirar los restos de urea vy

acrilamida.
Retirar las pinzas y la cinta adhesiva

Montar el gel en el sistema de electroforesis.

C. Tincién de plata y revelado del gel

d)

Dejar enfriar los cristales y separarlos con cuidado.

Sumergir el cristal largo en 500 mi de soluciéon de fijado fria (450 ml de
agua ultrapura y 50 ml de 4cido acético glacial) durante 30 minutos en

agitacién o en la nevera durante toda la noche.

Guardar la solucién de fijado en frio y lavar el gel 3 veces durante 2 minutos

en 500 ml de agua ultrapura fria.

-Sumergir el gel en 500 ml de solucién de tincién a temperatura ambiente
(500 ml de agua ultrapura, 0,75 g de nitrato de plata y 725 pl de

formaldehido) durante 30 minutos en agitacién.
Lavar el gel durante 5 seg en 1 1 de agua ultrapura fria.

Sumergir el gel en 500 ml de solucién de revelado a 5 °C (500 ml de agua
ultrapura, 15 g de carbonato de sodio, 725 pl de formaldehido y 500 ul de
tiosulfato de sodio) y agitar hasta que aparezcan las bandas de ADN.

Parar el proceso de revelado con la solucién de fijado fria.
Lavar el gel durante 5 minutos en 11 de agua ultrapura fria y en agitacién.

Dejar secar el gel.
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3.Purificacion de los productos de la reaccion de
secuenciacion con "ABI Prism® dRhodamine Terminator

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit"

a)

g
h)

210

Mezclar en un tubo Eppendorf 50 pl de etanol 95% y 2 pl de acetato de
sodio 3M (pH=5).

Afiadir los 5 pl de la reaccién de secuenciacién y mezclar por vortex.

Enfriar durante 5 minutos en hielo o en el congelador.

Centrifugar 30 minutos a 12.000xg.:

Retirar el sobrenadandte y lavar el f)recipitado con 250 ul de etanol 70%.
Centrifugar 5 minutos a 12.000xg. ‘

Retirar el sobrenadante.

Dejar secar el precipitado.

Resuspender en 20 pl de formamida entes de cargar las muestras en el

secuenciador.
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Tabla III.1. Distancias par a par entre los haplotipos de la regién control de delfin mular del Archipiélago Canario.

TT-CAN-B
TT-CAN-C
TT-CAN-D
TT-CAN-B
TT-CAN-F
TT-CAN-G
TT-CAN-H
TT-CAN-I
TP-CAN-J
TT-CAN-K
TT-CAN-L
PP-CAN-M
TT-CAN-N
TT-CAN-0
TT-CAN-P
TT-CAN-Q
TT-CAN-R
TT-CAN-8
TT-CAN-T
TT-CAN-U
TT-CAN-V
TT-CAN-W
TT-CAN-X
TT-CAN-Y
TT-CAN-Z
TT-CAN-AA
TT-CAN-BB
TT-CAN-CC
TT-CAN-DD

TT-CAN-EE

TT-CAN-A

0,0126
{0,0056)
0,0252
{0,0078)
09,0151
(0, 0061)
90,0282
(0,0079)
0,0176
{0, 0066)
0,0302
{0,0086)
06,0202
(0, 0071)
90,0050
(0, 0036)
0,010
{0, 0050)
0,01851
{0, 0061)
0,0302
(0, 0086}
Q,0025
{0, 0025)
0,0202
{0,0071)
0,0025
{0, 0025)
0,00786
(0,0043)
09,0050
(0,0036}
0,0076
{0, 0043)
0,0050
(0,0036)
0,0101

TT-CAN-A

TT-CAN-B

0,0277
(0, 0082)
0,0028
(0,0025)
0,0327
(0, 0089)
0,0252
{0, 0079)
0,0327
(0,0089)
0,0277
(D, 0082)
0,0126
(0, 0056)
0,0178
(0, 0066)
0,0277
(0, 0082)
0,0277
{0, 0082)
0,0101
(0, 0050)
0,0227
(0, 0075)
0,0151
(0, 0061)
0,0101
(0, 0050}
0,0076
(0, 0043)
0,0101
(0, 0050)
0,0126
(0, 0056)
0,0076
(0,0043)
06,0252
(0,0079)
0,0277
10, 0082)
0,0126
(0, 0056}
0,0277
(0,0082)
06,0327
(0, 0089)
0,0101
(0, 0075)
0,0302
(0, 00886)
0,0151
(0, 0061)
0,0151
{0, 0061}
0,0227
(0,0078)
0,0151
(0, 0061}

TT-CAR-B

TT-CAN-C

0,0302
(0, 0086)
0,0277
(0, 0082}
0,0202
{0, 0071}
0,0277
{0, 0082)
0,0202
(0,0071)
0,0202
(0, 0071}
0,0252
(0, 0079}
0,0202
(0,007}
0,0176

(0, 0075)
0,0252
{0, 0079)
0,0252
(0,0079)
0,0227
(0,0075)
0,0227
{0, 0056)
0,0151
(0, 0061)
0,0151
(0, 0061)
0,0227
{0, 0075)
0,0151
(0, 0061)
0,0202
(0, 0071)

TT-CAN-C

TT-CAN~D

0,0302
(0, 0086)
0,0227
(0,0078)
0,0302
(0,0086)
0,0252
(0,0079)
0,0151
(0, 0061)
0,0151
(0, 0061)
0,0252
(0, 0079}
0,0252
(0, 0079)
0,0126
(0, 0056)
0,0202
(0, 0071)
0,0176
(0, 0066)
0,0126
(0, 0056)

