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"Lo que sabemos es una gota de agua, lo que ignoramos es el océano”

Isaac Newton
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Estudios de ecologia tréfica y genética de poblaciones aplicados al uso
sustentable de dos especies de delfines simpatricos y su habitat en Patagonia.

RESUMEN

El Mar Argentino es uno de los ecosistemas marinos mds impactados en las
ultimas décadas por diversas actividades humanas. A lo largo de la costa habitan dos
especies de pequenos ceticeos endémicas de la costa de Sudamérica, la tonina overa
(Cephalorbynchus commersonit) y el delfin austral (Lagenorbynchus australis). Ambas son
depredadores de alto nivel tréfico, viven en simpatria e interactdan con actividades
humanas como la pesca y el turismo en Patagonia. En el marco de una gestion
ecosistémica del mar son consideradas prioritarias las acciones orientadas a conferir
sustentabilidad a las actividades basadas en el aprovechamiento de la biodiversidad y
el habitat. Entre esas acciones se destacan los estudios dirigidos a mejorar el
conocimiento de la biologia y ecologia de las especies, en aspectos tales como la
identificacidn y caracterizacidon de unidades poblacionales y el rol de las mismas en la
trama tréfica. El objetivo general de esta tesis fue investigar la ecologia tréfica y
determinar la estructura genética de la poblacion de dos especies simpdtricas a lo largo
de la costa de Patagonia, mediante la utilizacién de isotopos estables y marcadores
moleculares neutros. El drea de estudio abarcé mds de 1.600 km de costa entre los
430S y 55¢S, en la cual se incluyeron un total de 70/22 y 42/4 muestras de piel/hueso
para la tonina overa y el delfin austral, respectivamente. A partir de ambos tejidos se
analizaron los is6topos estables 3C, 12C, *N y N, mientras que a partir de muestras
de piel se amplificé la regidén control del ADN mitocondrial (ADNmt) y loci
microsatélites diseniados especificamente para cada especie (28 en la tonina overa y 20
en el delfin austral). Los andlisis de is6topos estables mostraron una segregacion
espacial intra e interespecifica, identificindose diferentes grupos de alimentacion para
el delfin austral. La amplitud del nicho isotdpico varié entre especies y grupos de
alimentacidn, exhibiendo menor variacidn en la seleccion de presas para la tonina
overa. Los modelos de mezcla sugieren que la tonina overa tiene una dieta, a corto y
largo plazo, basada predominantemente en peces peldgicos mientras que el delfin
austral se alimenta de peces bentdnicos y peligicos dependiendo del grupo de
alimentacion. Los andlisis basados en marcadores moleculares, sugirieron para ambas
especies una baja diversidad genética, pero en el mismo orden que otras especies del
género. La tonina overa mostro ser una especie panmictica, es decir no presenta una
estructura génica poblacional; mientras que el delfin austral presenta una fuerte
estructura genética poblacional. Las pruebas demogréficas variaron entre especies

sugiriendo, por un lado, una expansién poblacional reciente para la tonina overa a



fines del Pleistoceno, mientras que por otro lado, la poblacién de delfines australes se
habria mantenido estable a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos en la
presente tesis son inéditos y constituyen un avance en el conocimiento de estas dos
especies de la region. Cabe destacar que la informacion acerca de su diversidad y
estructura génica asi como también sus estrategias de forrajeo deben tenerse en cuenta
al momento de delinear estrategias de conservacion y manejo para ambas especies

endémicas frente a un escenario de cambio climdtico.



Trophic ecology and population genetics studies applied for sustainable use of
two sympatric dolphins’ species and their habitat in Patagonia.

ABSTRACT

The Argentine Sea is one of the most impacted marine ecosystems in recent
decades by several human activities. Along the South American coast, two endemic
species of small cetaceans can be found, Commerson’s dolphin (Cephalorbynchus
commersonit) and Peale’s dolphin (Lagenorbynchus australis). Both are top predators,
live in sympatry, and interact with human activities such as fisheries and tourism in
Patagonia. In the context of ecosystem management, actions focused on conferring
sustainability to activities based on the use of biodiversity and habitat are considered
a priority. Among these actions, studies aimed at improving the knowledge of biology
and ecology of the species are highlighted, such as identification and characterization
of population units and their role in the trophic web. The general aim of this thesis
was to investigate the trophic ecology and determine the population genetic structure
of two sympatric species along the Patagonia coast, using stable isotopes and neutral
molecular markers. The study area covered over 1,600 km of coastline between 432S
to 5505, in which a total of 70/22 and 42/4 skin/bone samples were used for
Commerson’s and Peale’s dolphin, respectively. From both tissues, stable isotopes of
BC, 2C, N and N were analyzed; while only skin samples were used to amplify
the control region of mitochondrial DNA (mtDNA) and microsatellite loci species-
specific, designed here for each species (Commerson’s dolphin = 28, Peale’s dolphin
= 20). Stable isotopes analysis showed intra and interspecific spatial trophic resource
partition, identifying different Peale’s dolphin feeding groups. Isotopic niche breadth
varied between species and feeding groups, exhibiting less variation in prey selection
among Commerson’s dolphins. Mixing models suggested that Commerson’s
dolphins feed predominantly on pelagic fish, while Peale’s dolphins feed on benthic
and pelagic fish according to the feeding group. Molecular markers analysis showed
low genetic diversity in both species. Commerson's dolphin showed to be a panmictic
species, which means that it does not present a genetic population structure, while
the southern dolphin exhibited a strong population genetic structure. Historical
demographic analysis varied between species suggesting, a recent demographic
expansion of Commerson’s dolphins at the late Pleistocene, while Peale’s dolphin
seems to have shown no changes in its population size over time. The results obtained
in the present thesis suggested a clear segregation in the use of trophic resources
between two dolphin species that promote sympatry, with a previously unknown
ecological complexity in Peale’s dolphin. The results obtained in the present thesis
are novel and represent an advance in the knowledge of these two species of the

region. Finally, in a climate change scenario, it is recommended to consider the



information about their diversity and genetic structure as well as their foraging
strategies to design conservation and management strategies for both endemic

species.



CAPITULO1

Introduccion general




MARCO TEORICO

La conservacion de los cetdceos y otras especies marinas requiere de politicas
que revisen e incorporen nuevos enfoques para hacer frente a amenazas que eran
desconocidas o inexistentes hasta hace poco tiempo (Reeves et al. 2003). Es por ello,
que el propdsito de la conservacion fue variando, con cambios orientados
principalmente a la forma en que se ven las relaciones entre las personas y la
naturaleza, en la cual se reconocen las relaciones dindmicas y bidireccionales entre
ambas partes (Mace 2014). A pesar de ello, los impactos humanos sobre el ecosistema
marino han aumentado considerablemente en las ultimas décadas, siendo la
explotacién directa por pesquerias a través de la extraccion de biomasa y el cambio
climdtico los principales motores de cambio global del siglo XXI, afectando sobre

todo a especies de alto nivel tréfico (Diaz et al., 2019).

Cada poblacion puede responder de manera diferente frente a una amenaza en
comun, siendo mds vulnerables a la extincidén aquellas de tamafio poblacional
reducido (Hartl et al., 1997). En la actualidad, muchas especies de mamiferos marinos
estan amenazadas por la interaccidn directa con pesquerias (Baillie et al., 2004). Este
tipo de actividad antrdpica genera cambios directos sobre los mamiferos marinos,
principalmente mediante la reduccién del ndmero de individuos por mortalidad
directa o incidental (Reeves et al., 2003), aunque también de manera indirecta.
Algunos trabajos indican que la actividad pesquera podria afectar la biomasa de
diferentes presas de los mamiferos marinos produciendo cambios en la dieta y, en
consecuencia, en el uso del hdbitat (Campagna et al. 2005, Koen-Alonso & Yodzis
2005, Drago et al. 2009a, Secchi et al. 2016). El calentamiento global también afecta a
las especies de alto nivel trofico, ya sea de manera directa, como el aumento de la

temperatura y del nivel del mar, y por ende, la distribucién de las especies y los sitios
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de reproduccion y/o alimentacion (MacLeod et al. 2005, Learmonth et al. 2006); o de
manera indirecta, a través de cambios en la disponibilidad y abundancia de presas,
cambios en la estructura de la comunidad o susceptibilidad a contaminantes y
enfermedades (Aguilar & Raga 1993, Loizaga de Castro et al. 2011). Por lo tanto, para
entender el impacto que pueden generar las fluctuaciones en la disponibilidad de los
recursos o la remocion de individuos sobre una especie, es esencial conocer el uso de
hébitat, ecologia trdfica, la estructura génica poblacional y por ende los patrones de

movimiento de las mismas.

Los isdtopos estables y los marcadores moleculares, en forma individual o
combinada, son algunas de las herramientas de andlisis que mds se han utilizado en el
estudio de la ecologfa de los predadores de alto nivel tréfico (Webster et al. 2002,
Rubenstein & Hobson 2004). Por un lado, los analisis de dieta basados en el andlisis
de isdtopos estables brindan informacion integrada acerca de todas las presas
asimiladas durante periodos prolongados de tiempo de acuerdo al tejido utilizado
(Michener 1994). Los isétopos estables mds utilizados para estudiar la ecologfa tréfica
en mamiferos marinos son *C, *C, ’N y "“N (Newsome et al. 2010). La abundancia
relativa de los isétopos estables del elemento carbono (6'*C) permite separar entre
ambientes, discriminando en el ecosistema marino entre hdbitats de plataforma y
"offshore" o costeros e “inshore”, dependiendo del origen de las fuentes de carbono
organico (Rubenstein & Hobson 2004, Fry et al. 2006); mientras que la abundancia
relativa de los isétopos estables del elemento nitrégeno (6'°N) es indicadora del nivel
tréfico (Cabana & Rasmussen 1996), debido a que la abundancia relativa aumenta de

presa a depredador por la excrecidn preferencial del is6topo liviano (Caut et al. 2009).

Los estudios genéticos permiten comprender la variabilidad genética en una
poblacion o especie. La genética de poblaciones cuantifica la variabilidad genética que

esta presente en una poblacién, como varia con el tiempo y que procesos bioldgicos
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y/o evolutivos subyacen o moldean a los patrones de distribucion espaciotemporal
que las especies exhiben (Hamilton 2009). Los marcadores moleculares mds utilizados
para estudios poblacionales son la region control del ADN mitocondrial (ADNmt) y
los microsatélites. El primero, es una region de alrededor de 900 pares de bases (pb)
en cetdceos, haploide y sin recombinacion (Hoelzel et al. 1991, Ballard & Whitlock
2004). Su herencia estd dada por las hembras, por lo que representa solo la filogenia
matriarcal, permitiendo as{ una evaluacion directa de los patrones de dispersiéon de
las hembras (Hoelzel et al. 1998a, Berta et al. 2005). Debido a ello y a una moderada
tasa de mutacion (5-10 veces mds rapida que el ADN gendmico nuclear), la region
control del ADNmt es utilizado ampliamente en el estudio tanto de procesos macro
como microevolutivos (Avise 2000, Bertorelle et al. 2009). Los microsatélites, en
cambio, son marcadores nucleares diploides, ubicados mayormente en regiones no
codificantes del genoma (Téth et al. 2000, Hamilton 2009). Son de naturaleza
codominante regidos bajo las leyes de herencia mendeliana simple, por lo que sufren
recombinacion y presentan herencia biparental (Berta et al. 2005). Ademds, debido a
su elevada tasa de mutacion son altamente polimdrficos, lo que permite responder a

procesos microevolutivos (Bertorelle et al. 2009, Hoelzel 2009).

En el mundo, varias especies de pequefios ceticeos han mostrado un patron de
diferenciacion poblacional a escala regional (Hoelzel et al. 1998b, Coscarella et al.
2008). Esto ha llevado a inferir que la especializacion en recursos locales, debido a
diferentes estrategias de alimentacion entre grupos, podria favorecer la filopatria, y
progresivamente dirigir una divergencia genética (Baker et al. 1990, Baker et al. 1993,
Hoelzel et al. 1998b, Natoli et al. 2004). A su vez, existe evidencia que sugiere un uso
diferencial de hibitats entre sexos en pequenos cetdceos, a nivel intraespecifico, donde
las hembras muestran una mayor diversidad tréfica en comparacién con los machos

(Loizaga de Castro et al. 2015, Rossman et al. 2015). En delfines nariz de botella,

12



Tursiops sp., de la costa australiana, se ha demostrado que el uso de esponjas como una
nueva estrategia de forrajeo tiene una trasmision vertical social exclusiva dentro de
una misma matrilinea y que su herencia es materna, es decir, de madres a hijas
(Kriitzen et al. 2005). Para la misma especie, pero en otras regiones del globo, se ha
encontrado diferenciacion genética asociada a un uso diferencial del habitat a través
del andlisis combinado de is6topos estables y marcadores moleculares (Segura et al.

2006, Genoves et al. 2020).

En la regidn del Atlintico Suroccidental, Valenzuela et al. (2009) fueron los
unicos en combinar el andlisis de marcadores genéticos e isotdpicos aplicindolo en el
estudio de la ballena franca austral (Eubalaena australis) que reproducen en Peninsula
Valdés, Chubut, Argentina. Los autores encontraron la existencia de herencia materna
directa para los sitios de alimentacién, pudiendo correlacionar las diferentes
matrilineas a partir del ADNmt y las diferentes senales isotdpicas. De las 46 especies
restantes de mamiferos marinos que habitan en el Mar Argentino, solo en unas pocas
se han realizado este tipo de estudios y han sido abordados en forma individual
(Mendez et al. 2008, Drago et al. 2009a, Riccialdelli et al. 2010, Tunez et al. 2010,
Cipriano et al. 2011, Pimper et al. 2012, Loizaga de Castro 2013, Riccialdelli et al.
2013, Vighi et al. 2014, Loizaga de Castro et al. 2016a, Loizaga de Castro et al. 2017,

Grandi et al. 2018, Loizaga et al. 2020, Vales et al. 2020, Grandi et al. 2021).

En la actualidad, las interacciones entre los ceticeos y las actividades humanas
en Argentina se relacionan principalmente al desarrollo de pesquerias, que provocan
mortalidad incidental (Crespo et al. 1997, Crespo et al. 2000), y al turismo basado en
el avistaje de fauna, actividad que provoca cambios a corto y largo plazo en el
comportamiento de las especies (Coscarella et al. 2003, Dans et al. 2012). Ambas
actividades han crecido en gran medida, generando importantes beneficios

econdmicos, tanto regionales como locales, particularmente en Patagonia (Tagliorette
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& Losano 1996). Sin embargo, hasta finales del siglo XX la interaccién con las
pesquerias fue mayor, dado que, ademds de una mortalidad incidental mas elevada,
muchas especies de cetdceos fueron cazadas intencionalmente (Goodall & Schiavini

1994, Lescrauwaet & Gibbons 1994).

La tonina overa, Cephalorhynchus commersonii, y el delfin austral, Lagenorbynchus
australis, son dos de las especies de delfines mds abundantes del Mar Argentino y de
las mds afectadas por la caza directa y la mortalidad incidental a finales del siglo
pasado (Goodall et al. 1988a, Goodall 1994, Goodall & Schiavini 1994, Lescrauwaet
& Gibbons 1994, Brownell Jr et al. 1999, Crespo et al. 2017). A pesar de ello, poco se
sabe sobre los efectos que pudo haber tenido este impacto sobre las especies. Los
estudios isotdpicos son escasos para ambas especies (Riccialdelli et al. 2010,
Riccialdelli et al. 2013), mientras que los enfoques genéticos son nulos para el delfin
austral y solo se reportan unos pocos para la tonina overa (Pimper et al. 2010, Cipriano
etal. 2011), todos ellos enfocados al sur de sus distribuciones. Por lo tanto, y teniendo
en cuenta la importancia de la integracién de los enfoques moleculares e isotdpicos,
es esencial conocer los habitos y la dindmica poblacional de las dos especies, que
aporten informacidn relevante y complementaria a la existente y permitan asi abordar

estrategias de conservacion y manejo.

OBJETOS DE ESTUDIO

La tonina overa

El género Cephalorhynchus estd compuesto por cuatro especies de delfines: delfin
de Heaviside C. heavisidii, delfin de Héctor C. hectori, delfin chileno C. eutropia y
tonina overa C. commersonii. Son delfines robustos, con cabeza roma y aletas
redondeadas, siendo el rasgo mds caracteristico del género la aleta dorsal, la cual es

proporcionalmente grande y redondeada con un borde frontal recto que termina en
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una curva (Dawson 2018). A su vez, los delfines del género se caracterizan por
presentar un tamano corporal pequeiio (siendo de los mds pequefios en el mundo),
baja fecundidad y abundancia poblacional (Cipriano et al. 2011, Dawson 2018). Cada
una de las especies habita aguas costeras templadas del hemisferio sur (Fig. 1), todas
ellas aisladas entre si por grandes distancias geograficas, con excepcion de la tonina
overa y el delfin chileno en América del Sur, cuyas distribuciones presentan
potencialmente cierto grado de solapamiento en el Estrecho de Magallanes (Jefferson
et al. 1993). Entre las especies del género, la tonina overa exhibe el mayor drea de
distribucion con dos subespecies, C. commersonni commersonii en América del Sury C.
commersonii kerguelenensis en las islas Kergielen, las cuales difieren genética y

morfoldgicamente (Rice 1989, Pichler et al. 2001, Robineau et al. 2007).
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Fig. 1: Distribucién de delfines del género Cephalorhynchus: delfin de Heaviside (C. heavisidii), delfin
de Héctor (C. hectori hectori'y C. hectori maui), delfin chileno (C. eutropia) y tonina overa (C. commersonii

commersonii y C. commersonti kerguelenensis).

La tonina overa (Fig. 2) se caracteriza por un escasa o nula presencia de pico,
con una linea de la boca relativamente recta, y cuya aleta dorsal es baja y redondeada
con un borde de salida convexo (Jefferson et al. 1993). A diferencia de los animales de
las Islas Kerguelen, los cuales presentan un tamafio corporal mayor y una

pigmentacién gris oscura y clara, el patrén de coloracién de la subespecie

15



sudamericana es el mds contrastante del género, siendo blanco y negro (Robineau et
al. 2007). Posee una banda blanca que rodea el cuerpo dorsalmente entre la region
anterior de la aleta dorsal y el orificio nasal, y ventralmente entre la regién posterior
de las aletas pectorales hasta detrds del drea genital (Jefferson et al. 1993). Presenta
ademds dos manchas distintivas, una blanca en la garganta y una negra alrededor de
los genitales; esta ultima con forma ovalada en las hembras y de corazén en los machos

(Robineau et al. 2007).

Fig. 2: Tonina overa (Cephalorbynchus comersonii comersonii) en Sudamérica. Fuente:

www.google.com

La subespecie sudamericana es uno de los delfines mds comunmente avistados
en la region, siendo endémica de Argentina y Chile. Ha sido catalogada como
“Preocupacion menor” (Coscarella et al. 2019) en la dltima Lista de Roja de
Mamiferos de Argentina 2019 (SAREM-Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible de Argentina). Se distribuye entre los 42¢S y los 56¢S a lo largo de la costa
del Océano Atldntico, incluyendo las Islas Malvinas y en la zona central y oriental del
Estrecho de Magallanes (Dawson 2018). Prefiere dreas donde la plataforma
continental es ancha y plana, con ciclos de marea amplios y aguas frias influenciadas
por la Corriente de Malvinas, por lo que la mayor frecuencia de avistamientos ocurre

en aguas de la plataforma continental (<200 m de profundidad) y cerca de la costa
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(<60 km de la costa argentina y <25 km de las Islas Malvinas; sin embargo, se la ha
avistado también en aguas ocednicas sobre el talud (Goodall et al. 1988b, Goodall
1994, White 2002, Coscarella 2005, Loizaga de Castro et al. 2013a, Loizaga de Castro
et al. 2013b, Dellabianca et al. 2016). Habita en diferentes hdbitats costeros,
incluyendo fiordos, bahias, golfos y desembocaduras de rios, encontrindose en estas

ultimas dreas las mayores densidades poblacionales (Garaffo et al. 2011).

Existen unas pocas estimaciones de abundancia que, debido a diferencias
metodoldgicas y de enfoques analiticos, dificultan llegar a una conclusion sobre la
tendencia poblacional. En Chile, las estimaciones aéreas realizadas en el Estrecho de
Magallanes entre 1984 y 1996 varfan entre 313 + 99 y 3.211 £ 1168 individuos
(Venegas Canelo & Atalah 1987, Leatherwood et al. 1988, Venegas Canelo 1996,
Lescrauwaet et al. 2000). En Argentina, una serie de estudios ac¢reos entre mediados
de 1990 y mediados de 2000 arrojaron estimaciones de 40.000 individuos a lo largo
de su distribucién en el Océano Atldntico en una franja comprendida entre la linea
de costa y la isobata de 100 m (Pedraza 2008). Mds recientemente, entre 2009 y 2015
mediante el avistamiento desde cruceros a lo largo de la plataforma continental, se
estimd una abundancia de 21.933 individuos con un intervalo de confianza del 95%
de 6.013 - 80.012 (Dellabianca et al. 2016). A pesar de que la metodologfa difiere a las
anteriores en la zona, abarca una menor drea geografica y con avistamientos realizados
a una distancia no mayor a 60 km de la costa, las estimaciones se mantienen en el

mismo orden de magnitud.

Si bien en la actualidad no es capturada intencionalmente y, a pesar de carecer
de estimaciones oficiales, las muertes incidentales (Fig. 3A) parecen no ser
significativas. Hasta finales de 1990, la especie fue cazada para la utilizaciéon como
carnada en la pesca de la centolla Lithodes santolla en Tierra del Fuego, Argentina

(Goodall 1994). A su vez, fue uno de los pequefios cetdceos mds afectados por la
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muerte incidental de diferentes artes de pesca, probablemente debido a su
distribucién costera (Crespo et al. 1997, Crespo et al. 2017). Se desconoce con
precision cuantos individuos murieron en las redes de pesca, aunque se estima que en
algunas regiones de la costa argentina estos nimeros ascendian hasta 180 animales
por afio en la década de 1990 (Goodall 1994, Crespo et al. 1997, Dans et al. 2003,
Iniguez et al. 2003). El turismo es otra actividad antrdépica con la cual interactda la
tonina overa en Argentina (Fig. 3B), actividad que ha crecido exponencialmente en
las ultimas décadas generando importantes beneficios econdmicos (Tagliorette &
Losano 1996). Sin embargo, dicha actividad basada en el avistaje de individuos en
silvestria no posee efectos comportamentales a largo plazo en la especie (Coscarella et

al 2003).

Fig. 3: Interaccion con actividades antrdpicas de la tonina overa (Cephalorbynchus comersonii) en
Argentina. A- Captura incidental en 1993 durante la pesqueria comercial del langostino (Pleoticus
muelleri) en el Golfo San Jorge (Foto: LAMAMA — CESIMAR - CCT CENPAT - CONICET). A-
Fotografia de avistaje de toninas overas en Rawson, Chubut, Argentina (Foto:

www.interpatagonia.com)

El delfin austral

El género Lagenorhynchus se compone de seis especies de delfines, tres de los

cuales habitan aguas costeras y profundas del Hemisferio norte (L. acutus, L. albirostris
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y L. obliquidens) y las restantes en aguas ocednicas (L. cruciger) y costeras (L. australis 'y
L. obscurus) del Hemisferio sur (Vollmer et al. 2019). La clasificaciéon de especies
dentro del género se encuentra cuestionada debido a que, a pesar de presentar
diferencias morfoldgicas, las relaciones filogenéticas a partir de andlisis moleculares
sugieren una revision taxonomica (LeDuc et al. 1999, Harlin-Cognato & Honeycutt
2006, May-Collado & Agnarsson 2006, Banguera-Hinestroza et al. 2014, Vollmer et
al. 2019). Recientemente, se ha sugerido la reasignacién de cinco de las especies a otros
géneros ya existentes, entre los cuales se encuentra el delfin austral (Vollmer et al.
2019); sin embargo, al mismo tiempo se plantea la necesidad de mds andlisis que
permitan una mejor comprensiéon de las relaciones filogenéticas, por lo que la
resoluciéon taxondmica permanece inconclusa, manteniéndose la nomenclatura

tradicional (Goodall et al. 1997).

El delfin austral es ventralmente de color claro y dorsalmente de color gris
oscuro o negro, con dos dreas mas claras a ambos lados (Fig. 4). Uno de los parches es
curvo y se extiende entre la zona caudal hasta debajo de la zona anterior de la aleta
dorsal, mientras que el otro parche se ubica en la regidn tordcica delineada por una
linea oscura en su superficie inferior, coincidente con las aletas pectorales. Estas
ultimas y la aleta dorsal son de color oscuro con zonas claras en el lado posterior.
Posee un parche negro en la garganta que varfa individualmente en su forma, y que
al igual que la dnica linea clara lateral, es una caracteristica que permite diferenciarlo

del delfin oscuro L. obscurus (Goodall et al. 1997, Cipriano 2018).

19



Fig. 4: Ilustracion del delfin austral (Lagenorbynchus australis). Fuente: Encyclopedia of Marine
Mammals 3" Edicién.

El delfin austral es una especie endémica que se encuentra confinada en las
aguas de la plataforma de América del Sur. La especie se distribuye comdnmente entre
38eSy 5998 en el Océano Pacifico y con limite norte a los 44¢S en el Océano Atldntico,
incluidas las Islas Malvinas, con registros extraordinarios de 332S y 38¢2S en el Océano
Pacifico y Atldntico, respectivamente (Cipriano 2018) (Fig. 5). Frecuenta diferentes
hdbitats costeros que incluyen bosques de macroalgas marinas (ej., Macrocystis
pyrifera), tiordos y bahias profundas (de Haro & Ifiiguez 1997, Goodall et al. 1997,
Lescrauwaet 1997, Brownell Jr et al. 1999, Dellabianca et al. 2016), aunque también
se pueden encontrar hasta los 300 km mar adentro (Dellabianca et al. 2016).
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Fig. 5: Distribucién del delfin austral (Lagenorbynchus australis).
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Existen muy pocos estudios sobre la abundancia del delfin austral a lo largo de
su distribucién, y cuyas estimaciones no son comparables a ambos lados del
continente debido a diferencias en la metodologia, modelado y drea geografica. En la
region atldntica, entre 2009 y 2015 mediante el avistamiento con embarcaciones a lo
largo de la plataforma continental, se estimd la presencia 19.924 individuos, con un
coeficiente de variacién (CV) de 0.2 (Dellabianca et al. 2016). A su vez, en aguas
costeras de las Islas Malvinas se estimaron 1.896 animales (CV = 0.33) a través de
censos aéreos durante el 2017 (Costa et al. 2018). Del lado pacifico, los estudios
realizados son a escala regional y estdn sesgados a la region de los fiordos chilenos (sur
de la distribucion), siendo la especie mds avistada en la regidon (Goodall et al. 1997,
Brownell Jr et al. 1999). Las estimaciones a través de tasas de encuentro rondan los
2400 individuos en la region de Magallanes, y de 200 individuos cerca de la Isla de
Chiloé, mediante foto-identificacién y modelos de captura-recaptura (Heinrich &

Dellabianca 2019).

La especie se vio afectada por una sola pesqueria dirigida a dos especies, la
centolla y el centollon Paralomis granulosa, durante las décadas de 1970 y 1980 al ser
utilizado como cebo (Goodall et al. 1988a, Goodall & Schiavini 1994, Lescrauwaet &
Gibbons 1994). A pesar de la falta de informacidn sobre cudntos individuos fueron
extraidos durante esta pesqueria, se cree que la explotacion fue lo suficientemente
intensa como para que el delfin austral estuviera en riesgo de extincion local (Goodall
etal. 1988a). Actualmente, la especie estd expuesta a la degradacidn del hdbitat debido
principalmente al aumento de las actividades de exploracion y explotacién de petréleo
(de Haro 2003) y, en menor medida, a actividades humanas como la pesca y el
turismo. En cuanto a su estado de conservaciodn, la especie se encuentra categorizada
como “Preocupacién menor” (Hevia et al. 2019) en la ultima Lista de Roja de
Mamiferos de Argentina 2019 (SAREM-Ministerio de Ambiente y Desarrollo

Sostenible de Argentina).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura genética de la poblacion e investigar la ecologfa tréfica
de dos especies simpdtricas, la tonina overa y el delfin austral, a lo largo de la costa de
Patagonia, mediante la utilizacién de is6topos estables y marcadores moleculares

neutros.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar de forma comparativa el uso de habitat y nivel tréfico de las dos
especies de cetdceos Lagenorhynchus australis y Cephalorhynchus commersonii por medio
de técnicas de isétopos estables de 8'*C y "N en muestras de tejido de renovacion
rdpida (piel).

e Explorar cambios en la dieta de las dos especies a lo largo de las ultimas
décadas, con el fin de utilizar estas especies como indicadoras de cambios a largo plazo
en el medio ambiente por medio de técnicas de is6topos estables de 0'3C y 0N en
muestras de tejido de renovacion lenta (hueso).

e Evaluar el grado de aislamiento poblacional a lo largo del litoral argentino.
Estimar la diversidad génica, documentar el flujo génico y patrones de migracién
entre poblaciones. Integrar ambas herramientas, genéticas e isotdpicas, para definir,
delimitar y caracterizar las unidades poblaciones y las relaciones inter-especificas de

estas especies.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

e El hdbitat y sus presas condicionan el uso de recursos por parte de los delfines
australes y las toninas overas.

Predicciones:
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i- La sefial isotdpica de 0'*C y 9'°N serd igual cuando ambas especies usen el
habitat de manera similar y diferird intra e interespecificamente cuando exista

segregacion de hdbitat y un uso diferencial de los recursos tréficos.

ii- Se detectardn diferentes estrategias de forrajeo entre ambientes (costero vs.
ocednico; peldgico vs. bentdnico; bosque de macroalgas (ej., Macrocystis pyrifera) vs.

descargas de aguas continentales vs. rias) dentro y entre las especies bajo estudio.

iii- Se detectardn diferentes estrategias de forrajeo entre macho y hembra
intra e interespecificamente.

e Existen cambios en la dieta de ambas especies en las dltimas décadas,
producto de cambios en los recursos tréficos que afectan a las dos especies.

Prediccion: Los valores isotopicos de 0'°C y 0N en las muestras de hueso
variardn en el transcurso del tiempo.

e La divergencia genética ocurre en escalas geogrificas pequefias y el flujo
génico estd limitado tanto por la heterogeneidad de recursos, como por la
especializacion de hébitat.

Predicciones:

i- Ambas especies presentardn una estructura genética poblacional alta a lo
largo del litoral argentino (bajo flujo génico, baja tasa de migracidn).

ii- La estructura génica poblacional de cada especie estard condicionada a
cambios demogréficos histdricos ocurridos en un pasado reciente.

iii- Los individuos que pertenecen a la misma matrilinea tendrdn valores
isotopicos similares de 0'°C y 0"5N.

iv- Se detectardn diferentes estrategias de forrajeo (costero, peldgico) entre

las diferentes matrilineas.
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AREA DE ESTUDIO

El drea de estudio abarca el sector del Océano Atldntico Sudoccidental entre
Peninsula Valdés (42°S) y el Canal de Beagle (56°S), delimitado longitudinalmente
por la linea de costa y el talud (Fig. 6A). Dicha regién forma el gran sector patagdnico-
fueguino, el cual cubre una superficie de 750.000 km?* aproximadamente (Piola 2008).
Las aguas subantarticas del extremo norte del Pasaje de Drake y de la corriente de
Malvinas (Fig. 6B) son la principal fuente de agua del Mar Patagonico (Guerrero &
Piola 1997). Esta ultima corriente, fria y rica en nutrientes, ingresa por el sur siguiendo
el contorno del talud y es el eje funcional del sistema (Piola & Rivas 1997). En la Zona
de Confluencia, choca con aguas cdlidas y con baja concentracion de nutrientes de la
corriente de Brasil, produciendo uno de los frentes marinos mds importante del
ecosistema (Acha et al. 2004). Ademds, a lo largo de la region se encuentran otros
frentes marinos, como el frente de talud (ocasionado por la surgencia o “upwelling”
de masas de agua de la corriente de Malvinas), el frente de mareas patagonico (debido
a la amplitud de mareas) y los frentes estuariales (por aporte de aguas continentales)
(Acha et al. 2004). Todos ellos, en mayor o menor medida, son los responsables de
que el Mar Patagdnico sea el drea de mayor productividad del Atldntico sudoccidental
(Acha et al. 2004, Falabella et al. 2009). En cuanto a su batimetr{a, comprende en su
totalidad a la plataforma continental, una provincia fisiogeografica caracterizada por
tener suaves pendientes, escaso relieve y de un ancho variable que en general crece de
norte a sur. La misma se desarrolla desde la linea de costa hasta el quiebre que la separa
del talud (drea donde la pendiente desciende bruscamente) ubicado entre los 120 y
240 m de profundidad dependiendo de la regién (Parker et al. 1997). Incluye, ademds,
dos de las tres regiones que componen al Gran Ecosistema Marino Patagdnico,
diferenciadas entre si por caracteristicas topograficas, oceanogrificas y bioldgicas

(Hempel & Sherman 2003) y en las cuales quedan contenidos regimenes
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oceanograficos basados en las propiedades fisicas del agua (temperatura y salinidad),

los frentes ocednicos predominantes y la circulacion marina (Falabella et al. 2009).
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Fig. 6: 1- Mapa del sector patagénico-fueguino y sus respectivas regiones como drea de estudio. Se
detallan el Mar Argentino (celeste) delimitado por el borde externo de la plataforma continental
(linea gris continua), los limites politicos internacionales (linea roja continua), los principales rios
de la regién patagdnica y los principales accidentes geograficos costeros (A: Ria Deseado, B: Bahia
San Julidn, C: Ria Santa Cruz y D: Estrecho de Magallanes). 2- Mapa con las principales corrientes
marinas del Mar Patagénico. 3- Mapa con las principales dreas frontales: Frente del talud (Azul),
Frente estuarial frio (Violeta) y Frente de marea (Verde). Mapas 2 y 3 adaptados de Falabella et al.
(2009).

