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RESUMEN

Los delfines nariz de botella (Tursiops truncatus Montagu) del area de Posorja y El
Morro (provincia del Guayas), han sidos estudiados desde hace més de dos
décadas. Se recopilaron y analizaron los datos poblacionales de las asociaciones
obtenidos entre 2016 y 2018 para explorar las asociaciones e interacciones al
interior de cada comunidad y entre comunidades de delfines; adicionalmente, se
realizd una revision bibliografica con el objetivo de proponer una metodologia que
evalle el éxito reproductivo, parentesco y endogamia. Las asociaciones de los
delfines que se estudiaron en esta disertacion se analizaron con indices de
asociacion de medio peso y un bootstrap calculado por el programa SOCPROG
2.8; la fotoidentificacion y determinacion molecular del sexo de los individuos ayudé
en la interpretacion de los indices de asociacion. En total se identificaron 38
individuos diferentes entre ambas comunidades. Los indices de asociacion
mostraron la varidad de las interacciones que existen entre machos, hembras,
subadultos y crias al igual que los cambios de jerarquia y la determinacion del grupo
matrilineal (hembras reproductivas). El analisis bootstrap determiné que tanto las
hembras adultas como las crias presentaron mayor influencia en la constitucion de
los grupos, lo que se ha reportado en otros grupos de cetaceos. Los machos,
asociados en pares, mostraron los mayores valores de afinidad y coeficiente de
agrupamiento. Los indices de asociacion también proporcionaron sustento para
proponer candidatos para la paternidad de las crias que han nacido en el tiempo de
estudio en ambas comunidades de delfines de Posorja y el Morro. Con el objetivo
de explorar las relaciones de consanguinidad entre individuos, se propone un
analisis de parentesco basado en un modelo probabilisitico implementado por
CERVUS y FSTAT. Este modelo constituye una herramienta optima basada en
marcadores codominantes para la evaluacion de las relaciones genéticas dentro de
las comunidades. Adicionalmente se sugiere el calculo de indices clasicos de la
genética de poblaciones como Fis (endogamia), diferenciacion y diversidad (He y
Ho). Basado en estos resultados, hemos determinado la estructura social de las

comunidades de delfines ubicadas en Posorja y El Morro.

Palabras clave: SOCPROG, Tusiops truncatus, estructura social, éxito

reproductivo.



ABSTRACT

Bottlenose dolphins (Tursiops truncates Montagu) inhabiting the area of Posorja
and El Morro (Guayas province) have been studied for more than two decades.
Populational information on associations was collected and analyzed between
2016 and 2018y to explore the social structure between and among those two
dolphin communities, additionally bibliographic research was done to propose a
methodology to assess their reproductive success, kinship, and endogamy.
Pairwise association patterns were estimated with the half weight association
index and a bootstrap implemented in the software SOCPROG 2.8; photo
identification and molecular sex determination of individuals helped to interpret
individuals’ association degree. A total of 38 unique dolphins were identified in
these communities. The association index showed the variability of interactions
among males, females, subadults and calves, as well as how dominant male
hierarchies changed and also the determination of the matrilineal group
(reproductive females). The bootstrap analysis determined that adult females and
calves had the highest influence in the group constitution, which has been
reported in other cetaceans. Males pairs showed high association values and
clustering coefficient. This index also provided enough information to propose
alleged fathers of the calves born during the study period at Posorja and El Morro
communities. One of the goals of this project is to explore the consanguinity
relation among individuals, as it's proposed an analysis of kinship based in a
probabilistic model implemented by CERVUS and FSTAT. This model uses
codominant markers as the optimum tool for genetic evaluation for communities.
Additionally, | suggest the usage of classic population genetic indexes like Fis
(endogamy), differentiation y diversity (He y Ho). Based upon these results, we
determined the social structure of the bottlenose dolphin communities in Posorja

and El Morro.

Keywords: SOCPROG, Tursiops truncatus, social structure, reproductive

SucCcCess.



INTRODUCCION

En la naturaleza solamente sobreviven aquellos que tienen las
mejores capacidades para desenvolverse en el ambiente, y es aqui donde
actia la seleccion natural y sexual (Kritzen, Barré, Connor, Mann, y
Sherwin, 2004). Para diferentes organismos, el rol de los individuos de la
estructura social es primordial para la supervivencia y reproduccion de cada
uno de ellos (Harvey, Dudzinski, y Kuczaj, 2017) y se presenta en varios
taxa, pasando por artropodos, peces, algunos reptiles y mamiferos (Leu,
Farine, Wey, Sih, y Bull, 2016; Lusseau y Newman, 2004). Ser parte de un
grupo social tiene beneficios para los individuos que lo conforman, ya sea en
una mayor eficiencia en la basqueda de alimento (Lang y Farine, 2017;
Zanardo, Parra, Diaz-Aguirre, Pratt, y Modller, 2018), trasmisién de
informacion relevante entre individuos del mismo grupo (Esteban et al., 2016;
Reisinger, Beukes, Hoelzel, y de Bruyn, 2017), reduccién de la depredacion
sobre las crias (Louis et al., 2018), cooperacién en construccion de refugio
(Esteban et al., 2016; Leu et al., 2016) y defensa de territorios o recursos
(Louis et al., 2018; Reisinger et al., 2017). Cuando se habla de agrupaciones
de individuos es importante diferenciar lo que es una comunidad de una
poblacion. Mientras que comunidad en términos ecolégicos se define como
un grupo de individuos de distintas especies que conviven en un area
especifica, el segundo es definido como un grupo de individuos de la misma
especie que habitan en un area especifica (Molles, 2013). Estudios en otros
grupos sociales con agrupaciones no primates, han propuesto algo diferente
con respecto a lo que se refiere a comunidad; en 1983, Jane Goodall llamé
comunidad a un grupo de individuos de la misma especie que se encuentran
en un tiempo determinado y en un area bien definida. En 1987 Wells y
colaboradores utilizan el mismo concepto para diferenciar el grupo de
delfines en su area de estudio, en el mismo menciona que entre
comunidades son capaces de intercambiar genes. El intercambio de la
informacion genética promueve a la diversidad intra e interpoblacional
(Allendorf y Luikart, 2007); si se sigue el concepto de Dobzhanky 1970, se
refiere a una unidad reproductiva dentro de la cual los individuos comparten

ciertos genes (Kartavtsev y Johnson, 2016). A esta agrupacion también se



la llama deme, también es definido como un grupo de individuos subdivididos
0 separados en una estructura en donde se reproducen de manera aleatoria
(Allendorf y Luikart, 2007; Charlesworth, 2009; Wade, 2016). Al encontrarse
separados en diferentes agrupaciones es primordial entender primero como
es que los individuos se comportan y forman una estructura social.

Las interacciones sociales entre miembros del mismo grupo son
importantes para la sobrevivencia individual, estabilidad grupal y la
consecuciéon de una pareja reproductiva (Brown, 2016; Galezo, Krzyszczyk,
y Mann, 2017; Johnston, 2017). El comportamiento de un individuo es
afectado por la presencia o comportamiento de otros dentro del grupo
(Hinde, 1976), por lo que se ha identificado que dentro de una organizacion
social existen tres tipos de asociacion entre individuos: afiliativa (importante
para fortalecer lazos entre los miembros del grupo y familiares), antagonista
(con actitudes generalmente agresivas o de sumisién, por lo general se
presenta este comportamiento entre machos solamente) y socio-sexual
(interacciones donde uno de los individuos, generalmente un juvenil o
inexperto, adquiere experiencia para la reproduccion) (Harvey et al., 2017).

Tursiops es uno de los géneros de cetdceos mas estudiados aunque
su taxonomia sigue en controversia (Braulik et al., 2014; Wang, Chou, y
White, 1999). Hasta el afio 2000, la Unica especie conocida era Tursiops
truncatus, pero gracias a estudios genéticos, morfolégicos y osteoldgicos se
ha logrado determinar que este género contiene al menos a dos especies:
T. truncatus (en aguas tropicales y templadas entre los 45° Ny los 47° S) y
T. aduncus (en aguas tropicales y templadas desde el suroeste de Africa,
hasta las costas del norte de Australia incluyendo el mar Rojo y el golfo
Persa) (Bayas, Félix, y Montufar, 2018; Braulik et al., 2014; Hammond et al.,
2012; Wang et al., 1999; Wang, Chou, y White, 2000) y varios ecotipos que
incluso pueden vivir en simpatria.