(0, 0066)

TT-CAN-D

TT-CAN-E TT-CAN-F TT-CAN-G TT-CAN-H TT-CAN-I TT-CAN-J TT-CAN-R TT-CAN-L TT-CAN-M TT-CAN-N TT-CAN-O

0,0076
(0, 0043)
0,0151
(0, 0061)
0,0126
(0, 0056)
0,0202
(0, 0071}
0,0202
(0,0071)
0,0252
(0,0079)
0,0176
(0, 0066)
0,0227
(0,007%)
¢,0101
(0, 0050)
0,0277
(0, 0082)
0,0277
(0,0082)
0,0252
(0,0079)
0,0227
(0, 0075)
0,0252
(0,0079)
0,0282
(0,0079)
0,0076
(0, 0043)
0,0101
(0, 0050)
0,0252
(0,0079)
0,0302
(0, 0086)
0,0227
(0,0075)
0,0227
(0, 0061)
0,0151
(0,0061)
0,0176
(0, 0066)
0,0176
(0, 0066)
0,0282
(0, 0079}
0,0176
(0, 0066)

T7-CAN-E

0,0126
(0, 0056)
0,0101
{0, 0050}
0,0126
{0, 0056)
0,0126
(0, 0056)
0,0176
(0, 0066)
0,0151
(0, 0061}
0,0151
(0, 0061)
0,0076
(0,0043)
0,0202
(0, 0071)
0,0202
(0,0071)
0,0176
(0, 0066)
0,0151
(0, 0061)
0,0176
(0, 0066)
0,0176
(0, 0066)
0,0050
(0, 0036)
0,0076
(0, 0043)
0,0176
(0, 0066)
0,0227
(0,0075)
0,0202
(0, 0071)
0,0151
(0, 0082)
0,0126
(0, 0056)
0,0101
{0, 0050)
0,0101
(0, 0050)
0,0176
(0, 0066)
0,0101
(0, 0050)

TT-CAN-F

Q,0126
{0, 0056}
0,0252
{0, 0079}
0,0252

(0, 0050}
0,0327
(0, 0089}
0,0327
{0, 0089)

(0,0075)
0,0151
(0, 0061}
0,0176
{0, 0066)
0,0227
(0, 0075}
90,0302
(0, 0086}
0,0227
(0, 0075)

TT-CAN-G

06,0202
{0,0071)
0,0151
{0, 0061}
0,0202
{0,0071)
0,0101
{0, 0050)
0,0227
(0, 0075)
0,0050
(0, 0036)
0,0227

{0, 0071)

TT-CAN-H

0,0101
(0, 0050)
0,0151
(0, 0061)
0,0252
(0, 0075)
0,0025
{0, 0025)
0,0151
(0, 0061)
0,0076
(0, 0043)
0,0076
(0,0043)
0,0050
{0,0036)
0,0076
(0, 0043)
0,0080
(0, 0036)
0,0101
(0, 0050)
0,0176
(0, 0066)
0,0151
(0, 0061)
0,0050
(0, 0036)
0,0202
(0,0071)
0,0302
(0, 0086)
0,0028
(0, 0056)
0,0227
(0,0075)
0,0076
(0,0043)
0,0025
(0, 0025)
0,0101
(0, 0050)
0,0076
(0, 0043)

TT-CAN-I

90,0101
(0, 0050}
0,0202
{0, 0071}
0,0126
{0, 00556)
Q,0151
(0, 0061)
90,0126
(0, 00586)
0,0176
{0, 0066)
0,0151
{0, 00613
0,0126
{0, 0056)
0,0151
(0,0061)
0,0151
{0, 0061)
0,0176

(0, 0058)

TT~CAN-J

0,0252
(0,0079)
0,0176
{0, 0066)
0,0202
(0,0071)
0,017
(0, 0066)
0,0227
(0, 0075)
0,0202
(0,0071)
0,0176
(0, 0066)
0,0202
(0, 0071)
0,0202
(0, 0071)
0,0227
(0, 0075)
0,02852
(0,0079)
©,0202
{0, 0071)
0,0181
{0, 0061)
0,0302
(0, 0086)
0,0176
(0, 0082)
0,0227
(0,007%)
0,0176
(0, 0066)
0,0126
(0, 0056)
0,0050
(0, 0036)
0,0176
(0, 0066)

TT-CAN-K

©,0277
{0, 0082)
0,0101
(0, 0050)
0,0327
(0,0089)
0,0327
(0, 0089)
90,0302
(0, 0086}
0,0277
(0,0082)
0,0302
{0, 0086)
0,0302
(0, 0086)
0,0101
{0, 0050)
0,017¢
{0, 0066)
0,0302
{0, 0086)
0,0252
(0, 0079)
0,0050
(0, 0036)
90,0277
(0, 0036)

(0, 0079)

TT-CAN-L

0,0176
(0, 0066)
0,0050
(0, 0036)
0,0050
{0,0036)
@,0025
{0, 0025)
9,0050
(0, 0036}
0,0025
(0, 0025)
90,0076
(0, 0043)
0,0202
{0,0071)
Q0,0176
{0, 0066)
00,0028
(0, 0025)
0,0227
(0, 0075)
@,0327
{0, 0089)
¢,0050
{0, 0066}
Q,0282
(0, 0079}
0,0101
(0, 0050)
0,0050
{0,0036)
0,0126
{0, 0056)
0,0050
{0, 0036)