La region “centro-norte de Patagonia” se define entre la desembocadura del

Rio Negro en el Golfo San Matias (41°S) y Puerto Deseado (48°S), en la que se
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incluyen los golfos norpatagénicos, y la desembocadura del Rio Chubut y Deseado
(Fig. 6A). Domina en su totalidad el régimen oceanografico Plataforma (Fig. 6C)
compuesto principalmente por aguas de origen subantdrtico diluidas por descargas
continentales. La plataforma continental es amplia, de alrededor de 350 km de ancho,
con dominancia de aguas frias y ricas en nutrientes (Guerrero & Piola 1997, Parker et
al. 1997). Existe una alta productividad bioldgica debido al frente de mareas
patagonico (Acha et al. 2004), destacindose a la anchoita Engraulis anchoita, la
merluza comun Merluccius hubbsi, el langostino Pleoticus muelleri y el calamar comdn
lllex argentinus como especies claves que sustentan a la comunidad marina y a la
actividad pesquera comercial (Bertolotti et al. 2001, Martini 2001, Hansen et al. 2009,
Salas et al. 2011, Romero et al. 2012, Cousseau & Perrotta 2013, Loizaga de Castro et

al. 2016a, Pesquero 2016, Loizaga de Castro et al. 2017).

La regidn “sur de Patagonia” continda hasta el Canal Beagle (56°S) e incluye a
la Isla Grande de Tierra del Fuego, las Islas Malvinas e Islas de los Estados (Fig. 6A).
Presenta en exclusividad el régimen Magalldnico, el cual corresponde a frentes
costeros asociados a descarga de agua dulce (Rio Deseado, Chico, Santa Cruz y
Gallego), y el régimen Plataforma en las dreas alejadas de la costa (Fig. 6C). La
plataforma continental presenta su ancho maximo de 850 km frente a la Bahia Grande
de Santa Cruz y luego disminuye a 10 km al sur de la Isla de los Estados (Parker et al.
1997). Entre los accidentes geograificos costeros se destacan al estrecho de Magallanes,
una serie de cabos (Cabo Virgenes, Cabo Espiritu Santo y Cabo Buen Suceso), la Ria
Gallegos y la Bahia San Julidn (Fig. 6A). La region sur se caracteriza ademads por una
alta productividad bioldgica que sirve de sustento para las tramas tréficas y en la cual
algunos depredadores tope presentan las abundancias mds altas, entre los cuales se
incluye la tonina overa (Pedraza 2008) y el delfin austral (Dellabianca et al. 2016).

Entre las especies principales que componen los niveles tréficos medios (meso) se

26



destacan la sardina fueguina Sprattus fuegensis, la merluza de cola Macruronus
magellanicus, los nototénidos Patagonotothen spp. y los atherinidos Odonthestes spp., el
calamar comun y el calamarete del sur Doryteuthis gahi (Bastida et al. 1988, Thompson

et al. 1998, Koen Alonso et al. 1999, Schiavini et al. 2005, Riccialdelli et al. 2013).

OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras de piel y hueso obtenidas en esta tesis tienen diferentes origenes, a
partir de animales muertos varados en la costa o provenientes de captura incidental y
de toma de biopsias de animales de vida libre. En cuanto a las muestras de potenciales
presas de los delfines, las mismas fueron adquiridas a partir de donaciones de

diferentes pesquerfas (pesca recreativa, artesanal y comercial).

El muestreo de piel y hueso de individuos hallados muertos en la costa o en
redes de pesca fue realizado mediante relevamientos terrestres por investigadores
pertenecientes al Laboratorio de Mamiferos Marinos (LAMAMA) del Centro para el
Estudio de Sistemas Marinos del Centro Nacional Patagénico (CESIMAR —
CONICET), y por personal de la Fundacién Cethus, quienes donaron material de su
coleccion. Las necropsias llevadas a cabo por el LAMAMA fueron realizadas a campo
o en laboratorio, siguiendo el método propuesto por Norris (1961). Durante las
necropsias se registraron el sexo y el estado de descomposicion del individuo. Todas
las muestras de piel de individuos muertos fueron preservadas en cimara de frio a -

20°C.

Las muestras de piel obtenidas a partir de biopsias se realizaron mediante
relevamientos nduticos siguiendo el protocolo propuesto por Loizaga de Castro et al.
(2013b). El mismo consiste en realizar transectas al azar en las diferentes localidades
de muestreo, utilizando una embarcacién del tipo semirrigido de alrededor de 6-7

metros de eslora y con motor fuera de borda. El método de toma de muestra consistié
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en estar ubicado sobre la proa de la embarcacion y extraer piel de la region dorsal,
alrededor de la aleta dorsal, al momento en que los individuos salen a respirar (Fig.
7). Para ello se utiliz6 un palo de madera (1,5 m de longitud) en cuyo extremo se ubica
un sacabocado de acero inoxidable intercambiable, lo que permite utilizar un
sacabocado por muestra. Previamente a su uso, las puntas de biopsias fueron
cepilladas, hervidas durante 30 minutos, colocadas en un recipiente con etanol 96 %
y flameadas con mechero, para finalmente ser conservadas en recipientes pldsticos.
Una vez extraida la muestra, la misma fue conservada inmediatamente en una
solucién al 20% de Dimetilsulfoxido saturada con NaCl (Amos & Hoelzel 1991) y
luego, en el laboratorio, preservada a -20°C hasta ser utilizada. Para cada muestra se
registro la coordenada geografica mediante el uso de GPS y, una vez en el laboratorio,
se les realizé un sexado molecular amplificando las regiones ZFX y ZFY de acuerdo
con Bérubé y Palsbell (1996), en conjunto con aquellas muestras de individuos

muertos hallados en la costa a los cuales no se les pudo determinar el sexo.

Fig. 7: Imagen ilustrativa de toma de biopsia de un individuo adulto de delfin austral (Lagenorhynchus

australis).
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CAPITULO 11

Segregacion de nicho 1sotopico de

dos especies de pequenos cetaceos



INTRODUCCION

La presencia de especies simpdtricas implica la existencia de algin grado de
reparticion de recursos que, a través del proceso evolutivo, hayan reducido la
competencia (Roughgarden 1976). De acuerdo con la teorfa de nicho y como
consecuencia de la exclusion competitiva, la segregacién de nicho ha permitido la
coexistencia de especies con requerimientos ecoldgicos similares (Pianka 1974, 2011).
Particularmente en delfines, esta segregacion usualmente se observa a nivel de nicho
tréfico relacionado a la disponibilidad de presas, lo que resulta en un uso de hébitat
diferencial dentro del mismo hdbitat (Bearzi 2005). Esto ocurre incluso en especies
que forman grupos mixtos como una estrategia para mejorar sus eficiencias de
alimentacion (Loizaga de Castro et al. 2017). Por lo tanto, identificar los
requerimientos de cada especie es el objetivo principal de estudios ecoldgicos para
comprender los mecanismos de coexistencia y son, ademds, la clave para la
conservacidn de la biodiversidad bajo un escenario de cambio climdtico y de aumento

de las actividades desarrolladas por el hombre (Gavrilchuk et al. 2014).

Los delfines tienen un gran potencial de dispersion, pudiendo recorrer grandes
distancias, lo que dificulta la observacion directa de sus hébitos alimenticios (Boyd et
al. 2010). El uso del contenido estomacal para estudiar la dieta de los mamiferos
marinos se ha convertido en una prictica tradicional (Bowen & Iverson 2013). A pesar
de las numerosas ventajas de este método, presenta algunas desventajas relacionadas,
por un lado, a los sesgos en el muestreo, dado que la informacion se obtiene a partir
de animales muertos (varados en las costas o mortalidad incidental); y por otro lado,
de la naturaleza temporal de la informacién, ya que los datos proporcionados
corresponden solo a los ultimos eventos de alimentacidén y estdn limitados a presas
con estructuras diagnosticas duras, que no hayan sido totalmente digeridas (Pasquaud

et al. 2007). En este sentido, los andlisis de isdtopos estables son muy dtiles para
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comprender la ecologia tréfica de los delfines (Ambrose et al. 2013, Loizaga de Castro
et al. 2016a, Giménez et al. 2017, Loizaga de Castro et al. 2017). Si bien la técnica no
permite un poder de resolucidén a nivel taxondmico, a diferencia del andlisis de
contenido estomacal, los estudios de dieta basados en el andlisis de isétopos estables
requieren solo una pequefia muestra de tejido, utilizindose aproximadamente de 0,5-
0,6 mg de muestra (Michener 1994). Asimismo, proporcionan informacién integrada
de todas las presas asimiladas durante un periodo prolongado de tiempo, sin la
necesidad de observaciones directas de los taxones marinos (Koch 2007, Kiszka et al.
2014). La escala temporal depende de la tasa de renovacion del tejido utilizado para
el analisis, que puede oscilar entre 2 y 6 meses en la piel (Caut et al. 2011, Browning
et al. 2014, Giménez et al. 2016) y entre 5-10 anos en el hueso (Koch 2007). De esta
manera, se puede obtener informacidn a corto y largo plazo sobre la dieta de un
depredador que permita una mejor comprension de los requerimientos tréficos de la

especie.

Los is6topos se definen como diferentes formas del mismo elemento con
diferente masa atdmica, es decir contienen distinto ndmero de neutrones en su ntcleo
y el mismo ndmero de protones y electrones. El concepto de estables se debe a que el
namero de particulas subatdmicas no se modifica con el paso del tiempo (Chang
2007). Aquellos con mayor masa atémica se los denomina isétopos pesados, mientras
que los de menor masa son llamados isétopos livianos; y se los representa con el
ndmero de masa atémica (ej.: *C, N o 2C, N, respectivamente) (Fry 2006). Estas
diferencias en masa hacen que no reaccionen de la misma manera en los diferentes
procesos fisioldgicos y fisicoquimicos, siendo los is6topos estables livianos los que
reaccionan con mayor rapidez y requieren menor energia de activacién (Fry 2006). A
este fenémeno se lo denomina fraccionamiento isotdpico y es un de los causantes de
las diferencias observadas entre las composiciones isotdpicas de las fuentes (presas) y

los consumidores (depredadores) (Schoeller 1999, Fry 2006).
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Los isétopos del carbono (1*C/12C) y del nitrégeno (>N/!*N) son los principales
is6topos estables utilizados en el estudio de la ecologfa tréfica de mamiferos marinos
(Newsome et al. 2010). Por un lado, la relacién *C/!*C permite separar entre hédbitats
de plataforma/offshore y costeros/inshore, dependiendo si la fuente de carbono
proviene del fitoplancton o de las macroalgas, respectivamente (Rubenstein &
Hobson 2004, Fry 2006). Estas diferencias estin también relacionadas a otros factores
que pueden afectar los valores de 3°C en el ambiente marino. Principalmente se
destacan la concentracion de CO; disuelto, la temperatura, la tasa de crecimiento de
las algas, la fuente y suministro de carbono inorgdnico, y la composicion especifica
del productor primario, el tamafio y las tasas de crecimiento (O'Leary 1988, Goericke
& Fry 1994, Laws et al. 1995, Popp et al. 1998). En consecuencia, lo que se observa es
una variacion espacial y temporal en los valores de 8'*C en el medio marino que
genera un gradiente a escalas regionales, como lo es la variacién en distancia a la costa,
entre accidentes geograficos y en profundidad (Goericke & Fry 1994, Riccialdelli et
al. 2017, Galvan et al. 2018) y a escalas globales, registrindose un aumento en los
valores de *C del fitoplancton inversamente proporcional a la latitud (Michener &
Kaufman 2007, McMahon et al. 2013). Por otro lado, la relacién "N/"“N es un
indicador del nivel tréfico dado que, producto de una excrecidon preferencial del
isétopo estable liviano se produce un enriquecimiento del isétopo estable pesado que
aumenta de presa a depredador (Caut et al. 2009). Existe también una variacion
ambiental en los valores de 6"°N dependiente de la fuente de nitrégeno disponible,
destacindose en el medio marino la concentracién y captacion de nitrato (NO3) y la
fijacion de nitrégeno molecular (N2), seguido de escorrentias y deposicién
atmosférica (Montoya 2007). En regiones donde la fuente principal para los
productores primarios es el NO3™ debido a una alta concentracion de nutrientes, se
observan valores de 3N mds altos; mientras que en zonas donde la concentracién de

NOs es baja, la fijacién de N es fundamental y los valores de 3N son relativamente
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mads bajos (Montoya 2007, Sigman et al. 2009). La combinacién de ambos isétopos
estables permite estimar el nicho isotdpico ocupado por una especie, incluida la
superposicién entre nichos intra e interespecificos, y explorar la dieta de un

depredador (Newsome et al. 2007).

En primer lugar, el nicho isotdpico se puede definir como un drea (en el espacio
d) con valores isotdpicos (valores 8) como coordenadas, donde el espacio d es
comparable al espacio n-dimensional que contiene el nicho ecoldgico definido por
Hutchinson (1957). Esta aproximacion se basa en el supuesto de que la composicion
quimica de un consumidor se ve afectada directamente por lo que consume y su
hdbitat, siempre que sean diferentes en sus valores isotopicos (Newsome et al. 2007).
De esta manera, quedan definidas variables asociadas a los recursos utilizados por los
individuos y a las condiciones fisicas y bioldgicas en las que habitan (Hutchinson
1978), permitiendo asi comprender relaciones tréficas intra e interespecificas. En
segundo lugar, con base en la relacién que existe entre la composicion isotdpica del
consumidor y sus presas, se puede estimar la contribucidn relativa de las potenciales

presas a la dieta de un depredador (Fry 2006).

Las dos especies de delfines estudiadas en esta tesis habitan en simpatria a lo
largo del Océano Atldntico suroccidental. Sin embargo, y a pesar de encontrarse tanto
en hdbitats costeros como ocednicos, los requerimientos ecoldgicos parecerfan ser
diferentes, indicando algun grado de segregacion en el uso del hibitat (Ver capitulo
I). A lo largo de costa de Argentina, los delfines australes generalmente se encuentran
asociados a ambientes costeros, incluso dentro de caletas y pequenias bahfas,
dominados por bosques de macroalgas (de Haro & Ififguez 1997, Goodall et al. 1997,
Lescrauwaet 1997, Brownell Jr et al. 1999, Dellabianca et al. 2016); mientras que la
tonina overa prefiere dreas donde la plataforma continental es ancha, con fuerte

energia de mareas y en cercania de las desembocaduras de rios (Goodall et al. 1988b,
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Goodall 1994, White 2002, Coscarella 2005, Garaffo et al. 2011, Loizaga de Castro et
al. 2013a, Loizaga de Castro et al. 2013b, Dellabianca et al. 2016). Estos patrones de
distribucion y abundancia de ambas especies también se reportaron para las Islas
Malvinas, donde las mayores concentraciones de delfines australes fueron encontradas
en sitios con dominancia de macroalgas; mientras que las toninas overas fueron
avistadas mayormente en dreas costeras con fuerte mezcla de mareas y proximo a las

desembocaduras de rios (Franchini et al. 2020).

En cuanto a los estudios de dieta basados en el andlisis de contenidos
estomacales a lo largo de la costa argentina, sugieren que la tonina overa prefiere peces
demersales-peldgicos en hdbitats costeros. Bastida et al. (1988) reportaron en Tierra
del Fuego la presencia de misidaceos, peces (principalmente peldgicos), calamares y
crustdceos en su dieta. Ademds, los andlisis de istopos estables llevados a cabo en la
misma regién son consistentes con los estudios de dieta tradicional y sugieren que la
tonina overa consume principalmente peces pelagicos y costeros, seguido de especies
bento-peldgicas, con una diferencia en la contribucidn relativa de cada presa de
acuerdo a la clase de edad (Riccialdelli et al. 2013). Koen Alonso (1999) encontrd en
9 contenidos estomacales del centro de Patagonia que las toninas overas se alimentan
de peces peldgicos, calamares y crustdceos. Para los delfines australes, existe escasa
informacion sobre su dieta a lo largo de la costa de Argentina. Pocos estudios
reportaron las preferencias dietarias de la especie. Schiavini et al. (1997) encontraron
en Tierra del Fuego que la especie parece alimentarse de presas demersales y de fondo
asociadas a bosques de macroalgas. En Puerto Deseado, un estudio basado en 3
contenidos estomacales revelé que el delfin austral es un depredador generalista
costero, destacando la presencia de huevos de mixines Myxine sp. (Ifiguez & de Haro
1994), lo que sugiere una estrategia de alimentacién bentdnica como fue informado

por Schiavini et al. (1997). Finalmente, con base en un solo estomago de un individuo
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del centro de Patagonia, se reportaron tres especies de presas que incluyen peces

peldgicos-demersales, peces bentonicos-demersales y calamares (Lichter 1992).

Considerando la importancia de la aplicacion de andlisis de isdtopos estables en
el estudio de la ecologia tréfica de las especies, en conjunto con la informacién
disponible a partir de estudios de dieta tradicional, y con el fin de comprender mejor
las relaciones troficas entre la tonina overa y el delfin austral; el objetivo de este
capitulo es evaluar el uso del hdbitat y explorar el nicho isotdpico de estas dos especies
de delfines endémicos que viven en simpatria a lo largo del Mar Argentino. La
hip6tesis de estudio es que ambas especies de delfines utilizan los recursos tréficos de
manera diferencial evitando la competencia y promoviendo la vida en simpatria. En
consecuencia, no se espera una superposicion significativa en el nicho isotépico, dada

la existencia esperada de diferentes estrategias de alimentacion entre ambas especies.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y toma de muestras

El drea de estudio comprende las regiones oceanogrificas Centro-Norte y Sur de
Patagonia (Fig. 8) definiendo cinco sitios de muestreo. El sitio mds austral
corresponde al sur de la provincia de Santa Cruz (SSC), seguida de la localidad de
Puerto Deseado (PD), en la que se destaca la rfa de Puerto Deseado y actividad
portuaria asociada principalmente a la actividad pesquera. Al norte de dicha localidad,
se encuentra el Golfo San Jorge (GS]J) destacado por su alta productividad y en el cual
se desarrollan dos de las principales pescas industriales de nuestro pais asociadas a la
merluza comun, Merluccius hubbsi, y el langostino, Pleoticus muelleri. En la region
norte del GSJ se ubica la localidad de Bahfa Camarones (BC), la cual incluye el drea
natural protegida (ANP) Parque Interjurisdiccional Marino Costero Patagonia
Austral (PIMCPA) donde se encuentra prohibida cualquier actividad extractiva, a

excepcidn de la pesca deportiva bajo cierta regulacion. Particularmente, esta drea
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cubre una superficie total de 132.124 hectdreas, incluyendo ecorregiones terrestres y
marinas. El parque nacional protege alrededor de 180 km de costa marina (1,8 millas
nduticas de la costa) y mds de 55 islas, todas ellas caracterizadas por la presencia de
numerosas caletas y pequenias bahfas (APN 2018). Al norte de BC, se encuentran la
localidad de Playa Unién (PU) cuyo accidente geogrifico a destacar es la
desembocadura del Rio Chubut. La zona estd asociada al trdfico maritimo, producto
de las pesquerfas comerciales antes mencionadas y a las actividades turisticas, como el
avistaje de tonina overa, desarrollado durante los meses de verano principalmente.
Finalmente, al norte del drea de estudio se destaca la localidad de Miramar, en la costa

de la Provincia de Buenos Aires, donde el avistaje de cualquiera de las especies bajo

estudio se considera inusual.
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Fig. 8: Area de estudio con el detalle de los sitios de muestreo (M = Miramar, PU = Playa Unidn,
BC = Bah{a Camarones, GSJ = Golfo San José, PD = Puerto Deseado, SSC = Sur de Santa Cruz) de las
dos especies de delfines, cuyo formato de color corresponden a muestras de: rojo: Cephalorhynchus
commersonii, verde: Lagenorhynchus australis, negro: ambas especies. Se amplia el sitio BC, detallando el
Area Marina Protegida (Ifnea gris continua) y los puntos de muestreo a partir de biopsia (circulos) y de

individuos varados (cuadrados), manteniendo el formato de color de los sitios de muestreos.
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Se recolectaron un total de 55/34 muestras de piel y 22/4 muestras de hueso de
toninas overas y delfines australes, respectivamente, a lo largo del drea de muestreo y
en diferentes momentos del ano, aunque mayormente pertenecieron a la estacion
primavera-verano (Tabla 1). Particularmente, para la localidad de BC, las muestras de
ambas especies pertenecieron a muestreos realizados en diciembre de tres anos
consecutivos (2007 a 2009) y 2013 en el ANP (Fig. 8). Ademds, se le suma una sola
muestra de piel de delfin austral de un individuo encontrado varado muerto en la
costa en 2012. Las posibles especies presa se seleccionaron de acuerdo con la
informacion publicada de contenidos estomacales y a la informacion ecoldgica de los
delfines, considerando la region oceanogrifica donde se obtuvo la muestra del
depredador. De la literatura disponible, se tomaron valores ya reportados de isétopos
estables del musculo blanco dorsal de peces peldgicos y del manto de cefalépodos
(Forero et al. 2004, Drago et al. 2009a, Drago et al. 2009b, Vales et al. 2015). Para
aquellas presas sin informacidn previa, se obtuvieron muestras de pesquerias (n = 12)
y se realizé el andlisis isotdpico correspondiente (ver apartado Andlisis de isétopos

estables).
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Tabla 1: Resumen del muestreo para Cephalorhynchus commersonii'y Lagenorhynchus australis, detallando
el tamafio muestral (n), afio de muestreo (afio), tejido y sitio de muestro (localidad)

Localidad n Tejido Ao

Lagenorbynchus australis

Bahia Camarones 34 Piel 2007-2013

Miramar 1 -

Bahia Camarones 1 -

Puerto Deseado 1 Hueso -
Desconocido 1 -
Cephalorbynchus commersonii
Playa Unién 18 2008-2015
Bahia Camarones 14 ) 2007-2009
Golfo San Jorge 8 Piel 1992-1993
Puerto Deseado 15 2008
Playa Unién 9 1985-2016
Bahia Camarones 2 2011
Golfo San Jorge 8 Hueso 1992-1993
Sur de Santa Cruz 3 1981-2017

Analisis de is6topos estables

A las muestras de piel de delfin se las enjuagaron 5 veces con agua desionizada
para evitar la posible influencia del DMSO en la composicién isotdpica de las
muestras (Newsome et al. 2018). Luego, junto con las muestras de presas, se les
extrajeron los lipidos con una solucién 2: 1 de cloroformo: metanol en sucesivos
lavados de 24 horas (3-5 veces) y se liofilizaron a -80 ¢C hasta la determinacion de la
composicion isotdpica (Newsome et al. 2018). Las muestras de hueso de delfines
fueron primeramente descalcificadas con el fin de eliminar las variaciones indeseadas
en los valores de §"*C debido a la presencia de carbono inorginico (Lorrain et al.
2003). Para ello, el tejido fue tratado con dcido clorhidrico (HCI) 0,5N en sucesivos
lavados de 24hs cada uno a temperatura constante de 52C en heladera, utilizando
tubos de vidrio parcialmente tapados para permitir la liberacién de CO.. El tiempo
de desmineralizacién completa vari6 entre muestras, tomdndose como referencia la

interrupcion del burbujeo producto de la liberacidén de CO, y la flexibilidad de la
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muestra, considerandose como éptimo el momento en el cual la muestra presentaba
una textura esponjosa. Luego se la enjuagd 3-5 veces con agua destilada para eliminar
el exceso de HCI (para mas detalle ver Newsome et al. 2006). Finalmente se procedio
a la extraccion de lipidos siguiendo el mismo protocolo detallado para las muestras

de piel y de presas, para luego ser liofilizadas.

Las proporciones de nitrégeno y carbono se midieron en aproximadamente 0,5-
0,6 mg de muestra seca encapsuladas en cdpsulas de estano, usando el espectrometro
de masas de proporcion de isétopos en modo de flujo continuo en el Centro de
Isétopos Estables de la Universidad de Nuevo México (UNM-CSI siglas en inglés, EE.
UU.). Todos los espectrometros de masas estdn conectados a un analizador elemental
(EA-IRMS). Los resultados se informan en notacién d en unidades por mil (%) siendo
Viena PeeDee Belemnite (V-PDB) y Atmospheric Isotope Reservoir (AIR) los

estandares internacionalmente aceptados para 6'*C y 0"’ N, respectivamente, como:
oX = (Rmuestra / Resténdar - 1) *1000

donde R representa la relacion entre el isétopo pesado y liviano (C/*C o
ISN/!4N) para la muestra y los estindares, y X es 1*C o '’N (Peterson & Fry 1987). Se
utilizaron cuatro estindares secundarios internos (caseina, protefnas de soja, atin y
suero) de isétopos internacionales proporcionados por el Organismo Internacional
de Energia Atémica (IAEA siglas en inglés) para calibrar las estimaciones de nitrégeno
y carbono con una precisiéon de 0,30 %o y 0,20 %o, respectivamente. Los estindares
internos de laboratorio se calibraron contra IAEA N1, IAEA N2, USGS42 y USGS43
para 8N y USGS42, USGS43 y OAS Protein para §°C. Ademds, se considerd la
relacion carbono: nitrégeno (C: N) de todas las muestras como indicador de una
eficiente extracciéon de lipidos, tolerando variaciones de entre 2,8 y 3,5 para las

muestras de hueso (Ambrose 1990) y de hasta 4 en las muestras de piel (Kiszka et al.
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2010). Aquellas muestras que presentaron valores por fuera de los tolerados no fueron

consideradas en el anilisis.

Analisis de datos

Consideraciones para la comparacion e interpretacion de las

composiciones isotopicas

Efecto Suess

Se denomina efecto Suess a los cambios en las relaciones isot6picas del Carbono
producto de la liberacion de CO; antropogénico a la atmdsfera (Keeling 1979). Este
fendmeno tiene sus origenes en la revolucién industrial, donde la combustién de
combustibles fésiles ha aumentado la concentracion de *C en el CO, atmosférico
debido a que estdn relativamente agotados en *C, provocado asi una disminucién en
la proporcién de *C/?C (Keeling et al. 2017). Este cambio también se ha observado
en la reserva ocednica de carbono inorgdnico disuelto (DIC), dado que existe un
equilibrio entre el CO; atmosférico y el CO; acuoso basado en el ciclo del Carbono.
Dicho equilibrio no es inmediato, ya que la absorcion ocednica de CO, de
combustibles fésiles presenta un desfasaje de alrededor de 10 afios (Quay et al. 2003).
El cambio ocurre inicialmente a nivel basal en las tramas tréficas, particularmente
asociado al fraccionamiento del fitoplancton debido al empobrecimiento de *C en el
CO:s acuoso (Laws et al. 1995). Ese efecto se traslada a lo largo de las tramas tréficas,
por lo que se recomienda considerar el efecto Suess en los andlisis basados en una
escala temporal superior a los 10 afios (Verburg 2007, Clark et al. 2021). Por lo tanto,
para eliminar los cambios atmosféricos, se aplicé a los valores de isGtopos estables una
correccion del efecto Suess de 0,022 partes por mil/ano (Loizaga de Castro et al. 2016a)
utilizando como referencia el afio promedio entre los afios de muestreo de las

potenciales presas (2005) de acuerdo con Vales et al. (2020).
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Factor de discriminacidén tréfica

El factor de discriminacion tréfica (TDF siglas en inglés) se define como la
diferencia entre los valores isotopicos del tejido del consumidor y el valor isotdpico
de la presa promedio consumida (Post 2002). Por lo tanto, para permitir la
comparacion directa entre la composicion isotdpica de los consumidores y sus
potenciales presas se debe aplicar una correccion de acuerdo con el TDF. Como
consecuencia de diferentes procesos fisioldgicos asociados a la asimilacion del
alimento, al metabolismo del organismo y a la tasa de renovacién del tejido, el valor
de TDF cambia entre tejidos (por ejemplo, piel, hueso, musculo) y entre taxones (Fry
2006, Caut et al. 2009); por lo que su eleccién es esencial a la hora de una correcta
interpretacion de los datos (Bond & Diamond 2011). Dado que se carece de un TDF
especifico para las especies bajo estudio, se utilizaron aquellos disponibles y estimados
en especies lo mds emparentadas filogenéticamente. Para los anilisis a partir de
muestra de piel, se utilizaron valores de TDF de §"3C = 2,04 %o + 0,14 y 6" N = 2,96 %o
+ 0,12, segun los datos reportados para el delfin nariz de botella, Tursiops truncatus en
experimentos controlados con una dieta enriquecida en lipidos (Browning et al.
2014), similar a lo esperado para las especies en estudio. Con relacidn a los andlisis de
individuos a través de muestras de hueso, se utilizaron valores de TDF de 63C = 3,8
%0 + 0,5 y 3N =2,2 %0 + 0,7, estimados para la marsopa de puerto, Phocoena phocoena

(Toperoff 2002).

Analisis de la variacidon isotdpica intra e interespecifica

Se llevaron a cabo comparaciones intra e interespecifica de ambos cetdceos
mediante las composiciones isotdpicas medias de 8"3C y §"*N. En primera instancia,
se pusieron a prueba la normalidad (Shapiro-Wilk) y la homocedasticidad (prueba de
Levene) de los conjuntos de datos. En caso de cumplir con ambos supuestos, se

procedid a realizar la prueba paramétrica correspondiente; mientras que, en caso de
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no cumplir con alguno de los supuestos, se aplico la prueba estadistica no paramétrica

pertinente.

La variabilidad isotdpica entre especies en la localidad donde ambas especies
fueron muestreadas (Bahfa Camarones), fue evaluada utilizando un andlisis de la
varianza unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey a posteriori. A
nivel intraespecifico, en la tonina overa se exploraron diferencias intraespecificas a
partir de muestras de piel y hueso entre las diferentes localidades utilizando una
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de Tukey a
posteriori; y entre sexos a través de comparaciones de medias para muestras
independientes (prueba paramétrica t de Student). En el caso particular de los delfines
australes, mediante el uso de IBM, SPSS Statistics (SPSS 2017), se desarrollé un
Modelo Lineal Generalizado (GLM siglas en inglés) para comprender la variacion
isotopica (0"*C y 3°N) en las muestras del 2007 al 2012 del delfin austral en la tnica
localidad muestreada, debido a que se visualiz6 una tendencia al agrupamiento de los
datos. El GLM es una generalizacion de la regresion lineal ordinal que permite
analizar la variabilidad de datos cuando los errores de las observaciones siguen una
distribucién general perteneciente a la familia exponencial (normal, binomial,
Poisson, geométrica, gamma, normal inversa, geométrica, exponencial, normal
inversa, binomial negativa). Utiliza una funcién de enlace (identidad, logaritmica,
inversa, inversa cuadrdtica, rafz cuadrada, etc.) y un predictor lineal. Este dltimo se
define como la suma lineal de los efectos de una o mas variables explicatorias o
factores y, junto con la funcién de enlace, permite estimar los valores predichos por
los modelos que lo explican. Estos son comparados con los valores observacionales y
la diferencia entre ellos se mide en términos de devianza, definida como una medida
de bondad de ajuste del modelo (Myers et al. 2010). Para el GLM se tomaron en
consideracion el ano de muestreo, el sexo y la distancia a la costa como variables. Para

esta ultima variable, se definieron dos hdbitats diferentes de acuerdo con el sitio donde
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los delfines fueron muestreados, dividiendo aquellas muestras que fueron tomadas
cerca de la costa (A = <200m), incluso dentro de pequenas bahfas o caletas, y aquellas
obtenidas lejos de la costa (B = >200m). Todos los posibles modelos fueron
comparados con un modelo base (sin factores) usando la prueba Omnibus. La
seleccion del modelo se realizé utilizando el Criterio de Informacion de Akaike para
muestras pequenas (AIC. siglas en inglés) y con valores significativos de la prueba

Omnibus.