El delfin nariz de botella (Tursiops truncatus), conocido localmente
como bufeo, es una especie altamente social, su distribucién en el Ecuador
se extiende por toda la costa, aguas abiertas y en las islas Galapagos
(Boada y Tinoco, 2018; Braulik et al., 2014; Jenkins, 2009). Duffield y
colaboradores (1983), describen que ésta especie tiene dos ecotipos: (i)

ecotipo oceanico con poblaciones ndmadas que se encuentran cercanas 0



alejadas de la costa, y (ii) ecotipo costero que vive en zonas estuarinas.
Estos ecotipos o0 poblaciones estan genéticamente y ecolégicamente
diferenciadas (Molles, 2013). En Ecuador, se han identificado poblaciones
de T. truncatus de los dos ecotipos (Duffield, Ridgway, y Cornell, 1983; Félix,
Calderdn, Vintimilla, y Bayas, 2017; Jenkins, 2009). El ecotipo oceénico al
tener poblaciones tan grandes no sufre de problemas poblacionales. Por otro
lado, las poblaciones costeras son mucho mas vulnerables a ser afectados
por actividades humanas al presentar tamafio pequefio de poblacion y
variabilidad genética baja (Braulik et al., 2014; Jenkins, 2009). Usualmente
los del ecotipo costero forma grupos de una docena 0 menos Yy
ocasionalmente mas grande, mientras que los oceéanicos forman grupos de
hasta cientos de animales (Boada y Tinoco, 2018; Braulik et al., 2014;
Jenkins, 2009). Aunque Braulik y colaboradores (2014), han indicado que
existen reportes de poblaciones de delfines de mas de 1000 individuos.

La organizacion social de los delfines costeros consiste en un nucleo
de hembras (también llamado grupo matrilineal), emparentadas entre si
(Brown, 2016; Orbach, 2016; Wells, Scott, y Irvine, 1987; Zanardo et al.,
2018), que son acomparfados por sus crias, algunos juveniles y un grupo de
machos menos numerosos (Reisinger et al., 2017). Los machos han
adoptado estrategias para monopolizar a las hembras y asi asegurar el éxito
de reproduccién (Nishita, Shirakihara, lwasa, y Amano, 2017), a través de
alianzas o coaliciones, que pueden ser formadas por un par o trios de
machos (Connor et al., 2017; Connor y Whitehead, 2005; Wells et al., 1987).

En animales sociales la seleccion sexual juega un papel primordial en
el éxito reproductivo de los machos. Estas interacciones pueden ser de tres
tipos: competencia intrasexual (batallas entre machos por la hembra),
eleccion de la pareja (la hembra elije con que macho copula) y copulas
forzadas por parte del macho(s) (Francesco y Loy, 2016; Harvey et al., 2017,
Orbach, 2016; Pearson, 2011). En delfines, las coaliciones o alianzas entre
dos machos del mismo grupo mejoran las posibilidades de cépula de ambos
individuos (Diaz-Aguirre, Parra, Passadore, y Mdller, 2018; Wiszniewski,
Brown, y Méller, 2012; Wiszniewski, Corrigan, Beheregaray, y Mdller, 2011,
Zanardo et al., 2018), lo que lleva a preguntarse: si es que ambos son

capaces de engendrar crias por igual o si algunos de ellos tienen un mayor



éxito reproductivo. En los udltimos afios se han publicado estudios que
intentan elucidar este tema y entender la dinamica social de los delfines
(Brown, 2016; Kellar et al., 2017; Kritzen et al., 2004; Miller, 2007; Oliveira
et al., 2017; Orbach, 2016; Wiszniewski et al., 2012).

Para contestar la pregunta descrita anteriormente es necesario
entender la estructura social y genética del grupo de estudio (Whitehead,
2009). La estructura social se analiza con observaciones directas que
permitan conocer las interacciones entre los individuos (Garroway, Bowman,
y Wilson, 2013; Reisinger et al., 2017). Estas interacciones son interpretadas
por medio de los indices de asociacion (Huang, Zhang, y Chen, 2018;
Reisinger et al., 2017). A través de los afios se han creado y optimizado los
programas y metodologias para el analisis de las asociaciones entre
individuos desde Altmann en 1974 con las guias para registrar las
interacciones entre los diferentes sexos dentro de los grupos. Bateson y
Martin (2007) desarrollaron una metodologia y algoritmos para analizar estos
indices, con los cuales se propone estudiar las comunidades del area de
estudio. Programas como JWatcher que dieron las pautas para desarrollar
el programa SOCPROG, con el cual se puede realizar el indice de medio
peso uno de los analisis de estructura social mas usados (Augusto,
Rachinas-Lopes, y Dos Santos, 2012; Baker, O’Brien, McHugh, Ingram, y
Berrow, 2017; Chilvers y Corkeron, 2001; Félix et al., 2017; Papale, Ceraulo,
Giardino, y Buffa, 2016; Qi et al., 2017; Whitehead, 2009). La dinamica
dentro de una poblacién puede ser tan compleja que puede afectar varios
niveles incluyendo la transmisién de enfermedades, las tasas de mortalidad,
la capacidad de dispersién, el flujo génico y el éxito reproductivo (Kellar et al.,
2017; Krebs y Davies, 1991; Whitehead, 2008).

La estructura genética de las poblaciones biologicas se realiza con
multiples técnicas moleculares, entre ellas los microsatélites. También
llamados secuencias simples repetidas (simple sequences repeats. SSRS)
ya gque sus secuencias repetitivas (motivos) van de dos a seis nucleétidos y
el nimero de repeticiones puede llegar a aproximadamente 100 (Allendorfy
Luikart, 2007; Morrison y Mathewson, 2015). La tasa de mutacion es
altamente variable, de uno de cada 1000 o 10 000 nucleétidos por ciclo

meidtico, se encuentran en una gran variedad de organismos vivos (Allendorf



y Luikart, 2007; McCouch et al., 1997). Al ser estos loci tan variables y
polimorficos permiten estudiar en aspectos como el flujo genético entre
poblaciones (Kaldre, 2018; Kartavtsev y Johnson, 2016), determinacion de
relaciones de parentesco (Mcfarlane et al.,, 2018) y éxito reproductivo
(Krltzen et al., 2004). También existe la ventaja de transferir loci SSRs entre
especies filogenéticamente préximas; Maudet et al., (2001) lo han
demostrado en su estudio entre especies de bovinos. Los marcadores
microsatélites son de expresion genética neutra, esto significa que los
cambios genéticos 0 mutaciones en estas regiones no tienen expresion
fenotipica (positiva o negativa) al estar ubicados en regiones no codantes.
Aun cuando se presente algin cambio en la secuencia genética no afectara
en la funcionalidad del mismo y por lo tanto no tendra una consecuencia
evolutiva (positiva o negativa) (Aglieri, 2015; Kartavtsev y Johnson, 2016;
Maudet, Liukart, y Taberlet, 2001; Rico et al., 2016; Sexton, Hangartner, y
Hoffmann, 2014). La alta tasa de mutacion permite la aparicién de una alta
tasa de polimorfismo para cada loci, por lo que dentro de una poblacion
puede presentarse una gran diversidad de estos (Fusté, 2012).
Habitualmente se recomienda la utilizacion de varios de estos loci
microsatélites; sin embargo, Arthofer y colaboradores (2018) menciona que
la alta tasa de polimorfismo de estos marcadores permite obtener resultados
consistentes con apenas un bajo nimero de loci microsatélites (3-5). Debido
a la naturaleza codominante de los marcadores, permite realizar estudios
fiables aplicando indicadores clasicos de la genética de poblaciones para
explorarla, el equilibrio teérico (Hardy-Weinberg), la estructura, diversidad,
endogamia, diferenciacion migracion, cuellos de botella entre otros
elementos estructurales de las poblaciones biologicas (Arthofer, Heussler,
Krapf, Schlick-steiner, y Steiner, 2018). Para realizar pruebas de Hardy-
Weinberg se necesita una gran cantidad de informacién con el fin de obtener
todos los alelos de los loci (lo que reduce el numero de alelos esperados)
(Allendorf y Luikart, 2007). Cuando se trata de estudios como los que son de
exito reproductivo, es necesario utilizar una mayor cantidad de alelos para
aumentar la sigficancia estadistica. Krutzen en su estudio del 2004 utiliza
ocho microsatélites para completar este objetivo, pero recomienda aumentar

el nUmero para aumentar la certeza de los resultados. Cuando se contrastan



los articulos de Kritzen (2004) y Arthofer (2018), difieren principalmente en
el nimero de loci que son necesarios para poder realizar un estudio
poblacional; Arthofer (2018), comenta que hay un margen de error del 5 %
cuando se usan menos de ocho loci (la misma cantidad que en Kritzen). Lo
qgue el aumentar la cantidad de loci pueda llevarnos a un menor margen de
error, aun cuando haya la contraparte de tiempo y presupuesto.

Una técnica para estudiar el éxito reproductivo de los individuos es las
pruebas de paternidad (Amos et al., 2001; Frankham, Ballou, y Briscoe,
2010; Kritzen et al., 2004; Leatherwood y Reeves, 1990). Los delfines son
animales acuaticos y promiscuos; las hembras adoptan una estrategia de
copular con varios machos de tal manera que eso disminuya la posibilidad
de infanticidio dentro de la agrupacién (Francesco y Loy, 2016; Miller, 2007).
Varios autores han usado esta prueba para determinar la posibilidad de un
macho candidato a ser el padre de las crias dentro de una grupacién de
individuos (Islas, 2009; Kriutzen et al., 2004; Krutzen, Valsecchi, Connor, y
Sherwin, 2001; Martien et al., 2012; Nykénen et al., 2018; Parsons, Noble,
Reid, y Thompson, 2002; Vollmer y Rosel, 2017; Wiszniewski et al., 2012;
Zanardo et al., 2018).