TT-CAR-M

{0, 0025)
09,0101
(0, 0050)
Q,0202
(0,0071)

(0, 0066)

TT-CAR-N

0,0101
(c, 0050}
0,0076
(C,0043)
0,0101
(C,0050)
0,0076
(€, 0043)
0,0126
{C,00586)
0,0252
(C,0079)
0,0227
(c,0075)
0,0076
(C,0043)
0,0227
(c,0075)
0,0378
(€, 0096)
0,0101
(c,0036)
0,0302
(C,0086)
09,0181
(c,0061)
0,0101
(€, 0050)
0,0126
(C, 0056)
Q,0101
{C, 0050)

TT-CAN-O
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Tabla ITI.1. Contnuacién. Distancias par a par entre los haplotipos de la regién control de delfin mular del Archipiélago Canario.

TT-CAN-Q

TT-CAN-R

TT-CAN-S

TT-CAN-T

TT-CAN-U

TT-CAN-V

TT~-CAN-W

TT~CAN-X

TT-CAN-Y

TT-CAN-~Z

TT-CAN-AA

TT-CAN-BEB

TT-CAN-CC

TT-CAN-DD

TT-CAN-EE

TT-CAN-P
0,0025
{0,0025)

0,0050
(0,0036)

0,0076
(0,0043)

0,0076
(0,0043)

0,0252
{0,0079)

0,0227
(0,0075)

0,0076
(0,0043)

0,0277
{0,0082)

0,0378
(0,0096)

0,0050
(0,0025)

0,0302
{0,0086}

0,0151
{0,0061)

0,0101
(0,0050)

0,0176
(0,0066)

0,0101
(0,0050)

TT-CAN-P

TT-CAN-Q

0,0025
(0,0025)

0,00%9
(0,0036)

0,0050
(0,0036)

0,0227
{0,0075)

0,0202
(0,0071)

0,0050
(0,0036)

0,0252
(0,0079)

0,0353
(0,0093)

0,0025
{0,0036)

0,0277
(0,0082)

0,0126
(0,0056)

0,0076
(0,0043)

0,0151
{0,00861)

0,0076
(0,0043)

TT-CAN-Q

TP-CAN-R TT-CMN-S TT-CAN-T TT-CAN-U TT-CAN-V TT-CAN-W TT-CAN-X TT-CAN-Y TT-CAN~Z TT~CAN-AA TT-CAN-BB TT~CAN~CC TT-CAN-DD

0,0076
(0,0043)

0,0025
(0,0025)

0,0202
{0,0071)

0,0227
(0,0075)

0,0076
{0,0043)

0,0227
{0,0075)

0,0327
(0,0089)

0,0050
{0,0043)

0,0252
{0, 0079)

0,0151
{0,0061)

0,0050¢
{0,0036)

0,0L76
(0, 0066)

0,0101
(0, 0050)

TT-CAN-R

0,0101
(0, 0050)

0,0227
(0,0475)

0,0202
(0,0071)

0,0050
(0,0036)

- 0,0252 _

{0,0079)

0,0353
(0,0093)

0,0076
{0,0043)

0,0277
(0,0082)

0,0126
(0, 0056)

0,0076
(0,0043)

0,0151
(0,0061)

0,0076
(0,0043)

TT-CAN-S

0,0227
(0,0075)

Q,0252
{0,0079}

0,0101
(0,0050)

6.,.0252
(0,09078)

0,0353
(0,0093)

0,0076
{0,0071)

a,0277
(0,0082)

0,0176
(0,0066)

0,0076
(0,0043)

0,0202
(0,0071)

0,0126
{0,0056)

TT-CAN-T

0,0076
(0,0043)

0,0227
{0,0075)

0,0227
(0,0075)

0,0151
{0,0061)

0,0202
{0,0066)

0,0076
{0,0043)

0,0101
{0,0050)

0,0151
(0,0061)

0,0227
(0,0075)

0,0151
{0,0061)

TT-CAN-U

¢,0202
(0,0071)

0,0302
(0,0086)

0,0227
(0,0075)

Q,0176
(0,0043)

0,0151
{G,0061)

Q,0126
{0,0056)

0,0176
(0,0066)

0,0202
(0,0071)

0,0126
{0,0056)

TT-CAN-V

0,0252
(0,0079)

0,0353
{0,0093)

0,0076
(0,0075)

0,0277
{0,0082)

0,0126
(0,0056)

0,0076
(0,0043)

0,0151
(0,0061)

0,0076
(0,0043)

TT~-CAN-W

0,0302
(0,0088)

0,0227
(0,0083)

0,0227
(0,0075)

0,0176
{0,0066)

0,0176
(0,0064)

0,0151
(0,0061)

0,0227
(0,0075)

TT-CAN-X

0,0327
0,0076
(0,0043)

0,0252
(0,007%)

0,0277
(0,0082)

0,0302
(0,0086)

0,0302
(0,0086)

TT-CAN-Y

0,0252
(0,0073)

0,0101
(0,0050)

0,0050Q
(0,0038)

0,0126
(0,00586)

0,0101
(0,0050)

TT-CAN-Z

0,0178
(0,00686)

0,0202
(0,0071)

00,0227
(0,0075)

0,0227
(0,0075)

0,.0101
(0,0050)

0,0126
(0,00586)

0,0050
(0,0036)

0,0126
(0,00586)

0,0101 0,0126
{0,0050} (0,0056)

TT-CAN-AA TT-CAN-EB TT-CAN-CC TT-CAN-DD

/
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Tabla III.2. Distancias par a par entre los haplotipos de la regién control de calderén tropical del Archipiélago Canario.