Estimacion del nicho isotopico

La estimacion del ancho del nicho isotdpico para cada especie y entre sexos, asi
como el solapamiento isotdpico intra e interespecifico fue estimado a partir del drea
de la elipse estdindar Bayesiana (SEAp siglas en inglés), expresada en %o SEAs
contiene el 95% de los datos independientemente del tamafio de la muestra y permite
la estimacion de un rango de valores probables para la elipse estindar calculada
(Jackson et al. 2011). La amplitud del nicho isotdpico fue calculada utilizando el
paquete SIBER (Stable Isotope Ellipses in R; Jackson et al. (2011)) en aquellos
conjuntos de datos donde se contaron con un minimo de 5 observaciones, dado que
asi lo requiere el modelo. La superposicion de nichos intra e interespecifica se estimd
mediante el paquete nicheROVER (Swanson et al. 2015). El método incorpora
medidas de incertidumbre mediante matrices de covariancia e inferencia Bayesiana.
De esta manera, se simulan elipses (SEAg) que determinan un drea a través del uso de
Método de Monte Carlo basado en cadenas de Markov (MCMC siglas en inglés);
pudiendo cuantificar las probabilidades de superposicién dentro o entre especies. Por
lo tanto, la métrica de superposicién media es definida como la probabilidad del 95%
de que una especies o grupo de alimentacidn se encuentre dentro de la region del
nicho de otra especie/grupo (Swanson et al. 2015). La superposicion en SEAp intra e

interespecifica se utilizé como una medida de particién del nicho isotdpico, donde la
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proporcién del drea de superposicion entre dos SEA fue expresada en porcentaje (%),
informando también la distribucion posterior de la superposicién probabilistica del

nicho y los intervalos de confianza del 95%. (Swanson et al. 2015, Garcia et al. 2018).

Modelos de mezcla isotdpica

Para estimar la contribucién proporcional de las potenciales presas (fuentes) a
las dietas de los delfines (consumidores), se utilizaron modelos de mezcla
implementados en el paquete MixSIAR (Bayesian Mixing Models in R: Stock y
Semmens (2016)). Los modelos de mezcla son utilizados para estimar la contribucién
de diferentes fuentes a una mezcla. Por lo general, estos modelos requieren trazadores
que permitan identificar las caracteristicas quimicas o fisicas tanto de las fuentes como
de la mezcla; se supone que estas caracteristicas se transfieren de manera predecible
de las fuentes a las mezclas a través de un proceso de mezcla. En ecologia, la mayoria
de las aplicaciones de modelos de mezcla utilizan valores de is6topos estables como
marcadores/trazadores en un esfuerzo por evaluar la contribucién de las presas
(fuentes) a la dieta de un consumidor (mezcla). Todos los modelos de mezcla tienen

/ M ./
sus raices en la misma ecuacidn de mezcla fundamental:
S s
Y; = § :pk“'jk’
k

donde el valor del trazador de la mezcla, Y7, para cada uno de los trazadores ; es
igual a la suma de los trazadores en la fuente, p$jk, multiplicado por su contribucion
proporcional a la mezcla, pk. Esta formulacidn bésica supone que (1) todas las fuentes
que contribuyen a la mezcla son conocidas y cuantificados, (2) los trazadores se
conservan a través del proceso de mezcla, (3) mezcla fuente y los valores del trazador
son fijos (conocidos e invariantes), (4) los términos pk suman la unidad, y (5) los

valores del trazador de cada fuente difieren (Stock et al. 2018).
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El modelo MixSIAR utiliza estadistica Bayesiana permitiendo estimar la dieta
asimilada del consumidor considerando la incertidumbre en la variabilidad isot6pica
(consumidores y fuentes), TDF, maltiples fuentes e informacién previa denominada
priors (Moore & Semmens 2008). En cuanto a las multiples fuentes, al considerar dos
variables (8"3C y "°N) se recomienda utilizar un médximo de siete fuentes (Phillips et
al. 2014). Siguiendo a Stock et al., 2018, cada modelo se ejecutd con tres simulaciones
de MCMC utilizando 1.000.000 de iteraciones con 500.000 de “burn in” y 500 de
thinning (adelgazamiento). Se utilizaron las pruebas de diagndstico Gelman-Rubin y
Geweke, con el fin de evaluar si cada cadena de MCMC habia convergido en la
distribucién posterior verdadera para cada variable en el modelo (Stock & Semmens

2016).

Prueba de sensibilidad

Debido a que en los modelos de mezcla los datos son distribuciones, y no valores
promedios, estos modelos cuantifican las contribuciones de las fuentes incluso
cuando la solucion es improbable, por ello es importante realizar previamente una
prueba de sensibilidad. La prueba de sensibilidad permite determinar si el disefo del
modelo de mezcla para cada localidad o drea de muestreo y el TDF utilizado son
apropiados (Smith et al. 2013). El método consiste en una simulacién de Monte Carlo
de posibles poligonos de mezcla, incorporando la misma informacion de los modelos
de mezcla. Lo que se obtiene es un espacio de probabilidad del 95% de que el valor
isotopico de un consumidor pueda ser explicado por el modelo propuesto. Por lo
tanto, esta prueba proporciona una base cuantitativa para la aceptacion o el rechazo
del modelo, basada en una probabilidad frecuentista de que el modelo de mezcla
propuesto para calcular las contribuciones de las fuentes es el mas apropiado para

explicar el valor isotdpico de un consumidor (Smith et al. 2013).
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Paisajes isotopicos

Los paisajes isotdpicos para cada especie o grupo de alimentacién fueron
construidos con los valores isotopicos de las presas corregidos por el TDF y graficados
en un biplot junto con los consumidores. Considerando el limite sugerido en la
cantidad de fuentes para los modelos de mezcla, y debido a la falta de informacién
sobre la ecologia trofica en los delfines australes en la region bajo estudio, sus presas
potenciales se agruparon segun grupos ecoldgicos con el fin de definir cinco fuentes:
crustdceos decdpodos, peces bentdnicos, peces demersales-bentdnicos, peces peldgicos
y calamares. Algo similar se aplicé en el paisaje isotdpico de la region oceanogrifica
Sur de Patagonia para los andlisis en la tonina overa, donde cuatro de las potenciales
presas fueron agrupadas por sus grupos ecoldgicos y por su similitud en las

composiciones isotopicas (Tabla 2).
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Tabla 2: Composicién isotépica de 6"°C y 3N (Media + DE), relacién C/N (Media + DE), tamafio
muestral analizado (n) y afio de muestreo (afio) de las potenciales presas de Cephalorbynchus
commersonii y Lagenorbynchus australis para cada region del Mar Argentino en el cual quedan incluidos
los sitios de muestreo (PU = Playa Unidn, BC = Bahfa Camarones, GSJ = Golfo San José, PD = Puerto

Deseado).
013C (%o)
d13C (%o) corregido por N (%) n C/N Afo Referencia
Suess
Crustdceos decdpodos
*Pleoticus muelleri  -15,9 + 0,4 -15,9 £ 0,4 16,7 +0,3 5 29+00 2010 Vales et al. (2015)
Peces bentdnicos
Genypterus blacodes ~ -14,7 + 0,4 -14,7 £ 0,4 18,0+ 0,3 5 3,1+00 2007 Tesis actual
& Peces demersales-bentdnicos
Qo
J *Patagonotothen ramsayi ~ -16,1 +0,2 -16,1 0,2 18,6 +0,2 2 32+0,0 2010 Tesis actual
[=a]
2 Ruverroclinus eigenmani ~ -16,7 + 0,2 -16,7 £0,2 17,9 +0,2 8 2004 Forero et al. (2004)
.g -16,4+0,2 -16,4+0,2 18,3 +0,2
5]
& Calamares
i3]
z, *lllex argentinus  -17,0 £ 0,6 -17,0 £ 0,6 13,7 +0,8 5  3,0+£0,0 2006 Drago et al. (2009b)
% Doryteuthis gahi  -17,6 + 0,4 -17,6 £ 0,4 15,7 +0,6 4  3,0+0,0 2007 Drago et al. (2009b)
Z'e -17,3+0,5 -17,3+0,5 14,7 + 0,7
S) Peces peldgicos
Sprattus fueguensis  -17,8 + 0,3 -17,8 £0,3 17,2+0,2 5 35+0, 2000 Tesis actual
Engraulis anchoita  -17,7 + 0,1 -17,7 £0,1 16,4+ 0,1 18 2004 Forero et al. (2004)
*Merluccius hubbsi <30 cm  -17,7 + 0,6 -17,7 £ 0,6 15,9 +0,5 5 3,1+00 2006 Drago et al. (2009a)
-17,7 +0,3 -17,7 +0,3 16,5 +0,3
Peces pequeiios peldgicos
Sprattus fueguensis  -18,1+0,3 -18,1+0,3 14,0 + 0,8 4 - 2011 Morgenthaler et al.
(2016)
. Engraulis anchoita  -18,1+0,2 -18,1 +0,2 14,9 + 0,6 6 - 2001-2005 Ciancio et al. (2008)
@]
& 18,1+0,2 18,102 14,5+ 0,7
.8
§ Calamares
&
Q“Es’ Illex argentinus ~ -17,0 £ 0,6 -17,0 £ 0,6 13,7 +0,8 S 3,0+0,0 2006 Drago et al. (2009b)
'q': Doryteuthis gabi  -18,5 + 1,4 -18,5+1,4 13,7+ 1,9 6 - 2011 Morgenthaler et al.
a (2016)
-17,8 + 1,0 -17,8 + 1,0 13,7 £ 1,35
Merluccius hubbsi <30 cm  -17,7 + 0,6 -17,7 + 0,6 15,9 0,5 S 31+x0,0 2006 Drago et al. (2009a)
Patagonotothen ramsayi  -19,3 + 0,6 19,3+0,6 14,5+ 1,0 s - 2001-2005 Ciancio et al. (2008)

*Especies presas seleccionadas para los paisajes de la regién Centro-Norte de Patagonia de la tonina overa
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RESULTADOS

Variacidn isotdpica intra e interespecifica

De un total de 115 muestras, se analizaron finalmente 111 muestras de piel y
hueso de individuos adultos de tonina overa y delfin austral en los distintos sitios de
muestreo. Solo dos muestras de piel de tonina overa presentaron valores de C/N por
encima de 4, indicando una deficiente extraccién de lipidos. Por ello, fueron
eliminados de los andlisis posteriores, al igual que dos muestras de hueso que

pertenecian a individuos juveniles.

Considerando las muestras de piel, en la tonina overa se encontraron diferencias
significativas entre todas las localidades en ambos isétopos, a excepcion del GSJ que
present6 valores similares de 0N con los sitios de muestreo mds proximos
geograficamente (PD y BC; Fig. 9). En general, ambas proporciones de isétopos
estables mostraron un gradiente latitudinal, exhibiendo valores mds positivos de §'3C
(mds enriquecidos en *C) y menos positivos de 6'*N (mds empobrecidos en ’N) en
latitudes mds bajas, con excepcion del 6'3C en GSJ que exhibié los valores mds
negativos (Fig. 9). La variacién en las composiciones isotdpicas entre machos y
hembras no pudieron ser evaluadas en el GSJ debido al bajo ndmero de machos;
mientras que en el resto de los sitios de muestreo no se encontraron diferencias
significativas (Tabla 3). En cuanto a los valores isotdpicos a partir de tejido de
renovacion lenta (hueso), las toninas overas mostraron valores medios caracteristicos
de ambientes peldgicos (Fig. 9), al igual que la piel, aunque mds enriquecidos en *C
para las mismas regiones de muestro (t de Student, p<0,05). La unica excepcidn es con
respecto al 6'°N en PU (t de Student, t=1,24, df=10,39 p=0,24). A diferencia de la
informacion obtenida a partir de la piel, la tonina overa no exhibié diferencias

significativas entre localidades para el 3N, y si mantuvo las diferencias en 3"3C para
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los sitios PU y GSJ, aunque sin diferencias con respecto a las 3 muestras recolectadas

al sur de Santa Cruz.
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Fig. 9: Variacién de los valores de 6"°C y 6N en muestras de piel y hueso de tonina overa
(Cephalorhynchus commersonit) por localidad (PU = Playa Unién, BC = Bahfa Camarones, GSJ = Golfo
San Jorge, PD = Puerto Deseado, SSC = sur de Santa Cruz). Los grificos de violin muestran las
medianas, desvio estindar, percentiles de 25 y 75 y describen la densidad de los datos. El asterisco y las
letras diferentes (mindsculas = piel; mayusculas = hueso) indican diferencias estadisticamente
significativas a p <0.05.
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Tabla 3: Pruebas estadisticas de normalidad (Shapiro Wilk), homocedacia (prueba de Levene) y
diferencia de medias (prueba de t) de las composiciones isotdpicas entre sexos de muestras de piel de
tonina overa (Cephalorbynchus commersonii) por localidad (PU = Playa Unidn, BC = Bahia Camarones,
GS]J = Golfo San Jorge, PD = Puerto Deseado) y delfin austral (Lagenorbynchus australis) por grupo de
alimentacién (GA). Se reportan el tamafio muestral (n), el valor medio y su desvio estdndar (X, DE y
los estadisticos (W y F) con el correspondiente valor p (o = 0.05).

SISC 815N
Shapi Prueba d Shapi Prueba d
_ aPer rueba de Pruebadet _ aPer rueba de Prueba de t
Loc Sexo N X(DE) Wilk Levene X(DE) Wilk Levene
W p F 4 t p w 4 F p t p
-14,8 19,7
M 8 (0.5) 0,78 0,10 07) 0,97 0,92
PU ’ 001 0,94 051 0,62 ’ 1,45 025 0,61 0,55
-14,7 19,8
H 5 0,97 0,85 0,98 091
(0,7) (0,4)
M5 % 099 099 186 082 o011
(0,2) ’ ’ (0,5) ’ ’
BC . 002 090 142 018 2,37 0,15 001 0,99
H 8 ’ 0,93 0,53 ’ 0,98 0,98
(0,2) (0,3)
-17,4 17,6
M - . R -
(0,1) (0,4)
GSJ - - - - - - - -
H 17,2 17,8 ) ]
(0,2) (0,1)
-16,0 17,8
M 7 (0.4 0,90 0,35 0.6) 0,89 0,29
PD ’ 0,13 0,72 0,46 ’ 1,50 0,24 0,05
-16,2 0,76 16,7 2,17
H 8 0,95 0,75 0,94 0,62
(0,5) (1,3)
-16,7 18,7 0,89
M 6 02) 0,89 0,32 0.2) 0,32
GA1 ’ 001 091 1,61 0,115 ’ 0,48 0,51 235 0,05
H 4 5 096 080 182076 o5
(0,2) ’ ’ (0,4) ’
14,8 193 0,93
M 8 0,92 0,36 0,54
(0,3) - (0,5) -
GA2 0,47 0,50 0,64 0,01 091 0,35
. . -14,8 092 047 0,48 19,0 0,91 038 0,97
(0,2) ’ ’ (0,5) ’
20,3
M 1 -14,0 - - - -
GA3 - - - - - - - -
. 13,7 19,4
(0,5) (0,2)

En los delfines australes, se identificaron tres grupos de alimentacién en la dnica
localidad muestreada (BC) basados en los valores de 6'°C y 8N (Fig. 10). Todas las
muestras de piel del 2013 se agruparon en un solo grupo de alimentacion (GA1) que
muestra una posicion extrema de plataforma/offshore. Alternativamente, las muestras
tomadas entre 2007 y 2009, sumada a la tnica muestra del 2012, mostraron dos grupos

de alimentacién: GA2 mds peldgico/costero y GA3 ocupando un hdbitat
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costero/inshore (Fig. 10). Considerando GA2 y GA3, el GLM con “Distancia a la
costa” como unico factor fue el modelo de mejor ajuste segun AICc (Tabla 4),
presentando diferencias significativas en ambos isétopos estables entre los hdbitats A
y B (Chi-cuadrado de Wald = 61,37, gl = 1, p <0,01, Fig. 11). La variacién en las
composiciones isotdpicas entre sexos fue similar, no pudiendo ser evaluada en el GA3
por el tamano muestral de los machos (Tabla 3). Con respecto a las composiciones
isotopicas de las muestras de hueso (Fig. 10), la especie pareciera presentar variacion
latitudinal en ambos isétopos, aunque solo se contd con una sola muestra de cada
sitio de muestro y se desconoce el ano de recoleccion, por lo que no son comparables

debido a la imposibilidad de aplicar la correccion de Suess.

5 De plataforma/Offshore Costero/Inshore
1 A
Peces demersales-benténicos ’ ®
Peces benténicos
21 - .
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& °
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*— oo ° 2 4
_ 19 i [ J 00 : L
= ° (]
~ [ ] °
z
]
)
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A
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-18 -7 -16 -15 -14 -13 -12 -11

Fig.10: Proporciones isotépicas de 8*C y 6N de Lagenorhynchus australis en muestras de piel (puntos)
discriminadas por grupo de alimentacién de Bahia Camarones (naranja = GA1, verde = GA2, azul =
GA3) y hueso (tridngulos) por localidad de muestreo (negro = Miramar, rojo = Bahia Camarones, Azul
= Puerto Deseado, violeta = origen desconocido). Se grafican, ademds, sus presas potenciales agrupadas
por grupo ecoldgico (media + DE) después de ser corregidas por el factor de discriminacion tréfica

para muestras de piel.
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Tabla 4: Resultados de los Modelos Lineales Generalizados (GLMs) aplicados para los grupos de

alimentacién GA2 y GA3 del delfin austral (Lagenorhynchus australis), con informacién del Criterio de

Akaike para tamafios muestrales pequefios (AICc) y los valores de p (o = 0.05) de la prueba de Omnibus.

Los modelos que mejor se ajustan estdn resaltados en negrita.

Variable dependiente Modelos AlICc Omnibus
Distancia a la costa 20,02 <0,001
Ano 25,17 0,001
313C %o Ps
Sexo 48,91 p=0,532
Distancia a la costa + Ano + Sexo 32,93 $<0,001
Distancia a la costa 37,35 <0,001
Ano 42,32 P<0,001
3N %0
Sexo 54,07 p=0,467
Distancia a la costa + Ano + Sexo 48,74 $<0,001
a
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Fig. 11: Variacién de los valores de 8*C y 6"*N en muestras de piel de delfin austral (Lagenorhynchus

australis) en la localidad de Bahia Camarones por grupo de alimentacién (GA). Los gréficos de violin

muestran las medianas, desvio estdndar, percentiles de 25y 75 y describen la densidad de los datos. Las

letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a p <0.05.
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Finalmente, al evaluar las composiciones isotdpicas intra e interespecificamente
en la localidad de Bahia Camarones, los resultados indicaron que los grupos de
alimentacion del delfin austral y la tonina overa estdn segregados por ambos isétopos
estables en Bahfa Camarones (ANOVA, §C: F34,=153,8, p<0,05; 3"N: F34,=15,9,
p<0,05), excepto para GA1 y la tonina overa en valores de 8"°N (Tukey post hoc, p =
0,74). Las proporciones de is6topos estables por tejido de ambas especies se presentan

en la Tabla § y se ilustran con sus potenciales presas en las Fig. 10 y 12.

Tabla 5: Composicion isotdpica de 3°C y 3N (Media + DE) para ambos tejidos y sitio de muestro,
tamafilo muestral analizado (n), afio de muestreo (afio) de los consumidores (Cephalorbynchus
commersonii 'y Lagenorbynchus australis discriminado por los grupos de alimentacién (GA) del sitio

Bahia Camarones).

913C (%o)
oBC (%0) corregido YN (%0) n C/N %C %N Ano Tejido
por Suess

Lagenorhynchus australis
GA1l -16,8+02 -16,6+02 184+04 11 3,2+0,0 434+14 135+0,5 2013
GA2 -149+03 -148+0,3 19,1+0,5 17 32+0,1 45915 141+0,6 2007-2009 Piel
GA3 -13,8+0,4 -13,7+04 199+08 6 32=0,1 419=99 13230 2007-2012

Miramar -11,0 - 20,6 1 3,0 37,2 12,3 -
Bahia Camarones -12,9 - 16,4 1 2,9 38,5 13,2 B
Puerto Deseado -12,2 - 17,0 1 2,8 29,5 10,6 - Hueso
Desconocido -10,6 - 21,9 1 2,8 33,1 12,0 -
Cephalorbynchus commersonii
Playa Unién -15,0+0,6 -148+0,6 19,8+0,6 16 3,2:0,1 454=14 143+0,6 2008-2015
Bahfa Camarones -154+0,2 -153+02 18,6+03 14 32x0,1 46,6+08 144+02 2007-2009 .
Golfo San Jorge -169+0,2 -173+02 17,7+03 8 3,5+02 489+32 141+0,7 1992-1993 Piel
Puerto Deseado -16,6+0,4 -16,1+04 172+1,1 15 3,2+0,1 425+1,0 13,1+04 2008
Playa Unién -13,0+0,7 -12,8+0,5 182+0,7 8 3,1+02 288=13,6 93+4,6 1985-2016
Bahia Camarones -12,7 -12,4 19,2 1 3,0 324 10,9 2011
Hueso

Golfo San Jorge -14,0+0,4 -144:04 18103 8 33x0,1 365+11,8 11,2+0,6 1992-1993
Sur de Santa Cruz -13,7+12 -13,6+1,0 171+1,1 3 3,0=x0,1 41,0+87 13,9+33 1981-2017
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Fig. 12: Proporciones isotdpicas de
d"Cy 8N en muestras de piel (A'y
(C y D) de

Cephalorbynchus commersonii y sus

B) y hueso

presas potenciales (media + DE)
después de ser corregidas por el
factor de discriminacion tréfica
correspondiente al tejido. Algunas
de ellas fueron agrupadas segun
grupo ecoldgico (PPP = Peces
pequeiios peldgicos). Cada punto o
tridgngulo  representa  valores
individuales y en color las distintas
localidades (negro = Playa Unidn,
rojo = Bahfa Camarones, naranja =
Golfo San Jorge, azul = Puerto
Deseado, Violeta = sur de Santa

Cruz).



Amplitud y solapamiento de nicho isotépico

En ambas especies, la amplitud del nicho isotdpico a partir de las muestras de
piel varid en relacién con el sitio de muestreo (Fig. 13 y 14). En particular, las toninas
overas mostraron valores de SEAg de 1,26 %o (GS]J), 1,61 %o* (BC), 6,98 %0* (PD) y
7,07 %0* (PU), presentando esta especie el SEAp mds pequenios de ambos cetdceos;
mientras que en el delfin austral los SEAg fueron de 2,01 %0* (GA1), 2,06 %0? (GA1) y
9,37 %0®> (GA3) (Tabla 1 del Anexo I). A pesar de no observarse diferencias
significativas entre sexos en las composiciones isotopicas de la piel de ambas especies,
los machos de tonina overa exhibieron una mayor drea de nicho en el cual quedan
contenidas las hembras (Fig. 15). Este patrédn no se presenta tan claramente en el
delfin austral (Fig. 16). En cuanto al nicho isotdpico estimado a partir de las muestras

de hueso, estos presentaron un drea de 7,51 %0*en PU y de 1,46 %o” en GSJ en la tonina

overa.

24
22

20

8'°N (%o)

8"3C (%o)

Fig. 13: "°C y 3"°N biplot ilustrando el nicho isot6pico a partir de muestras de piel (puntos) y hueso
(tridngulos) para las distintas localidades de Cephalorbynchus commersonii (negro = PU, Playa Unidn,
rojo = BC, Bahia Camarones, amarillo = GSJ, Golfo San Jorge, azul = PD, Puerto Deseado). Cada punto
representa un individuo y las elipses representan un drea al 95% (SEAg).
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Fig. 14: 6"C y 8"N biplot ilustrando el nicho isotépico a partir de muestras de piel para los grupos de
alimentacién de Lagenorbynchus australis (naranja = GA1, verde = GA2, azul = GA3) y Cephalorhynchus
commersonii (gris) en el sitio Bahfa Camarones. Cada punto representa un individuo y las elipses

representan un drea al 95% (SEA).

24 -
22 -

20

8"5N (%o)

16

14 -

-18 -16 -14 -12
8"3C (%o)

Fig. 15: 8"*C y 3N biplot ilustrando el nicho isotépico a partir de muestras de piel para las distintas
localidades de Cephalorbynchus commersonii (negro = PU, Playa Unidn, rojo = BC, Bahfa Camarones,
verde = GSJ, Golfo San Jorge, azul = PD, Puerto Deseado) y por sexo (macho = punto vacio y linea
continua, hembra = punto relleno y linea discontinua). Cada punto representa un individuo y las

elipses representan un drea al 95% (SEA).
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Fig. 16: 8"3C y 8"*N biplot ilustrando el nicho isotépico a partir de muestras de piel para los distintos
grupos de alimentacion de Lagenorbynchus australis (naranja = GA1, verde = GA2, azul = GA3) y por
sexo (macho = punto vacio y linea continua, hembra = punto relleno y linea discontinua). Cada punto

representa un individuo y las elipses representan un drea al 95% (SEAg).

Se observo solapamiento de nichos intra e interespecifica en ambas especies de
delfines (Fig. 13 y 14). Las dreas de solapamiento estimadas para ambas especies y
tejidos se muestran en la Tabla 6, mientras que la distribucidén posterior del
solapamiento del nicho y los intervalos de confianza del 95% se presentan en las Fig.
17, 18 y 19. La tonina overa exhibid diferentes grados de solapamiento (<50%) entre
PU-PD y BC-PD, mientras que fue superior al 50% entre PU-BC. Los delfines australes
también mostraron solapamiento parcial entre dos de sus grupos de alimentacion
(GA2-GA3). Considerando la misma localidad, se observé solapamiento de nicho
isotopico entre GA2 y las toninas overas. El porcentaje de solapamiento entre todos
ellos (intra e interespecifica) fue asimétrico y varié del 8,2% al 78,8%, es decir que el
drea involucrada en el solapamiento representd una proporcion diferente de cada
nicho involucrado. Con relacion a las muestras de hueso de toninas overas, los
individuos de ambos sitios de muestreo mostraron bajo o moderado solapamiento de

nicho isotdpico (Tabla 6).
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Playa Union

Puerto Deseado Golfo San Jorge Bahia Camarones

Tabla 6: Estimaciones de solapamiento de nicho isotépico (%) entre el drea de las elipses bayesianas

(SEAB, 95%) calculadas a partir de muestras de piel y hueso en Cephalorbynchus commersonii (CC) y

Lagenorbynchus australis (LA).

cc LA
Piel Hueso Piel
PU BC GS] PD | PU GSJ GAl GA2 GA3
PU 17,9 - 218
BC |788 - 672 1 40,0 |
Piel —
Gs) | - - -
e D |22,1 155 -
PU 71
uese | Gs) 36,2
GA1 -
LA Piel | GA2 1313 - 37,1
GA3 | - 82

De fila a columna:

el solapamiento de GA2 con CC representa el 31,3% de su nicho isotépico.

Playa Union Bahia Camarones Puerto Deseado
B | BLE ! |
W | mi R = |
s o a | 1 | |
Superposicion de nicho: ( Columna) | | | K | |
.. 1 [l
| J|.| |||| I|...|||I||||||l. i} & | | .|||||
T T T T T T T
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Probabilidad de superposicién (%) -- Tamafio de la regién del nicho: 95%

Fig. 17: Distribuciones posteriores de la probabilidad de solapamiento de nicho isotépico (%), la

probabilidad de que las localidades representadas en filas se superpongan a las representadas en

columnas. La media de las distribuciones posteriores y los intervalos de credibilidad del 95% se

muestran en lineas violetas (completo y punteada respectivamente). Gréficas estimadas a partir de

muestras de piel para las distintas localidades de Cephalorhynchus commersoni.
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Fig. 18: Distribuciones posteriores de la probabilidad de solapamiento de nicho isotpico (%), la
probabilidad de que las localidades representadas en filas se superpongan a las representadas en
columnas. La media de las distribuciones posteriores y los intervalos de credibilidad del 95% se
muestran en lineas violetas (completo y punteada respectivamente. Gréficas estimadas a partir de

muestras de hueso para las distintas localidades de Cephalorbynchus commersonit.
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Fig. 19: Distribuciones posteriores de la probabilidad de solapamiento de nicho isotépico (%), la
probabilidad de que las localidades representadas en filas se superpongan a las representadas en
columnas. La media de las distribuciones posteriores y los intervalos de credibilidad del 95% se
muestran en lineas violetas (completo y punteada respectivamente). Gréficas estimadas a partir de
muestras de piel de Cephalorbynchus commersonii (CC) y grupos de alimentacién de Lagenorbynchus
australis (GA) en la localidad de Bahfa Camarones.

Modelos de mezcla isotdpica

Se realizé la prueba de sensibilidad (Smith et al. 2013) utilizando el TDF
reportado por Giménez et al. (2016), Caut et al. (2011) y Browning et al. (2014) con
el objetivo de seleccionar el TDF mds apropiado para ejecutar los modelos a partir de
las muestras de piel. El TDF elegido fue el informado por Browning, dado que todos
los conjuntos de datos se ajustaron a los supuestos del modelo, a excepcién del GA1
de los delfines australes y los individuos de toninas overas muestreados en GS]J (Fig. 1
del Anexo I). En cuanto al TDF disponible para hueso, todos los conjuntos de datos

pertenecientes a la tonina overa (PU y GS]J) se ajustaron a los supuestos del modelo
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(Fig. 2 del Anexo I). A su vez, las pruebas de diagndstico de Gelman-Rubin y Geweke
mostraron una convergencia de cada MCMC en la distribucién posterior verdadera

para cada variable en el modelo (Tabla 2 del Anexo I).

Las contribuciones relativas de las presas potenciales por especie y tejido
estimadas a partir de MixSIAR se presentan en las Figuras 20, 21 y 22 y se detallan en
las tablas 3 y 4 del Anexo I. Los modelos de mezcla isotdpica a partir de las muestras
de piel indicaron que, independientemente de la variacion en el item presa principal
de acuerdo a la regién analizada, las especies de presas de la plataforma continental
contribuyeron mayormente a la dieta de las toninas overas (entre el 48% y 81%),
incluida la merluza comun (<30 cm), los calamares (calamar argentino I/lex argentinus
y calamarete del sur Doryteuthis gabi) y las especies de pequenios peces peldgicos
(anchoita Engraulis anchoita y sardina fueguina Sprattus fueguensis). Estos resultados
son consistentes con las estimaciones del modelo de mezcla a partir de muestras de
hueso para la regiéon del GSJ, donde la merluza comun y el calamar argentino
contribuyeron con el 80 % a la dieta. La excepcidn estuvo dada en la localidad de PU,
dado que el modelo mostré una contribucién equivalente (~25%) de cada presa

potencial a la dieta a largo plazo para la especie.

Para los delfines australes, la contribucidén relativa de cada especie de presa
potencial a la dieta varidé segin los grupos de alimentacién. Los recursos pelagicos
fueron la presa mds importante segun el modelo para GA2, con una contribucién
relativa del 419 y 28% para “peces peldgicos” y “calamares”, respectivamente. En
contraste, los “peces bentdnicos” fueron las presas potenciales con mayor
contribucién (37%) para GA3, seguido de los “crusticeos decapodos” (25%), los
“calamares” (17%), los “peces peldgicos” (14%), y los “peces demersales-bentonicos”

(790).
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Fig. 20: Contribucién relativa de las fuentes de presa a la dieta de Cephalorhynchus commersonii
(muestras de piel) para los distintos sitios de muestreo segin los modelos MixSIAR. Los valores
corresponden a los valores medios + DE [Intervalo de confianza] de las especies presas.
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Playa Union
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Fig. 21: Contribucién relativa de las fuentes de presa a la dieta de Cephalorbynchus commersonii

(muestras de hueso) para los distintos sitios de muestreo segin los modelos MixSIAR. Los valores
corresponden a los valores medios + DE [Intervalo de confianza] de las especies presas.
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Fig. 22: Contribucidn relativa de las fuentes de presa a la dieta de los grupos de alimentacién de

Lagenorhynchus australis a partir de muestras de piel. Los valores corresponden a los valores medios +

DE [Intervalo de confianza] de los grupos potenciales de presas.
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DISCUSION

Las especies simpdtricas adoptan muchas estrategias diferentes para coexistir en
un mismo hdbitat en funcién de la disponibilidad de recursos y de la plasticidad que
posea cada grupo de animales (Ruadreo et al. 2018). La particidn del nicho tréfico es
uno de los mecanismos mds frecuentes empleados por varios taxa para minimizar la
competencia, incluidos los mamiferos marinos (Pinela et al. 2010, Gibbs et al. 2011,
Méndez-Fernandez et al. 2013, Wilson et al. 2017, Giménez et al. 2018). A través del
andlisis de is6topos estables de carbono y nitrogeno, se estudid el uso de hibitat de
dos delfines simpdtricos para comprender la relacién tréfica entre ellos. Con base en
la tasa de renovacion de la piel del delfin, que se estima entre 2 y 6 meses (Caut et al.
2011, Browning et al. 2014, Giménez et al. 2016), se muestra claramente la
segregacion de dos especies de pequefios cetdceos costeros durante la estacion cdlida

del hemisferio sur, permitiendo as{ la coexistencia.