El analisis de la estructura social en conjunto con el estudio de
microsatélites, facilita el entendimiento de la organizacion social de grupos
de cetaceos (principalmente por su comportamiento evasivo y avistamiento
dificultoso). Los indices de asociacion, que analizan la estructura social,
permiten determinar las coalisiones dominantes y el grupo matrilineal
(hembras rerpoductivas), para identificar padres candidatos para las crias
gue se agregan a las poblaciones. Los microsatélites descartan o confirman
a los machos candidatos que se presentan dentro de la agrupacién, como

padres de las crias.

Esta investigacion tiene como objetivo aportar al conocimiento de la
estructura social de los delfines costeros que habitan en Posorja y El Morro,
a través de una investigacion bibliogréfica sobre el tema. Adicionalmente, se
propondra técnicas y metodos efectivos para el muestreo, analisis y
evaluacion del éxito reproductivo, parentesco y la endogamia de las

poblaciones de delfines en el estuario interior del golfo de Guayaquil,



Ecuador. De tal manera, esta investigacion sera un documento de referencia
para la conservacion de esta especie en el pais, por cuanto la poblacion de
delfines en el golfo de Guayaquil ha experimentado decrecimiento
considerable. Si bien no estd en peligro de extincién, no se sabe las

consecuencias que su desaparicion puede acarrear en el ecosistema.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la estructura social de las comunidades del delfin nariz de
botella, Tursiops truncatus, de Posorja y el Morro, en el estuario
interior del Golfo de Guayaquil, Ecuador, y definir una metodologia

gue permita evaluar las estrategias reproductivas de los machos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analizar los patrones de asociacion entre los individuos de las
comunidades de delfines de Posorja y el Morro.

. Categorizar por estructura etaria y género la comunidad de
delfines de Porsorja y el Morro.

. Disefar los métodos para determinar el éxito reproductivo de
los machos, el parentesco y el coeficiente de endogamia intra

e intercomunidades.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El area de estudio comprende alrededor de 100 km? alrededor de Posorja y
el estero de El Morro, provincia del Guayas, cantén Guayaquil (Figura 1) (S
2°37,612'; W 80° 15,144"). Este estudio es parte de un esfuerzo a largo plazo
gue se ha realizado por casi tres décadas en el estuario interior del golfo de
Guayaquil para conocer aspectos poblacionales del bufeo costero y sus
tendencias (Félix, 1994, 1997; Félix et al., 2017). La zona se caracteriza
como de tipo estuarina, con una gran extension de manglares y esteros.
Parte de esta zona esta contenida dentro del Refugio de Vida Silvestre El
Morro, con una extension de 10 230 ha (MAE, 2010). Los habitantes de la
zona se dedican principalmente a la pesca artesanal de peces, cangrejos,
camarones y conchas. También se encuentran grandes industrias de
procesamiento de productos pesqueros, al igual que empresas maritimas y

turisticas. Ciudades como Posorja, Playas y, principalmente, Guayaquil, asi
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como granjas camaroneras, influyen a gran medida en esta zona, debido a
las descargas que provienen de ellos (Félix et al., 2017). Al igual que toda la
costa de Ecuador, hay dos estaciones marcadas en el area de estudio, una
estacion seca donde la temperatura del agua se mantiene a los 21°C con
una precipitacion de 5.52 mm y una estaciéon humeda donde la temperatura
del agua llega a 25°C y se presenta una precipitacion de 141.91 mm (Félix,
1994, 1997; Weather World Online, 2019).

Recorridos y fotoidentificacion

Los avistamientos fueron realizados desde enero del 2016 a diciembre del
2018, de los cuales los datos del 2016 y 2017 fueron colectados por
Fernando Félix, Ben Haase (Director del Museo de ballenas en Salinas); y
los del 2018 fueron afadidos por mi persona. Durante los avistamientos se
fotografiaron las aletas dorsales de los delfines para identificacion individual
(fotoidentificacién) con camaras Canon de 12-24 megapixeles con dos tipos
de lentes (70-300 y 100-400), pues en el borde posterior de la aleta dorsal
hay cortes o cicatrices que son diferentes en cada animal. Solamente se
usaron las fotos con mayor definicion de las aletas para lograr identificar al
animal mediante sus marcas, cada animal fue asignado un cddigo

alfanumeérico (Félix et al., 2017).

Base de datos de avistamientos

Los datos de avistamientos del periodo 2016-2018 fueron organizados en
bases de dates con campos como la fecha, cédigo de grupo y la lista de los
individuos observados. Los analisis realizados en este estudio corresponden
a bases de datos, lo incluido en este documento (Anexo 1) son parciales,
debido a que su totalidad estad sujeta a derechos de autor de F. Félix y
colegas para publicaciones en desarrollo. de las cuales se extrajo la
informacion relevante para calcular los indices de asociacién (ver mas

abajo).

Coleccion de muestras.
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Se tomaron muestras de 25 individuos con el método utilizado en Bayas et
al,. (2018) mediante el cual se obtuvieron muestras de tejido epidérmico por
medio de una vara extensible con lija en la punta para muestrear a los
delfines que vienen a nadar en la proa del bote. Para muestrear los delfines
mas alejados, se utilizé una ballesta de 30 Ib de presion que dispara flechas
cuya punta ha sido cambiada por un disco de caucho recubierto con una tira
de lija N° 30 de 10 cm de largo y 2.5 cm de ancho. De esta manera, se puede
obtener material genético sin comprometer la integridad del individuo (Bayas
et al., 2018; Harlin, Wursig, Scott, y Markowitz, 1999). Los tejidos se
preservaron en alcohol al 96 % (Félix et al., 2017).

Determinacion de la estructura poblacional

Para realizar un analisis de estructura poblacional se calcularon indices de
asociacion entre pares de individuos con el indice de medio peso (con sus
siglas en inglés HWI, half weigh association index) (Cairns y Schwager,
1987). Este indice, es uno de los métodos mas utilizados en analisis de
estructura poblacional en cetaceos, toma como base para las asociaciones
los registros de pares de individuos que han sido observados en un mismo
grupo. Este analisis se lo realizé con el programa SOCPROG version 2,8
(Whitehead, 2009). Los valores de asociaciones estan en una escala del
cero al uno (donde cero es nunca se han visto juntos y uno gue los animales
fueron encontrados siempre juntos). Cada valor entre los pares de individuos
responde a la siguiente ecuacion:

HWI =X/(X +Yab + 0.5(Ya + Yb))

Donde X es la cantidad de veces que los individuos a y b se han observado
asociados, Yab es la cantidad de veces que los individuos ay b no se han
visto asociados, mientras que Ya y Yb son las ocasiones en las que los

individuos han sido identificados (Cairns y Schwager, 1987).

Cada entrada correspondiente a un avistamiento tenia como minimo una par
de individuos, ya que el programa no acepta registros unicos porque analiza
asociaciones entre pares de individuos. Se utilizdé solo aquellos individuos
gue fueron registrados al menos de tres veces, descartando asi animales en

transito de otras comunidades. Cuando varios pares de machos se asocian
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con el grupo de hembras nucleo, significa que estdn compitiendo por la
dominancia. Si solamente se encuentra un par o trio de machos asociados
a hembras (y otros machos alejados con un indice de asociacion mayor a
0,4), se lo interpreta como la jerarquia dominante. En el caso de las hembras,
aquellas que muestran un alto indice de asociacion, se lo interpreta como el
grupo matrilineal. ElI programa SOCPROG también genera la curva de
acumulacion de individuos diferentes identificados al igual que una curva de
modularidad tipo 1 que indica que hay diferencia entre la proporcion
observada de asociacion acumulada y la proporcion esperada de asociacion
acumulada por cada individuo. Si este valor es mayor a 0,3 indica que el
analisis es lo suficientemente robusto para diferenciar a grupos definidos
(Whitehead, 2009). Esto se replico por cada afio (2016, 2017 y 2018), cada
comunidad de delfines individualmente y del area completa (Posorja, El
Morro y Porsorja-El Morro).