GM-CAN-A GM-CAN-B @4-CAN-C GM-CAN-D @4-CAN-E GM-CAN-F GM-CAN-G GM-CAN-H GM-CAN-I GM-CAN-J

GM-CAN-B

@-CAN~C

@-CAN-D

@4-CAN-E

GM-CAN-F

GM-CAN-G

GM-CAN-H

GM-CAN-I

GM-CAN-J

GM-CAN-K

0,0050
(0,0035)

0,0025
(0,0025)

0,0025
(0,0025)

0,0050
(0, 0035)

0,0075
(0,0043)

0,0050
(0,0035)

0,0075
(0,0043)

0,0075
(0,0043)

0,0025
(0,0025)

0,0025
{0,0025)

GM-CAN-A

0,0075
(0,0043)

0,0075
(0,0043)

0,0100
(0,0050)

00,0075
(0,0043)

0,0050
(0,0035)

0,0125
(0,0056)

0,0125
(0,0056)

0,0075
(0,0043)

0,0025
(0,0025)

GM~CAN-B

0,00850
(0,0035)

0,0075
(0,0043)

0,0100
(0,0050)

0,0075
(0,0043)

0,0100
(0,0050)

0,0100
(0,0050)

0,0050
(0,0035)

0,0050
(0,0035)

GM—-CAN-C

0,0075
(0,0043)

0,0100
(0,0050)

Q,0025
(0,0025)

0,0050
(0,0035)

0,0100
(0,0050)

0,0050
(0,0035)

0,0050
{0,0035)

GM-CAN-D

0,0025
(0,0025)

0,0100
(0,0050)

0,0025
(0,0025)

0,0025
(0,0025)

0,0025
(0,0025)

0,0075
(0,0043)

GM-CAN-E

0,007%
(0,0043)

0,0050
(0,0035)

0,0050
(0,0035)

0,0050
(0,0035)

0,0050
(0,0035)

GM~CAN-F

0,0075
(0,0043)

0,0125
(0,0056)

0,0075
(0,0035)

0,0025
(0,0025)

GM~CAN-G

0,0050
(0,0035)

0,0050
(0,0035)

0,0100
(0,0050)

@4-CAN-H

0,0050
(0,0035)

0,0100
(0,0050)

GM-CAN-T

0,0050
{0,0035)

@M-CAN-J
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Tabla ITL3. Distancias par a par entre los haplotipos de la regién control de delfin comun del Archipiélago Canario.

DD-CAN-B
DD-CAN-C
DD-CAN-D
DD~CAN-E
DD-CAR-F
DD-CAN-G
DD-CAN-H
DD-CAN-I
DD-CAN-J
DD-CAN-K
DD-CAN-L
DD~-CAN-M
DD-CAN-N
DD-CAN-O
DD-CAN-P
DD-CAN-Q
DD-CAN-R
DD-CAN~-8
DD-CAN-T

DD-CAN-U

DD-CAN-A

0,0151
(0,0061)
0,0126
(0,0056)
0,0201
(0,0070)
0,0151
(0,0061)
0,0101
{0,0050)
0,0226
{0,0075)
0,0251
{0,0078)
0,0176
{0,0066)
0,0151
(0,0061)
0,0126
{0,0056)
0,0226
{0,0075)
0,0251
(0,0078)
0,0025
{0,0025)
0,0201
(0,0070)
0,0226
{0,0075)
0,0L76
{0,0066)
0,0201
(0,0070)
0,0151
{0,0061)
0,0126
{0,0056)
0,0151
(0,0061)

DD-CAN-A

DD-CAN-B

0,0101
(0,0050)
0,0201
(0,0070)
0,0176
(0, 0066)
0,0126
(0,0056)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0151
(0,0061)
0,0101
(0,0050)
0,0101
{0,0050)
0,0226
(0,0075)
0,0302
{0,0086)
0,0126
(0,0056)
0,0050
(6,0035)
0,0276
(0,0082)
0,0151
(0,0061)
0,0101
(0,0050)
0,0126
(0,0056)
0,0226
(0,0075)
0,0126
(0,0056)

DD-CAN-B

DD-CAN-C

0,0201
{0,0070)
0,0075
(0,0043)
0,0025
(0,0025)
0,0126
{0,0056)
0,0201
{0,0070)
0,0050
(0,0035)
0,0080
(0,0035)
0,0050
{0,0035)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0126
(0,0056)
0,0151
(0,0061)
0,0276
(0,0082)
0,0050
(0,0035)
0,0101
(0,0050)
0,0025
(0,0025)
0,0176
(0,0066)
0,0025
(0,0025)

DD-CAN-C

DD-CAN-D

0,0226
(0,0075)
0,0176
(0,0066)
0,0226
(0,0075)
0,0201
(0,0070)
0,0201
(0,0070)
0,0201
(0,0070)
0,0251
(0,0078)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0075
(0,0043)
0,0251
(0,0078)
0,0226
{0,0075)
0,0226
(0,0075)
0,0251
{0,0078)
0,0226
(0,0075)