Para la tonina overa, los resultados son consistentes con los estudios de
contenido estomacal a lo largo de su distribucién en Argentina, donde la dieta de la
especie comprende principalmente peces peldgicos y calamares. En particular, los
resultados de los modelos de mezcla estin de acuerdo con la dieta identificada en la
region por Koen Alonso (1999); en concreto, juveniles de merluza comun (menor a
30 cm de longitud) y calamar argentino como presas principales. A su vez, las
estimaciones son similares a las reportadas a partir de andlisis de isotopos estables en
muestras de hueso en la region de Tierra del Fuego, donde los mismos tipos de presa
contribuyeron mayormente a la dieta de la especie (Riccialdelli et al. 2013). Dado que
ambas técnicas ofrecen diferente informacién en lo que respecta a las escalas
temporales, con un tiempo de integracion mds largo para los is6topos estables y la
similitud entre ambas técnicas y tejidos (piel y hueso), indica una clara preferencia de

alimentacidn por estas especies de presas que no parece haber variado en las ultimas
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décadas. Esto incluso se muestra en concordancia con los individuos pertenecientes a
GSJ analizados a partir de muestras de piel, que a pesar de no poder estimar la
contribucidn relativa de las potenciales presas, exhibieron composiciones isotdpicas
caracteristicas de ambientes peldgicos. Ademds, el SEAp observado, en general
pequeiio en términos de amplitud de nicho, indica una baja variabilidad en la
seleccidn de presas entre los individuos, lo que sugiere que esta especie tiene un uso
especifico de hdbitats peldgicos. Estos resultados se acentuian si se analiza el nicho
isotopico entre sexos, dado que, a pesar de no presentar diferencias significativas en
sus composiciones isotopicas, las hembras parecen ocupar un nicho mds reducido que
los machos, indicando un uso adn mds especifico de los recursos. Por lo tanto, a pesar
de ser una especie que parece encontrarse cerca de la costa (Dellabianca et al. 2016),
explota recursos pelagicos a lo largo de su distribucion, en particular peces pelagicos

y calamares.

En cuanto a los delfines australes, los resultados revelaron tres grupos de
alimentacion diferentes independientemente del sexo, mostrando una particién de
nicho isotdpico intraespecifico en un drea geografica pequenia. Todos los grupos de
alimentacion mostraron diferencias significativas entre sus valores medios de 3°C.
GA1 exhibid valores de §'3C mds bajos, lo que sugiere un hdbitat de alimentacién
exclusivamente peldgico de plataforma. En contraste, GA3 presentd valores mds altos
de 0BC como evidencia de mds hdbitats de alimentacién bentdnicos/costeros;
mientras que GA2 mostré valores intermedios de 0'°C. La amplitud de los nichos
isotopicos de los tres grupos de alimentacidn fue pequeiia, con cierto grado de
superposicién entre GA2 y GA3. Estos resultados sugieren que los delfines australes
son capaces de mostrar diferentes estrategias de alimentacidn que se encuentran
segregadas en el espacio. El nicho isotopico amplio de GA3, en términos de SEAs,
puede ser una consecuencia del tamafio reducido de la muestra y la geometria espacial

de los datos, que, en algunos casos, podria estar sesgando el modelo (Jackson et al.
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2011). De acuerdo con esto, la superposicidon espacial de SEAp con GA2 no es
necesariamente un indicativo de competencia tréfica y, en cambio, puede explicarse
por la sobreestimacion del nicho isotdpico. Sin embargo, los datos isotopicos indican
que existen delfines de GA3 que presentan diferencias de 2 %o entre los valores de
isétopos de nitrégeno, por lo que la variabilidad en GA3 es mayor en comparacion

con los otros grupos, independientemente del esfuerzo de muestreo.

Un resultado a destacar es que no existe correspondencia entre las senales de
is6topos estables y el hdbitat donde se muestrearon algunos delfines australes.
Inesperadamente, el GA2 (mds pelagico/costero) se muestred mds cerca de la costa
(<200 m), incluso dentro de las caletas y pequenias bahias, mientras que el GA3
(extremo costero) se muestred lejos de la costa (> 200 m). Si se considera que la tasa
de renovacidn de la piel de cetdceo es aproximadamente de 2 a 6 meses y que suelen
tener un rango de dispersion alto, es muy poco probable que el muestreo de piel de
la especie en un drea especifica refleje la alimentacién que ocurre en ese hdbitat. Por
lo tanto, los resultados sugieren que a pesar de que el delfin austral se encuentra con
frecuencia en ambientes costeros, dominados por bosques de macroalgas y pequerias
bahias, las estrategias de alimentacién no son la dnica explicacion para su presencia
en estos hdbitats y podrian estar explicadas por otros comportamientos, como por

ejemplo la reproduccion y lactancia (Hartman et al. 2008).

Los resultados del modelo de mezcla obtenidos en esta tesis representan una
primera aproximacidn a la preferencia dietaria de los delfines australes y mostraron
diferentes grupos ecoldgicos/taxondmicos como presas principales para GA2 y GA3.
Sin embargo, potencialmente podrian estar alimentdndose de la misma presa debido
al solapamiento parcial. El grupo de alimentacién restante (GA1) no pudo
compararse directamente con las potenciales presas, probablemente debido a la falta

de especies de presas potenciales que limitaron la seleccién de fuentes para los
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modelos. Desafortunadamente, existe una falta de informacidn sobre el contenido
estomacal en la especie que proporcione una resolucidn de escala mds fina de taxones
presa (Di Beneditto et al. 2011). Por lo tanto, se necesitan mas estudios basados en
esta técnica para obtener una comprension mds completa de sus preferencias
alimentarias. Ademds, vale la pena tener en cuenta que todas las muestras de GA1
corresponden al mismo ano y los cambios en la linea de base del ecosistema pueden

influir en los valores isotdpicos de los depredadores.

El solapamiento espacial interespecifico parece ocurrir en hdbitats de
plataforma/offshore entre las toninas overas y los delfines australes (GA2) al norte del
Golfo San Jorge. Sin embargo, no estd necesariamente relacionado con la
superposicién ecoldgica o dietética, ya que diferentes especies de presas pueden
exhibir firmas isotdpicas similares (Ramirez et al. 2011, Giménez et al. 2018). Los
recursos mds importantes del Mar Argentino son la merluza argentina, la anchoita, la
sardina fueguina, el calamar argentino, el calamarete del sur y el langostino (Barén &
Ré 2002, Hansen et al. 2009, Salas et al. 2011, Romero et al. 2012, Loizaga de Castro
et al. 2016a, Loizaga de Castro et al. 2017). Todos estos taxones tienen caracteristicas
en comun como su amplia distribucién y disponibilidad, tamafno relativamente
pequenio, tendencia a formar grandes grupos de individuos y su alto valor nutricional
(Cousseau & Perrota 1998, Ciancio et al. 2007), caracteristicas que son aprovechadas
por los mamiferos marinos. Ademds, dentro de cada grupo ecoldgico, tienen una
composicion isotdpica similar (Tabla 2), lo que hace imposible discriminar a nivel
taxondmico el aporte de cada uno de ellos a la dieta de los delfines mediante el andlisis

de isotopos estables.

La presente tesis muestra que ambas especies de delfines se encuentran en el
mismo hdbitat, pero estdn segregadas en cuanto a los recursos tréficos que explotan.

A lo largo de su distribucion, la tonina overa es un depredador especializado que tiene
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un nicho tréfico estrecho; mientras que el delfin austral es un claro ejemplo de una
especie que se puede considerar como generalista, que en conjunto ocupa un amplio
nicho tréfico (Bolnick et al. 2007), sustentado en una gran plasticidad reflejada en los
diferentes grupos de alimentacién que habitan en un drea geogréfica pequefia como
se muestra en este capitulo. Esto representa una complejidad ecoldgica ain no descrita
para los delfines australes a lo largo del Océano Atldntico suroccidental. Una especie
endémica con alta filopatria en un drea geografica pequena (Ver capitulo III), que
desarrolla diferentes estrategias para reducir la competencia intra e interespecifica,
sugiere una alta adaptabilidad de la especie en respuesta a la disponibilidad de presas
y al hdbitat local. Por lo tanto, se recomiendan futuros estudios comparativos sobre la
ecologia tréfica de ambas especies de delfines a lo largo de su distribucidn, donde se
consideren hdbitats diferentes, variacion en la composicidn isotdpica de las presas y
nuevos andlisis de contenido estomacal. Ademds, es posible que la competencia no
sea la unica fuerza selectiva que estructura la comunidad bioldgica, y que la
depredacién también esté jugando un papel importante. Si este es el caso, la especie
podria estar por debajo de la capacidad de carga de su poblacion (K), con abundantes
recursos alimenticios en el Mar Argentino y con nichos ecoldgicos que permitan
cierto grado de superposicidn sin competencia como motor principal. Por lo tanto,
se deben realizar estudios sobre la depredacidn en especies de pequefios cetdceos para
tener una comprension mds amplia y completa de la estructura de la comunidad en
ambientes complejos como lo son los ambientes marinos. Toda esta informacién
permitird tener un mejor conocimiento de su rol ecoldgico en los hdbitats costeros y
la dindmica de las interacciones tréficas intra e interespecificas de estas especies.
Ademds, en un escenario de cambio climdtico y desarrollo continuo de las pesquerias
comerciales y locales, también ayudard a determinar el impacto de las amenazas
potenciales a los principales depredadores y a llevar a cabo politicas de conservacion

que los preserven a ellos y su hébitat.
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CAPITULO III

Historias microevolutivas: genética poblacional de

dos especies simpatricas de delfines



INTRODUCCION

La genética de poblaciones estudia el origen, la cantidad y la distribucién de la
variacion genética presente en las poblaciones de organismos y como varfan en el
tiempo y el espacio (Templeton 2006, Hamilton 2009). Esta variacién genética
constituye la base fundamental del cambio evolutivo, que a nivel intraespecifico es
considerado como microevolucion (Templeton 2006). La diversidad genética es una
medida de la variacién génica entre los individuos de una especie. Esta variacion,
resultado de mutaciones y cambios en las frecuencias alélicas, puede mantenerse o no
debido a la accidn de otras fuerzas evolutivas, como la migracion, la deriva genética 'y
la seleccién natural (Frankham et al. 2002). La diversidad genética es la materia prima
sobre la cual opera la seleccidn natural, proporcionando a las especies la capacidad de
hacer frente a los cambios en el ambiente, es decir, su potencial evolutivo (Laikre
2010). Por esta razon, la preservacion de la diversidad genética es considerada esencial
por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, siglas en
inglés) (McNeely et al. 1990, Willoughby et al. 2015), y los estudios genéticos,
proporcionan datos indispensables para la conservacién de la biodiversidad (Laikre

2010).

Caracterizar la diversidad génica de una especie es el primer paso para
comprender mejor su historia evolutiva y el impacto de los cambios ambientales y
demogridficos que actuan sobre ella (Hartl et al. 1997). Por ejemplo, algunos estudios
han podido inferir la historia demogréfica de las especies de mamiferos marinos y
relacionarla con los cambios climdticos ocurridos en el pasado (Fontaine et al. 2010,
Hoelzel 2016). Otro estudio documenta la pérdida de diversidad genética en una
poblacién después de una disminucién dréstica de su tamafio poblacional causada
por una alta captura incidental en redes de enmalle (Pichler & Baker 2000). Las

especies endémicas o en peligro de extincion suelen tener una diversidad genética
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reducida en relacion con los taxones con amplia distribucién o no amenazados
(Frankham et al. 2002); el pequeno tamano de la poblacidn, los cuellos de botella, la
endogamia y el flujo génico restringido, son factores que, individualmente o
combinados, afectan las frecuencias alélicas y, en consecuencia, pueden reducir la
diversidad genética de una especie determinada (Branch & Jackson 2008, Bishop et

al. 2009, De Bruyn et al. 2009).

Cuando existe una restriccion al flujo génico y el sistema de apareamiento no es
aleatorio, la distribucion de la informacién genética no es homogénea y se torna
indispensable comprender la estructura génica poblacional de las especies a fin de
comprender su ecologia y planear o disefiar estrategias de conservacion (Waples &
Gaggiotti 2006). A medida que mejoramos nuestra comprension de la estructuracion
de las poblaciones naturales, se vuelve esencial comprender los procesos detrds de
estos patrones (Mendez et al. 2010). La mayoria de las especies naturales se dividen en
poblaciones, incluso en hdbitats aparentemente continuos como lo es el medio
marino, donde las barreras al flujo de genes suelen estar asociadas con barreras fisicas
como la temperatura, la salinidad o la productividad primaria (De Mees et al. 2007,

Mendez et al. 2011, Amaral et al. 2012, Durigan et al. 2017).

A pesar de un amplio rango y una gran capacidad de dispersién, los mamiferos
marinos suelen presentar una fuerte estructura poblacional (Natoli et al. 2004,
Mendez et al. 2010, Oliveira et al. 2012, Vollmer & Rosel 2017, de los Angeles Bayas-
Rea et al. 2018). Esta estructura poblacional tiene una influencia importante en la
distribucién de la informacidén genética, la cual puede diferir entre poblaciones de
diferentes localidades geogréficas, tanto en el espacio como en el tiempo (Avise et al.
1987). En este sentido, las poblaciones pueden responder de manera diferente a una

amenaza en comun (MacLeod 2009). El resultado dependerd de la cantidad de
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variabilidad genética que posean y, por ende, de la capacidad para hacer frente a los

cambios ambientales (Hartl et al. 1997, Thomas et al. 2004).

Las mayores amenazas para los mamiferos marinos actualmente incluyen el
calentamiento global (Reeves et al. 2003), la pesca incidental, la sobrepesca, la
exploracién/explotacion petrolera y la contaminacién (Crespo et al. 1997, Crespo &
Hall 2002, de Haro 2003). Pero, en este contexto, las especies moviles con alta
capacidad de dispersion pueden simplemente trasladarse a donde las condiciones
ambientes sean mds adecuadas (por ejemplo, Root et al. (2003)) y/o responder a
entornos cambiantes con adaptacion local a las nuevas condiciones (Grant & Grant
2002). Otra respuesta, particularmente asociada al cambio climdtico, la proporciona
la plasticidad fenotipica, en la que los aspectos de comportamiento, morfologia o
fisiologia pueden cambiar para adaptarse a nuevas condiciones (Pigliucci 2001).
Predecir cémo responderdn las poblaciones al cambio climdtico es complejo y puede
depender de qué factores dieron forma a sus patrones actuales de distribucion y
diversidad, como por ejemplo la distribucion y disponibilidad de presas (Harlin-
Cognato et al. 2007). Al examinar los cambios ambientales que ocurrieron en el
transcurso del Pleistoceno y el Holoceno (incluido el cambio climitico), se puede
inferir cémo factores climdticos similares afectardn a las poblaciones contemporaneas

(Hoelzel 2009).

El Ultimo Mdximo Glacial (LGM, siglas en inglés) al final del Pleistoceno, es
uno de los mayores cambios ambientales globales que finaliz6 hace aproximadamente
18.000 afios luego de un periodo estimado de entre 80.000 y 120.000 anos, y que tuvo
un impacto significativo en la diversidad genética de muchas poblaciones naturales
de depredadores superiores (Fraser et al. 2012). Después del LGM, muchas
poblaciones de mamiferos marinos mostraron expansion demogrifica tanto en el

hemisferio norte como en el sur, como es el caso de narvales Monodon monoceros
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(Louis et al. 2020), belugas Delphinapterus leucas (Skovrind et al. 2021), ballenas de
Groenlandia Balaena mysticetus (Foote et al. 2013), lobo fino austral Arctocephalus
australis (Crespo et al. 2015), lobo marino comun Otaria flavescens (Tunez et al. 2010,
Feijoo et al. 2011), ballena franca austral Eubalaena australis (Oliveira et al. 2011),
delfin oscuro Lagenorhynchus obscurus (Loizaga de Castro et al. 2016b) y marsopa de
anteojos Phocoena dioptrica (Pimper et al. 2012). Se ha sugerido que estas fluctuaciones
climdticas histdricas, caracterizadas por periodos de contraccion y retraccion, son el
factor principal que impulsa el origen y la radiacién de algunas especies del hemisferio
sur, por ejemplo, las que estan involucradas en el género Cephalorbynchus (Pichler et

al. 2001).

La tonina overa y el delfin austral se distribuyen en parcial simpatria a lo largo
de la costa suroccidental del Océano Atldntico, siendo endémicas de dicha region (Ver
capitulo I). Para el caso de la tonina overa, la estructura génica poblacional es poco
conocida, y la informacidn existente se centra principalmente en la extension sur de
su distribucion (Pimper et al. 2010, Riccialdelli et al. 2010, Cipriano et al. 2011). En
dichos estudios, se detectd cierto grado de diferenciacion genética a escala regional,
utilizando marcadores mitocondriales, que sugieren fidelidad al sitio por parte de las
hembras (Pimper et al. 2010, Cipriano et al. 2011). Sin embargo, todavia hay un vacio
de informacion en cuanto a la variacién genética nuclear y a lo largo de su
distribucidén en la costa argentina. En cuanto al delfin austral, no existen estudios
genéticos en la especie, por lo que la variabilidad génica y la diferenciacion
poblacional siguen siendo desconocidas. La dnica informacion disponible para la
especie en Argentina, se relaciona con la distribucion, abundancia y preferencias de
hébitat (Ver capitulo II). Un mayor enfoque en esta drea del conocimiento conducird
a una mejor comprension de cémo se distribuye la informacién genética y la cantidad
de variacion génica de ambas especies. Esta informacién permitird, ademds, inferir

sobre las tendencias evolutivas moldeadas por cambios ambientales y demograficos
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(Hartl et al. 1997), y es crucial para desarrollar planes de manejo efectivos y sostenibles
para las especies (O'Brien 1994). Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo es
investigar la genética poblacional de la tonina overa y el delfin austral a lo largo de
sus distribuciones en América del Sur utilizando ADN mitocondrial y loci
microsatélites especificos. La hipdtesis de estudio es que la divergencia genética ocurre
a escala geogrdfica pequena, por lo que se espera encontrar bajo flujo génico y bajas

tasas de migracion entre poblaciones a lo largo de su distribucidn.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio, muestreo y extraccién de ADN

Se recolectaron un total de 70 muestras de piel de la tonina overa y 42 del
delfin austral entre 2007 y 2019, provenientes de cinco sitios de muestreo a lo largo
de la costa patagdnica: Playa Unidn, Bahfa Camarones, Caleta Olivia, Golfo San Jorge
y Puerto Deseado (Fig. 23). Del total de muestras, 9 corresponden a individuos
varados muertos en la costa (1 delfin austral y 8 toninas overas), 8 a captura incidental
(todas toninas overas) y los 95 restantes a biopsias (41 delfines australes y 54 toninas
overas). Se incluyeron ademds 266 secuencias (tonina overa = 253, delfin austral = 11)
y 2 haplotipos (delfin austral) de la regién control del ADN mitocondrial obtenidas a

través de GenBank y cuyo origen de las muestras se detalla en la Fig. 23.
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Fig. 23: Area de estudio con el detalle de los sitios de muestreo de las dos especies de delfines. Los sitios

con formato subrayado corresponden a este estudio, aquellos con asterisco (*) indican las localidades
con informacion de la regién control del ADN mitocondrial disponibles en GenBank, y el color indica
a que especie corresponde la muestra/secuencia (rojo: Cephalorbynchus commersonii, verde:
Lagenorhynchus australis, negro: ambas especies) . PU = Playa Uni6n, BC = Bahia Camarones, CO =
Caleta Olivia, GSJ = Golfo San José, PD = Puerto Deseado, S] = San Julidn, RG = Rio Gallegos, EM =
Estrecho de Magallanes, TdF = Tierra del Fuego, IM = Islas Malvinas.

El ADN gendmico total se extrajo siguiendo el protocolo de “glass milk”
modificado de Elphinstone et al. (2003) mediante el uso de un sistema robdtico de
manipulacion de liquidos Perkin Elmer Multiprobe II Plus (Perkin Elmer, Waltham,
MA). Antes de la extraccidn, los tejidos se digirieron a 55°C durante 2 dfas, agregando

Proteinasa K (New England BioLabs Inc.) cada 8 horas, aproximadamente.

Protocolo molecular
ADN mitocondrial

Utilizando los cebadores MTCRf (5'-TTCCCCGGTCTTGTAAACC) vy
MTCRr (5-TTTTCAGTGTCTTGCTTT) se amplificé la region de control del

ADNmt (Hoelzel et al. 1991). La reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl que
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inclufa: 0,5 unidades de TSG (Bio Basic, Markham, ON, Canada); MgCI2 2,5 mM,
200 uM de ANTP 200 pM, buffer 10 mM (Tris-HCI, pH 8,4), 0,3 pM de cada cebador
y 1 ul de ADN gendmico total extraido (~50 ng). El perfil de PCR fue: 3 min a 93°C;
luego 30 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 48°Cy 1 min a 72°C; finalmente una fase de
extension de 5 min a 72°C. Cada producto de PCR se purificé con limpieza de PCR
enzimdtica a 37°C durante 30 min y luego a 80°C durante 20 min, previa reaccion
utilizando: 0,025 ul de Exonucleasa I, 0,25 pl de Driftcotia Fosfatasa, 2,5 pl de buffer
fosfatasa alcalina y 7,225 pl de HyO. Para todas las muestras, se secuencié un
fragmento objetivo de alrededor de 900 pares de bases en MacrogenUSA (Rockville,
MD), seguido de controles visuales y de alineacién utilizando el programa MEGA7
(Kumar et al. 2016).
Microsatélites
Disefo

Se selecciond una sola muestra de cada especie con la mds alta calidad y
cantidad de ADN extraido para la secuenciacion masiva y posterior disefio de los
microsatélites. La seleccidn se realizo mediante visualizacion en gel de agarosa al 1%
tefiido con GelGreen (BioTium Fremont, CA) y la cuantificacién del ADN gendémico
de cada muestra a través de Quant-it PicoGreen (Invitrogen, Carlsbad, California),
para luego diluirlas a 0,2 ng/pl. El desarrollo de las bibliotecas genémicas para cada
especie se llevo a cabo utilizando 1 ng de ADN gendmico siguiendo el protocolo del
kit de preparacién de muestras Illumina Nextera (Illumina Inc., San Diego,
California). Brevemente, este paso consistio en fragmentar el ADN (en amplicones de
aproximadamente 500 pb), seguido de un etiquetado con adaptadores (Read1:
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCT and Read2:
GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT) y amplificacion de las bibliotecas con

indices de identificacién (index) por PCR, limpieza, normalizacién de la biblioteca
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gendmica (para garantizar una representacion equitativa de cada biblioteca en la
biblioteca agrupada) y, finalmente, secuenciaciéon masiva (Fig. 24). Cada biblioteca
fue cuantificada en una mdquina Roche LC480 qPCR (Roche, Basilea, Suiza)
utilizando el kit Kapa Library Quantification (Roche, Pleasanton, California) para su
uso con la plataforma de secuenciacion Illumina. Las bibliotecas fueron diluidas a 4
nM, unidas en una biblioteca conjunta tomando 5 pl de cada una y, luego, llevada a
una concentracidn final de 18 pM para la secuenciacién masiva en un secuenciador
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.). Las lecturas de secuenciacidn se
analizaron utilizando el script de per] PAL_FINDER_v0.02.04, el cual crea un archivo
FASTQ por individuo e identifica cada loci microsatélite sin la necesidad de un
ensamblaje previo de las secuencias. Se identificaron 34.973 y 36.319 loci
microsatélites en total para la tonina overa y el delfin austral, respectivamente, los
cuales fueron ordenados por motivo. A partir de dicha informacién y utilizando el
programa MSATCOMMANDER version 1.0.8 (Faircloth 2008), se disefiaron los
cebadores para di y trinucleétidos con un minimo de 8 repeticiones, y
tetranucledtidos con un minimo de 6 repeticiones. Se establecié el tamano del
producto total entre 50-120pb, tamano del cebador entre 18-22pb con un éptimo de
20pb, la temperatura de melting entre 58-62°C con un 6ptimo de 60°C y el resto de
los pardmetros por defecto. Posteriormente, se realizé otra clasificacion para
identificar aquellos microsatélites cuyos cebadores aparecieron por unica vez en el
conjunto de datos. Esta clasificacion dio como resultado 4.862 (tonina overa) y 5.018
(delfin austral) conjuntos de cebadores, de los cuales se eligieron 70 al azar (por
especie) en funcién del motivo (di-, tri-, o tetranucle6tido) para la posterior

amplificacion.
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Fig. 24: Resumen del protocolo de Illumina Nextera para el disefio y/o amplificacién de loci

microsatélites. Imagen adaptada de: www.illumina.com.
Amplificaciéon

La amplificacién se realizé en dos reacciones de PCR multiplex de 35
cebadores directos (F: forward) e indirectos (R: reversed) cada una por individuo,
utilizando el kit Qiagen Multiplex PCR (Qiagen Inc., Valencia, CA, EE. UU.). Cada
cebador fue diluido a una concentracidn final de 2 pM antes de confeccionar la
reaccion multiplex. En primer lugar se amplificaron los amplicones para cada muestra
por PCR utilizando un volumen final de 5 pl de reaccién: 2,5 pl de mastermix, 2 pl
de ADN, 0,25 pl de multiplex y 0,25 pl de HO; bajo los siguientes pardmetros: 94°C
por 15 min, 20 ciclos de 94°C por 30 seg, 57°C por 3 min, 72°C por 1 min, y una

extension final a 68°C por 30 min. Los productos de PCR fueron diluidos con 20 pl
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de agua ultra pura y se procedid a una segunda PCR para la incorporacién de los
indices de identificacion (index) de las muestras (ver Zhan et al., 2017 para mds
detalles). La reaccion se realiz en un volumen final de 5 pl que inclufa: 1,95 pl de
agua ultrapura, 0,05 pl de TSG (0,25 unidades; Bio Basic, Markham, ON, Canadi),
0,5 pl de dNTP (0,2 nM), 0,5 pl de MgCl2 (2,5 mM), 0,5 pl de buffer 10x, 0,5 pl de
cada indice y 0,5 pl de producto diluido de PCR. El perfil de PCR fue: 2 min a 95°C;
luego 20 ciclos de 20 seg a 95°C, 1 min a 60°C y 1 min a 72°C; finalmente una fase de
extension de 10 min a 72°C. Luego, los productos de PCR se combinaron en igual
proporcion, se purificaron y normalizaron para combinarlos en la biblioteca de PCR,
utilizando beads caseros creados de acuerdo a Faircloth et al. (2015) y de acuerdo al
protocolo del kit de preparacién de muestras [llumina Nextera (Illumina Inc., San
Diego, California). Después de la cuantificacion (ver seccion “Disefio”), la biblioteca
se diluyé a 15 pM y se secuencid en una sola direccién utilizando un secuenciador
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.), utilizando el kit de reactivos

MiSeq 150 cycle V3 para doble indexado.

Las lecturas de secuenciacién fueron individualizadas automdticamente
utilizando el programa MiSeq Sequence Analysis, el cual crea un archivo FASTQ por
individuo con las secuencias amplificadas de todos los microsatélites. Esta
informacion se utilizé6 como informacién de entrada para el programa MEGASAT
(Zhan et al. 2017), el cual genotipé automaiticamente todos los loci y generd
histogramas de puntajes (scoring) para la verificacion manual.

Analisis
ADN Mitocondrial

Variabilidad genética

La variabilidad genética fue estimada con DNAsp (Librado & Rozas 2009),

considerando a cada localidad de muestreo como una poblacién separada. Se
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obtuvieron los indices de diversidad estindares, el numero de haplotipos, el numero
de sitios polimdrficos y el tipo de mutaciones (transiciones, transversiones e indels).
Entre los indices se incluyen la diversidad haplotipica (h) y diversidad nucletidica ().
La primera se define como la probabilidad de que dos haplotipos al azar sean
diferentes, mientras que © mide las diferencias nucleotidicas entre dos pares de

secuencias tomadas al azar (Nei 1987).

Estructura poblacional, flujo génico y modelo de aislamiento por

distancia

La estructura poblacional se infirié mediante el uso del Andlisis Molecular de
la Varianza (AMOVA) (Excoffier et al. 1992). Este andlisis examina la varianza en las
frecuencias génicas entre las poblaciones, considerando ademds el nimero de
mutaciones entre los diferentes haplotipos. El método consiste en particionar la
varianza total en diferentes componentes (diferencias entre poblaciones y diferencias
entre individuos dentro de las poblaciones) de acuerdo a una asignacidn a priori de la
poblaciones y poner asi a prueba una estructura genética particular (Ho: no hay
diferencias genéticas entre poblaciones). Los estadisticos mds utilizados para estimar
la estructura poblacional son Fst y el ®st, ambos basados en el estadistico F
desarrollado por Wright (1951). El Fst considera la variancia de las frecuencias alélicas
o génicas (haplotipicas) entre subpoblaciones, mientras que el ®@st incorpora, ademds,
el numero de mutaciones entre los haplotipos, por lo que es un estadistico mds
sensible a la hora de identificar las diferencias genéticas entre poblaciones. El
resultado se reporta significativo a un valor de a = 0.05, es decir, bajo la hipdtesis nula
de panmixia, cuando p<0,05 se considera que la poblacion estd estructurada. El
AMOVA utilizando ambos estadisticos, Fsr (usando solo las frecuencias de
haplotipos) y ®@sr (usando distancias genéticas bajo el modelo de Jukes y Cantor), se

realiz6 en Arlequin (Excoffier & Lischer 2010), al igual que la estimacion del nivel de
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diferenciacion genética entre sitios de muestreo mediante el cdlculo pareado de los
ambos estadisticos. La significancia de los resultados fue probada utilizando 10.000

permutaciones.

El flujo génico entre poblaciones se estimé en Arlequin (Excoffier & Lischer
2010) como el numero efectivo de migrantes por generacion (Nm), un método
indirecto que utiliza las medidas de estructuracidn genética. La estimacion de Nm se
basa en el modelo de islas infinitas de Wright (1951) al lograr un equilibrio entre la
deriva génica y la migracién que se ve reflejado en los valores del estadistico F de

Wright (estimados aquf a partir de @sr). Por lo tanto, Nm = (1 - @st) / (2 Dsr).

Se realizé una prueba de Mantel (Mantel 1967) en Genalex 6 (Peakall &
Smouse 2006) para examinar el modelo de aislamiento por distancia mediante el uso
de los valores linealizados de @st [@s1/(1- Dst)] y las distancias geograficas entre los
sitios de muestro. Este andlisis permite poner a prueba si existe una correlacidn entre
las diferencias genéticas de las distintas poblaciones y sus distancias geogréficas
(Mantel 1967). La matriz de distancias geogrdficas fue construida en base a las
distancias en linea recta expresadas en kilémetros entre pares de localidades de

acuerdo con mapas tomados de Google Earth 6.0.3 (Keyhole, Inc.).

Red de haplotipos

Para describir las relaciones genealdgicas entre los haplotipos se construy6 una
red de haplotipos en Network 5.0.1.0 (Bandelt et al. 1999) aplicando un algoritmo de
median-joining y utilizando los pardmetros predeterminados. Este andlisis descriptivo
permite visualizar como se distribuyen los haplotipos en el espacio, al mismo tiempo
que permite inferir aspectos demogréficos de acuerdo a su forma. Esto se debe a que
la tasa de coalescencia es inversamente proporcional al tamano poblacional, dado que
en poblaciones grandes el tiempo transcurrido entre las nuevas variantes genéticas y

el ancestro comun es mayor (Avise 2009). De esta manera, si una poblacidén sufrié una
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expansion demogrifica reciente, la red de haplotipos adopta una forma de estrella,
debido a una mayor longitud de sus ramas con un mayor ndimero de mutaciones

unicas.