Para la significancia estadistica de cada uno de los indices de asociacion se
obtuvieron los valores del coeficiente de correlacion cofenético (CCC) y un
bootstrap calculado por el mismo programa, los cuales toma los datos a patir
de la tabla presente en los anexos de este documento (Anexo 1). El valor del
CCC indica si los datos estan bien representados en el dendrograma y

responde a la ecuacion:
2, (x()) = ) * (¢ )) — D)
\/[ZK/(’CG’D skl D OORY

CCC =

Donde iy j son los dos individuos que se comparan, x(i,j) es la distancia entre
las observaciones i y j; t(i,j) es la distancia dentro del dendrograma de los
puntos Ti (individuo i) y Tj (individuo j), es medida por la distancia donde los
dos indivuduos se juntan dentro del dendrograma. Xy t representan a los
promedios de x(i, j) y t(i, j) respectivamente (Carr, Young, Aster, y Zhang,
1999; Rohlf y Fisher, 1968; Sokal y Rohlf, 1962). Tiene un rango de cero a
uno, donde uno indica una representacion a la perfeccién a los datos de
asociacion (Anexo 1) y cero indica que no existe relacion alguna entre los
datos con el dendrograma resultante (se considera una buena

representacion de los datos si este valor supera el 0,8). El bootstrap
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realizado por SOCPROG estéa dividido en cinco criterios: Fuerza (strength,
es simplemente la suma de todos los valores de indices de asociacion que
tiene un individuo en relacién con otros), centralidad del eigen vector (eigen
vector centrality, indica que tan bien asociado esta el individuo con los otros
dentro de su agrupacion), alcance (reach, hace referencia a la influencia que
puede tener un individuo sobre los demés, como es el caso de transmision
de informacibn o de un tipo de comportamiento), coeficiente de
agrupamiento (clustering coefficient, da una representacion acerca de que
tan relacionados estan los vecinos de ese individuo entre ellos) y afinidad
(affinity, es la medida de la fuerza de los asociados de ese individuo, por lo
gue un mayor valor significaria que se esta asociando con individuos de
mayor fuerza) (Whitehead, 2008, 2009).

Determinacion molecular del sexo

La determinacién del sexo de los animales se realizé con los genes SRY y
ZFX, que ha sido probado en una variedad de especies de odontocetos
(Berubé y Palsbgll, 1996; Rosel, 2003). Son dos fragmentos que se
encuentran en el cromosoma Y y X, con un tamafio de 339 y 382
respectivamente. La cantidad de bandas dependera de que tipo de
cromosomas tenga el individuo analizado, dos para machos una para
hembras (Rosel, 2003). La PCR utiliza los primers forward y reverse de
ambos genes (SRY y ZFX), ya que se quiere identificar la presencia de estos
loci en los individuos. El protocolo de consta de: 6 pl que contenia 0,36 ul
(50 mM) de cloruro de magnesio, 0,6 ul de Taq buffer, 0,12 ul de cada uno
de los forward y reverse de cada primer y 0,06 unidades de Tag. El programa
de temperaturas fue 92 °C por 30 s, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
51 °C por 45 sy 72 °C por 45 s. Los resultados de la PCR fueron migrados
en un gel de agarosa al 2% tefiido con 1 pl de SYBR Safe DNA gel Stain
(ThermoFisher SCIENTIFIC), y se observara bajo luz UV (Berubé y Palsbgll,
1996; Richard, McCarrey, y Wright, 1994; Rosel, 2003).
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RESULTADOS

Recorridos y fotoidentificacion

Se lograron identificar un total de 38 individuos diferentes entre ambas
comunidades de delfines que habitan dentro del area de estudio. En algunos
casos se logré también determinar el sexo de los individuos gracias a
fotografias de la zona genital y, en el caso de hembras adultas, por la
presencia de crias, como se describe en la Tabla 1. En la comunidad de
Posorja se encontraron 12 machos y cinco hembras adultas (con tipo de
animal MA y FA respectivamente), tres subadultos (tipo de animal: S), una
cria (tipo de animal: C) (un total de 21 individuos). Mientras que en la
comunidad de EI Morro se registraron 17 individuos incluyendo seis machos
y cuatro hembras adultas, dos subadultos, tres crias y dos individuos que no

se logré identificar la clase (con el tipo de animal S, C y NI respectivamente).

Base de datos de avistamientos

La informacién analizada correspondi6 a la colectada en 141 viajes en los
tres afos (2016-2018), en siete de los cuales que estuve presente. En este
periodo se navego un total de 6268 km fueron en los que se invirtieron 636
horas de trabajo de campo, divididas en 436 horas de tiempo de busqueda
y 200 horas de tiempo de avistamiento. Se hicieron un total de 1273 registros
de los 38 animales identificados (promedio de avistamientos fue de 6.34

individuos y una desviacion estandar de 3.2) 258 grupos.

Determinacion de la estructura poblacional

Los indices de asociacion en los delfines de Posorja se los presentan en la
Figura 2. Para el afio 2016, un grupo de cinco machos se disputaban por la
dominancia (P89M, P69M, P5M, P25M y P12M). Fueron encontrados un
tercio de las veces con el un grupo de hembras nucleo (o hembras
matrilineales P4F, P48F, P7F, P67F y P33F), sin embargo, no se observa
claramente una dominancia de algun par de machos en particular (Figura
2Al). La curva de modularidad para ese afio muestra que llegé a su valor
maximo (con el valor de 0,21) cuando el indice de asociacion fue mayor a

0,4, que ocurre en el grupo de machos que se disputaban por la dominancia
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de la comunidad en ese entonces (Figura 2). Para el afio 2017, P69M logro
mejorar su estatus con el grupo de hembras (aun con P5M, P25M y P12M),
con P7F, P67F y P33F se lo veia frecuentemente y en un 70 % de las veces
se lo observaba con P48F y P102C (Figura 3). La curva de modularidad para
ese afo (con un valor de 0,17) se presenta en un valor mayor a 0,2 en el
indice de asociacion, el grupo donde ocurre este evento esta conformado
por las hembras nucleo y los cinco machos que en el 2016 luchaban por el
liderazgo (Figura 2BIl). En el afio 2018, P69M y P12M forman una coalicion
dominante con el mayor nivel de asociacion con el grupo matrilineal (P48F,
P7F y P67F), posiblemente porque alguna de ellas entr6 en su periodo
reproductivo. Para ese entonces los individuos P33F y P72M no se los
encuentra de nuevo en el grupo, esto se debe a que ambos fallecieron a
inicios del 2018, evidencia digital (fotografias) la posee Fernando Félix. La
coalicion P60M-P58M se ha encontrado un tercio de las veces con P104S
(subadulto). El individuo P102C es la cria de P48F, esto se determina ya que
el individuo tiene un alto indice de asociacién con esa hembra (Figura 4). La
curva de modularidad indica su valor maximo (que es de 0,2) cuando el
indice de asociacién es cercano a 0,3, este evento ocurre sobre los
individuos de la colaicion P58M-P60M y P104S (Figura 4). La curva de
acumulacion para la identificacion de individuos durante el periodo completo,

mostro un total de 21 (Figura 5).

Por otro lado, en la comunidad del Morro, en el afio 2016 el grupo matrilineal
estaba conformado por P76F, P91F y P78F y la coalicion P81M-P82M
parece ser la dominante. Aunque el individuo P77F paso cerca del 70 por
ciento de sus avistamientos con P72M, un macho no dominante y sin
coaliciéon de la comunidad de Posorja. Los demas machos se los observa
cerca del 20 % de las ocasiones con el grupo matrilineal (Figura 6). La curva
de modularidad para ese afio (con 0,2) se coloca su valor maximo cuando el
indice de asociaciéon es mayor al 0,2 (Figura 4All). En el afio 2017, la
coalicibon ES117M-ES118M desplaza a P81M-P82M y pasa a ser la
dominante sobre el grupo matrilineal (la cual incluye a P77F), y a P72M como
un macho satélite de la comunidad (Figura 7). El valor maximo de

modularidad (0,11) para ese afio se encuentra en el indice de asociacion de
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0,3, en el grupo que contiene hembras, crias, subadultos al igual que a la
coalicibn dominante y al grupo matrilineal (Figura 4Bll). Para el afio 2018,
P78F aparece con su cria ES151C, la coalicion dominante se ha mantenido
en una relacion cercana con el nucleo matrilineal desde el afio 2017
(ES117M-ES118M). Los individuos de las coaliciones P81M-P82M son
ahora de menor rango (satélites) en esta comunidad, esto debido a su bajo
indice de asociacion (Figura 8). La curva de modularidad indica que su valor
maximo (que es de 0,12) ocurre en el grupo que contiene a los machos de
la coalicibn dominante y a P77F (Figura 8). Aunque la curva de acumulacion
para identificacién de individuos muestra que hay 18, son en realidad 17,
esto debido a que el individuo P72M no pertenece a esta comunidad y por lo
tanto no se lo toma en cuenta (Figura 9).