DD-CAN-D

DD-CAN-E DD-CAN-F DD-CAN-G DD-CAN-H DD-CAN-I DD-CAN-J

0,0101
(0,0050)
0,0151
"(0,0061)
0,0226
(0,0075)
0,0075
(0,0043)
0,0126
(0,0056)
0,0075
(0,0043)
10,0201
(0,0070)
0,0276
(0,0082)
0,0151
(0,0061)
0,0226
(0,0075)
0,0251
(0,0078)
0,0126
(0,0056)
0,0176
(0,0066)
0,0101
(0,0050)
06,0201
{0,0070)
0,0101
(0,0050)

DD-CAN-E

0,0151
(0,0061)
0,0176
(0,0066)
0,0075
(0,0043)
0,0075
(0,0043)
0,0075
(0,0043)
0,0151
(0,0061)
0,0226
(0,0075)
0,0101
(0,0050)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0075
(0,0043)
0,0126
(0,0056)
0,0050
(0,0035)
0,0151
(0,0061)
0,0050
(0,0035)

DD~CAN-F

0,0226
(0,0075)
0,0126
(0,0056)
0,0126
(0,0056)
0,0176
(0,0066)
0,0201
(0,0070)
0,0276
(0,0082)
0,0201
(0, 0070}
0,0226
{0, 0075)
0,0302
(0,0086)
0,0176
(0,0066)
0,0176
(0, 0066)
0,0151
{0, 0061}
0,0251
(0,0078)
0,0151
(0,0061)

DD-CAN-G

0,0151
(0,0061)
0,0201
(0,0070)
0,0251
(0,0078)
0,0025
(0,0025)
0,0050
(0,0035)
0,0226
(0,0075)
0,0201
(0,0070)
0,0226
(0,0075)
0,0151
(0,0061)
0,0251
(0,0078)
0,0176
{0,0066)
0,0226
(0,0075)
0,0226
(0,0075)

DD-CAN-H

0,0101
(0,0050)
0,0101
(0,0050)
0,0126
(0,0056)
0,0201
(0,0070)
0,0176
(0,0066)
0,0151
(0,0061)
0,0276
(0,0082)
0,0101
(0,0050)
0,0151
(0,0061)
0,0075
(0,0043)
0,0226
(0,0075)
0,0075
(0,0043)

DD-CAN~T

0,0101
(0,0050)
0,0176
(0,0066)
0,0251
(0,0078)
0,0126
{0,0056)
0,0151
(0,0061)
0,0276
(0,0082)
0,0101
{0,0050)
0,0075
(0,0043)
0,0075
(0,0043)
0,0176
(0,0068)
0,0075
(0,0043)

DD-CAN-J

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003
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Tabla IIL3. Continuacion. Distancias par a par entre los haplotipos de la regién control de delfin comin del Archipiélago Canario.

DD-CAN-L

DD-CAN~M

DD-CAN-N

DD-CAN-0

DD-CAN-P

DD~CAN-Q

DD-CAN~R

DD-CAN-8

DD-CAN-T

DD-CAN-U

DD~CAN-K
0,0226
(0,0075)

0,0302
(0,0086)

0,0126
(0,0056)

0,0151
{0,0061)

0,0276
{0,0082)

0,0101
{0,0050)

0,0101
(0,0050)

0,0075
(0,0043)

0,0176
(0,0066)

0,0075
{0,0043)

DD-CAN-K

DD-CAN-L

0,0075
(0,0043)

00,0201
(0,0070)

0,0226
(0,0075)

0,0251
(0,0078)

0,0176
(0,0066)

0,0226
(0,0075)

0,0201
(0,0070)

0,0251
(0,0078)

0,0201

{(0,0070)

DD~CAN-L

DD-CAN~M DD-CAN-N DD-CAN-O DD-CAN-P DD-CAN-Q DD-CAN-R DD-CAN-S DD-CAN-T

0,0226
{0, 0075)

0,0251
{0,0078)

0,0276
(0,0082)

0,0201
(0,0070)

0,0302
(0,0086)

0,0226
(0,0075)

0,0226
{0,0075)

0,0276
(0,0082)

DD-CAN-M

0,0176
(0,0066)

0,0201
(0,0070)

0,0176
(0,0066)

0,0176
(0,0066)

0,0151
{0,0061)

0,0101
(0,0050)

0,0151
(0,0061)

DD-CAN-N

0,0276
(0,0082)

0,0151
(0,00861)

0,0151
(0,0061)

0,0126
{0,0056)

0,0226
(0,0075)

0,0176
(0,0066)

DD-CAN-0O

0,0276
{0,0082)

0,0302
(0,0086)

0,0251
(0,0078)

0,0226
(0,0075)

0,0302
{0,0086)

DD-CAN-P

0,0151
(0,0061)

0,0025
{0,0025)

0,0176
(0,0066)

Q,0075
(0,0043)

DD-CAN-Q

0,0126
{0,0056)

0,0176
(0,0066)

0,0126
(0,0056)

DD-CAN-R

0,0151
(0,0061)

0,0050  0,0201
(0,0035)  ({0,0070)

DD-CAN-S DD-CAN-T
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Tabla IT1.4. Distancias par a par entre los haplotipos del gen COI de diversas especies de cetaceos del Archipiélago Canario.