Analisis demograficos

Los andlisis demogréficos fueron explorados a través de diferentes pruebas
estadisticas. En ambas especies se aplicd la prueba de Fu (Fu 1997) y la prueba
Distribucién de las diferencias pareadas o Curvas de Mismatch (Rogers &
Harpending 1992) utilizando el programa Arlequin (Excoffier & Lischer 2010). A su
vez, se llevo a cabo el andlisis Bayesian Skyline Plot, que permite estimar la dindmica
poblacional a través del tiempo. Todas estas pruebas estadisticas estan basadas en la
teorfa coalescente (Fu & Li 1999, Hamilton 2009), en la cual se plantea un modelo
génico poblacional centrado principalmente en la evolucidn neutral de los drboles

genéticos.

Pruebas de neutralidad

Las pruebas de neutralidad tienen como hipdtesis nula que la variacién
molecular es producto de un balance entre mutaciones neutrales (o al azar) y la deriva
génica, manteniendo asi las frecuencias génicas en equilibrio (Kimura 1991). Existen
mds de una docena de pruebas, sin embargo la mds potente en términos estadisticos
frente a tamafios muestrales grandes (N > 20) es la prueba de Fu (Ramos-Onsins &
Rozas 2002). Esta prueba se basa en la distribucién de haplotipos para calcular el
estadistico Fs (Fu 1997). El estadistico Fs de Fu tiende a ser negativo en presencia de
un exceso de mutaciones recientes o alelos raros, situacidon consistente con una

poblacidn en expansion demogrifica (Fu 1997).
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Distribucion de las diferencias pareadas o Curvas de Mismatch

La distribucion de diferencias pareadas se basa en la distribucidn del numero
observado de diferencias entre pares de haplotipos (Rogers & Harpending 1992,
Rogers 1995). Este modelo asume la no recombinacidn, y que cada mutacion entre
dos individuos aumenta el nimero de diferencias entre ellos (Rogers & Harpending
1992) es decir se basa en el modelo de sitios infinitos (Kimura 1971). Basada en una
hipétesis nula de expansion poblacional bajo la teoria coalescente, genera una
distribuciodn tedrica de las diferencias de a pares entre haplotipos y la compara con la
distribucion real de los datos. Esta dltima se construye contando el numero de
diferencias de nucledtidos entre pares de individuos con diferentes haplotipos y
utiliza un histograma para mostrar las frecuencias relativas de pares que difieren por
sitios. Un periodo de crecimiento o disminucién poblacional, incluyendo un evento
de cuello de botella, resultard en una sefial caracteristica que se presente como una ola
en el histograma. En poblaciones que muestran una expansién demogréfica reciente
o una expansion en el rango de distribucién con altos niveles de migracién entre los
demos (Ray et al., 2003; Excoftier & Lischer 2010), la distribucidn suele ser una curva
unimodal. Mientras que en poblaciones en equilibrio demogréfico o constituidas por
varias unidades (Rogers & Harpending 1992), muestran una curva multimodal. La
construccion de la distribucion se basa en tres pardmetros: una teta inicial (6o), que es
un valor dado antes de que la poblacién se expandid, un valor de teta final (6;)
alcanzado después de que la poblacidn crecid y declind, y T (tau) que es el tiempo de
expansion en unidades de mutaciones (t = 2ut, donde p es igual a la tasa de
substitucion (p = tasa de divergencia * k, donde k es la longitud del segmento de ADN)
y tel tiempo de expansidn por generacion) (Rogers & Harpending 1992). Para evaluar
el ajuste del modelo se utilizaron dos estadisticos, la suma de desviaciones cuadradas
(SSD) y el indice de regularidad de Harpending (r). Este ultimo, permite cuantificar

la “suavidad” de las distribuciones y discriminar entre dos modelos demogrificos,
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valores bajos del indice (r <0.03) indica una poblacion en expansion y valores altos (r>

0.03) estabilidad poblacional (Rogers & Harpending 1992, Harpending 1994).

Reconstruccion histdrica

El andlisis Bayesian Skyline Plot (BSP) es un método coalescente que se basa
en estadistica bayesiana aplicando un procedimiento de muestreo estdndar de cadenas
de Markov Monte Carlo (MCMC, siglas en inglés). De esta manera, estima una
distribucién posterior del tamano efectivo (Ne) de la poblacién a lo largo del tiempo
directamente a partir de una matriz de datos génicos y permite determinar, por
ejemplo, el tiempo en el cual se produjo un crecimiento/disminucién poblacional o
un cuello de botella (Drummond et al. 2005).

Para realizar el andlisis BSP se utilizaron los programas BEAUTi v1.8.3 y
BEAST v1.8.3 (Drummond & Rambaut 2007), y el modelo elegido fue lineal por
partes (“piecewise-linear”). El modelo de sustitucion seleccionado fue HKY segun el
criterio de informacion de Akaike (AIC) generado con jModelTest v2.1.10 (Darriba
et al. 2012). Ademds, usamos una frecuencia de reloj relajada log normal (no
correlacionado) con una tasa de mutacion para la region control de ADNmt de 6.3
x10® s/s/ano derivada de Lagenorbynchus obscurus (Harlin et al. 2003). Se aplicaron
treinta millones de iteraciones de MCMC, descartando los primeros 3.000.000 de
pasos como "burn in" y realizando muestreos cada 1.000 iteraciones. Finalmente, se
verifico la convergencia del modelo a través del tamafio de muestra efectivo (ESS >
200) y se construy6 un diagrama de Bayesian Skyline mediante el uso de Tracer v1.6

(Rambaut et al. 2014).

Microsatélites

Previamente a realizar los andlisis de microsatélites, se evalud la presencia de
posibles alelos nulos, desviaciones de las proporciones de Hardy-Weingberg (H-W) y

desequilibrio por ligamiento (DL) entre pares de loci. El primer andlisis fue llevado

87



acabo con el programa MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004);
mientras que los dos restantes se realizaron en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer
2010) aplicando 1.000.000 pasos de MCMC con 100 pasos de desmemorizacion y
30.000 permutaciones. Los valores de p se ajustaron utilizando un ajuste falso de la
tasa de descubrimiento (“False discovery rate adjustment” en inglés) (Rice 1989).

Los alelos nulos se producen por una mutacidn en la secuencia nucleotidica
adyacente a los microsatélites que impide que los cebadores se unan a la secuencia
molde en la PCR (Chapuis & Estoup 2007). Utilizando el programa
MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004), se puede identificar los errores
de genotipado debido a la presencia de alelos nulos que dan lugar a falsos
homocigotas pudiendo causar desviaciones de las proporciones de Hardy-Weinberg
(Van Oosterhout et al. 2004).

En genética de poblaciones, uno de los supuestos mds importantes es que las
poblaciones naturales se encuentran en equilibrio H-W. Este modelo, permite
predecir las frecuencias alélicas dadas las frecuencias genotipicas o viceversa, a partir
de una ecuacion global definida como: p? + 2pq + q* = 1; donde “p” y “q” son las
frecuencias alélicas para un locus genético con dos alelos. El equilibrio H-W posee
una serie de supuestos, entre los cuales se destacan: organismos diploides,
reproduccién sexual, generaciones discretas, efectos de las fuerzas evolutivas
despreciables, poblacidn grande, cerrada (sin migracién) y panmictica (reproduccion
al azar). Cada una de estos supuestos representa una de las dreas conceptuales
abordada por la genética de poblaciones, pudiendo poner a prueba diferentes
hipétesis y distinguir asi los procesos evolutivos que actian sobre las poblaciones
naturales (Hamilton 2009).

Se denomina desequilibrio de ligamiento al estado en el cual los alelos de los
diferentes loci no estdn asociados aleatoriamente, es decir, no existe una segregacion

independiente de los alelos. En presencia de un desequilibrio, lo que se observa a nivel
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poblacional es la presencia de genotipos comunes entre individuos, cuya frecuencias

son diferentes a las esperadas bajo un estado de equilibrio (Hamilton 2009).

Variabilidad genética

Los niveles de variabilidad genética fueron estimados para cada sitio de
muestreo a través de la frecuencia y riqueza alélica (Agr), utilizando el programa
FSTAT 2.9.3 (Goudet 2001), y de la heterocigocis observada (Ho) y esperada (He),
estimadas a partir del programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010). La
frecuencia alélica es simplemente la proporcion de un alelo especifico respecto de la
totalidad de los alelos de un locus; mientras que AR es el nimero promedio de alelos
por locus, lo cual es independiente del tamafio muestral. La heterocigocidad es
definida como la proporcidn de individuos heterocigotos para un locus respecto del
total de individuos. La Ho se calcula a partir de los genotipos presentes en la muestra,
mientras que la He se estima a partir del equilibrio H-W. Por ultimo, se estimé el
tamafio efectivo poblacional (Ne) a través del programa LDNe (Waples & Do 2008).
Este pardmetro proporciona el nimero de individuos reproductores en una poblacion
por lo que su magnitud es igual o menor al tamano poblacional total. Su estimacion
es de gran importancia dado que explican la diversidad genética observada de una
poblacidn, es decir el potencial evolutivo, el cual se ve disminuido en presencia de Ne
pequeiios. De este pardmetro depende la intensidad de los cambios en las frecuencias
génicas por accion de la deriva genética, siendo mds rdpidos en aquellas poblaciones
con Ne pequefios. En este escenario, los efectos de la deriva genética son grandes,
perdiéndose asi alelos y, en consecuencia, reduciéndose la variacion genética de la

poblacion (Hamilton 2009, Hare et al. 2011).
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Estructura poblacional, flujo génico y modelo de aislamiento por

distancia.

La estructura poblacional se analiz6 mediante un AMOVA utilizando los
mismos pardmetros descriptos para el ADN mitocondrial, pero donde los valores de
Fst fueron estimados con un método de distancia basado en el ndmero de alelos
diferentes. A su vez, se llevé a cabo un método de asignacién bayesiana implementado
en el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003, Hubisz et al.
2009) bajo un modelo de mezcla, utilizando 5.000.000 MCMC, 1.500.000 pasos de
“burn in” y 10 réplicas para cada K (de 1 a 8 en la tonina overay de 1 a 5 en el delfin
austral). A diferencia del AMOVA, donde las poblaciones son definidas a priori, este
analisis aplica un método de agrupamiento a partir de los individuos, caracterizados
por sus composiciones genéticas (genotipos), y los agrupa en clusters genéticos (K).
La cantidad de K es desconocida y puede o no corresponderse con las potenciales
poblaciones, dado que su valor indica el numero mas probable de poblaciones en la
muestra. Se asumi6 correlacidon en las frecuencias alélicas entre las probables
poblaciones y un modelo de mezcla (“Admixture model”). En el modelo propuesto, los
individuos pueden tener ascendencia mixta, es decir, un individuo i ha heredado una
fracciéon de su genoma a partir de ancestros de la poblacion K. Es un modelo
razonablemente flexible para hacer frente a muchas de las complejidades de las
poblaciones reales (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003, Hubisz et al. 2009). Para
estimar el nimero mds probables de K, se utiliz6 el método Evanno (Evanno et al.
2005) implementado en Structure Harvester (Earl 2012).

El flujo genético contempordneo entre poblaciones fue estimado utilizando
BayesAss Version 3 (Wilson & Rannala 2003), con parimetros de corrida de
150.000.000 de iteraciones, 10% de “burn in” y el resto de los pardmetros como

predeterminados. La convergencia del modelo fue testeado a través de los valores a
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través del tamano de muestra efectivo (ESS > 200) utilizando Tracer v1.6 (Rambaut et
al. 2014).

Al igual que con las secuencias de ADN mitocondrial, se realiz6 una prueba
de Mantel (Mantel 1967) en Genalex 6 (Peakall & Smouse 2006) utilizando los valores
de diferenciacién genética (Fst) linealizados [Fst/(1- Fst)] y las distancias geogréficas
entre los sitios de muestreo para determinar la existencia de una estructura

poblacional sujeta al aislamiento por distancia.

RESULTADOS
ADN mitocondrial

A partir de las 70 muestras analizadas para la tonina overa, se amplificé
con ¢éxito la regién de control del ADNmt en 58 individuos, con la longitud total de
las secuencias obtenidas en un rango de 326 a 698 pb, donde las secuencias mds cortas
pertenecieron a las muestras colectadas en la década del “90. Para el caso del delfin
austral, la amplificacion exitosa se dio en 41 individuos sobre el total de 42 muestras
analizadas, con longitudes que oscilaron entre 368 y 730 pb. Para el andlisis
poblacional de la tonina overa, se utilizaron secuencias consenso de 423 pb haciendo
posible su alineacion con las secuencias disponibles en GenBank para la especie. La
variabilidad genética del delfin austral se estimo a partir de las secuencias obtenidas
en esta tesis (472 pb), mientras que el resto de los andlisis poblacionales fueron
realizados considerando todas las secuencias y haplotipos disponibles en GenBank
(317 pb).

De un total de 311 secuencias utilizadas para los andlisis de la tonina overa, se
encontraron 26 sitios polimoérficos que definieron 27 haplotipos distintos, 5 de los
cuales son nuevos para la especie (Tabla 7). En el caso delfin austral, a partir de 41
secuencias analizadas aqui, se hallaron 15 haplotipos definidos por 28 sitios

polimdrficos, 13 de los cuales son nuevos para la especie (Tabla 8). La diversidad
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haplotipica para la poblacidn total de tonina overa y el delfin austral fue h = 0,803 +
0,014y h =0,888 + 0,028, respectivamente; mostrando en ambos casos altos niveles de
variabilidad genética (Tabla 9). La diversidad nucleotidica general fue moderada (n =
0,00479 + 0,00973) en la tonina overa y un orden de magnitud superior en el delfin

austral (m =0,01267 + 0,00685) (Tabla 9).
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Tabla 7: Posicién de los 26 sitios polimdrficos definiendo 27 haplotipos (H) para 423 pb de la region control del ADN mitocondrial de la tonina overa (Cephalorhynchus commersonii),

incluyendo la frecuencia por haplotipo (F) y el nimero de acceso de GenBank.

H F 3 42 51 101 113 124 136 173 207 213 216 219 233 237 250 258 263 271 325 338 359 360 362 377 393 420 Numero de GenBank

1 |14 cATT C G T C G T A C A T T A C G C T A T C A G C HM368541.1/HM749893.1

2 |18 G C T - . . . . . . Tesis actual

31 G C A C T c ¢ G T - T - . - T - - T Tesis actual

4 181 G A C A AF393538.2/HM749884.1/HM368540.1
5 |101 G C AF393537.2/HM749881.1/HM368538.1
6 |42 G C A C A AF393539.2/HM748989.1

7 16 G C A C A C AF393540.2

8 |1 G A C A c - . . . . . AF393543.2

9 |3 G C C A C A c - . . . HM368539.1

101 G A C HM368542.1

118 G A C HM368543.1/HM749894.1

12 (2 G A G C A HM368544.1

132 G A C A T - . . . . - T HM368545.1

143 G T A C A T HM368546.1/HM749892.1

151 G T A G C A HM368550.1

16 |1 G C T HM368551.1

17 |1 G A C A T . . . . . . . HM368548.1
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Tabla 8: Posicion de los 28 sitios polimdérficos definiendo 15 haplotipos (H) para 472 pb de la regién control del ADN mitocondrial del delfin austral (Lagenorbynchus australis), incluyendo
la frecuencia por haplotipo (F). Las secuencias/haplotipos obtenidas de GenBank y sus sitios polimérficos exclusivos estdn en color rojo, asi como también los 21 haplotipos (H*) definidos
a partir de 22 sitios polimérficos (317 pb).

H|F 5 17 39 69 99 113 114 115 116 117 118 119 148 179 183 205 226 230 281 302 306 313 317 337 382 402 404 406 422 424 456 464 469  H*
1 9 T - C G A T - - - - - - G T G G T C€ C G T T T G C - T C€C C G A T Cii1
2 | s . . .. . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . C . . . . . .2
3 1 C 3
413 A T A C A C A T C 4
N 2 A A C T cC T N
6 1 T C T T C 6
7 1 A T A T T C 7
8 1 A A C 8
919 AT A C A C 9
10| 4 - . .. . B . . . . . C . . . A . . . . . . . . . . C . . . . . . 110
1] 1 . . - . . A T A C A C . . . . . . . A C . . A T G . . T A . C T 11
12] 1 . . . . . A T A C A C . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . .19
13| 1 . . .. . . A T A C A C . . . A . . . . . . . . T . C . . . . . . i12
14| 1 . . .o . . A T A C A C . . . A . . . . . . . . . . C . . . . . i1
15] 1 . . . . . A T A C A C . . . A . . . . . . C . . . C . . . . . .13
161 1 .. . . A T A C A C . C . . . . . . . . . . 14
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Tabla 9: Informacion resumida de la region control del ADN mitocondrial de la tonina overa Cephalorbynchus
commersonii (423 pb) y el delfin austral Lagenorhunchus australis (472 pb). La informacion correspondiente al
delfin austral se muestra en negrita. N = tamafio muestral, H = Ne de haplotipos, h = diversidad haplotipica,
n = diversidad nucleotidica, CG = porcentaje de citosina y guanina, Ts = transiciones, Tv = transversiones, I =
indels, TdF = Tierra del Fuego.

Sitios de N H Ne d.e sitios h (%) CG (%) Ts
muestreo variantes
Playa Unién 20 6 7 0,7895 + 0,0641 0,5251 +0,3375 34,87 7
Bahifa Camarones 16 5 13 0,6000 + 0,1267 0,5831 +0,3724 34,93 13
35 12 27 0,856 + 0,036 1,264 + 0,686 34,37 16
Caleta Olivia 7 3 3 0,6667 +0,1598 0,3602 + 0,2799 34,95 3
6 4 8 0,800 + 0,172 0,908 + 0,604 34,58 2
Golfo San Jorge 4 2 1 0,5000 + 0,2652 0,1182 +0,1465 35,17 1
Puerto Deseado 19 6 11 0,6550+0,1115 0,5696 + 0,3614 35,13 11
San Julidn 11 3 3 0,4727 +0,1617 0,1891 + 0,1663 35,36 3
Rio Gallegos 31 7 8 0,6946 + 0,0738 0,3244 + 0,2286 34,82 8
Estrecho de 14 3 0,5604 + 0,1245 0,2962 +0,2230 35,02
Magallanes
TdF_Norte 62 9 8 0,7335 +0,0302 0,3688 + 0.2475 35,00 8
TdF_Centro 92 14 15 0.7484 + 0,0299 0,4278 +0.2757 35,01 15
TdF_Sur 21 6 0,7476 + 0,0517 0,3220 + 0,2311 35,01 6
Chile 14 6 0,6593 +0,1227 0,3065 + 0,2287 34,82 6
Total 311 27 26 0,803 £ 0,014 0,479 + 0,973 35,00 0,16
41 15 28 0,888 + 0,028 1,267 + 0,685 34,48 + 0,15 17

La representacidon geogréfica de los diferentes haplotipos para ambas especies se
muestra en la Fig. 25. Para la tonina overa, la red exhibe una tipica configuracién en estrella
que sugiere una expansion demogréfica para la especie, siendo H5 y H4 los haplotipos mds
frecuentes (HS = 32,48%, H4 = 26,05%). Solo cuatro haplotipos fueron unicos y exclusivos
de las poblaciones del norte, mientras que los 23 restantes se encontraron compartidos
entre las poblaciones. Para el delfin austral, la red pareciera mostrar la misma configuracién
en forma de estrella con mayoria de haplotipos exclusivos de los sitios de muestreo del
norte. Los haplotipos mds frecuentes fueron H9 y H1 (H9 = 19,64%, H1 = 16,07%) y, de
acuerdo al modelo, hay al menos 4 haplotipos faltantes necesarios para describir las

relaciones genealdgicas entre los haplotipos.
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Fig. 25: Red de haplotipos de la regién control del ADN mitocondrial de A- tonina overa (Cephalorbynchus
commersonii, N =311, 423 pb) y B- delfin austral (Lagenorbynchus australis, N = 54, 317 pb) construidas usando
un algoritmo median-joining. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de haplotipos, los
guiones entre ellos representan un paso mutacional antes del préximo haplotipo y los puntos verdes indican
un haplotipo faltante. PU = Playa Unidn, BC = Bahfa Camarones, CO = Caleta Olivia, GSJ = Golfo San José,
PD = Puerto Deseado, SJ = San Julidn, RG = Rio Gallegos, EM = Estrecho de Magallanes, TdF = Tierra del
Fuego (N = Norte, C = Centro, S = Sur), IM = Islas Malvinas .

Se realizaron pruebas de neutralidad para ambas especies con todas las muestras
combinadas, obteniéndose resultados contrastantes. Por una lado, la tonina overa presento
un valor de Fs de Fu negativo y significativo para toda la poblacién (Fs de Fu =-13,506; p
<0,001; o = 0,02), lo que sugiere una posible expansion de la poblacién. Ademads, la Curva

de Mismatch reflejo una distribucién unimodal sugiriendo un evento de expansidn
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poblacional reciente (Fig. 26a), con una bondad de ajuste del modelo que no muestra
valores de p significativos (o = 0.05): la suma de la desviacién al cuadrado (SSD = 0,004, p
=0,479) y el indice de irregularidad de Harpending's (r = 0,024, p = 0,704). Por otro lado,
el delfin austral present6 un valor no significativo para la prueba de neutralidad de Fu (Fs
de Fu =-5,263; p = 0,046; o = 0,02). Ademds, si bien los estadisticos SSD y r mostraron un
buen ajuste al modelo tedrico con valores no significativos (SSD = 0,014, p = 0,412 ;1 =
0,021, p = 0,605; o = 0,05) la distribucion real fue bimodal, sugiriendo una poblacion
relativamente en equilibrio (Fig. 26b). En ambas especies, la reconstruccion histérica
soporta dichos resultados, dado que el anilisis de Bayesian skyline reveld, en la tonina
overa, una expansion demografica que comenzé hace unos 15 000 afios (Fig. 27a), mientras
que en el delfin austral no detectd una variacién en el valor estimado del tamario efectivo
de la poblacién (Ne) a lo largo del tiempo y, en consecuencia, una falta de evidencia de

expansion poblacional (Fig. 27b).
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Fig. 26: Andlisis de la distribucién de Mismatch de acuerdo a un escenario de expansién poblacional de A -
tonina overa (Cephalorbynchus commersonit) B- Delfin austral (Lagenorbynchus australis). En linea discontinua
datos observados, en linea continua datos provenientes de la distribucién tedrica de un modelo de tamafio
poblacional en expansion, con un 6o = 0,09 , 61 = 30,68, T = 2,70 para la tonina overa y 60 = 0,27, 61 = 21,00, T
= 7,34 para el delfin austral.
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Fig. 27: Gréfico de Bayesian Skyline representando la tendencia demogrifica histdrica de A — tonina overa
(Cephalorbynchus commersonii) B- Delfin austral (Lagenorbynchus australis). En el eje X se muestran los afios
calendario antes del presente y en el eje Y los cambios en el tamario efectivo poblacional (expresado como el
producto de Ne y el tiempo generacional t). La linea solida es la mediana estimada y el drea coloreada
corresponde al intervalo de credibilidad basado en el intervalo de densidad posterior mas alto del 95%.
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En ambas especies, el andlisis AMOVA mostré una diferenciaciéon genética
significativa entre todas las dreas de muestreo (poblaciones definidas a priori), tanto para
los valores de Fst como de @st (Tabla 10). Basado en los valores de @sr, el analisis indico,
para ambas especies, que la mayor parte de la divisidn de la poblacién (alrededor del 80%)
es atribuible a diferencias dentro de las poblaciones; sin embargo, las diferencias entre
poblaciones son significativas y representan casi el 20% de la variabilidad. Ademds, la
mayoria de los valores de ®st por pares fueron significativos, presentando generalmente
mayores valores entre poblaciones alejadas del delfin austral y sin un patrén claro entre las
poblaciones de la tonina overa (Tablas 11 y 12). Las tasas de migracion calculadas con
valores de @st variaron de 0,3 a infinito tanto para la tonina overa como el delfin austral;
sin embargo, no se encontrd un patron claro en ambas especies (Tablas 11y 12). La prueba
de Mantel indicé un modelo de aislamiento por distancia significativo para la tonina overa
(R?=0,13; p = 0,005; Fig. 28a) pero no asi para el delfin austral (R? = 0,17; p = 0,140; Fig.
28b).

Tabla 10: Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) a partir de la regién control del ADN mitocondrial de
la tonina overa (Cephalorhynchus commersoniz, N = 311, 423 pb) y el delfin austral (Lagenorhynchus australis, N
=54, 317 pb) a lo largo de sus distribuciones en el Océano Atldntico suroccidental

e . Fuente de Suma de Componentes Porcentaje de , . Valor p
Anadlisis .., gl R .., Estadistico
variacién cuadrados de la varianza la variacién (a=0,05)
Cephalorbynchus commersonti
Entre 11 19,18 0,059 14,25 Fsr = 0,142 <0,001
. blaci
Frecuenciade PO o one
. Dentro de las 299 105,26 0,362 85,75
Haplotipos :
poblaciones
Total 310 124,45 0,411
Entre 11 63,42 0,207 19,66 Dsr = 0,196 <0,001
Método de poblaciones
distancia: Jukes  Dentro de las 299 252,58 0,84 80,34
y Cantor poblaciones
Total 310 316,01 1,05
Lagenorhynchus australis
Entre 3 3,57 0,074 15,11 Fsr=0,151 <0,001
. poblaciones
Frecuencia de
. Dentro de las 52 21,76 0,418 84,89
Haplotipos .
poblaciones
Total 55 25,32 0,493
Entre 3 7,14 0,156 16,96 Osr = 0,170 <0,001
Método de poblaciones
distancia: Dentro de las 52 39,73 0,764 83,04
Kimura 2P poblaciones
Total 55 46,86 0,920
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Tabla 11: Diferenciacién genética entre poblaciones pareadas de la tonina overa (Cephalorhynchus commersonii) y nimero de migrantes entre poblaciones
(estimado a partir de medidas de estructura genética (Dst) para todas las localidades de muestreo) utilizando la regién control del ADN mitocondrial (423pb).
Los valores de Fsr se informan por debajo de la diagonal, mientras que los valores de ®sr se informan por encima de la diagonal. Valores significativos (o = 0.05)
se presentan en negrita. PU = Playa Unién, BC = Bahia Camarones, CO = Caleta Olivia, GSJ = Golfo San José, PD = Puerto Deseado, SJ = San Julidn, RG = Rio
Gallegos, EM = Estrecho de Magallanes, TdF = Tierra del Fuego.

Método de distancia: Jukes y Cantor

PU BC CcO GSJ PD SJ RG SM TdF_norte TdF_centro TdF_sur Chile
PU 0,09991 0,11982 0,00365 0,11520 0,31468 0,34382 0,15052 0,37051 0,24077 0,17094 0,33430
BC 0,10781 -0,01650 0,09502 0,12725 0,34855 0,44135 0,23607 0,45599 0,33390 0,28117 0,40635
é CO 0,10317 -0,02391 0,21241 0,03498 0,42921 0,32652 0,13758 0,32737 0,17091 0,16984 0,31192
'g GSJ 0,22078 0,40267 0,32898 -0,01619 0,39781 0,44582 0,12587 0,41155 0,22350 0,19353 0,49742
T‘E; PD 0,18749 0,34114 0,24363 -0,04581 0,17594 0,22751 -0,01208 0,26174 0,11364 0,04087 0,20576
% SJ 0,32079 0,44748 0,41296 0,44211 0,28607 0,52741 0,36462 0,49317 0,35426 0,38876 0,56968
g RG 0,16014 0,31209 0,17133 0,25826 0,16183 0,33883 0,17770 0,07666 0,04930 0,11360 -0,03129
% SM 0,21782 0,38624 0,28553 -0,03408 -0,02437 0,39859 0,17083 0,20839 0,04023 -0,00208 0,18887
é TdF_norte 0,17978 0,29709 0,20876 0,17181 0,13316 0,31245 0,10931 0,14945 0,04112 0,15039 0,05849
& TdF_centro 0,14492  0,27680 0,17253 0,05623 0,02952 028071  0,06823 0,03381 0,03274 0,01917 0,03477
TdF_sur 0,12772 0,28625 0,17329 0,08251 0,04454 0,30541 0,06392 0,05278 0,10377 0,02546 0,12684
Chile 0,17504 0,33876 0,17812 0,27976 0,16374 0,37108 -0,03169 0,17560 0,10673 0,05838 0,06620
PU 4,50444 3,67278 136,50636 3,84023 1,0889 0,95426 2,82175 0,84948 1,57671 2,42507 0,99564
BC Infinito 4,76189 3,42933 0,93452 0,63289 1,618 0,59651 0,99746 1,2783 0,73047
- CO 1,85399 13,79218 0,66494 1,03128 3,13423 1,02732 2,42545 2,44388 1,103
‘2 GSJ Infinito 0,75687 0,62152 3,47225 0,71493 1,73712 2,0836 0,50518
.%3 PD 2,34187 1,6977 Infinito 1,41031 3,89998 11,73438 1,92998
S SJ 0,44803 0,87128 0,51385 0,9114 0,78615 0,37769
T RG 2,3138 6,02251 9,64196 3,90143 Infinito
E SM 1,89931 11,92765 Infinito 2,14734
E TdF_norte 11,65843 2,82479 8,04901
TdF_centro 25,57798 13,87926
TdF_sur 3,44189
Chile
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Tabla 12: Diferenciacién genética entre poblaciones pareadas (Fsty ®@st) y nimero de migrantes (Mn) entre
poblaciones (estimado a partir de medidas de estructura genética (Psr) para todas las localidades de
muestreo) del delfin austral (Lagenorbynchus australis) utilizando la regién control del ADN mitocondrial
(317pb). Los valores de Fsr se informan por debajo de la diagonal, mientras que los valores de ®sr se
informan por encima de la diagonal. Valores significativos de diferenciacién genética (o = 0,05) se presentan

en negrita.
Método de distancia: Kimura 2P
Islas Malvinas

Playa Unién Bahia Camarones Tierra del Fuego

Playa Uni6n

Tierra del Fuego

Frecuencia de
Haplotipos

Islas Malvinas

Bahia Camarones 0,18793

0,21534

0,09757

0,24189

0,29534

0,10505

0,28051

0,62244

-0,00879

0,31581

0,16005

0,17246

Playa Uni6n
Bahia Camarones

Tierra del Fuego

1,56703

1,28250

0,30329

Infinito
1,08321

2,62410

Ntdmero de

migrantes
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Fig. 28: Prueba de Mantel bajo el modelo de aislamiento por distancia a partir de secuencias de la regién
control del ADN mitocondrial de A- tonina overa (Cephalorhynchus commersonii, N = 311, 423 pb) y B- delfin
austral (Lagenorhynchus australis, N = 54, 317 pb).
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Microsatélites

De los 70 conjuntos de cebadores/microsatélites probados para cada especie, en la
tonina overa se amplificaron 30 loci polimorficos con éxito en 53 muestras, mientras que
en el delfin austral se amplificaron con éxito 20 microsatélites polimdrficos en 28 muestras.
No se detectd evidencia de desequilibrio de ligamiento, ni la presencia de alelos nulos. En
la tonina overa, dos loci microsatélites mostraron una desviacién significativa del
equilibrio de Hardy-Weinberg después de un “false Discovery rate adjustment” y se
eliminaron del andlisis. Para el delfin austral, solo un locus microsatélites mostré una
desviacion del equilibro significativa, sin embargo debido a que solo fue en una poblacién
se conservd en el andlisis. Un resumen descriptivo de los loci microsatélites amplificados
en cada poblacion de la regién centro-norte de Patagonia de ambas especies se presentan
en las tablas 1 y 2 del ANEXO II, mientras que la diversidad genética dentro de las
poblaciones se resume en la Tabla 13. Para la tonina overa, se detectaron un total de 100
alelos en todos los loci, de los cuales 16 fueron privados y se distribuyeron entre las
poblaciones. CCoS8 fue el locus mds variable con 15 alelos, seguido de CCo52 con 8 alelos.
Para el delfin austral, 63 fueron los alelos encontrados en todos los loci, de los cuales 24
fueron exclusivos. Lau30, Lau35 y Lau60 fueron los loci mds variables con 5 alelos, seguido
de Lau$, Lau28 y Lau52 con 4 alelos. La riqueza alélica total (Ar) por locus oscilé entre
1,132 y 8,003 para la tonina overa y entre 1,452 y 3,791 en el delfin austral, mientras que
para ambas especies los valores promedios mds altos de Ar se encontraron en Caleta Olivia
(3,053 y 3,397, respectivamente). En la tonina overa, el promedio de Ho y He oscild entre
0,311-0,345 y entre 0,315-0,338, respectivamente; mientras que en el delfin austral varié
entre 0,416-0,427 (Ho) y entre 0,338-0,371 (He). No se encontraron diferencias
significativas en Ar entre las poblaciones de ambas especies (prueba de Kruskal-Wallis,

tonina overa: gl = 3, p> 0,05, delfin austral: gl = 1, p> 0,05).
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Tabla 13: Resumen estadistico de los indices de diversidad genética de la tonina overa (Cephalorbynchus
commersonii) y el delfin austral (Lagenorbynchus australis) para 28 y 20 loci microsatélites, respectivamente,
por sitio de muestreo. N = tamafio muestral, Na = Ne de alelos, AR = riqueza alélica, Ne = Tamafio efectivo
poblacional, I = indice de informacidn, Ho = heterocigocidad observada, He = heterocigocidad esperada, F =
indice de fijacién. Para cada uno se reporta la media y el desvio estindar (DE), a excepcién de Ne donde se
exhibe el intervalo de confianza del 95% [IC].