En 67 ocasiones (alrededor del 26 % de los avistamientos) se encontraron
grupos mixtos, esto es, que en el grupo habia individuos de ambas
comunidades de delfines. La Figura 10 muestran los indices de asociacion
entre grupos mixtos. Esto se realiz6 para comprobar que P72M no era el
Unico individuo de la comunidad de Posorja que visitaba o emigré a otra
comunidad, de tal manera que pueda aumentar las oportunidades de
apareamiento (y por lo tanto su éxito reproductivo). En el afio 2016, se
observa que ambas comunidades estan claramente separadas con sus
respectivos nucleos matrilineales y machos dominantes (Posorja-Grupo
matrilineal: P4F, P7F, P48F, P67F y P33F; Posorja-Coalicion dominante: No
definida; El Morro-Grupo matrilineal: P78F, P91F y P76F; El Morro-Coalicion
dominante: P81M-P82M) (Figura 10). EI maximo valor de la curva de
modularidad para ese para ese afo es 0,4 y sefala a varios individuos que
para ambas comunidades eran machos satélites (o de bajo rango) y a una
hembra de la comunidad de El Morro (Figura 10). Para el afio 2017, el indice
de asociacion entre individuos de ambas comunidades mostré6 una mayor
estructura con cambios que se describieron en los indices de asociacion
individuales (Posorja-Grupo matrilineal: P7F, P48F, P67F y P33F; Posorja-
Coalicion dominante: P69M-P12M; El Morro-Grupo matrilineal: P78F, P91F,
P77F y P76F; El Morro-Coalicibn dominante: ES117M-ES118M) (Figura 11).
En ese afo, el valor maximo de la curva de modularidad (0,37) ocurre sobre

los individuos de la comunidad de El Morro y una coalicion de bajo rango de
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Posorja (P52M-P54M) (Figura 11). En el afio 2018, la situacion es similar
que en 2017 y al individuo P72M ya no se lo observa (esto por razones
explicadas anteriormente). El valor maximo de la curva de modularidad para
ese afo es 0,31 y ocurre en los individuos de la comunidad de El Morro y la
coalicion que era dominante para Posorja en el afio 2016 (Figura 12).

En el Anexo 2 se colocaron los valores maximos del andlisis de bootstrap,
siguiendo el area, el afo, las columnas de ID (identificacion dentro del
dendrograma), seguido de los cinco parametros que tiene este analisis.

En la Tabla 4 muestra los valores maximos de las curvas de modularidad por
afio y por zonas, siendo los de Posorja-El Morro (grupos mixtos), los que

superan el umbral de 0,3.

Determinacion molecular del sexo

Dentro de la comunidad de Posorja se encontraron 12 machos y cinco
hembras (en una proporcion 2,4:1), mientras que en El Morro seis machos y
cuatro hembras (en una proporcién 1,5:1). Veinte y cuatro muestras de
epidermis fueron colectadas de ambas comunidades de delfines, se pudo
determinar el sexo en 20, y en las cuatro restantes no fue posible realizar
este proceso. Para la identificacion en cada uno de los sexos se corri6 el
resultado de la PCR en un gel de poliacrilamida, al ser una PCR multiplex y
analizar dos marcadores el resultado para los machos fueron dos bandas
mientras que para las hembras fue una Unica banda. Al comparar los
resultados moleculares del sexo con lo determinado en el campo por medio
de comportamiento (tipo de animal) y fotos de la zona urogenital se obtuvo
una coincidencia del 60 %. En la Tabla 3 se detalla la informacion de cada
individuo de la siguiente forma: ID del individuo, la comunidad, el tipo de
animal y el resultado molecular (M para machos y F para hembras). Este
procedimiento fue atil para confirmar el sexo en individuos para los cuales
su identificacion es dificultosa, como es el caso de crias y subadultos (ya que
son individuos que no han desarrollado completamente sus caracteristicas).
Como son: ES134C (F), ES136S (F), ES151C (M), ES152C (M), P101S (M),
P102C (F) y P104S (F). Y de cinco muestras que no se logro identificar los
individuos en el campo (X1-5), los cuales son: X1 (M), X2 (F), X3 (M), X4 (M)
y X5 (M).
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DISCUSION

La estructura social de una comunidad de los delfines nariz de botella
se define por un grupo de hembras y un grupo de machos dominantes
(pueden ser pares o trios) (Connor y Whitehead, 2005). También es comun
encontrar machos satélites o de menor rango social dentro del mismo grupo
o en la periferia (Connor y Whitehead, 2005; Orbach, 2016). Por ello es clave
la formacion de alianzas (o también llamados coaliciones), ya que permiten
mejorar el rango social y competir con machos dominantes por el acceso a
las hembras reproductivas (Islas, 2009). Al formar coaliciones, los machos
reducen las posibilidades de ser desplazado (atacado) por un macho mas
grande, esto significa que los machos con mayor tamafio (y por lo tanto mas
fuertes), son capaces de mantener alianzas y permanecer junto con el grupo
matrilineal (hembras reproductivas) de la comunidad (Lang y Farine, 2017;
Qi et al., 2017). Para alianzas con mayor fortaleza los machos cambian de
compafieros hasta que encuentren uno ideal con el que desarrollan vinculos
mas fuertes (A. Foley, Mcgrath, Berrow, y Gerritsen, 2010).

Para poder analizar completamente los cambios ocurridos en las dos
comunidades de Posorja y El Morro, se deben analizar los resultados
obtenidos de Félix et al. (2017), quienes evaluaron de manera similar el
periodo de 2011-2015 (datos anteriores a los resultados aqui presentes). En
el dendrograma resultante, se mostré que la jerarquia de Posorja fue de la
coalicion P89M-P69M y del Morro P81M-P82M. Las hembras nucleo o grupo
matrilineal en Posorja fueron P33F, P67F, P48 y P7F; y en El Morro P78F,
P76F, P77F. Cuando se compara el estudio de Félix y colaboradores con los
resultados de este proyecto (la Figura 3 y las Figuras 4-6, 6-8 y 10-12),
permite observar los cambios dentro de las comunidades estudiadas con
mayor detalle. Los dendrogramas obtenidos tuvieron un coeficiente de
correlacion cofenético mayor al 0,8, lo que quiere decir que en todos los
casos el dendrograma representé correctamente a los datos analizados
(Augusto et al., 2012; Johnston, 2017; Nykéanen et al., 2018; Papale et al.,
2016). La competencia en Posorja es mas fuerte porque hay 11 machos (ya
que P72 murid a inicios del 2018) y apenas tres hembras reproductivas
(tomando en cuenta que P33F murié en el 2017 y P4F no se la ha visto desde
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ese mismo afio). Las hembras son los individuos que lideran la organizacion
de los grupos, esto se lo ha reportado en una variedad de taxa (cetaceos,
primates y paquidermos) (Ball, Shreves, y Moura, 2017; Galezo et al., 2017;
Orbach, 2016; Smuts, 1993; Wrangham, 1980).

Se ha demostrado que los adultos (tanto machos como hembras)
tienen mayor cantidad de relaciones directas e indirectas con respecto a
crias y subadultos (Baker et al., 2017). Esto se demuestra para el afio 2016
en la comunidad de Posorja, en donde P67F (hembra adulta), tiene el mayor
valor de fuerza, centralidad de eigen vector y alcance (strength y reach), lo
que indica que estd relacionandose con los demas individuos de la
comunidad directa e indirectamente. Ademas, sugiere que este individuo
también se asocia fuertemente con individuos que tienen un alto nivel de
asociacion y esto se refleja en el valor de centralidad del vector eigen (0,37)
gue le corresponde a ese individuo. El individuo P4F muestra los mayores
valores de coeficiente de agrupacion y de afinidad, estos valores muestran
que tan asociados estan los individuos dentro de ese grupo y la fuerza de
las conexiones con los que se asocia respectivamente. Como se observa en
la Figura 2, P4F se asoci6 principalmente con hembras (las que de manera
general tienen un mayor valor de fuerza, por lo tanto, con mayores valores
de indice de asociacién) y se encuentra en el mismo grupo que P67F, que
es el individuo con mayor fuerza para ese afo. Otras investigaciones han
demostrado que las hembras tienen cierto nivel de exclusividad al
relacionarse solamente con las hembras del grupo matrilineal (Dungan,
Hung, Wang, y White, 2012; Titcomb et al., 2017). Los machos segun el valor
maximo de la curva de modularidad (0,21355) se encuentran ligeramente
separados de la agrupacion de hembras; esto puede ocurrir por la constante
competencia que existe entre machos por el acceso a las hembras (Connor
y Whitehead, 2005; Karle, 2016; Nishita et al., 2017) o en la necesidad de
alejarse del grupo nucleo para cortejar a alguna hembra en celo fuera de la
comunidad.

Para el afio 2017, P67 el mayor indice de relacion indirecta (alcance)
dentro del grupo. P33F obtiene un mayor valor de centralidad del vector
eigen, por lo que puede indicar que este individuo con un mayor numero de

relaciones directas (al relacionarse con las hembras nacleo). P101S obtiene
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el mayor valor de coeficiente de agrupamiento y afinidad, esto puede
deberse a que es un subadulto todavia mantiene una relacion con el grupo
de hembras nucleo de la comunidad. Para cuando se analiza el valor maximo
de la curva de modularidad de ese afio, se ve que ocurre en un grupo de
machos al igual que las hembras del grupo matrilineal. P69M y P12M son
los machos que mayor cercania tienen a las hembras nudcleo, es por ello que
se los establece como la coalicion dominante a este par.