BE-CAN-I
SF-CAN-I
SF-CAN-II
SF-CAN-IIX
SF-CAN-VI
SC-CAN-I
SC-CAN-II
SC-CAN-IIT
DD-CAN-I
DD-CAN-IT
DD-CAN-III
TT-CAN-I
TT-CAN-II
TT-CAN-III
TT-CAN-VI
GM-CAN-I
@M-CAN-IT
ME-CAN-I

PM~CAN-I

BP-CAN-I

0,0821
(0,0089)
0,1516
(0,0116)
0,1526
(0,0117)
0,1547
(0,0117)
0,1537
(0,0117)
0,1537
(0,0117)
0,1547
(0,0117)
0,1537
(0,0117)
0,1568
(0,0118)
0,1558
(0,0118)
0,1537
(0,0117)
0,1442
(0,0114)
0,1474
(0,0115)
0,1463
(0,0115)
0,1432
(0,0114)
0,1453
(0,0114)
0,1432
(0,0114)
0,1516
(0,0116)
0,1642
(0,0120)

BP-CAN-I

BE-CAN-I

0,1400
(0,0113)
0,1411
{0,0113)
0,1432
(0,0114)
0,1421
(0,0113)
0,1421
(0,0113)
0,1453
(0,0114)
0,1442
(0,0114)
0,1453
(0,0114)
0,1442
(0,0114)
0,1474
(0,0115)
0,1326
{0,0110)
0,1284
(0,0109)
0,1274
{0,0108)
0,1295
(0,0109)
0,1326
{0,0110)
0,1284
(0,0109)
0,1421
(0,0113)
0,1737
(0,0123)

BE-CAN-I

SF-CAN-I

0,0011
(0,0011)
0,0053
(0,0023)
0,0032
(0,0018)
0,0189
(0,0044)
0,0137
(0,0038)
0,0147
(0,0039)
0,0116
(0,0035)
0,0126
(0,0036)
0,0179
(0,0043)
0,1253
(0,0107)
0,1526
(0,0117)
0,1516
(0,0116)
0,1232
(0,0107)
0,1505
(0,0116)
0,1474
(0,0115)
0,1547
(0,0117)
0,1779
(0,0124)

SF-CAN-I

SF-CAN-I1

0,0042
(0,0021)
0,0021
(0,0015)
0,0179
(0,0043)
0,0126
(0, 0036)
0,0137
(0,0038)
0,0105
(0,0033)
0,0116
{0,0035)
0,0168
(0,0042)
0,1242
(0,0107)
0,1516
{0,0116)
0,1505
(0,0116)
0,1221
(0,0106)
0,1495
{0,0116)
0,1463
(0,0115)
0,1537
(0,0117)
0,1768
(0,0124)

SF-CAN-II

SF-CAN-III

0,0021
(0,0015)
0,0200
(0,0045)
0,0147
(0,0039)
0,0158
(0,0040)
0,0105
(0,0033)
0, 0116
(0,0035)
0,0189
(0,0044)
0,1232
(0,0107)
0,150
{0,0116)
0,1495
{0,0116)
0,1211
(0,0106)
0,1484
{0,0115)
0,1453
{0,0124)
0,1547
(0,0117)
0,1779
(0,0124)

SE~CAN-III

SF-CAN-VI

0,0179
(0,0043)
0,0126
(0,0036)
0,0137
(0,0038)
0,0084
(0,0030)
0,0095
{0,0031)
0,0168
(0,0042)
0,1221
(0,0106)
0,1495
(0,0116)
0,1484
{0,0115)
0,1200
{0,0105)
0,1474
(0,0115)
0,1442
(0,0114)
0,1537
(0,0117)
0,1758
(0,0123)

SF-CAN-VI

SC-CAN-I

0,0158
(0,0040)
0,0084
(0,0030)
0,0179
(0,0043)
0,0168
(0,0082)
0,0200
(0,0045)
0,1232
{0,0107)
0,1505
(0,0116)
0,1495
(0,0116)
0,1189
(0,0105)
0,1484
(0,0115)
0,1453
(0,0114)
0,1484
(0,0115)
0,1726
(0,0123)

SC-CAN-I

SC-CAN-IT

0,0116
(0,0035)
0,0126
(0,0036)
0,0137
(0,0038)
0,0189
{0,0084)
0,1284
{0,0108)
0,1558
(0,0118)
0,1547
{0,0117)
0,1263
(0,0108)
0,1537
(0,0117)
0,1505
{0,0116)
0,1579
(0,0118)
0,1789
(0,0124)

SC-CAN-II1

SC-CAN-III DD-CAN-I
0,0137
(0,0038)
0,0126 — — 00,0032 "~
(0,0036) (0,0018)
0,0158 0,0126
{0,0040) (0,0036)
0,1221 0,1211
(0,0106) (0,0106)
0,1495 0,1484
{0,0116) (0,0115)
0,1484 0,1474
(0,0115) (0,0115)
0,1200 0,1189
(0,0105) (0,0105)
0,1474 0,1474
(0,0115) (0,0115)
0,1442 0,1442
{0,0114) (0,0118)
0,1495 0,1505
{0,0116) (0,0116)
0,1716 0,1716
(0,0122) (0,0122)
SC-CAN-III DD-CAN-I

' - 111 oxauy
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Tabla II1.4. Continuacién. Distancias par a par entre los haplotipos del gen COI de diversas especies de cetaceos
del Archipiélago Canario.