Sitios de muestreo N Na Ar Ne I Ho He F

Cephalorbynchus commersonii
Playa Unidén Media 17,857 2,929 2,684 76,7 0,604 0,345 0,338  -0,018
DE 0,067 0,445 1,559 [32,7-inf] 0,103 0,057 0,051 0,037
Bahia Camarones Media 13,821 2,786 2,666 94,5 0,603 0,331 0,337 0,035
DE 0,104 0,350 1,476 [27,0-inf] 0,099 0,055 0,050 0,045
Caleta Olivia Media 7,000 2,393 3,053 32 0,552 0,311 0,315 0,016
DE 0,000 0,274 1,311 [2,0-11,2] 0,096 0,057 0,052 0,055
Puerto Deseado Media 14,000 2,679 2,759 30,1 0,582 0,339 0,323 0,005
DE 0,000 0,326 1,317 [14,8-162,0] 0,098 0,056 0,050 0,040
Total Media 13,170 2,696 2,414 0,585 0,329 0,328 0,009
DE 0,372 0,176 1,476 0,049 0,028 0,025 0,022

Lagenorhynchus australis

Bahia Camarones Media 20,350 2,900 2,419 11,8 0,680 0,416 0,388  -0,058
DE 0,342 0,204 0,529  [7,2:20,5] 0,069 0,051 0,040 0,052
Caleta Olivia Media 5,900 2,200 2,474 4,9 0,599 0427 0371 0,170
DE 0,069 0,200 0,697 [1,4-inf] 0,092 0,064 0,054 0,051
Total Media 13,125 2,550 2,429 639 0,421 0,379  -0,110
DE 1,170 0,152 0,614 57 0,041 0,033 0,037

En ambas especies de delfines, el andlisis AMOVA mostro estructuracidon genética
significativa (tonina overa: Fst = 0,026, p < 0,001; delfin austral: Fst = 0,063, p = 0,008),
presentando en el caso particular de la tonina overa valores significativos de Fst entre las
poblaciones geogrificamente opuestas (Tabla 14): Playa Union (43°S) y Puerto Deseado
(46°S). El andlisis jerdrquico de la estructura poblacional mostré 2 poblaciones como
escenario mds probable para las dos especies (Fig. 29 y 30). Sin embargo, en el caso
particular de la tonina overa, esta diferenciacién genética no es real debido a la alta

varianza, los valores bajos de Delta K y ningin individuo exclusivo de cada poblacidn;
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sugiriendo, por lo tanto, la existencia de una sola poblacién panmictica en la especie (Fig.
29). En ambos delfines las tasas de migracion contemporaneas fueron bajas (m < 0,2) entre
todas las dreas de muestreo, lo que sugiere la falta de migrantes efectivos entre ellas (Tabla
15). Finalmente, la prueba de Mantel fue significativa lo que sugiere la presencia de
aislamiento por distancia entre las regiones de consideradas para la tonina overa (R* = 0,71;

p = 0,03; Fig. 31). Para el delfin austral no se pudo realizar dicha prueba dado que solo se

contd con dos sitios de muestreo.

Tabla 14: Diferenciacién genética entre poblaciones pareadas (Fst) entre poblaciones de la tonina overa
(Cephalorhynchus commersonii) utilizando 28 loci microsatellite y 53 individuos. Valores significativos de

diferenciacion genética (o = 0,05) se presentan en negrita.

Playa Unién Bahfa Camarones Caleta Olivia Puerto Deseado
Playa Uni6n
:3 2 Bahfa Camarones 0,00264
< o
< 8 Caleta Olivia 0,02224 0,01019
% <
Puerto Deseado 0,05991 0,01954 0,02583
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Fig. 29: A- Andlisis jerdrquico STRUCTURE de la tonina overa (Cephalorbynchus commersonii) a partir de 4
sitios de muestreo basado en 28 loci microsatellite y 53 individuos. Cada uno de ellos es representado por
una linea vertical, las cuales son particionadas en K segmentos coloreados, donde el largo de cada uno de
ellos es proporcional al coeficiente de pertenencia estimado del individuo. B- Grdficos de probabilidad de
Evanno y Ln para el andlisis Structure que incluyen todas las ubicaciones de muestreo y se generaron
utilizando STRUCTURE HARVESTER (Earl 2012).
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Fig. 30: A- Anélisis jerdirquico STRUCTURE del delfin austral (Lagenorhynchus australis) a partir de 2 sitios de
muestreo basado en 20 loci microsatellite y 28 individuos. Cada uno de ellos es representado por una linea
vertical, las cuales son particionadas en K segmentos coloreados, donde el largo de cada uno de ellos es
proporcional al coeficiente de pertenencia estimado del individuo. B- Grificos de probabilidad de Evanno y
Media del Ln de la probabilidad estimada de los datos para diferentes valores de K.
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Tabla 15: Tasa de migracién contempordnea expresada como numero de migrantes efectivos entre

poblaciones estimadas con el programa BAYESASS para la tonina overa (Cephalorbynchus commersonii) y el

delfin austral (Lagenorbynchus australis). Playa Unidn (0), Bahfa Camarones (1), Caleta Olivia (2) y Puerto

Deseado (3).

Media (SE) Media (SE) Media (SE) Media (SE)
Cephalorhynchus commersonti
m[0][0]: 0,733 (0,054) m[0][1]: 0,133 (0,067) m[0][2]: 0,067 (0,055) m[0][3]: 0,067 (0,054)
m(1][0]: 0,066 (0,054) m([1]{1]: 0,800 (0,067) m(1][2]: 0,067 (0,055) m([1][3]: 0,067 (0,054)
m[2][0): 0,067 (0,055) m[2][1]: 0,134 (0,067) m[2][2): 0,733 (0,054) m[2][3): 0,067 (0,054)
m[3][0]: 0,067 (0,055) m[3][1]: 0,133 (0,067) m[3][2]: 0,066 (0,054) m[3][3]: 0,733 (0,055)
Lagenorhynchus australis
m[1][1]:  0,8836 (0,0820)  m[1][2]:  0,1164 (0,0820)
m[2][1]:  0,2171 (0,0820)  m[2][2]:  0,7829 (0,0820)

Las tasas de migracidn se expresan de la siguiente manera: m[X][Y], probabilidad de que un individuo de la poblacion Y

provenga de la poblacién X.

0,070 +
L J

0,060 -
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=
w’ 0,040 y = 0,0001x - 0,0212
& R? = 0,7145
% 0,030
|18

0,020 A

0,010 A

*
0,000 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Distancia geografica (Km)

Fig. 31: Prueba de Mantel bajo el modelo de aislamiento por distancia a 28 loci microsatellite amplificados

en 53 individuos de tonina overa (Cephalorhynchus commersonir) .
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DISCUSION

En estudios de genética poblacional de mamiferos marinos, se asume que las
especies bajo estudio representan una unica poblacion genética, con probablemente
algun grado de flujo génico entre “poblaciones” predefinidas (Milinkovitch et al.
2002). Sin embargo, los odontocetos costeros (como las especies bajo estudio en esta
tesis) son vulnerables al fraccionamiento y aislamiento poblacional, incluso en el
corto plazo y a lo largo en un ambiente continuo sin barreras fisicas, lo cual es debido
probablemente a una alta fidelidad al sitio natal (Pichler & Baker 2000, Pichler 2001).
A través del andlisis de la region control del ADNmt y de loci microsatélites
especificos, en esta tesis se analizd la estructura génica poblacional de dos especies
simpdtricas y endémicas de delfines con el fin de comprender como se distribuye la
variabilidad genética a lo largo de sus distribuciones en América del Sur. Los
resultados obtenidos, sugieren que la tonina overa no muestra actualmente una
estructura poblacional, pudiéndose considerar como una poblacion en panmixia, con
filopatria por parte de las hembras y con el flujo génico mediado principalmente por
los machos; mientras que para el delfin austral se evidencié una poblacién
estructurada en dos demos, con una fuerte fidelidad al sitio y bajo flujo génico entre
las mismas.

La variabilidad genética de la tonina overa en el drea de estudio se distribuye
homogéneamente, contrariamente a lo encontrado para el delfin austral. Como
consecuencia, la tonina overa tendria menos posibilidades de que la pérdida de
individuos, o incluso de subpoblaciones, tenga un impacto negativo en su diversidad
génica. Esta suposicion debe ser tomada con cautela, dado que se propone que las
subpoblaciones aisladas preservan la variabilidad genética de manera mis eficiente
que una simple poblacidén panmictica de tamafio similar (Pope 1996). La diversidad
genética del ADNmt en la tonina overa es similar a la encontrada previamente para la

especie al sur de su distribucién (entre 46-56¢2S, Cipriano et al. (2011) y Pimper et al.
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(2010)), mostrando altos niveles de h y bajos niveles de m; exhibiendo asi un gran
numero de haplotipos pero con pequenas diferencias entre ellos. La informacion de
diversidad genética en el delfin austral es inédita, mostrando niveles similares a la
tonina overa de h, pero con valores de © un orden de magnitud mayor, lo cual indica
la presencia de una mayor diversidad de haplotipos. Ambas especies presentan
pequefios tamanos de grupo y se encuentran principalmente en hdbitats costeros
(Cipriano 2018, Dawson 2018). Estas caracteristicas se comparten con las poblaciones
de delfines nariz de botella, Tursiops truncatus, en Lagoa dos Patos, Brasil, que
mostraron niveles similares de diversidad genética en una poblacion pequena y
altamente filopdtrica (Fruet et al. 2014).

Con respecto a la diversidad a partir de los microsatélites, es informacion
inédita para ambas especies ya que se desarrollaron de novo y de manera especie
especifica, resultando en informacién génica no antes reportada para ninguna de las
dos especies bajo estudio. Las especies poseen indices similares de diversidad genética
de loci microsatélite entre si, pero bajos en comparaciéon con otros estudios en
pequeiios cetdceos de la region y del mundo (incluido los del mismo género para la
tonina overa), los cuales mostraron altos niveles de He y Ho (Moller & Beheregaray
2004, Natoli et al. 2006, Natoli et al. 2008, Hamner et al. 2012, Loizaga de Castro
2013, Pérez-Alvarez et al. 2015, Ywasaki Lima et al. 2017, Chen et al. 2020). Si se
compara a escala global la informacién genética del ADNmt, se encuentra el mismo
patron, donde la mayoria de los pequefios ceticeos muestran altos niveles tanto de h
como de m. Sin embargo, los resultados encontrados aqui son similares a los
reportados para los géneros de las especies bajo estudio (Pichler & Baker 2000 y
referencias alli inlcuidas, Loizaga de Castro et al. 2016b)

La combinacion de altos valores de h (>0,5) y bajos valores de m (<0,005) es
caracteristico de especies o poblaciones que sufrieron un cuello de botella poblacional

seguido de una rdpida expansiéon demogrdfica y la consecuente acumulacion de
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mutaciones (Grant & Bowen 1988). En este contexto, la poblacion de tonina overa
pudo haber sufrido en el pasado un proceso de expansion y contraccién de sus
poblaciones, junto con eventos de glaciacion que ocurrieron durante el Pleistoceno
(Rabassa et al. 2000, Pichler et al. 2001, Glasser et al. 2004). El crecimiento poblacional
y la expansién geogrifica en un pasado reciente probablemente causé una rdpida
diversificacion de haplotipos con minimas diferencias nucleotidicas. La red de
haplotipos en forma de estrella que presenta la especie coincide con los resultados de
la curva de diferencias pareadas (distribucion de Mismatch) y los valores de Fu,
sugiriendo una reciente expansion poblacional para la especie. En contraste, la
poblacion de delfines australes mostré valores altos de ambas diversidades (h> 0.5 y
> 0.005) lo que apoya que la especie a lo largo de su distribucién en el Atldntico
suroccidental es una poblacién estable con una larga historia evolutiva, o
potencialmente representa un contacto secundario entre linajes diferenciados (Grant
& Bowen , 1998).

Al igual que la tonina overa, otros mamiferos marinos de la regién también
exhibieron una expansion demogrifica reciente (Feijoo et al. 2011, Oliveira et al. 2011,
Pimper et al. 2012, Crespo et al. 2015, Loizaga de Castro et al. 2016b) probablemente
asociada al LGM vy al retroceso del hielo marino, alrededor de 15.000 afos atrds (como
se reporta aqui para la tonina overa basado en el andlisis de Bayesian skyline). Durante
este fendmeno geoldgico, se eliminaron las barreras fisicas, y ocurrieron cambios de
hébitat, tales como cambios es la distribucion y abundancia de presas. Estos cambios
en la productividad primaria y relacionada a la abundancia de presas jugaron un rol
clave en la historia de las poblaciones de algunos delfines costeros. Un ejemplo es el
cambio en la demografia histérica de los delfines oscuros, el cual coincide con
fluctuaciones en las poblaciones de sus principales item presa (Harlin-Cognato et al.
2007). Los mamiferos marinos fueron favorecidos por esos cambios, conduciendo a

una repentina expansion demogréfica a lo largo de la costa suroccidental del Océano
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Atldntico (Pichler et al. 2001, Ponce et al. 2011). El delfin austral probablemente ha
tenido una trayectoria de poblacién independiente en comparacién con otras especies
de mamiferos marinos, donde cualquier cambio pasado en el hébitat u otros recursos
(como la abundancia y distribucion de presas) no parece haber tenido un impacto
importante en el patrén demogrifico de la especie. Se ha sugerido que algunas islas
del Hemisferio Sur, incluyendo las Islas Malvinas, podrian haber permanecido
habitables por lo menos durante la temporada de verano austral durante la dltima
glaciacion (Hoelzel et al. 1991). Por lo que pudo haber actuado como un conducto
para la dispersion de algunos animales como los delfines australes hacia las Georgias
del Sur o Islas Malvinas, por lo que se podria explicar la bimodalidad (poblacién
estable) en la curva de diferencias pareadas (curvas de Mistmatch) de la poblacién de
delfines australes en la costa de Argentina.

La hipétesis de la radiacidn de Cephalorbynchus, basada en el mecanismo de la
deriva del viento del oeste (WWD, siglas en inglés), sugiere que la tonina overa es una
de las dltimas especies en establecer su distribucion actual, después de haberse
establecido la poblacidn de Nueva Zelanda (Pichler et al. 2001). Una vez en América
del Sur, los resultados de esta tesis, sugieren que la expansion poblacional de la especie
parecié dirigirse hacia el norte a través de las costas del Océano Atldntico
suroccidental. Como se puede visualizar en la red de haplotipos, la mayoria de los
mismos se concentraron en el sur de Argentina y muchos de ellos se encontraron en
casi toda la distribucidn. Los haplotipos ancestrales (H4 y HS), sugeridos previamente
por Cipriano et al. (2011) y Pimper et al. (2010) sobre la especie, debido a su alto
predominio y ubicacion central en la red, se encuentran a lo largo de toda su extension
geogrifica en el Atldntico suroccidental. La amplia distribucion geogrdfica que
presenta la tonina overa a lo largo de la costa de Argentina, la ausencia de barreras
bioldgicas para su dispersion y el ser una especie con un origen reciente (Pichler et al.

2001), son elementos que han favorecido la cohesién de la poblacién, promoviendo
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una estructura panmictica. Los andlisis de la regidn control del ADNmt, muestran la
presencia de estructura genética entre los sitios de muestro de la tonina overa, algo
que no se evidencia en la red de haplotipos, por lo que dicha diferenciacién genética
podria deberse a la influencia del aislamiento por distancia presentado por la especie
sobre el andlisis (AMOVA). A pesar de esto, la comparacién entre los valores de Fst
estimados a partir de ambos marcadores entre los sitios de muestreo (mayores en los
estimados a partir del ADNmt), sugirieron una fuerte filopatria de las hembras a escala
regional. Por otro lado, considerando los microsatélites, los resultados mostraron una
falta de estructura genética entre los sitios de muestro del norte, sugiriendo la
existencia de un flujo de genes mediado por machos. En general, estos resultados
indican que las diferencias genéticas podrian estar dadas por la fidelidad al sitio de las
hembras siendo los machos los principales responsables de homogeneizar la
poblacidn, al menos en las regiones del norte. En los estudios de genética poblacional
de mamiferos, cominmente se asume la existencia de un comportamiento de
dispersion sesgado por el sexo, que se basa en el comportamiento filopdtrico de las
hembras debido a los requisitos necesarios para la reproduccion y el cuidado parental
(Greenwood 1980, Hoelzel 2009). Ademds, se espera que la dispersion de los machos
mejore el éxito reproductivo y, por lo tanto, se evite la depresion por endogamia
(Hoelzel 2009). Aunque esto es mejor conocido en mamiferos terrestres (Greenwood
1980), varios estudios en mamiferos marinos soportan dicha hipdtesis mostrando un
flujo de genes mediado por machos (Moller & Beheregaray 2004, Chilvers &
Wilkinson 2008, Engelhaupt et al. 2009, Hoelzel 2009 y referencias all{ incluidas). Sin
embargo, no parece ser el patron comun para las especies del género Cephalorbynchus.
Basado en marcadores mitocondriales, el delfin de Heaviside, C. heavisidiz, no mostrd
evidencia de estructura poblacional (Jansen van Vuuren et al. 2002), mientras que el
delfin chileno, C. eutropia, mostré diferenciacién genética solo a través del andlisis de

microsatélites (Pérez-Alvarez et al. 2015). En contraste, el defin de Hector, C. hectori,
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presenté diferenciacion genética significativa y flujo génico limitado entre
poblaciones utilizando ambos marcadores (Pichler et al. 1998, Hamner et al. 2012).
Particularmente con la tonina overa en América del Sur, los andlisis genéticos previos
a escalas regionales de estructura poblacional basados en ADNmt han encontrado
altos niveles de diferenciacién genética y han indicado una gran fidelidad al sitio por
parte de las hembras (Pimper et al. 2010, Cipriano et al. 2011). Esto se confirmé a
través de este estudio, que representd un muestreo mds completo de localidades y un
estudio extenso de loci microsatélites especificos inéditos para la especie.

La expansion poblacional desde el sur al norte de la distribucién, con filopatria
de las hembras y flujo génico contempordneo mediado por los machos, podria estar
explicado por un modelo de aislamiento por distancia (IBD, siglas en inglés)
observado en nuestros datos. Dicho modelo postula que las distancias genéticas entre
poblaciones se correlacionan con las distancias geograficas entre ellas (Wright 1943).
Sin embargo, si bien es posible que el mecanismo de IBD no sea el modelo mas
apropiado para representar las complejidades de las poblaciones naturales, es una
hipdtesis util para testear diferentes escenarios. Las tasas migratorias de la tonina overa
a partir de ambos marcadores no mostraron el mismo patrdn, lo cual implica que las
tasas son mds altas entre poblaciones cercanas que entre poblaciones distantes. En
primer lugar, las estimaciones a partir del ADNmt proveen solo informacion relativa
a la dispersion de las hembras y la mayoria de las tasas fueron bajas (Mn < 5) lo cual
es consistente con rupturas significativas en la dispersion (fuerte filopatria). En
segundo lugar, con respecto a la estimacidn de los microsatélites, existe un sesgo hacia
la distribucién norte de la especie. A pesar de ello, este andlisis podria estar sugiriendo
movimientos mds largos que entre poblaciones cercanas, por ejemplo, entre las
poblaciones del norte y del sur, donde las poblaciones del sur actian como fuente
(donde la densidad de individuos es mayor) y las del norte como sumidero (con la

densidades mds bajas) (Pedraza 2008). Aunque no se ha estimado el rango de
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distribucion de la especie, se reportaron movimientos individuales de hasta 250 km
de distancia (Coscarella 2005). Este rango de dispersion es mds alto que el rango
estimado para otras especies del género (<60 km, (Dawson 2018)), y puede estar
explicando la falta de un patrén claro de modelo de estructura poblacional, como el
"El Modelo de Migracion de a Pasos" (“stepping-stone model” en inglés) sugerido como
modelo de estructura poblacional para los delfines de Héctor (Hamner et al. 2012).
Consecuentemente, la poblacion de toninas overas sobre la costa de Argentina podria
responder a un modelo metaploblacional (Hanski & Gaggiotti 2004). En este modelo,
las poblaciones de los componentes individuales (llamadas subpoblaciones,
poblaciones locales o demos) son discretas (o relativamente discretas) en el espacio
con interacciones a través de migracion y el flujo de genes (Hanski & Gaggiotti 2004).
En la tonina overa, esto se refleja, por un lado, en la alta tasa de migracion y los
haplotipos unicos presentes en las poblaciones locales basados en el ADNmt, mientras
que por el otro lado, en el flujo de genes y la gran poblacién unica representada por
el resultado de los marcadores nucleares. Por lo tanto, es necesario incrementar el
andlisis de marcadores nucleares en muestras de localidades del sur para tener una
mejor comprension de la estructura poblacional de la especie.

En cuanto al delfin austral, la especie presenta una fuerte estructura génica
poblacional utilizando ambos marcadores moleculares, exhibiendo una fuerte
fidelidad al sitio y flujo génico reducido entre las poblaciones estudiadas. En la region,
utilizando los mismos marcadores moleculares, se han reportado diferentes
estructuras genéticas para varias especies de pequefios ceticeos. Por un lado, un
estudio en delfines oscuros (Lagenorbynchus obscurus) reportaron diferenciacion
genética entre individuos que habitan la costa sobre el continente que de aquellos
provenientes de Tierra del Fuego (Loizaga de Castro et al. 2016b). Por otro lado,
trabajos sobre franciscanas (Pontoporia blainviller) y delfines nariz de botella

mostraron una fuerte estructuracién, con filopatria de las hembras y escaso flujo

115



genético contempordneo, asociado en los delfines nariz de botella a una fuerte
dependencia a hédbitats locales (Mendez et al. 2008, Fruet et al. 2014). Los resultados
obtenidos indican que el flujo génico es un factor importante en la estructura de las
poblaciones de las especies bajo estudio a lo largo de su distribucidn en el Atldntico
Sudoccidental. Un amplio flujo génico entre las poblaciones tiende a reducir las
diferencias genéticas entre las poblaciones locales, independientemente de la deriva
génica o la intensidad de la seleccién natural. Esto es, si el flujo génico es reducido
entre las poblaciones, la seleccion natural favorecerd la adaptacién local y la
diferenciacion entre ellas (Slatkin, 1991), esto podria explicar el patrén encontrado
para el delfin austral; por el contrario, si el flujo génico es extenso, las poblaciones
presentardn variacion genética homogénea y una escasa diferenciacién fenotipica y
genotipica, como se evidencia para la tonina overa. Los resultados encontrados para
estas ultimas especies de delfines del Atldntico suroccidental y para el delfin de Héctor
son similares a los reportados en esta tesis para el delfin austral. Todos estos pequefios
cetdceos tienen caracteristicas ecoldgicas similares, tales como endemismo
(franciscana, delfin de Héctor y delfin austral), pequenios tamafios de las poblacionales
locales y habitats aparentemente restringidos.

Es de esperarse una diferenciacion genética entre poblaciones muy distantes
geograficamente, como los son Bahfa Camarones y Caleta Olivia respecto de Tierra
del Fuego e Islas Malvinas. Sin embargo, a pesar de presentar un tamano muestral
bajo (N =2 en Tierra del Fuego) o un sesgo en el muestreo al norte de la distribucion
(en el caso de los loci microsatélites), la consistencia de los resultados de los andlisis
sugiere una fuerte estructura para la especie, incluso entre poblaciones cercanas. Se
desconoce cudntas poblaciones de delfines australes existen a lo largo de su
distribucién y cudl es su rango de dispersidn; sin embargo, utilizando modelos
espaciales para estimar la abundancia, Dellabianca et al. (2016), encontraron dos

zonas de alta densidad que son consistentes con zonas de mediana a alta productividad
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primaria, uno en aguas patagonicas centrales y el otro en aguas australes de Tierra del
Fuego. Debido a que la especie no evidencié un modelo de aislamiento por distancia,
de agregarse individuos en estas regiones provenientes de diferentes sitios de la costa
argentina, el flujo génico entre poblaciones de delfines australes parece estar limitado
por otros factores que no incluyen a la distancia geogrifica.

La especializacion en recursos locales fue clave en la diversificacion de las
especies de cetdceos en el pasado (Slater et al. 2010); varios estudios sostienen la
hipdtesis que diferentes estrategias de alimentacidn entre grupos favorecerfan la
filopatria y conducirian progresivamente a una divergencia genética (Baker et al. 1990,
Baker et al. 1993, Hoelzel et al. 1998a, Natoli et al. 2004). En este contexto, dada la
historia demogrifica relativamente constante y la gran plasticidad en estrategias de
alimentacidn exhibida por la especie a escala regional (ver capitulo II), esta hipotesis
podria explicar los resultados de esta tesis, sugiriendo un aislamiento a largo plazo
entre las poblaciones de delfines australes que utilizan diferentes hdbitats. Sin
embargo, se requiere de un mayor muestreo que permita llevar a cabo esta hipdtesis,
dado que en el presente estudio solo se contaron con dos poblaciones genéticas de las

cuales en solo una se pudieron llevar a cabo los anilisis de ecologfa tréfica.
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CAPITULO IV

Consideraciones finales




La presente tesis contribuye sustancialmente al conocimiento sobre la ecologia
trofica y la genética poblacional de dos especies de delfines endémicas de América del
Sur. En cuanto a la tonina overa, si bien se han llevado a cabo este tipo de estudios a
escala local, restringidos principalmente al sur de su distribucion en el Océano
Atldntico Suroccidental (Pimper et al. 2010, Riccialdelli et al. 2010, Cipriano et al.
2011), este trabajo redne esa informacién y la complementa constituyendo un salto
en el conocimiento de la especie que involucra una mayor escala espacial y temporal.
Para el delfin austral, la informacidn reportada aqui es sumamente importante dado
que a pesar de ser una especie avistada y conocida del Mar Argentino, hasta el
momento habfa sido escasamente estudiada desde el punto de vista génico
poblacional y del uso del hibitat. Asimismo, el uso y desarrollo de loci microsatélites
especie especificos mediante la técnica de New Generation Sequencing (NGS) es
pionero en Argentina, al menos en lo que respecta a mamiferos marinos, resultando
en informacion génica inédita para las dos especies bajo estudio.

Desde un enfoque conservacionista, son considerados claves los abordajes
genéticos y de ecologfa tréfica, a fin de disefiar planes de manejo que minimicen los
impactos antrépicos sobre las especies (Laikre et al. 2010, McNeely et al., 1990).
Particularmente, en regiones como la del Atldntico Suroccidental donde las mayores
amenazas para los mamiferos marinos, entre las que se destacan la pesqueria
comercial, la explotaciéon y transporte de hidrocarburos (de Haro 2003), la
contaminacién marina y el cambio climatico, han crecido de manera significativa
(Crespo et al. 1997, Crespo & Hall 2002, Reeves et al. 2003, Durante et al. 2016,
Durante et al. 2020). Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de esta tesis
constituyen un conocimiento de gran importancia para la preservacion de las especies.
Por un lado se obtuvo informacion sobre el nicho isotdpico y las estrategias de
alimentacion de la tonina overa y el delfin austral, asi como también las relaciones

troficas entre ambas especies. Por otro lado, se investigd la distribucién de la
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informacion genética, la cantidad de variacién génica y la historia demogrifica de
ambas especies. Las principales conclusiones de este trabajo se enumeran a
continuacidn:

- A pesar de mostrar un reducido solapamiento de nicho isotépico y de
encontrarse en el mismo hdbitat, ambas especies estdn segregadas en cuanto al
uso de recursos tréficos, favoreciendo la vida en simpatria, permitiendo asi la
coexistencia.

- Ambas especies de delfines no presentan estrategias de forrajeo diferencial entre
sexos. Sin embargo, las hembras de tonina overa exhiben un nicho isotépico
mds estrecho que los machos, indicando un uso mds acotado del hdbitat.

- Considerando solo el norte de su distribucidn, particularmente en la regién de
Bahia Camarones, puede considerarse al delfin austral como una especie
generalista que explota una variedad de recursos; sin embargo, parece estar
conformado por pequefios grupos con diferente estrategias de alimentacidn.
Esto da cuenta de una complejidad ecoldgica nunca antes descripta para la
especie, sugiriendo una alta plasticidad para adaptarse a las condiciones del
hébitat y de disponibilidad de presas.

- La tonina overa es una especie que explota principalmente recursos peldgicos de
plataforma continental a lo largo de su distribucién y del tiempo, exhibiendo
un nicho isotdpico relativamente pequeno.

- La diversidad genética calculada a través del ADN mitocondrial difirié entre
especies en términos de diversidad nucleotidica. La tonina overa presenta un
gran numero de haplotipos pero con pocas diferencias entre si, mientras que el
delfin austral exhibe ademds una mayor diversidad de haplotipos.

- Ladiversidad génica estimada a partir de loci microsatélites es similar en ambas
especies, siendo un orden de magnitud inferior en comparacion con otros

pequenios cetdceos de la region y del mundo.
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- Los andlisis demogrdficos fueron congruentes y mostraron dos historias
evolutivas diferentes. Por una lado, la tonina overa es una especie en expansién
poblacional, proceso que se origind a finales del Pleistoceno con el ultimo
madximo glacial. Por otro lado, el delfin austral no presenta signos de expansién
poblacional, por lo que sus poblaciones han permanecido relativamente estables
durante su reciente pasado evolutivo independientemente de los cambios en el
habitat.

- La poblacién de delfines australes exhibe una estructura genética poblacional
que es consistente con ambos marcadores (ADN mitocondrial y loci
microsatélites), indicando la existencia poblaciones aisladas genéticamente.

- La poblacién de toninas overas presenta una poblacién panmictica, con
fidelidad al sitio por parte de las hembras y flujo génico mediado por los
machos, al menos, esto ultimo, al norte de su distribucién. Esto se evidencié en
los mayores valores de Fsr estimados a partir del ADNmt y en la falta de
diferenciacion genética a través de los loci microsatélites.

- La condicion de panmixia no significa necesariamente que la especie deba
considerarse como una unidad de manejo unica. Se puede inferir que la tonina
overa se estructura como si fuera una metapoblacién (filopatria por las
hembras), por lo que cualquier impacto a nivel local podria alterar la dindmica
de las poblaciones y generar aislamiento entre ellas. Teniendo en cuenta los
efectos provocados por las fluctuaciones climdticas pasadas y en un escenario de
cambio climdtico actual, las alteraciones en la temperatura de la superficie del
mar podrian producir cambios en el hdbitat, en la disponibilidad de presas y
afectar la estructura poblacional de la especie. Por lo tanto, se recomiendan
futuros estudios con marcadores con una tasa de mutacién mds rdpida que
incluyan toda la distribucion de las especies para obtener una mejor

comprension de como se distribuye la informacion genética y cémo los distintos
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procesos climdticos y antropicos pueden condicionar a las especie de pequeios
cetdceos bajo estudio.

A la luz de los resultados obtenidos de la ecologia trdfica y la genética
poblacional de ambas especies, la integracién de ambas herramientas de estudio
no pudo llevarse a cabo, por lo que la dltima hipdtesis planteada en la presente
tesis no se ha podido contrastar. Por un lado, la tonina overa no exhibid
estructura poblacional, al mismo tiempo que presentd una misma estrategia de
forrajeo a lo largo de su distribucion y el tiempo, es decir que las predicciones
esperadas bajo la hipdtesis no se observarian en la especie bajo estudio. La
amplia disponibilidad de presas que resulta en un habito alimenticio estable a
lo largo del tiempo refleja un aprovechamiento de todo el espectro peldgico del
mar Argentino por parte de la tonina overa. Estos resultados también respaldan
la falta de estructura genética poblacional, donde la especie no encontraria
barreras al flujo o restricciones en el uso del hdbitat que promuevan la
diferenciacion genética. Por otro lado, si bien el delfin austral mostré una
diferenciacion genética fuerte entre las poblaciones analizadas, solo en una de
ella se pudo realizar los estudios de is6topos estables. Por lo tanto, se recomienda
aumentar los andlisis de ecologia tréfica de la especie en el resto de su
distribucién que permitan integrar ambos enfoques y poner la prueba la
hipétesis planteada.