En el afio 2018, P69M y P12M se mantienen como la coalicion
dominante y se asocian en mayor medida con los individuos P48F, P102C
(cria que en el resultado molecular del sexo fue una hembra), P7F y P67F.
P102C obtiene un valor mayor de fuerza y de vector eigen, es posible que al
ser una hembra joven tenga mayor contacto con los demas individuos dentro
de la comunidad al igual que se mantiene dentro de un grupo
permanentemente; pero no ha alcanzado su madurez sexual (a los cinco
afios de edad) (Braulik et al., 2014; Jenkins, 2009). Se ha reportado en
cachalotes que este valor alto en las crias no se debe a su movimiento o a
Su sexo, esto ocurre por el cuidado de otras hembras dentro del grupo que
actuaron como nifieras de esta cria (Gero, Gordon, y Whitehead, 2013). Por
lo tanto, el alto nivel de fuerza que obtuvo esta cria no seria por la relacién
gue tienen con otros, sino por el intenso cuidado que recibe por parte de
otras hembras. Generalmente las crias permanecen una gran cantidad de
tiempo con sus madres (Brager, 1999; Gero et al., 2013; Johnston, 2017,
Zanardo et al., 2018), es por ello que también el indice de asociacion de
P102C es tan alto con P48F. En otros trabajos se ha indicado la influencia
de las hembras adultas en el cuidado de las crias (Baker et al., 2017; Gero
et al., 2013; Orbach, 2016; Yamagiwa y Karczmarski, 2014), esto se lo
observa cuando P7F obtiene el mayor alcance en este afio (cuidando a
P102C). P25 se relacion6 frecuentemente con sus asociados (afinidad y
coef. de agrupamiento). En este caso los individuos con los que mas se
relaciona son las hembras reproductivas, la nueva jerarquia de machos
(P12M-P69M) y la cria P102C (al observarse cerca del 60 % de las
ocasiones juntos). Los jovenes machos son expulsados una vez que
alcanzan una cierta edad, a partir de alli es cuando buscan a otros machos

con los cuales formar coalisiones (Baker et al., 2017; Harvey et al., 2017;
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Lusseau et al., 2003; Orbach, 2016; Yamagiwa y Karczmarski, 2014); la
identificacion molecular ha permitido determinar el sexo del subadulto
P101S, y es un macho, lo que explicaria su comportamiento a estar fuera
del grupo de hembras.

Para la comunidad de El Morro, el mayor valor de modularidad
maximo en 2016 (0.2) ocurre en la agrupacion que engloba a las hembras
ndcleo, a la jerarquia de machos (P81M-P82M) y a una coalicién de machos
de menor rango (P87M-P86M) con un valor de indice de asociacibn mayor
al 0,2. Lo que puede indicar la fuerte presion de los machos al tratar de
monopolizar a las hembras reproductivas. En agrupaciones sociales, se ha
visto que individuos con valores altos en fuerza, cent. del vector eigen y
alcance tienen una alta influencia directa e indirecta (Lang y Farine, 2017);
como es el caso del individuo P76F. Los machos dominantes sobre las
hembras reproductivas presentan altos valores de afinidad y coeficiente de
agrupamiento (Karle, 2016); como es el caso de P81M con su compariero
P82M.

Para 2017, ocurre un cambio de jerarquia dominante de los machos
P81M-P82M por ES117M-ES118M. El valor de modularidad maximo no
supera al 0,3 (0,1), lo que indica que aun cuando la nueva jerarquia se
mantiene cerca de las hembras reproductivas no logra tener un control sobre
ellas como la anterior coalicion (en el que el valor de modularidad era 0,2).
Se ha reportado que hembras adultas influyen profundamente sobre el grupo
(Baker et al., 2017; Johnston, 2017; Yamagiwa y Karczmarski, 2014); como
es el caso de P77F en este afio (mayor valor de fuerza). P72M un individuo
de la comunidad de Posorja, que al parecer emigré hacia El Morro en este
afio, se ha asociado con frecuencia esta comunidad (coeficiente de
agrupamiento y afinidad). Es comun en machos de bajo rango buscar
oportunidades de reproduccion con otras hembras fuera de su comunidad
de origen cuando se presenta una fuerte competencia, (Balmer, Zinner,
Gorrell, y Coltman, 2018; Connor y Whitehead, 2005; Orbach, 2016); lo que
se observo que P72M, aun cuando la coalision de machos dominantes, tiene
una fuerte presencia sobre las hembras (50 % de las avistamientos juntos).

En 2018, se presenta una situacion parecida a la que sucedio en la
comunidad de Posorja, donde la cria P102C tenia mayores valores de fuerza
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esto debido a la proteccion que las hembras proveen a la misma. El individuo
P76F tiene una estrecha relacion con esta cria, lo que podria indicar que es
Su progenitora. Las crias y la madre se mantienen durante una gran cantidad
de tiempo juntas, y esta Ultima se enfoca en mantenerla bajo sus cuidados
(Orbach, 2016; Yamagiwa y Karczmarski, 2014); como es el caso de
ES141C.

Cuando se analiza el panorama completo de las dos comunidades se
observa tanto por los indices de asociacion al igual que por el valor maximo
de modularidad, que ambas comunidades tienen machos que no permiten el
acceso de otros machos a las hembras reproductivas de la comunidad. A
través del tiempo, este valor disminuye (0,39514 en el 2016 a 0,31298 en el
2018), esto puede ocurrir debido a que los machos de bajo rango o satélites
emigran a otras poblaciones en busca de hembras disponibles (como es el
caso de P72M), que hay mas competencia y otros machos de menor rango
logran tener acceso a las hembras o porque las pocas hembras disponibles
no estan en etapa de concepcién. Como se ha mencionado antes, las
hembras en cetdceos son las que mayor influencia tienen sobre las
comunidades (Baker et al., 2017; Moreno y Acevedo-gutiérrez, 2016;
Whitehead, 2009; Zanardo et al., 2018). En el periodo de 2016-2018, P76F,
P91F y ES141C en el Morro y P4F, P48F, P67F y P89M en Posorja han
mostrado valores que indican liderazgo en sus comunidades. Asi mismo, los
machos P5M, P69M, P4F, P101S y P104S en Posorja, mostraron los valores
mas altos con los mayores coeficientes de agrupamiento. Por la cantidad de
tiempo que los machos dominantes pasan con las hembras es posible
determinar la paternidad de las crias (Gero et al., 2013; Johnston, 2017;
Yamagiwa y Karczmarski, 2014);en la comunidad de Posorja la cria P102C
tiene como padres candidatos a P12M, P69M, P25M, P5M y P89M. En la
comunidad de El Morro quedan las crias ES141C, ES151C y ES134C y los
padres candidatos serian machos de las coaliciones P81M-P82M vy
ES117M-ES118M. Al ser la competencia tan fuerte dentro de ambas
comunidades debido a la desproporcién hembras:machos, se esperaria que
los individuos de bajo rango o satélites busquen la forma de aumentar su
exito reproductivo por medio de ajustes en las asociaciones dentro e incluso

fuera de las comunidades.
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Aungue estas dos comunidades han sido estudiadas por méas de dos
décadas, falta mucho por conocer acerca de los aspectos genéticos. En
cetaceos usar técnicas moleculares es complicado debido a lo dificil que
resulta la identificacion de animales muestreados por el poco tiempo que
estan en la superficie y la ausencia de dimorfismo sexual (Félix et al., 2017).
Bayas et al., 2018, realiz6 un avance importante sobre el conocimiento del
flujo genético en la poblacion de bufeos del golfo de Guayaquil, pero el
estudio no incluy6é microsatélites. Es por ello que se desea analizar el éxito
reproductivo de los machos de esta comunidad. Pero es dificil de evaluar, ya
que en poblaciones donde los animales son poligamos, la paternidad de una
cria depende de las variadas estrategias empleadas por los machos para
acceder a las hembras receptivas (Balmer et al., 2018; Kellar et al., 2017;
Krebs y Davies, 1991; Whitehead, 2008). Ambos sexos invierten una gran
cantidad de energia en el proceso de reproduccién, pero eso no asegura, en
el caso de los machos, que todas las hembras con las que se apareen sean
fecundadas (Amos et al., 2001; Balmer et al., 2018; A. M. Foley et al., 2018).
El avance cientifico de pruebas de paternidad ha permitido (y como objetivo
final la determinacion del éxito reproductivo), por medio del estudio de
microsatélites, determinar quién de los candidatos es el verdadero progenitor
(Balmer et al., 2018; Coltman et al., 1999). En este caso la forma apropiada
para determinar paternidad es por medio de este tipo de marcadores
moleculares. Los valores especificos para ello seran dados por el programa
CERVUS, Krutzen et al., (2004) mencionan que con ocho loci es posible
identificar la paternidad entre 500 000 candidatos con un 95 % de confianza
y recomienda el uso de mas loci para aumentar la significancia estadistica,
y asi determinar su éxito reproductivo.

Los microsatélites son una herramienta extremadamente util en la
determinacién de éxito reproductivo, flujo génico y otros estudios
poblacionales. Por su alta tasa de mutacion son capaces de dar una gran
cantidad de informacion acerca de una agrupacion de individuos de una
especie. Lamentablemente los microsatélites son un método de estudio
delicado y costoso, ya que no son faciles de amplificar y dependen mucho
de la calidad de la muestra. Lo que se recomienda es utilizar material

genético fresco de la poblacidn a estudiar, el uso de primers y indices de los
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cuales haya informacién para realizar una exhaustiva comparacion.