DD-CAN-II  DD~CAN-III  TT-CAN-I TT-CAN-II  TT-CAN-III  TT-CAN-VI  GM-CAN-I GM-CAN-II  ME-CAN-I
DD~CAN-III 0,0116
(0,0035)
TT-CAN-T 0,1200 0,1242
(0,0105) (0,0107)
TT-CAN-II 0,1474 0,1516 0,0305
(0,0115) (0,0116) (0,0056)
TT-CAN-III 0,1463 0,1505 0,0295 0,0011
(0,0115) (0,0116) (0,0055) (0,0011)
TT-CAN-VI 0,1179 0,1221 0,0126 0,0326 0,0316
(0,0105) (0,0106) (0,0036) (0,0058) (0,0057)
GM~CAN-I 0,1463 0,1516 0,0653 0,0505 0,0516 0,0674
(0,0115) (0,0116) (0,0080) {0,0071) (0,0072) (0,0081)
@4-CAN-II 0,1432 0,1484 0,0621 0,0453 0,0463 0,0642 0,0053
(0,0114) (0,0115) (0,0078) (0,0067) (0,0068) (0,0080) (0,0023)
ME-CAN~-1I 0,1505 0,1526 0,1516 0,1516 0,1505 0,1505 0,1505 0,1474
(0,0116) (0,0117) (0,0116) (0,0116) (0,0116) (0,0116) (0,0116) (0,0115)
PM-CAN-T 0,1726 0,1716 0,1621 0,1695 0,1684 0,1600 0,1789 0,1758 0,1653
(0,0123) (0,0122) (0,0120) (0,0122) (0,0121) (0,0119) (0,0124) (0,0123) (0,0121)
DD-CAN-1I DD-CAN-II  DD-CAN-III  TT-CAN-I TT-CAN-II  TT-CAN-III  GM-CAN-I @4-CAN-II  ME-CAN-I
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Tabla IIL.5. Distancias par a par entre los haplotipos del gen NADHS de diversas especies de cetaceos del Archipiélago Canario.

BE-CAN-1

BE-CAN-2

BE-CAN-3

SF-CAN-1

SC-CAN-1

DD-CAN-1

DD-CAN-2

TT-CAN-1

TT-CAN-2

TT-CAN-3

TT-CAN-4

GM-CAN-1

GM-CAN~-2

PM-CAN-1

BP-CAN-1
0,0789
(0,0089)

0,0811
{0,0090)

0,0800
(0,0090)

00,1774
{0,0126)

0,1643
(0,0123)

0,1522
(0,0118)

0,1840
(0,0128)

0,1763
{0,0126)

0,1051
10,0102)

0,1566
(0,0120)

0,1742
{0,0126)

0,1490
(0,0118)

0,1676
(0,0124)

0,1665
(0,0123)

BE-CAN-1

0,0022
(0,0015)

0,0033
(0,0018)

0,1752
(0,0126)

0,1687
(0,0128)

0,1566
(0,0120)

0,1807
{0,0127)

0,1742
(0,0126)

0,0789
(0,0083)

0,1632
(0,0122)

0,1742
(0,0126)

0,1555
(0,0120)

0,1731
{0,0125)

0,1654
(0,0123)

BE-CAN~2 BE-CAN-3 SF-CAN-1 SC-CAN-1 DD-CAN-1 DD-CAN-2 TT7-CAN-1 TT-CAN-2 TT-CAN-3 TT-CAN-4 GM-CAN-1 GM-CAN-2

0,0011
(0,0011)

0,1774
(0,0126)

0,1709
(0,0125)

0,1588
(0,0121)

0,1818
{0,0128)

0,1763
(0,0126)

0,0811
(0,0090}

0,1654
(0,0123)

0,1763
(0,0126)

0,1577
(0,0121)

0,1752
(0,0126)

0,1676
(0,0124)

0,1785
{0,0127)

0,1720
(0,0125)

0,1599
(0,0121)

0,1807
(0,0127)

0,1752
(0,0126)

90,0821
{0,0091)

0,1665
{0,0123)

0,1752
(0,0126)

0,1588
(0,0121)

0,1763
(0,0126)

0,1665
(0,0123)

0,1413
(0,0115)

0,1380
(0,0114)

0,0405
(0,0065)

0,0471
(0,0070)

0,1490
(0,0118)

0,1424
(0,0116)

0,0405
{0,0065)

0,1369
(0,0114)

0,1019
(0,0100)

0,1698
(0,0124)

0,0307
{0,0057)

0,1512
(0,0119)

0,1446
(0,0116)

0,0931
(0,0096)

0,0110
(0,0034)

0,1424
(0,0116)

0,0307
(0,0057)

0,0898
{0,0095)

0,1818
(0,0128)

0,1457
(00,0117}

0,1347
(0,0113)

0,0865
(0,0093)

0,0219
(0,0048)

0,1325
(0,0112)

0,0110
(0,0034)

0,0756
(0,0087)

0,1720
(0,0125)

0,0438
(0,0068)

0,1544
(0,0120)

0,1522
(0,0119)

0,0460
(0,0069)

0,1479
(0,0117)

0,1041
(0,0101)

0,1731
(0,0125)

0,1457
(0,0117)

0,1413
(0,0115)

0,0110
(0,0034)

0,1347
(0,0113)

0,1008
(0,0100)

0,1555
(0,0120)

0,0843
(0,0092)