Finalmente, considerando todos los resultados y con base en el principio de
precaucion, recomendamos que las dreas de muestreo aqui analizadas para la
tonina overa y el delfin austral sean consideradas como unidades de manejo
unicas, donde futuras evaluaciones e informes técnicos las consideren de manera
independiente con el fin de priorizar la conservacién y preservacion de las

especies.
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ANEXO1

Tabla 1: Estimaciones del drea de la elipse estindar Bayesiana (SEAs) para cada especie,

discriminando por grupo de alimentacidon (GA) en Lagenorhynchus australis y por localidad (PU =
Playa Unién, BC = Bahia Camarones, GS] = Golfo San Jorge, PD = Puerto Deseado) en Cephalorbynchus

commersonti.

Lagenorhynchus australis Cephalorhynchus commersonii
Piel Piel Hueso
GA1 GA2 GA3 PU BC GSJ PD PU GSJ
Min. 0,986 1,108 2,893 4,006 0,756 0,518 4,515 3,146 0,748
1st Qu. 1,534 1,712 6,177 5,603 1,302 0,935 5,598 5,098 1,260
Mediana 1,926 1,936 8,583 6,950 1,553 1,107 6,532 6,724 1,615
Media 2,008 2,061 9,372 7,071 1,613 1,261 6,981 7,511 1,460
3rd Qu. 2,356 2,383 10,717 8,379 1,859 1,468 7,686 8,584 2,099
Max. 3,762 3,998 24,018 | 12,543 3,133 3,304 14,673 14,673 5,506
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Fig. 1: Valores isotdépicos
(8N y 8"C) para muestras
de piel de la tonina overa
Cepalorbynchus commersonii

y el  delfin
Lagenorhynchus

austral
australis
(puntos negros) y los valores
isotopicos promedios de las
presas  (cruces blancas),
aplicando diferentes TDF
(A - Browning et al. 2014, B
- Giménez et al. 2016, C -
Caut et al. 2011). En colores
se muestra la regién de
mezcla, el contorno de los
circulos  representa  la
probabilidad de
contribucion a la dieta que
varfa entre 0-1, siendo los
colores frios menos
probables y los cdlidos mds
probables. Los contornos de
probabilidad  se

cada 10%.

dibujan
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Fig. 2: Valores isotdpicos (8"’ N y 6"°C) para muestras de hueso en Cephalorbynchus commersonii
con el TDF reportado por Toperoff (2002). Se muestran las posiciones del consumidor
(puntos negros) y las sefiales promedio de las presas (cruces blancas). En colores se muestra la
region de mezcla, el contorno de los circulos representa la probabilidad de contribucién a la
dieta que varfa entre 0-1, siendo los colores frios menos probables y los cdlidos mds probables.
Los contornos de probabilidad se dibujan cada 10%.

Tabla 2: Pruebas de diagnostico usadas en los modelos de MixSIAR para ambas especies de
delfines y tejidos. Localidades (Loc): PU = Playa Unidén, BC = Bahia Camarones, GSJ = Golfo
San Jorge, PD = Puerto Deseado

Gelman-Rubin Geweke

Variabl Variabl Variabl
Ne de Variable Variable Variable ariables artables artables

Tejido Loc variables 101 105 i fueradela fueradela fueradela

’ ’ ’ Cadena1 Cadena2  Cadena3
L. australis Prel BC 49 0 0 0 1 10 4
PU 30 0 0 0 0 0 1
Piel  BC 28 0 0 0 0 0 6
C. commersonit PD 29 0 0 0 2 0 0
PU 22 0 0 0 1 0 4
Hueso GYJ 22 0 0 0 3 9 0
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Tabla 3: Resultados de los modelos de MixSIAR a partir de muestras de piel y hueso de

Cephalorhynchus commersonii por localidad.

128

Media DE 2.5% 5% 25% 50% 75% 95% 97.5%
Playa Unién
Pleoticus muelleri 0,174 0,129 0,008 0,016 0,073 0,148 0,246 0,422 0,489
Patagonotothen ramsayi 0,381 0,113 0,144 0,183 0,305 0,389 0,461 0,557 0,579
Merluccius hubbsi <30 cm 0,318 0,119 0,085 0,115 0,237 0,324 0,400 0,507 0,539
Illex argentinus 0,127 0,083 0,006 0,012 0,060 0,118 0,181 0,282 0,312
Bahia Camarones
P | Pleoticus muelleri 0,106 0,072 0,005 0,009 0,046 0,099 0,154 0,242 0,268
I | Patagonotothen ramsayi 0,084 0,060 0,004 0,007 0,036 0,074 0,123 0,196 0,222
E | Merluccius hubbsi <30 cm 0,563 0,118 0,325 0,366 0,487 0,563 0,640 0,759 0,795
L Hlex argentinus 0,247 0,089 0,079 0,104 0,185 0,245 0,305 0,395 0,423
Puerto Deseado
Peces pequeiios peldgicos 0,497 0,212 0,067 0,120 0,347 0,518 0,659 0,807 0,854
Patagonototben ramsayt 0,154 0,100 0,011 0,020 0,076 0,141 0,215 0,342 0,388
Merluccius hubbsi <30 cm 0,157 0,110 0,007 0,014 0,069 0,137 0,226 0,364 0,410
Calamares 0,192 0,135 0,012 0,021 0,088 0,167 0,271 0,448 0,505
Playa Unién
Pleoticus muelleri 0,272 0,154 0,022 0,041 0,152 0,262 0,380 0,541 0,592
Patagonotothen ramsayi 0,217 0,120 0,017 0,032 0,122 0,210 0,302 0,427 0,462
Merluccius hubbsi <30 cm 0,234 0,135 0,020 0,036 0,131 0,223 0,320 0,474 0,523
H | lllex argentinus 0,278 0,118 0,051 0,082 0,194 0,277 0,360 0,472 0,509
U
E | Golfo San Jorge
S | Pleoticus muelleri 0,105 0,096 0,003 0,007 0,032 0,076 0,150 0,300 0,651
o Patagonotothen ramsayi 0,095 0,074 0,004 0,008 0,037 0,078 0,134 0,240 0,282
Merluccius hubbsi <30 cm 0,639 0,192 0,191 0,274 0,520 0,672 0,787 0,894 0,922
Hlex argentinus 0,161 0,106 0,009 0,020 0,077 0,147 0,224 0,360 0,410



Tabla 4: Resultados de los modelos de MixSIAR a partir de muestras de piel y hueso de

Lagenorbynchus australis por grupo de alimentacion (GA).

Media DE 2.5% 5% 25% 50% 75% 95% 97.5%
GA3
Peces bentdnicos 0,374 0,158 0,026 0,055 0,272 0,413 0,493 0,575 0,605
Crustdceos decdpodos | 0,245 0,210 0,007 0,013 0,069 0,173 0,397 0,650 0,713
Peces demersales 0,073 0,064 0,002 0,005 0,023 0,056 0,105 0,206 0,239
bentdnicos
Peces peldgicos 0,139 0,069 0,032 0,045 0,088 0,130 0,180 0,268 0,296
Calamares 0,169 0,082 0,035 0,048 0,104 0,163 0,227 0,311 0,343
GA2
Peces benténicos 0,111 0,057 0,013 0,022 0,067 0,109 0,150 0,208 0,225
Crustdceos decdpodos | 0,136 0,094 0,004 0,008 0,058 0,123 0,201 0,311 0,342
Peces demersales 0,060 0,062 0,001 0,002 0,015 0,039 0,087 0,186 0,228
bentdnicos
Peces peldgicos 0,410 0,108 0,168 0,217 0,348 0,419 0,483 0,570 0,601
Calamares 0,284 0,094 0,097 0,136 0,223 0,279 0,343 0,446 0,480
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ANEXO II

Tabla 1: Caracterizacién de los 70 loci microsatellites disefiados para la tonina overa (Cephalorhynchus

commersonii) incluyendo el nombre del locus, secuencia del cebador, temperatura de unién (Ta),

motivo repetido (MR), Ne de alelos observados (Na), heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He),

Ne de individuos amplificados exitosamente (N), y clasificacién del microsatélite como: P =

polimérfico, M = monomdrfico, NA = no amplificd.

LOCUS Secuencia cebador 5'-3' Ta MR Na He Ho N Tamaifo

CCOM1 F.TGTGAGGACAGAAGCAGAGG 59 (AG)10 2,000 0,449 0,460 53 60-62 P
R:GCAGCATGGCATCTTCAAAC

CCOM2 F:GGAAGGGAGGTAGAGAACGAC 60  (AG)10 M
R:CTTTAGGGCTGGAGGTTCAAAG

CCOM3 F:GAAACATGGATGCCCTGCC 60 (AG)13 M
R:TGTCTTTCTCTGCCCACCC

CCOM4 F.TGGGAAGTATTGTCTCACCAC 59  (AG)10 2,250 0,421 0,349 53 65-69 P
R:GGCCCGATGTCAAGATTTCTC

CCOMS F:GCCTAACAGACTTGACACACC 60 (AC)14 4250 0,645 0,631 53 65-73 P
R:GCGTGCTTGCGTGTCTAC

CCOM6  F:.TTGGGTAGCAGAACTGGACG 60 (AC)10 NA
R:ACAATAGTGAGAGGCCCGC

CCOM7 F.TTTAGGTCACATAGGCACATCC 59 (AC)12 NA
R:GGCAGCTCTTGTATGCGTG

CCOMS8 F:CAGATGCCAGATGAGTACGTG 59 (AC)15 9,750 0,853 1,000 53 59-99 P
R:CTTCTTAGACCAGCCTGTGAC

CCOM9 F:CCCGCAAAGCCCATACCC 60 (AC)13 NA
R:GGGTTATAGGTGTAGTGTTGGG

CCOM10 F:ACAGGTAATCTCCCAAGGAAGG 59 (AG)9 M
R:AAGGTGCTAAGACCCAAACG

CCOM11 F:GGCCCTGGAGAATGAAAGAC 59 (AG)8 1,250 0,017 0,018 53 74-76 P
R:AGGGAGATCAGAAGAGTTGGG

CCOM12 F:GTGTCACAGAGGAATGTCAACC 60 (AC)13 2,500 0,483 0,423 53 73-77 P
R:ACGCAGACACACGTTAAGC

CCOM13 F:GAAGCCAGCCTGAGTGTATG 59 (AC)8 NA
R:TGCTTCCAGGAATTTCTCTCC

CCOM14 F:AGAGTGTGTGAGTGCGGAC 60 (AC)13 NA
R:CTCTCCCGAGCAGAGTGAC

CCOM15 FETCCTGCACTTCTCACACCTC 60 (AC)13 3,000 0,331 0,363 53 77-89 P
R:GGGTGGAGGAATGGACATTG

CCOM16 F.TAACCCAACCCACAGCATCC 60 (AC)14 4,250 0,588 0,577 53 78-96 P
R:GGAGAGAGTTCAAGCAAGTGTC

CCOM17 F:AGTCTGTCTCCATGGCTCC 59  (AG)10 2,000 0,345 0,365 353 76-78 P
R:TGGCCCTAAATGCAATGACTG

CCOM18 F:CCCATGCAACAGTCATCACC 60 (AC)10 M
R:TCCTCTCTTGATAACCCTGCTG

CCOM19 FE:TCGTGGGAGGTAGGGTAAGG 60 (AC)10 1,500 0,027 0,028 53 79-83 P
R:GGGAGCTAAGTCAGAGAAATGC

CCOM20 F:GACCCTCATCGTGCTTCAAG 60 (AC)10 1,500 0,050 0,054 53 79-81 P
R:ACAGCCAACACCAGAGTACG

CCOM21  F:GTACCTGAAACACTGCACGC 59 (AC)17 2,750 0,302 0,113 353 78-92 P*
R:TTTCTGCCAGATACCCAAGTC

CCOM22 FE:TCTCAGTTCAGGGTGTACGG 59 (AC)8 1,750 0,122 0,107 53 80-86 P
R:CATGGACAGATACACAGTGGG

CCOM23 F:CGGTGTTGTTGAGATTCAGGG 59 (AC)18 NA
R:CATGGGCAGACAGAGACATC

CCOM24 F:GCAAAGACCTTAGTTCTGCAC 59 (AC)1S 3,750 0,636 0,712 53 83-91 P
R:ACATTTCATACCACCACGCAG

CCOM25 F:GCAGTGTGGGCAGAATGTG 60 (AC)11 1,750 0,091 0,098 52 91-93 P

R:GATACCCGGCTCCTTTCCTC

130



CCOM26

CCOM27

CCOM28

CCOM29

CCOM30

CCOM31

CCOM32

CCOM33

CCOM34

CCOM35

CCOM36

CCOM37

CCOM38

CCOM39

CCOM40

CCOM41

CCOM42

CCOM43

CCOM44

CCOM45

CCOM46

CCOM47

CCOM48

CCOM49

CCOMSs0

CCOMS1

CCOMS2

CCOMSs3

CCOMs54

CCOMSS

F:GTGGAGAGCAGCAATTTGAAG
R:GCACAGCTTCAAGACAAGGC
F:CCTGCTCTCAAGTCTAGGCC
R:TGACTCCGTTTGCACAAGTG
F:AGTCCCTGGTTCTCTCTGATAC
R:AGGCTTATCTGGAAGTGGTAGG
F:-TGGTGCTTGGTATATGGAGGG
R:GGAGCAGAGAAGGCATTGAG
F:TGTCTCTACCTGCTTCCCTG
R:CAGCGTGCATGAGTGAAGAG
F:ACTGCAACGAAGACCCAATG
R:TCACTCTGTCAACTGTGCCC
F:GGATTGCTGACTCCCAAACC
R:ATCTTGGCTTGAGGTCTGGG
F:ACATCAAGGACCTGGAGAGC
R:GAAATCGGCAGCTCACCTTC
F:AGGGCTTGAATCCGTGTCC
R:ACAACAGTGAGAGGCCCG
F:AACGGGAGAGGTCACAACG
R:AGAGGTGGAAATTGACATGCG
F-TTAACGGTGCTCCCTGTGAC
R:TATTGCTGTGGTTGCTGTCC
F:-TGACAGAGATGGTGATGACGG
R:GACCAGGGTACAGAGCTGAC
F:ATCTTGGCTTGAGGTCTGGG
R:GGATTGCTGACTCCCAAACC
F:ACAAGAGTGAGAGGCCCATG
R:ACAGTGGGATGTCAAGCAC
F:AGGCGTACTCTCAACCACTG
R:TCCAGGCTTTCTACACCAGC
F:GACGGGATGCACATATTGGC
R:GGAGGAGGAATGTGCCAAAG
F:GGTGCCCAAGAAAGAGTGTG
R:GCTTTCCTTGCTCCTCTGAC
F:CCACATGCTTTCCTTGCTCC
R:CCAAAGCAGAAGGAACGGC
F:ACAGTGAGAGGCCTGCATAC
R:TTCAAAGTTAGGAGCTGGGC
F:GCATTTCTAGCAACCCAGGC
R:TATTCCTTCTGCCCTCACGC
F:GAGAGGCCCGCGTAACAC
R:TGCCCATTCTAACTGGTGTG
F:TCGAGAAGCTTGGGTGTGAG
R:CATTGACGCTCGGGTGAAC
F:CCAACATGCCCGAATCAAAC
R:GGCGGTGGTGATTTGTATTG
F:AGGCCTCAGAGACCTTACAG
R:AGCTGAAACTTGTCCATAGGG
F:GTCCAGACACCTCAAATGGAAG
R:AGACCAGGAATCCAAGTGACTC
F:GTTGATCTCACCACTGCCAG
R:GCTATGCCCAGAGACAGAC
F:TGTTCACAGCCATTCCAATCC
R:CCTTCTCCCTAAACGCACAC
F:GGCCACTCTGTATGCATGTC
R:AGCCTCTGTCTCCTATCATTGG
F:GGCACCCTTATCATTCCAACAG
R:GCAGAAGTCCCTCCACCTC
F:ACACAAGACTTAGCTCCAAGG
R:CCCACCTCTCCTCCTTACC

60
59
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
59
60
60
60
60
59
60
60
60
58
59
60
59
59
60
60

59
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(AC)19

(AC)20

(AAT)11 2,000 0,454 0234 352 8291

(ATC)10 1,750 0,078 0,083 52  94-100

(AGC)9

(AAT)9 3,000 0,476 0,464 53 84-96

(AAC)8

(AGC)8

(AAC)9

(AAT)10

(ATC)14

(ATC)9

(AAC)8

(AAC)9

(AAG)13

(AGC)8 1,250 0,017 0,018 53 90-93

(AGC)14

(AGC)8

(AAC)S 2,000 0,128 0,103 53 105-114

(AGC)11 3,000 0,456 0,492 53 108129

(AC)12

(AC)11

(AC)18

(AG)11 3,000 0,539 0,504 353 95-99

(AC)12 1,500 0,043 0,046 353 9597

(AC)10 2,000 0,489 0,480 53 95-97

(AG)17 5,000 0,634 0,687 53  87-107

(AC)18

(AC)18 5,000 0,675 0,801 51  93-103

(AC)18

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA



CCOMS6  F:GGAAGGGCAAAGAAGAGGTG 60 (AC)10 1,750 0,094 0,065 52 97-99 P
R:TTTCCCACTACCGACACTCC

CCOMS7  F:GTGTTCCCAAGAGAATGAGGC 60  (AG)18 NA
R:AAGTGAGAAGGGCAGGAAGG

CCOMS58  F:CCCACCAGACCCAACTCTAAG 59 (AC)18 NA
R:CACGAGCAACTTACTTTACTGG

CCOMS59  F:.TCATTCCACAAACACGTATGGG 59 (AC)14 NA
R:CTGAAAGAGAGCAGGCCC

CCOM60  F:CACTGCCCACGTAGAACATG 60 (AC)13 3,000 0,239 0,190 48 91-97 p*
R:CATGAAGGACAGCAAGCCAG

CCOM61  F:GGCATGAGTTGGAGAGTGTG 60 (AC)1S 1,500 0,028 0,029 50 91-97 P
R:TGTGAAATTCAGGTGGGAAAGC

CCOM62  F:TCGTGACCTTCCCTAAACCC 59 (AQ)16 NA
R:CTTAACGCCATCAGAGTATCCC

CCOM63  F:ACAACAGTGAGAGGCCCG 60 (AC)9 NA
R:TAAGCTCTGGGATGTGTGGG

CCOM64  F:GCCATGCCTCACCTCATTC 60 (AC)18 NA
R:TGACCTGAAATGTTGGCACG

CCOM65  F:AGGTGCCAGGACTTAGACAG 59 (AC)8 M
R:TGATTAGGATGTAGGGCGGG

CCOM66  F:GCAACATTTGGACCCAGGAC 60  (AC)13 NA
R:AGGTGGTTAAGAGACAGGGTG

CCOM67  F:GCACTGGAGCTGGGTTTC 59 (AC)18 NA
R:TGTATCAACTTCCCTTCACACC

CCOM68  F:GCCTAGATGTCTGCAGGATG 59 (AC)9 NA
R:TATTGCCAGCGATGTGAGTG

CCOM69  F:AGGAGTGTCAGGCAGTTGTG 60 (AC)10 1,250 0,017 0,018 353 95-97 P
R:TGGAGCCTCTTACCTTTACCAC

CCOM70 F:CCCTTCAACACCAATCTCTCC 60  (AG)10 M

R:TGGACCGTGAACTTCAGCTC

Tabla 2: Caracterizacién de los 70 loci microsatellites disefiados para el delfin austral (Lagenorhynchus
australis) incluyendo el nombre del locus, secuencia del cebador, temperatura de unién (Ta), motivo
repetido (MR), Ne de alelos observados (Na), heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), Ne de
individuos amplificados exitosamente (N), y clasificacién del microsatélite como: P = polimérfico, M

= monomdrfico, NA = no amplificd.

LOCUS Secuencia cebador 5'-3' Ta MR Na He Ho N  Tamaio

LAUSO1 F:AAGATCCCAGAAGCCGAGTG 60 (AG)8 NA
R:TGGAAGTTTAAGGGTGTTGGC

LAUS02 F:CTTCCCAGGACAGCTCTGC 60 (AC)10 1,500 0,188 0,250 28 99-101 P
R:CATCCGGGTGTTGGTTGG

LAUS03 F:GGTGATTCTCCAATGTAGGTGC 59 (AT)11 2,500 0,385 0,350 26 67-95 P
R:GCAGGACCTAGGCATTCATC

LAUS04 F:TTTGCATTGAATCACTGAGCG 58 (AC)9 NA
R:ATGCATAGCCTATACCCACAC

LAUS05 F:GATGCGTCTCTTCAGCTTCTG 60 (AC)15 3,500 0,665 0,858 23 89-93 P
R:CACGGCATGGAATCAACAGG

LAUS06 F:AGGTTATCTGTCTCACTGCCC 60 (AC)8 M
R:CCTACTTGCCACTACTCGGG

LAUS07 F:GCAATTTAAGAGCTGCCCAC 59 (AT)10 M
R:TTCAACTACGTGCCTGTCTG

LAUS08 F:GGCTGTGAATTGAGTCCCAG 60 (AC)10 NA
R:TCTGTGACACTCTGCACTCG

LAUS09 F:AACATAAAGGAAAGAAACCGGC 58 (AC)10 NA
R:TGTGAGTGTGGGAAGGATAAAG

LAUS10 F:TGTGCTGGTATAGGCTGTGC 60 (AC)10 NA
R:GCTGTGTAACAACGCAACAC

LAUS11 F:GACGAAGACCCAATGCAGC 60 (AT)9 NA



LAUS12

LAUS13

LAUS14

LAUS15

LAUS16

LAUS17

LAUS18

LAUS19

LAUS20

LAUS21

LAUS22

LAUS23

LAUS24

LAUS25

LAUS26

LAUS27

LAUS28

LAUS29

LAUS30

LAUS31

LAUS32

LAUS33

LAUS34

LAUS35

LAUS36

LAUS37

LAUS38

LAUS39

LAUS40

LAUS41

R:ACTAGTAATGGCCTGACAATGC
F:GTCTTCAGGGAAAGCAGCAC
R:CGTGGAGGTGAAAGGTGTG
F:CACTGAGACCCAATGCACAG
R:GTGTATGTCTGCGAGCTTGG
F:TGATCCAAGGCTAAATCGTGTG
R:AGGCCTCTGTCCATGTTCAC
F:ACAGAAGGATGGTGCCGG
R:GGCTCACAGAGGTCAATTTGG
F:GCCATTCCATGTCATTGCTC
R:CATCCAGCGGTCTTGGGTAG
F:-TCAGAGTGTGACTTCCAAGAC
R:ATAACAGGGCAGCGGGTTTC
F:CCCAATATGCACATGAACACG
R:TCTCAAGGTCTCTGTGGCTC
F:CATAGTCAGGAACCCAAACACC
R:AGTAGAGGTGTGAGTTAGCCAC
F:AGCACGTTGTCATTCAGGTAC
R:GCTCTGCCCTTGTGTGAAG
F:AAGATCCTGTAAGCCGTGTG
R:CTAAATGAGAGGTGAGGGATGG
F:CACCTGGTCTCCTCGTGTG
R:TAACCACCACTTGAGAAGCG
F:TCATCACACCTCCCATGCAG
R:TCTGTAGACGCCTAGCCATG
F:GTGTGTTCGTTTGGACTTTGC
R:GCTCCCTATGACTCAATGCAC
F:AGGATAAAGGCAGGCAGAGC
R:TTGCTGGAGTCTGTTGAGTG
F:GTGACGGTGTGTAATTTCTGAG
R:GTGTGGTCCCTCTGGCTTC
F:CTTCACAAACCCAGCCATCC
R:GCTTCGTGGCTTATCTGCTG
F:AGCTCCAAAGACGACAGATG
R:CAGTGAGAGGCCCGCATAC
F:-TATGCCCTCCACCAGTTCAC
R:TTCCAGGACCACAGCAGAAC
F:GCGGGAGAGAGTGTGCATG
R:CTGTATGCGATGCGAGAAGG
F:CTTACCCAGCTCCCACAATG
R:AGCAAAGCGGAACCACTG
F:GACGTAGGATCAAGACTGTGC
R:TCCAAAGAACGAACGCACAC
F:CCTCCTGCCTGAAAGCCTTC
R:TGCTCTCCCTGTATTGGTCAG
F:CAGGCAGCATGAAGATCAGTG
R:TGCCTTCTCTCACCACACC
F:GGTTCCCTTTCCTTGATGATGG
R:TCCCTGTTATTGATGGACTGC
F:AGTCACCTCAATTAAACTGCCC
R:CCCTCTTCTCCCAGATCAGG
F:GGGAAAGTAGGAAAGGGTGTG
R:CCTCTCTGCCTGGGAAACAC
F:-TGGTACATTGATTTCCGTCTCC
R:GGCTTCTTCTGACTGATGGG
F:CTCCACCCTGCCCTTCAC
R:ACGAGATTTACACCTGGCCC
F:GGCAGCTGAAGTTGAAGTCC
R:CAACAGTGTCCTCTCCCTCC
F:GTGTGTGCTGGTAGGCTTTC

59

60

60

60

60

60

59

60

59

58

60

60

60

60

59

60

60

60

61

59

60

61

60

59

59

60

59

60

60

60

(AC)11
(AC)10
(AC)13
(AG)12
(AC)18

(AG)10

(AG)10
(AC)10
(AC)18
(AC)13

(AC)10

(AG)10
(AC)8
(AC)10
(AC)11
(AC)18
(AC)14
(AC)13
(AC)13
(AC)16
(AG)17
(AC)14
(AC)13
(AG)15
(AC)18
(AC)13

(AC)14
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2,500

1,500

2,500

2,500

3,500

1,500

2,500

2,500

4,500

3,000

2,500

0,294

0,150

0,508

0,333

0,443

0,188

0,461

0,473

0,658

0,590

0,339

0,348

0,184

0,614

0,294

0,625

0,250

0,500

0,525

0,614

0,566

0,355

28

25

28

23

25

26

27

26

28

25

25

98-104

90-92

85-97

73-85

108-118

102-104

96-102

117-121

103-115

94-98

94-98

P

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA



LAUS42

LAUS43

LAUS44

LAUS45

LAUS46

LAUS47

LAUS48

LAUS49

LAUS50

LAUS51

LAUS52

LAUS53

LAUS54

LAUSSS

LAUSS6

LAUS57

LAUS58

LAUS59

LAUS60

LAUS61

LAUS62

LAUSé63

LAUS64

LAUS65

LAUS66

LAUS67

LAUS68

LAUS69

LAUS70

R:CCCTCACTGTGACTCAATGC
F:-TGGCTGAGTAGTATTCCATCAC
R:CAGCGACAGATAAATGGGCC
F-TTTCCCAGAGTTCCCAGCAG
R:AGGAAAGGACTCAGCCACTAG
F:GGCAGAGAATTGTAGGGAGGG
R:CAGACAGCCTCGTATTCTTCAG
F:CAAGATCTGGTGTGGTATGGG
R:CGACGACACTAGCCCATATG
F:CACACACAAATACCCTGGCC
R:GCATCCTCAGCTCATAACCC
F:ATCCAGACCTGCACTTCCC
R:ACTCTCACAACCTTACATCCAC
F:-TGGAGGCATCACATGGACG
R:GGGAGTTATGTGCTGGTTGG
F:TAAGCCACAAGAGTCGAGCG
R:GCGTGTGTAGGTTGGCTTTG
F:CTCCCTACCTGCCTGATGTG
R:ACCTAGCCTTTCCCTTTCTGG
F:-TGAGTTGAATTGTAGGACACCC
R:ACTTGACATCCAACGCCAAC
F:ACGTAAACACCCTCTACCCAG
R:TGACAATGCAGACAAGAGTGC
F:TCACAGCCATGATGATCACG
R:ACTGGGCTCTATTAACCTCAAC
F:GTGTGTCAACTTGAAGGGCC
R:TACTTGGAGTGGTGTCTGGC
F:-TGGCAGGCGGATTCTTAATTAC
R:TGAAAGGCCCACGTACCG
F:GTGTCGATTTCTCCCGCTTC
R:CTCGAAACGCCAGGCTCC
F:TCCCAGTCTATTTCCCAGTCTG
R:CGAGAGCAGCAGAAGAGTTC
F:GGAGCACATAGTACAAGTCCAG
R:CTCAGGAGTGGATGGCAGG
F:GCGGAAACTAACACACCATTG
R:CTGCCGCCATCTTGAAATTC
F:-TGAGAGGCCCGAGTATTGC
R:CCCTGATGAGAAGTTGATTTGC
F:CATTTCTTGCTGGTGGTGTTTC
R:GCCAAGGGAGTCAGATGAAG
F:GCCAGCTTACCATCACCATC
R:TGCCAGCTAAAGGTCAGAAAC
F:AAGATCCTGCAAGCCGTG
R:GAAGAAGATGCTGAGGAGGG
F:GTCCGGAGCATTCAATTTGG
R:TGAGACATGCGAGCTTCTTAG
F:GCAACTGTCACATAAACGCTC
R:TTCAAAGAACGCTGCACTGC
F:GCCGTCCATTGCTTTGATACC
R:GGGTCCTGAGCAAGTGTCTAG
F:CGGCTTCATTCATCTTGGCC
R:ACAACAGTGAGAGGCCCG
F:CATGTGATAATAGCGGCTCTCC
R:TCCCTCGTAAACCTCACACTG
F:AGAGGCCGCAACAGTGAC
R:TGCACATGGATGAGGTTTGAAG
F:GGTCCTTAGCTTTGCATGTCC
R:CATTGAGAGGCCGGGTACTG
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Genetic diversity is a measure of genetic variation among individuals of a species. This variation, a result of mutations
and changes in allelic frequencies, can be maintained or not due to the action of other evolutionary forces, namely migra-
tion (gene flow), genetic drift, and natural selection (Frankham, Ballou, & Briscoe, 2002). Genetic diversity is the raw mat-
ter upon which natural selection operates, providing species with the capacity to cope with habitat changes, i.e., their
evolutionary potential (Laikre, 2010). For this reason, the preservation of genetic diversity is considered an essential issue
by the International Union for Conservation of Nature (McNeely, Miller, Reid, Mittermeier, & Werner, 1990; Willoughby
et al., 2015), and genetic studies provide essential data for the conservation of biodiversity (Laikre, 2010).

Characterizing the genetic diversity of a species is the first step to better understanding its evolutionary history,
and the impact of environmental and demographic changes that act upon it (Hartl & Clark, 1997). For example, stud-
ies have been able to infer the demographic history of marine mammal species and relate it to climate-driven
changes in the past (Fontaine et al., 2010; Hoelzel, 2016). Another study has documented loss of genetic diversity in
a population following a demographic decline, and both populational processes correlated with the arrival of gillnets
(Pichler & Baker, 2000). Endangered species usually have reduced genetic diversity relative to nonthreatened taxa
(Frankham et al., 2002); small population size, population bottlenecks, inbreeding, and restricted gene flow are all fac-
tors that, singly or in combination, affect allele frequencies and, consequently, can reduce the genetic diversity of a
given species (Bishop, Leslie, Bourquin, & O'Ryan, 2009; Branch & Jackson, 2008; de Bruyn et al., 2009).

Marine protected areas (MPA) are created to conserve as much natural diversity as possible, and cetaceans pro-
vide a good example of this conservation approach (Notarbartolo di Sciara, 2007; Roberge & Angelstam, 2004). Ceta-
ceans often act as umbrella species; a taxon that is considered charismatic, with wide geographical ranges and
expansive habitat requirements such that their conservation can automatically help with the preservation of other
species (Simberloff, 1998).

Peale's dolphins, Lagenorhynchus australis, are endemic and appear confined to shelf waters off southern South

America. The species most commonly ranges from 38°S to 59°S in the Pacific Ocean and as far north as 44°S in the
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Atlantic Ocean, including the Falkland (Malvinas) Islands, with extraordinary records to 33°S and 38°S in the Pacific
and Atlantic Ocean, respectively (Cipriano, 2018). Peale's dolphins inhabit different nearshore habitats including kelp
forest, fjords, and deep bays (Brownell, Crespo, & Donahue, 1999; de Haro & liiiguez, 1997; Dellabianca et al., 2016;
Goodall et al., 1997; Lescrauwaet, 1997); they can also be found ~300 km offshore in the open sea (Dellabianca
et al., 2016). The species was heavily affected by a single fishery targeting two species, the southern king crab,
Lithodes santolla, and false king crab, Paralomis granulosa, during the 1970s and 1980s, where it was used as bait
(Goodall, Galeazzi, & Lichter, 1988; Goodall, Schiavini, & Fermani, 1994; Lescrauwaet & Gibbons, 1994). Despite a
lack of information on how many individuals were removed during this fishery, it is believed that the exploitation
was sufficiently intense that L. australis was at risk of local extinction (Goodall et al., 1988). Currently, the species is
exposed to habitat degradation mostly due to increasing oil exploration and exploitation activities (de Haro, 2003),
and to a lesser extent by human activities such as fisheries and tourism.