Este estudio nos mostré la importancia que tiene la estructura social
sobre los delfines y como sus relaciones pueden cambiar a traves del tiempo
(como ejemplo el cambio del liderazgo en la comunidad de EI Morro). Sin
embargo, sin la ayuda de los microsatélites no es posible determinar la
paternidad de los machos dominantes de las comunidades. De tal manera,
gue se ha colocado un protocolo y los primers que se encuentra en las

recomendaciones; lo que permitira completar el trabajo propuesto.
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CONCLUSIONES

Se destaca en este estudio la importancia de la investigacion a largo plazo
en especies de larga vida como los bufeos costeros. Gracias a los registros
historicos de Félix et al., (2017) y que contindan hasta la fecha, se ha logrado
profundizar ain mas en el conocimiento de la estructura social de las comunidades
de bufeos en esta zona del golfo de Guayaquil. Entre otras cosas, el analisis de los
datos esté permitiendo conocer la dindmica social reflejada en cambios de jerarquia
de machos y las hembras matrilineales

Con los datos obtenidos en esta disertacion se puede observar el impacto
en las comunidades a nivel de tamafio de poblacién cuando se compara con Félix
1994 el tamafio estimado para el area de estudio era de 91 individuos; en 2017 con
colaboradores, el tamafio cambio a 108 individuos. En esta disertacion el tamafio
de ambas comunidades es de 38 individuos, lo que representa una disminucion
como promedio del 39 % de la poblacion en los ultimos 20 afios desde que Félix
empezo sus estudios sobre estas comunidades.

Se concluye que es posible con el método de indices de asociacion
determinar e identificar al nucleo matrilineal y la jerarquia de machos de (P7F,
P48F, P67F, P69M-P12M) y para El Morro (P78F, P91F, P77F, P76F, ES117M-
ES118M).

El uso de microsatélites con el método PaulAn y el andlisis bioinforméatico
con los programas CERVUS y FSTAT son las herramientas a utilizar en la préxima
etapa de este estudio para determinar el éxito reproductivo de los machos, el
parentesco de los individuos dentro y entre poblaciones al igual que el coeficiente

de endogamia de toda la poblacion.
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RECOMENDACIONES

Recomendamos el uso de 12 loci de microsatélites, un nimero que
segun Kritzen et al., (2004) puede determinar la paternidad de las crias
anteriormente mencionadas. Al ser una comunidad tan pequefia es probable
gue los individuos estén cercanamente emparentados, alli es donde FSTAT
determinara la endogamia por medio de indices como Fis (Que analizara los
alelos comunes en la agrupacion). Para lo cual se recomiendan los
siguientes pasos:

1. Seleccibn de marcadores SSRS apropiados. - Se han
seleccionado los siguientes loci para la realizacion del analisis de
paternidad: D08, EV1, EV37, MK5, MK6, MK8, MK9, TexVet5,
TexVet7, Ttrll, Ttr34, Ttr48 (Anexo 3) (Islas, 2009; Krltzen et al.,
2004, 2001; Martien et al., 2012; Nykanen et al., 2018; Parsons
et al., 2002; Vollmer y Rosel, 2017; Wiszniewski et al., 2012;
Zanardo et al., 2018). Todos los microsatélites nombrados
anteriormente han sido Utiles para la determinacion de la
paternidad de machos en varias especies de cetaceos, y por lo
tanto, son efectivos para determinar el éxito reproductivo de los
mismos (Islas, 2009; Kritzen et al., 2004, 2001; Martien et al.,
2012; Nykénen et al., 2018; Parra et al., 2018; Parsons et al., 2002;
Shinohara, Domingo-Roura, y Takenaka, 1997; Vollmer y Rosel,
2017; Wells, 2014; Wiszniewski et al., 2012; Zanardo et al., 2018).

2. Amplificacion PCR (Polymerase Chain Replication) en multiplex
para SSRS. - Para el efecto se realizara una PCR tipo Multiplex.
Esto se hara en dos fases, primero se usaran primers con
fluoroforos (5' Reporter Dye) en una secuencia Unica (PaulAn 5°-
TGACGACCCCATGCTACG-3") con los cuatro colores (azul=6-
FAM, verde=VIC, amarillo/negro=NED, y rojo=PET), incluyendo a
esta secuencia en el extremo 5” de los F-primers de cada loci. En
la segunda fase, se hara una PCR inicial para cada loci e individuo
con los primers estandar que tienen cola que corresponde a la
secuencia unica de los fluoroforos y una segunda usando uno de

los cuatro colores de primers PaulAn con fluoroforos combinado
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con el respectivo primer R estdndar. Ademas, los primers R
llevaran un cola “pigtail GTTTCTT” en el extremo 5" para evitar
rebote y doble pico (Brownstein, Carpten, y Smith, 1996). Para
confirmar el éxito de la PCR se correra 2,5 ul de producto en un
gel de agarosa. Segun la intensidad de la banda se diluira el
producto PCR entre 1-50 y 1-100 antes de secuenciar.

. Genotipaje por medio de fluoroforos. - El genotipaje sera realizado
por medio de capilares donde los fluoroforos indicaran las
muestras corridas. Para secuenciar se combinaran cuatro
productos de PCR en multiplex evitando el solape de tamafos de
fragmentos (Amaike, Murakami, y Masuda, 2018; Cordero,
Ortego, y Noguerales, 2017; Dominguez et al., 2017). Para
optimizar el uso de reactivos, se hard cada PCR en un volumen
reducido total de 6 pl que contenia: 0,9 ul (50mM) de cloruro de
magnesio, 0,6 ul de Buffer, 0,6 unidades de Platinum Tag DNA
Polymarese (ThermoFisher SCIENTIFIC), 0,12 ul de DNTP’s, 0,15
Ml de cada primer forward y reverse (Tavares, Samarra, Pascoal,
Graves, y Miller, 2018). Mientras mas microsatélites se usen,
aumenta la exactitud estadistica del analisis y se sabra con mayor
certeza quién de los candidatos es el verdadero padre
(Dominguez et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Reisinger et al.,
2017; Zanardo et al., 2018).

Andlisis de paternidad y endogamia. - El programa CERVUS 3,0,7
se utilizara para determinar el éxito reproductivo y la relacién de
parentesco entre los candidatos con las crias y los otros individuos
dentro de la comunidad. La paternidad multiple o el éxito
reproductivo se vera por medio del programa CERVUS,
determinando el porcentaje de parentesco de la muestra con los
posibles candidatos. El uso de frecuencias alélicas dentro de la
comunidad permite asignar a los candidatos a cada cria. Es
primordial usar tanto las frecuencias de la crias como de los
padres candidatos y de la madre; aunque CERVUS sea capaz de

determinar un candidato con solamente la informacion de la cria,
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es necesario ser certeros (Kalberer, Meise, Trillmich, y Kruger,
2018; Krutzen et al., 2004; Marshall, Slate, Krukk, y Pemberton,
1998; Spitzweg, Praschag, Diruzzo, y Fritz, 2018; Tavares et al.,
2018; Wakabayashi, Noda, y Saitoh, 2017). Con estos datos el
programa calcula una probabilidad logistica (LOD por sus siglas
de log-likelihood ratio), donde el macho con un valor positivo tiene
mayor posibilidad de ser el padre que otro macho elegido al azar;
un valor negativo significaria que ese macho comparte cierta
cantidad de genes con la cria a prueba (de tal manera que puede
tener cierto parentesco). Para descartar los machos con mayor
valor de LOD, el programa realiza una diferencia entre ellos
(A),establece un valor critico (Qque depende de cada caso) con un
95 % de confianza; en caso de que el programa no logre encontrar
este valor en los datos (esto puede deberse por insuficiente
cantidad de informacion genética), establece un valor arbitrario de
99,9 (Kalinowski, Taper, y Marshall, 2007; Marshall et al., 1998).
Por un lado, determina a los padres candidatos a una cria, caso
contrario determina el nivel de parentesco entre los individuos
comparados. De tal manera que determinara la posibilidad de que
un macho no solamente sea padre, también tenga un grado de

parentesco.

indices poblacionales. - A través de FSTAT se determinara el nivel de
endogamia, por medio de su coeficiente (Fis), el cual determina la deficiencia de
heterocigocidad dentro del grupo de estudio. Esto con el fin de determinar si dentro
de la misma poblacién existen individuos muy emparentados (Hartmann, Schaefer,
y Segelbacher, 2014; Kritzen et al., 2004; Mihnovets, Schultz, Wultsch, Littnan, y
Amato, 2016; Nykanen et al., 2018; Rico et al., 2016). Se estimara el valor de Fis,
para cada loci y para cada comunidad, si es diferente a cero significara que los
alelos ya no se distribuyen independientemente, caso contrario mostrara que se
presentan diferentes formas de ese loci (con un indice de confianza del 95 %)
(Nykanen et al., 2018).
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Figura 1. Area de estudio el lado ocidental del estuario interior del golfo de
Guayaquil. En el recuadro amarillo se indica su ubicacion en el pais.
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Figura 6. Indices de asociacion asociacion de medio peso realizado por el algoritmo
gue se encuentra dentro del programa SOCPROG en la comunidad de los delfines
de la zona El Morro en el afio 2016 indices de asociacion (I) y curvas de

modularidad (Il).
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Figura 7. Indices de asociacion asociacion de medio peso realizado por el algoritmo
gue se encuentra dentro del programa SOCPROG en la comunidad de los delfines
de la zona ElI Morro en el afio 2017 indices de asociacion (I) y curvas de
modularidad (II).
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Figura 10. indice de asociacion asociacion de medio peso realizado por el algoritmo
gue se encuentra dentro del programa SOCPROG en la comunidad4 de los delfines
de la zona Posorja-El Morro en el afio 2016 indices de asociacion (I) y curvas de

modularidad (II).