0,1457
{0,0117)

0,0854
(0,0083)

0,1051
(0,0102)

0,1785
{0,0127)

0,1391
{0,0115)

00,0197
{0,0046)

0,0821
(0,0091)

0,1807
{0,0127)

0,1325

(0,0112)

0,0997 0,0734

(0,0099) (0,0086)

0,1599  0,1720  0,1709
(0,0121) (0,0125) (0,0125)

BP-CAN-1 BE-CAN-1 BE-CAN-2 BE-CAN-3 SF-CAN-1 SC-CAN-1 DD-CAN-1 DD-CAN-2 TT~-CAN-1 TT-CAN-2 TT-CAN-3 TT-CAN-4 GM-CAN-1 GM-CAN-2
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GENENIC SANPLING DATA FORN - MASTER SHEET
Trpovant use one v fov s& qffares) for each proupaf e sodaal whales

PAGE OF
Ietintion Chief Scimtist Vessel Date (day. madhyear)  f {4
Species Goongp size: dest Righ bw Howr martyraiaks inthe group wene sumpled?
Udque sighting orgroup idertifier nmber: Grop bédwrior (cirde): hawel fod ot w8 countsliy oggresive mddondnal
Location: dafitude Other wrailable data (chede ¥ oxinclnde data form rombers if wrailible)
Flinns Pl Bekavky Efarcvotid srak Ervlragaoekst {keE
lomgitude _____

SAMPLE NUMBER WHALE NUMBER. Sumpletype (drcle): Xopsy sbaphedskin othe
Class of riswiwle {drcle} mother calf odult ivmotwe snliown Approxsiz (drck). brge widkEe sueB Sex: fomnle wal wnkuows
Fthis whale was dosely assodtedwith aather sumpled auimal from the group, whichane(s ) - gire whale rumberts

Assocition, béwriors] photo or other yotes for fiswihale:

Did sumplig effort disnapt whaledsbéharinr (crcle ) Vs W Uwertain Ky, elpsedtime begore admal resmes previons bdvriour:

SAMPLENUMBER __~ WHALE NUMBER Sumpletype (drcle): opsy shughedskin othe
Class ofrdswiwle {drcle} mother calf adult ivpeatwre wnkiown Approwsize (drck): Jupe mddske swel Sex: famole walk suluovw
Fthis whale was dosely assodaedwith wcther sumpled animal from. fhe group, whichanels § - gire whale yumber(s

Associtim, bévrioral photo o ather notes for friswhale:

Did sumpling effort dispapt whales'sbdwariour {circley ¥ 3o Diwertain Ky, elppsedtime begore admal resames previons bdwarioar:

Figura IV.1. Estadillos utilizados para registrar la informacién asociada a las muestras de biopsia obtenidas.
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GENETIC SAMPLING DATA FORM - CONTINUATION SHEET (EOR SAMEGROUD)
Dute {day.movthyex) ¢ ¢ Thique sigtting or govp idadifierromber: PAGE

SAMPLE NUMBER WHALE NUMBER Sumpletype (drde): Xopsy sbupghedskin athe
Class offriswhale (drcle) mathier coff adult ivsnatire unfwown Approxsize (drck). Rwpe widsie smel Sec fevnle wak enfiow
Fthis whale was dosely asodaedwih aother sumpled aimal from the group, whichane(s ) - give whale amber(s

Agzociaion bédwrioral phato or ather votes for fiswhals:

D sxmplivg effort dismupt rhales'sbéupioar (drcle ) Yo 20 Usertain Ky, elpsedtime begore admal resames previous bdwrior:

SAMPLE NUMBER WHALE NUMBER Sumpletype (drde): Xapsy sbuphedskin othe
Class of friswvhale {drcle) mother calf aduly ivmmatwre unkiown Approxsioe(drck): 2pe midsie smel Sex: fawnie mole unkuown
Fthis whale was dosely assodatedwith muaker sanpled aimal from the grup, whichane(s ) - give whale umber(s §

Associztion, béwrioral photo or ofker rotes for fhis whale:

Did sumpling effort disnpt whaleshdumiowr (drcle) Yo Mo Uwertain  Hyes, elipsedtime begare aimal resumes previons bédvariar:

SANMPLE NUMBER WHALE NUMBER Sumpletype (drde): Repsy sbughedskin athe
Class ofrdswhale (crcle) wother calf oduly ivonctwre uxluown Approxsize (drck): ope wddsEe smul Sex: famle »nke suleoun
Fthis whale was closely ssodaedwith auther sumpled animal from the group, whichane(s ) - gire whale nmber(s ¥

Associzion béhamiora] photo or otter votes for his whale:

Dil samplivg effort disoapt whales'shéhrour {circle) Yo Mo Uwertain  Fyes, elpsedtime begore aimal resumes previons béwrioar:

Figura IV.1. Continuacién. Estadillos utilizados para registrar la informacién asociada a las muestras de biopsia

obtenidas.
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CENELLC SANFLING DATA TORN, - CONDINUATION SHEET (EOR. S AME GROUT)
Dute {doy. morfr yer) /¢ Ulrdque sightingor growp idedifierramber: PAGE oF

Lin shis sponeve g celsloSonca | mnars o Yoo geoes)

sopppeasy - AIOXQW
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Figura IV.1. Continuacién. Estadillos utilizados para registrar la informacion asociada a las muestras de biopsia
obtenidas.
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