52

= POsorja
e Mixto
= E| Morro

e
P83IM
P51M

P5M
‘i : P25M
P12M

P6IM
P7F

P67F

P33F

| PasF

— P102C

P101S

P54M

Eat

—
P82M

i

P81M
P95S
ES136S
P72M
P78F
P77F
PO1F
——| ESt141C
ES118M
ES117M
P76F

—| ES134C
—

1 1 1 1 I 1 1 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 08 09 1
Indices de asociacion

0.4

0.35

0.25

Modularidad

L L L

0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

[ndices de asociacion

Figura 11. indice de asociacién asociacion de medio peso realizado por el
algoritmo que se encuentra dentro del programa SOCPROG en la comunidad4 de
los delfines de la zona Posorja-El Morro en el afio 201 indices de asociacion (1) y
curvas de modularidad (I1).
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algoritmo que se encuentra dentro del programa SOCPROG en la comunidad4 de
los delfines de la zona Posorja-El Morro en el afio 2018 ind ices de asociacion (1)
y curvas de modularidad (I1).
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TABLAS

Tabla 1. Detalle del esfuerzo invertido y los resultados de los analisis de la cantidad
de tiempo invertido con las comunidades de delfines.

Item Cantidad
Numero de viajes 141
NUumero de grupos de delfines 258
observados

Numero total de delfines registrado 1273
Numero roral de delfines diferentes 38
Tiempo total de recorrido (h) 636
Tiempo con los delfines (h) 200

Distancia recorrida (km) 6268
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Tabla 2. Descripcion del tipo de animal dentro de ambas comunidades por el
tamafo relativo. MA (Machos Adultos), FA (Hembras Adultas), S (Subadulto), C
(Cria) y NI (No identificado) corresponden respectivamente a macho adulto, hembra
adulta, subadulto, cria y no identificado.

Tipo de animal

Comunidad MA FA S C NI Subtotal
Posorja 12 5 31 21
El Morro 6 4 2 3 2 17

Total 18 9 5 4 2 38
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Tabla 3. Detalle de los individuos de los cuales se tienen muestras, el tipo de animal
y la identificacion del sexo por medios moleculares. MA, FA, S, Cy NI corresponden
respectivamente a macho adulto, hembra adulta, subadulto, cria y no identificado.

Tipo de Resultado
ID Comunidad
animal molecular

P85 EM MA M
ES117 EM MA M
ES134 EM C F
ES136 EM S F
ES151 EM C M
ES152 EM NI M
P101 PO S M
P102 PO C F
P104 PO S F
P12 PO MA M

P25 PO MA
P33 PO FA F
P51 PO MA M
P67 PO FA F
P69 PO MA F

P72 PO MA
P78 EM FA F

P7 PO FA
P82 EM MA M
P85 ?? NI M
X1 ?? ?? M
X2 ?? ?? F
X3 ?? ?? M
X4 ?? ?? M
X5 ?? ?? M
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Tabla 4. Resumen de valores de modularidad maxima y valores de coeficiente de
correlacion cofenético (CCC) resultantes de los indices de asociacion de Posorja

y El Morro entre 2016-2018.

Max. Mod. CCcC

2016 0.21355 0.90927*

Posorja 2017 0.16929 0.92078*
2018 0.20322 0.98806*

2016 0.19819 0.83353*

El Morro 2017 0.10692 0.91048*
2018 0.12196 0.92886*

. 2016 0.39514* 0.86716*

Posorja-El
2017 0.37307* 0.92663*
Morro

2018 0.31298* 0.95547*
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz resumida para realizar los indices de asociacion en el programa
SOCPROG (matriz parcial atada a derechos de autor, solicitar datos completos a
Fernando Félix).

Date Interaction Ids

9/1/2016 C P76F P77F P78F P91F P93 P95S ES117M ES118M ES134C ES141C
4/6/2016 B P77F P93 ES118M

20/8/2016 B P78F P82M P86M P87M P95S P91F P76F
20/8/2016 C P76F P78F P82M P86M P87M P95S P91F ES141C ES134C
27/8/2016 A P78F P82M P95S
10/12/2016 A P72M P77F P91F P76F ES134C
18/12/2016 C P72M P77F P91F P76F ES141C

7/1/2017 E ES117M ES118M P76F

28/1/2017 A P82M P91F P95S P76F ES134C ES141C
13/5/2017 A P76F ES117M ES118M ES134C

26/5/2017 A P76F P95S ES117M ES118M ES134C

1/7/2017 C P72M P76F ES117M ES118M ES134C
15/7/2017 C P76F ES117M ES118M ES134C

5/8/2017 B P77F P91F ES141C
23/12/2017 A P76F P77F P78F P91F ES134C ES141C

6/1/2018 C P76F P77F P78F P91F ES134C ES141C

6/3/2018 D P77F P78F

10/6/2018 C P76F P78F P95S ES134C ES136S

23/6/2018 A P77F ES117M ES118M

31/7/2018 A ES117M ES118M

1/8/2018 B P76F P77F P78F P81M P82M P91F ES134C ES141C
8/12/2018 A P76F P77F P78F ES151C P81M P82M P91F P95S ES134C
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Anexo 2. Valores maximos del analisis de bootstrap de los indices de asociacion
de Posorja y El Morro entre 2016-2018, lanzado por el programa SOCPROG.
Coef. de

ID Fuerza Centralidad vector eigen Alcance ) Afinidad
agrupamiento

P67F 6.76 0.37 34.54
PAF 0.57 5.68
P48F 6.85
P67F 0.34
Posorja 2017 P33F 41.42
P101S 0.71 6.55
P102C 7.4 0.35
2018 P7F 47.5
P25M 0.64 6.55

2016

P76F 6.65 0.37 31.5
P81M 0.49 5.6

El 2017 P77F 6.64 0.34 36.31
Morro P72M 0.54 5.64

ES134C 7.45 0.35 43.73
2018 ES141C 0.6 6.2

2016

P76F 8.11
P67F 0.26
PO1F 43.89
PAF 0.54 6.09
Posorja- ES141C 8.33 57.46
El P48F 0.25
Morro 2017 P101S 0.74
P5M 7.29
P8OM  9.56 0.25 79.19
2018 P104S 0.58

P6OM 8.45

2016




61

Anexo 3. Detalle de microsatélites a usar con su respectivo motivo de repeticion y

primers.
Loci Repeticion Primer Forward 5'-3' Primer Reverse 5'-3'
D08 (TG)1s F-GATCCATCATATTGTCAAGTT R-TCCTGGGTGATGAGTCTTC
R-

EV1 (AC)13 (TC)s F-CCCTGCTCCCCATTCTC ATAAACTCTAATACACTTCCTCCAAC

EV37 (AC)24 F-AGCTTGATTTGGAAGTCATGA  R-TAGTAGAGCCGTGATAAAGTGC

MK5 (TGéli %TTG()TZ G2 E CTCAGAGGGAAATGAGGCTG — R-TGTCTAGAGGTCAAAGCCTTCC

MK6 (GT)1r F-GTCCTCTTTCCAGGTGTAGCC  R-GCCCACTAAGTATGTTGCAGC

F-
MK8 (CA)23 TCCTGGAGCATCTTATAGTGGE R-CTCTTTGACATGCCCTCACC
F-
MK9 (CA)17 CATAACAAAGTGGGATGACTCE R-TTATCCTGTTGGCTGCAGTG
TexVet7 (CA)12 F-GCACTGTAGGGTGTTCAGCAG  R-CTTAATTGGGGGCGATTTCAC
TextVet5 (CA)24 F-GATTGTGCAAATGGAGACA R-TTGAGATGACTCCTGTGGG
Ttril (CA)21 5-CTTTCAACCTGGCCTTTCTG-3' ° 'GTTTGGCCACTQCAAGGGAGTGAA'
5'- :

Ttr34 (CA)19 GCACATGAGTATGTGGACAGG- ° ‘GTTTCCTCCTT%GGAGTGTCCTCT'
3!

Ttras (CA)s 5-AAGAGGATGCAAATGGCAAG- 5'-

3’ GTTTGGTAAGAAAATACCAAAGTCC-3