Coastal marine mammals are broadly affected by the loss of coastal habitat due to the exponential increase in
human density; these areas are critical for essential biological activities like feeding and calving, (Loizaga de Castro,
Dans, & Crespo, 2016; Weir, Duprey, & Wiirsig, 2008). For Peale's dolphins, habitat use patterns and population dif-
ferentiation along its endemic coastal distribution in southern South America remain unknown. The only available
information relates to distribution, abundance, and habitat preferences (Dellabianca et al., 2016; Riccialdelli, New-
some, Fogel, & Goodall, 2010; Schiavini, Goodall, Lescrauwaet, & Alonso, 1997). The present study is the first to
characterize the genetic diversity of Peale's dolphins in an MPA along the Argentine coast.

Twenty-three skin samples of Peale's dolphins were collected between 2007 and 2009 from the northern coast
of Golfo San Jorge, in the MPA of the Interjurisdictional Marine Coastal Patagonia Austral Park (PIMCPA in Spanish)
(Figure 1). Biopsy samples were taken from adult individuals using a pole system according to Loizaga de Castro,
Hoelzel, and Crespo (2013). All samples were preserved in 20% dimethyl sulfoxide (DMSQO) solution saturated with
sodium chloride (NaCl) until analysis (Amos & Hoelzel, 1991).

Total genomic DNA was extracted from samples using a QlAamp Tissue Kit (Qiagen). Molecular sexing was per-
formed through the amplification of ZFX and ZFY regions following Bérubé and Palsbgll (1996). A ~900 base pair
(bp) fragment of the mitochondrial DNA (mtDNA) control region was amplified using primers MTCRf
(5'-TTCCCCGGTCTTGTAAACC) and MTCRr (5'-TTTTCAGTGTCTTGCTTT) (Hoelzel, Hancock, & Dover, 1991). The
PCR profile used was: 3 min at 93°C; then 30 cycles of 1 min at 92°C, 1 min at 48°C, and 1 min at 72°C; then a final

extension phase of 5 min at 72°C. All reactions were performed in a 25 pl final volume containing: 0.5 units of Taq
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FIGURE 1 Study area is shaded in gray, detailing the Interjurisdictional Marine Coastal Patagonia Austral Park
(PIMCPA), Tierra del Fuego, and the Falkland (Malvinas) Islands. The size of the blue circles is proportional to sample
size, and the continuous colored lines represent the sampling effort in 2007 (yellow), 2008 (green), and 2009 (red).
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DNA polymerase; 2.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 10 mM buffer (Tris-HCI, pH 8.4), 0.3 pM of each primer and 1 pl
of DNA template (approximately 50 ng, ladder checked). PCR products were purified with ExoSAP-IT and both
strands were sequenced using an ABI3500 with BigDye Terminator v. 3.1 chemistry (Applied Biosystems).
Sequences were visually checked and aligned using MEGA7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016), and deposited in
GenBank under accession numbers MN746782-MN746786.

Both nucleotide (x) and haplotype (h) diversity (Nei, 1987) were computed using DNAsp v5 (Librado & Rozas,
2009). Using all data from PIMCPA to assess historical demographic changes, the Fu neutrality test (Fu, 1997) and
mismatch distribution analysis (Rogers & Harpending, 1992) were computed using Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer, 2010), while the R, statistic (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) was computed in DNAsp v5 (Librado & Rozas,
2009). Genealogical relationships among haplotypes were reconstructed using a median-joining network built with
the program Network 5.0.1.0 using default parameters (Bandelt, Forster, & Rohl, 1999). This analysis included
mtDNA haplotypes from samples collected from PIMCPA plus 13 sequences available in GenBank: 2 sequences from
Tierra del Fuego (1,000 km to the south; Accession numbers AF393534.1, AF393532.1; Pichlet et al., 2001) and
11 sequences from the Falkland (Malvinas) Islands (Accession numbers MH936428.1-MH936438.1; Steel, Baker, &
Costa?). All sequences used for the Network analysis were truncated to 318 bp to align with the 13 sequences previ-
ously deposited in GenBank.

The sex ratio was tested via a Xz-test using R-3.4.0 (R Core Team, 2017). The sample set included 7 males and
11 females, and sex could not be determined for five individuals, showing a 1:1 sex ratio for the PIMCPA population
((Zates = 0.11; gl. = 1, p = .73). A 661 bp consensus mtDNA control region was successfully amplified and sequenced
in 19 samples. Five haplotypes were defined by 13 polymorphic sites (11 transition and 2 transversions) in Peale's
dolphins from PIMCPA. The most frequent haplotype was H1, probably the ancestral haplotype due to its predomi-
nance and location, being in the middle of the network and surrounded by other less frequent haplotypes; followed
by H2 and H3, while the two remaining haplotypes were singletons. Sequences derived from GenBank, using a
sequence fragment of 318 bp for the Network analysis, were used for comparison recovering the same five haplo-
types and nine new haplotypes: two from Tierra del Fuego and seven from the Falkland (Malvinas) Islands (Figure 2).
The haplotype network suggests potential population structure for Peale's dolphins in the western South Atlantic
Ocean, despite the small sample size and some haplotypes being shared between PIMCPA and the Falkland
(Malvinas) Islands (Figure 2). Although there are no obvious missing haplotypes identified in our data set, according
to the Network analysis, there is still the need for further sampling because it is unlikely that all existing haplotypes
in this species have been captured in this study.

The overall haplotype (h = 0.6725 + 0.0898) and nucleotide diversities (x = 0.0053 + 0.0032) showed moderate
levels of genetic diversity in comparison to other small cetacean species in the region (Table 1). The observed curve of
the mismatch analysis was different from the expected curve (unimodal), presenting a ragged and multimodal shape
(Figure 3). These results are supported by significant p-values (« = 0.05) from two statistics used to assess the goodness
of model fit to a theoretical expansion model: the sum of squared deviation (SSD = 0.1877, p = .006) and the
Harpending's raggedness index (r = 0.496, p = .001). Particularly, this latter test allows us to quantify the smoothness
of the mismatch distributions and discriminate between two demographic models, with low values (r < 0.03) indicating
a population under expansion and higher values (r > 0.03) indicating population stability, as in the case of the present
study (Harpending, 1994; Rogers & Harpending, 1992). Additionally, the R, statistic and Fu's Fs showed values of
0.1357 (p > .05) and 2.3481 (p > .02), respectively. The nonsignificant p-values suggest that the neutral mutation
hypothesis, as the null hypothesis, cannot be rejected, thus the population would be in mutation-drift equilibrium,
maintaining a relatively constant population size (Fu, 1997; Ramos-Onsins & Rozas, 2002; Tajima, 1989). These results
indicate that the sampled Peale's dolphin population did not suffer a population expansion in the last 10,000 years.

Genetic diversity information from Peale's dolphins is new, and few studies have reported genetic diversity in
species taxonomically close to Peale's dolphins. The Peale's dolphin population from PIMCPA exhibited moderate
values of genetic diversity, similar to those found in Commerson's dolphins, Cephalorhynchus commersonii (Cipriano,

Hevia, & liiguez, 2011). Both species are endemic to Southern Hemisphere waters and live in sympatry along the
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FIGURE 2 Haplotype network of Lagenorhynchus australis mitochondrial DNA control region sequences built
using the median-joining algorithm (n = 32, 318 bp). Peale's dolphins from PIMCPA are shown in yellow, Tierra del
Fuego samples are shown in green, and those from the Falkland (Malvinas) Islands are shown in red. The size of the
circles is proportional to haplotype frequency and the dashes between them represent single mutational steps.

TABLE 1 Estimates of genetic diversity using the mitochondrial DNA control region from other studies with small
cetaceans in the western South Atlantic Ocean.

Nucleotide Base
Haplotype diversity  diversity n pairs Source
Lagenorhynchus 0.6725 + 0.0898 0.0053 +0.0032 19 661 Present study
australis
Lagenorhynchus 0.9300 + 0.0360 0.0044 +0.0025 124 1,024* Cassens et al. (2003)
e 0.8500 + 0.0300 0.0050+0.0001 119 413 Loizaga de Castro et al. (2016)
Cephalorhynchus 0.6710 £ 0.1060 0.0040 + 0.0028 57 423 Cipriano, Hevia, & lhiguez (2011)
commersonii 0.8070 + 0.0160 0.0040 + 0.0025 196 466 Pimper, Baker, Goodall, Olavarria,
& Remis (2010)
Tursiops truncatus 0.7022 + 0.0352 0.0195+0.0090 124 457 Fruet et al. (2014)
Phocoena dioptrica 0.9660 + 0.0120 0.0099 + 0.0056 50 380 Pimper, Goodall, & Remis (2012)
Pontoporia blainvillei  0.8384 + 0.0449 0.0107 + 0.0061 173 560 Mendez, Rosenbaum, &
Bordino (2008)
0.8680 + 0.0180 0.0090 + 0.0004 31 455 Cunha et al. (2014)
0.7500 + 0.0500 0.0120 + 0.0070 44 434 Negri, Cappozzo, &

2Cytochrome b gene.

Tunez (2016)

Argentine coast (Cipriano, 2018; Dawson, 2018). In addition, both species have small group sizes and are mostly
found in coastal habitats (Cipriano, 2018; Dawson, 2018). These characteristics are shared with populations of the
bottlenose dolphin, Tursiops truncatus, in Lagoa dos Patos, Brazil, that showed similar levels of genetic diversity in a
small and highly philopatric population with strong dependence on local habitats (Fruet et al., 2014).

At the same time, specialization on local resources (i.e., prey and habitat use) may be another explanation for the
moderate genetic diversity in Peale's dolphins, which have shown resource partitioning between two ecotypes in the
PIMCPA area based on stable isotope analysis (Durante, Loizaga de Castro, & Crespo, 2018). These ecotypes were

identified by the absence of overlap in their isotopic niches, which suggested the spatial partitioning in depth or
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distance from shore (e.g., pelagic/offshore vs. benthic/inshore). In agreement with previous studies (Slater, Price,
Santini, & Alfaro, 2010), the differential use of trophic resources may be the most probable explanation for cetacean
diversification. Currently, the hypothesis holds that different foraging strategies between groups (e.g., inshore vs off-
shore populations) could lead to genetic divergence (Baker et al., 1990, 1993; Hoelzel, Dalheim, & Stern, 1998;
Natoli, Peddemors, & Hoelzel, 2004).

Results from demographic analyses were consistent, and although sample size was low, suggest that the Peale's
dolphin population from this area of the now Patagonian MPA has been stable during its recent evolutionary past
(last 10,000 years). In addition, the species showed high values of both diversities (h > 0.5 and = > 0.005) which sup-
ports that Peale's dolphin within PIMCPA are a stable population with a long evolutionary history, or potentially rep-
resent a secondary contact between differentiated lineages (Grant & Bowen, 1998). This demographic pattern
differs from other studies in the western South Atlantic Ocean, where other marine mammals have experienced a
recent population expansion (Crespo et al., 2015; Feijoo, Lessa, Loizaga de Castro, & Crespo, 2011; Loizaga de Cas-
tro et al., 2016; Oliveira, Ott, Grazziotin, White, & Bonatto, 2011; Pimper et al., 2010, 2012; Tuinez, Cappozzo, Nar-
delli, & Cassini, 2010). One hypothesis that may explain the demographic expansion pattern in these other species is
that after the last glacial and sea ice retreat (~15,000 years ago), physical barriers were eliminated and more suitable
habitat became available for marine mammals, leading to sudden demographic expansion along the South American
coastline (Pichler et al., 2001; Ponce, Rabassa, Coronato, & Borromei, 2011). These habitat changes could also have
produced changes in prey distribution and abundance. The PIMCPA population has likely had an independent popu-
lation trajectory compared to other marine mammal species; nonetheless, any past changes in habitat or other
resources such as prey abundance and distribution do not seem to have majorly impacted the demographic pattern
of Peale's dolphins in the western South Atlantic, based on the current data set.

Using spatial models to estimate abundance, Dellabianca et al. (2016) found two hotspots in the density of
Peale's dolphins that are consistent with a medium to high primary productivity zone; one in the east of Golfo San
Jorge and the other in the south of Tierra del Fuego. However, it is unknown how many populations of Peale's dol-
phins occur within this area and how environmental variables may affect the habitat use.

Overall, we strongly recommend that future research projects increase sampling effort across the distribution of
Peale's dolphins and extend the molecular analysis to bi-parentally inherited markers. A larger sample size, in addition
to the inclusion of nuclear markers, such as microsatellites, will allow a better understanding of the population struc-
ture and demographic history of this species. In addition, evaluation of habitat use, diet, and population dynamics are
needed in order to increase our understanding of this endemic species.

Although the dolphins in this study live in an MPA and are protected, the establishment of an MPA is only the
beginning of the conservation process. It is important to highlight that, while preliminary, the results of the present
study provide essential information to complement the process of conservation and management of Peale's dolphins.

Peale’s dolphins have been chronically understudied, and this is the first genetic study along the Argentine coast, and
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it surprisingly reveals a demographic history different from other top marine predators in the region. However, the spe-
cies showed that their evolutionary potential was strong enough to cope with past climate changes, given that it did
not show a negative demographic change. The species displays different foraging strategies, which may be explained
by species plasticity, and also may have strong philopatry at a small geographic scale. More information is required to
comprehensively understand Peale's dolphins in Argentina, and across their entire distribution in southern South Amer-

ica, to be able to inform appropriate and successful conservation and management strategies for this enigmatic species
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ABSTRACT: Commerson's dolphin Cephalorhynchus commersonii and Peale's dolphin Lageno-
rhynchus australis live in sympatry along the southwestern South Atlantic Ocean, suggesting the
existence of some degree of habitat partitioning to reduce their competition for resources. Both
species are usually associated with coastal environments, but information on their trophic ecology
is scarce. Here we explored the existence of trophic resource partitioning between these 2 sym-
patric species using 8'*C and 8'°N. From 2007 to 2013, we analyzed a total of 14 Commerson's dol-
phin and 34 Peale's dolphin skin samples from a marine protected area in Argentina. Significant
differences in §'°C values indicated intra- and interspecific spatial partitioning. Three different
Peale's dolphin feeding groups (FGs) were identified: FG1 exclusively exploited the pelagic habi-
tat, FG2 occupied more pelagic/inshore habitats (similar to Commerson's dolphins), and FG3
occupied more benthic/inshore habitats. Isotopic niche breadth varied between species and feed-
ing groups, exhibiting less variation in prey selection among Commerson's dolphins. According to
Bayesian standard ellipse area analysis, isotopic niche overlap was found between FG2 and FG3
from 2007 to 2012, and between FG2 and Commerson's dolphins. Mixing models suggest that FG3
has a diet mainly based in benthic fish, while FG2 and Commerson's dolphins feed predominantly
on pelagic fish. Overall, this study indicates segregation in the use of trophic resources between 2
sympatric dolphin species, showing different foraging strategies that promote coexistence and
reduce intra- and interspecific competition. Furthermore, the presence of 3 Peale's dolphin feed-
ing groups segregated at a small geographic scale suggests a previously unknown ecological
complexity.
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dolphin - Cephalorhynchus commersonii - Peale's dolphin - Lagenorhynchus australis - Marine
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1. INTRODUCTION

The presence of sympatric species implies the exis-
tence of some degree of resource partitioning that
has reduced competition through evolutionary pro-
cesses (Roughgarden 1976). According to niche the-
ory and as a consequence of competitive exclusion,
niche divergence allows species with similar ecolog-
ical requirements to coexist (Pianka 1974, 2011). Par-

*Corresponding author: kily@cenpat-conicet.gob.ar

ticularly in dolphins, this divergence usually occurs
at the trophic niche level related to prey availability
resulting in different habitat use or dietary diver-
gence within the same habitat (Bearzi 2005). This
occurs even in species that form mixed groups as a
strategy to improve their foraging efficiency (Loiza-
ga de Castro et al. 2017). Therefore, identifying the
requirements of each species is the main objective of
ecological studies as a strategy for understanding the
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mechanism of coexistence and is also key to biodi-
versity conservation under a climate change scenario
(Gavrilchuk et al. 2014).

Dolphins have the potential for long-range disper-
sal in addition to occupying a wide environment
without physical barriers, which hinder direct obser-
vations of their feeding habits. Using stomach con-
tent to study food habits of marine mammals has
become common practice. Despite numerous advan-
tages of this method, it presents some disadvantages
related to biases in sampling (stranded animals) and
the temporal nature of the information (data for only
the most recent feeding events) (Pasquaud et al.
2007). In contrast, the analysis of stable isotopes is
useful to understand the trophic ecology of dolphins
through the trophic niche (Ambrose et al. 2013,
Loizaga de Castro et al. 2016, 2017 Giménez et al.
2017). Diet studies based on stable isotope analysis of
tissues provide integrated information of all assimi-
lated prey, without the need for direct observations
of marine taxa, over an extended period of time,
depending on the turnover rate of the tissue used for
the analysis (Koch 2007, Kiszka et al. 2014). In addi-
tion, this technique requires only a small piece of tis-
sue (Michener & Kaufman 2007).

Carbon (8'3C) and nitrogen (5!°N) are the main
stable isotopes used in studies of marine mammal
trophic ecology (Newsome et al. 2010). The 3C/!2C
ratio allows separation between pelagic/offshore
and benthic/inshore habitats, based on the source
of organic carbon, which may come from phyto-
plankton or macroalgae (Rubenstein & Hobson
2004, Fry 2006). These differences are also related
to other factors that can affect 8'3C values in the
marine environment, mainly dissolved CO, concen-
tration, temperature, algal growth rate, source and
supply of inorganic carbon, and cell size and geom-
etry (O'Leary 1988, Goericke & Fry 1994, Laws et
al. 1995, Popp et al. 1998). The *N/MN ratio is an
indicator of trophic level, with the relative abun-
dance of heavy stable isotope increasing from prey
to predator due to preferential excretion of the
light stable isotope (Cabana & Rasmussen 1996).
The combination of both of these stable isotopes
allows the estimation of the isotopic niche occupied
by a species, as well as an estimate of the overlap
among intra- and interspecific isotopic niches
(Newsome et al. 2007). The isotopic niche can be
defined as an area (in d-space) with isotopic values
(86-values) as coordinates where the d-space is com-
parable to the n-dimensional space that contains
the ecological niche. This approximation is based
on the assumption that the chemical composition of

a consumer is directly affected by what it consumes
and its habitat, as long as they are different in their
isotopic values (Newsome et al. 2007).

In the southwestern South Atlantic Ocean, 2 en-
demic species of small cetaceans occur in partial
sympatry along the Patagonian marine coast. The
distribution of Peale's dolphins Lagenorhynchus aus-
tralis primarily spans 38°-56°S in the South Atlantic
Ocean, including the Falkland (Malvinas) Islands
(Heinrich & Dellabianca 2019). The species can
measure up to 218 cm in total length, and it appears
to be confined to shelf waters off southern South
America, where it inhabits different nearshore habi-
tats including open coast over shallow continental
shelf, fiords, and deep bays (de Haro & Iniguez 1997,
Goodall et al. 1997, Lescrauwaet 1997, Brownell et
al. 1999, Dellabianca et al. 2016); but it can also be
found in the open sea up to ~300 km from the coast
(Dellabianca et al. 2016). Peale's dolphin is associ-
ated with the kelp forest, where it can be seen swim-
ming through it or along the edge (Heinrich &
Dellabianca 2019).

Commerson's dolphins Cephalorhynchus commer-
sonii are among the smallest dolphins (maximum
146 cm) and are found more frequently near shore
(<60 km from the coast) (Dellabianca et al. 2016).
However, this distribution may be skewed by sight-
ing effort. Several individuals have been recorded
beyond the limit of the continental shelf, about
370 km away (Pedraza 2007). The distribution of this
species covers 40°-56°S in Argentina and at the
Falkland (Malvinas) Islands (Crespo et al. 2017).
Commerson's dolphins share the same coastal habi-
tats with Peale's dolphins, although they usually pre-
fer areas with a wide continental shelf, wide tidal
cycles, and cool waters influenced by the Malvinas
Current (Goodall et al. 1988, Goodall 1994, Cos-
carella 2005, Loizaga de Castro et al. 2013a, Dellabi-
anca et al. 2016).

Traditional diet studies based on stomach content
analyses along the coast of Argentina have sug-
gested that Commerson's dolphins prefer pelagic—
demersal fish in coastal habitats. Bastida et al. (1988)
reported the presence of mysids, fish (mainly pe-
lagic), squids, and crustaceans in the diet of this spe-
cies in Tierra del Fuego. In addition, stable isotope
analyses conducted in the same region are consistent
with traditional diet studies and suggest that Com-
merson's dolphins primarily consume coastal and
pelagic fish, followed by benthopelagic species, with
a difference in the relative contribution according to
age classes (Riccialdelli et al. 2013). Moreover, based
on 9 stomach contents from central Patagonia, Koen
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Alonso (1999) found that Commerson's dolphins feed
on pelagic fish, squids, and crustaceans. Little in-
formation is available on the diet of Peale's dolphins
along the coast of Argentina, as few studies have
reported the dietary preferences of this species. Schi-
avini et al. (1997) found that dolphins in Tierra del
Fuego appeared to be feeding on demersal and bot-
tom prey associated with kelp forest. In Puerto
Deseado, a diet study based on 3 stomach contents
suggested that Peale's dolphins are coastal generalist
predators, highlighting the presence of hagfish eggs
(Myxine sp.) (Iniguez & de Haro 1994), which is
indicative of a benthic feeding strategy—as was
reported by Schiavini et al. (1997). Finally, based on
a single stomach from central Patagonia, 3 prey spe-
cies were reported including a pelagic-demersal
fish, a benthic-demersal fish, and a squid (Lichter
1992).

In order to better understand the trophic rela-
tionships between Commerson's and Peale's dol-
phins, the objective of this study was to assess the
habitat use and explore the isotopic niche of these
2 endemic dolphins that live in sympatry in the
Argentine Sea. We hypothesized that both species

use trophic resources differentially, thereby avoid-
ing competition and promoting life in sympatry.
Consequently, no significant overlap in isotopic
niche was anticipated, given the expected exis-
tence of different feeding strategies between both
species.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Study area and sample collection

Fieldwork took place on the northern coast of Golfo
San Jorge, Argentina (45°04'34.5" S, 65°38' 37.2" W),
in a marine protected area (MPA), the Austral Patag-
onian Interjurisdictional Coastal Marine Park (Par-
que Interjurisdiccional Marino Costero Patagonia
Austral, PIMCPA; Fig. 1). This area covers a total
surface of 132124 ha, including terrestrial and mar-
ine ecoregions. The national park protects around
180 km of marine coastline (1.8 nautical miles from
the coast) and over 55 islands, all of which are char-
acterized by the presence of numerous coves and
small bays (APN 2018).
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Fig. 1. Study area detailing the marine protected area in light gray. Circles show biopsy sampling sites; the square marks the
location of a dead stranded individual. Colors represent species and feeding groups (FGs): Cephalorhynchus commersonii
(red), and Lagenorhynchus australis FG1 (yellow), FG2 (green), and FG3 (blue)
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We collected 14 and 34 biopsy skin samples of
Commerson's and Peale's dolphins, respectively, in
December of 3 consecutive years (2007-2009) and
2013 in the MPA (Fig. 1). Samples were taken from
adult individuals using a pole system (Loizaga de
Castro et al. 2013b). Additionally, a single Peale's
dolphin skin sample was obtained from an individual
found stranded dead on the coast in 2012. All sam-
ples were preserved in 20% dimethyl sulfoxide
(DMSO) solution saturated with sodium chloride
(NaCl) and stored at —20°C until analysis (Amos &
Hoelzel 1991). For the biopsy skin samples, mole-
cular sexing was performed by amplifying the
ZFX and ZFY regions following Bérubé & Palsbell
(1996). Potential prey species were selected accord-
ing to the stomach contents and information about
the dolphins' ecology. Stable isotope values from
white dorsal muscle of pelagic fish and mantles of
cephalopods were taken from the available litera-
ture, considering the same oceanographic region
(Forero et al. 2004, Drago et al. 2009a,b, Vales et al.
2015). For those prey without previous information,
samples were obtained from fisheries (n = 12) and
the corresponding isotopic analysis were performed
(see Section 2.2).

2.2. Stable isotope analysis

All samples (dolphin skin and prey samples) were
lipid-extracted with 2:1 chloroform:methanol solu-
tion in successive 24 h washes (3-5 times). Skin sam-
ples were then rinsed 5 consecutive times with
deionized water to remove the solvent (to avoid the
potential influence of DMSO on the isotopic compo-
sition of samples) and lyophilized at —80°C (New-
some et al. 2018). Nitrogen and carbon ratios were
measured with approximately 0.5-0.6 mg of dried
sample using a continuous-flow isotope ratio mass
spectrometer connected to an elemental analyzer
(EA-IRMS) at the University of New Mexico Center
for Stable Isotopes. Results are reported in 6 notation
in per mil units (%.) based on PeeDee Belemnite and
atmospheric N, as internationally accepted stan-
dards for 8'*C and 8N, respectively:

08X = (Rsample / Rgtandara — 1) x 1000 (1)

where R represents the relationship between heavy
and light isotope (1*C/"C or *N/MN) for samples and
standards, and X is 1*C or 1°N (Peterson & Fry 1987).
International isotope secondary standards given by
the International Atomic Energy Agency were used
to calibrate estimates of nitrogen and carbon at a

precision of 0.30 and 0.20%., respectively. The car-
bon:nitrogen ratio (C:N) from all samples was <4,
indicating effective lipid extraction (Kiszka et al.
2010).

2.3. Data analysis

To eliminate atmospheric changes, a correction
for the Suess effect (0.022%o. yr™!) was applied to the
stable isotope values (Loizaga de Castro et al. 2016)
using as a reference the average year between the
years of sampling of potential prey (2005) following
Vales et al. (2020). Using IBM SPSS Statistics (IBM
SPSS 2017), generalized linear models (GLMs) were
performed to understand the isotopic variation (§'*C
and 8'°N) for Peale's dolphin samples from 2007 to
2012, taking into consideration sampling year, sex
(1:1 sex ratio, Durante et al. 2020), and distance to
coast as variables. For the last variable, we defined
2 different habitats according to the site where dol-
phins were sampled, dividing those samples that
were taken close to the coast (Habitat A = <200 m),
even into the small bays or coves, and those sam-
ples obtained away from the coast (Habitat B =
>200 m). All possible models were compared to the
base model (without factors) using an omnibus test.
Models were selected using the lowest value for
Akaike's information criterion corrected for small
sample sizes (AIC.) and with significance values
from the omnibus test. Also, 1-way ANOVAs fol-
lowed by a post hoc Tukey test were used to com-
pare the differences in stable isotope ratios of feed-
ing groups (FGs) and species. Prior to ANOVA, data
were tested for normality (Shapiro-Wilk) and homo-
scedasticity (Levene's test).

To estimate the isotopic niche width for each
species and the isotopic overlap between species
and feeding groups, Bayesian standard ellipse
areas (SEAg), expressed in %.?, were calculated
using the Stable Isotope Bayesian Ellipses in R
(SIBER) package (Jackson et al. 2011). SEAg con-
tains 95% of the data regardless of sample size
and it allows for the estimation of a range of prob-
able values for the calculated standard ellipse
(Jackson et al. 2011). Overlap in SEAp between
species/feeding groups was estimated by using
SEA code and was used as a measure of isotopic
niche partitioning, where the proportion of overlap
between 2 SEAs is expressed as a percentage (%)
(Garcia et al. 2018).

To estimate the proportional contribution of poten-
tial prey (sources) to diets of dolphins (consumers),
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the 'MixSIAR' package was used (Bayesian Mixing
Models in R: Stock & Semmens 2016). MixSIAR uses
isotopic values and a trophic discrimination factor
(TDF), which is defined as the difference between
the isotope values of consumer bulk tissue (e.g. skin,
bone, muscle) and the isotope value of the average
prey consumed. The MixSIAR model allows estimat-
ing the assimilated diet of the consumer considering
uncertainty in isotopic variability (consumers and
sources), TDF, and multiple sources (Moore & Sem-
mens 2008). Particularly for the last point, when con-
sidering 2 variables (8'°C and &°N), it is recom-
mended to use a maximum of 7 sources (Phillips et al.
2014). For this reason, and due to the lack of informa-
tion about trophic ecology in Peale's dolphins at the
study site, their potential prey was grouped accord-
ing to ecological groups in order to define 5 sources:
decapod crustaceans, benthic fish, demersal-benthic
fish, pelagic fish, and squids. Each model was run
with 3 Markov chain Monte Carlo (MCMC) simula-
tions using 1 000 000 iterations, removing 500 000 iter-
ations as burn-in and thinning by 500. TDF values
(mean = SE) of 83C = 2.04 + 0.14 %o and 8'°N = 2.96 +
0.12%o were used, according to reported data for skin
samples of Tursiops truncatus in controlled experi-
ments with a lipid-enriched diet (Browning et al.
2014), similar to that expected for the species under
study. Gelman-Rubin and Geweke diagnostic tests
were used to assess if each MCMC chain had con-
verged on the true posterior distribution for each
variable in the model (Stock & Semmens 2016). A
mixing polygon simulation was therefore constructed
to determine if the mixing model design and TDF
used were appropriate, i.e. using a Monte Carlo sim-
ulation of mixing polygons to apply
the point-in-polygon assumption to
mixing models. This test provides a
quantitative basis for model accept-
ance or rejection based on a frequen- 211
tist probability that the mixing model
proposed can correctly calculate 20
source contributions to explain a con-
sumer's isotopic value (Smith et al.
2013).

227
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3. RESULTS

the central Patagonian MPA based on the §°C and
3!°N values (Fig. 2). Stable isotope ratios of Com-
merson's dolphins, Peale's dolphins, and their
potential prey species are shown in Table 1 and
illustrated in Fig. 3. For Peale's dolphins, all samples
from 2013 were grouped in a single FG (FG1) show-
ing an extreme position. Alternatively, samples
taken between 2007 and 2009 in addition to the
only sample of 2012 showed 2 FGs: FG2 was more
pelagic/inshore and FG3 occupied benthic/inshore
habitat. Both species were segregated by both sta-
ble isotopes (ANOVA, 83C: F;4; = 153.8, p < 0.05;
3P®N: F3 47 = 15.9, p < 0.05), except for FG1 versus
Commerson's dolphin in §'°N values (Tukey post
hoc, p = 0.74). For FG2 and FG3, the GLMs with
‘distance to coast' as the only factor were the best
fitting models according to AIC, (Table 2), and we
found significant differences in both stable isotopes
between Habitats A and B (Wald xz =61.37, df =1,
p <0.01).

With regard to isotopic niche, Commerson's dol-
phins showed the smallest isotopic SEAg, with an
estimated isotopic niche area of 1.61 %02, followed
by Peale's dolphin FGs: SEA; = 2.01%.* for FG1,
2.06%0> for FG2, and 9.37%.> for FG3 (Table S1 in
the Supplement at: www.int-res.com/articles/suppl/
m659p247_supp.pdf). We performed a sensibility test
(Smith et al. 2013) using the TDF reported by
Giménez et al. (2016), Caut et al. (2011), and Brown-
ing et al (2014) to choose the most appropriate to run
the models. The TDF reported by Browning was cho-
sen to run mixing models. Overlap was only observed
between Peale's dolphin FG2 and FG3, and between
FG2 and Commerson's dolphin (Fig. 2). The propor-

Offshor Benthic

17

3.1. Feeding groups

Three feeding groups (FGs) of
Peale's dolphins and 1 FG of Com-
merson's dolphins were identified in

8"3C (%o)

Fig. 2. 8'3C and 8'°N biplot illustrating the isotopic niche for Cephalorhynchus
commersonii and Lagenorhynchus australis feeding groups (FGs). Each point
represents an individual, and solid ellipses represent area at 95% (standard

ellipse area)
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Table 1. §'3C and §'°N ratios, sample size (n), C:N ratio, and sampling date (year) of consumers (Lagenorhynchus australis feeding
groups, FGs; and Cephalorhynchus commersonii) in the PIMCPA marine protected area and their potential sources (prey species
or group of prey species)

8N % n C:N ratio Year Reference

Author copy

184 +04 11 3.2 2013 Present study
19.1+0.5 17 3.2 2007-2009 Present study
199+08 6 3.2 2007-2012 Present study
18.6 +0.3 14 3.2 2007-2009 Present study

8"3C %o Suess-corrected
mean = SD 8'°C (%0) mean + SD mean + SD

Consumers
L. australis

FG1 -16.8 £ 0.2 -16.6 £ 0.2

FG2 -14.9 + 0.3 -14.8 £ 0.3

FG3 -13.8+0.4 -13.7+0.4
C. commersonii -154 +0.2 -15.3+0.2
Sources
Decapod crustaceans

Pleoticus muelleri® -159=+04 -159+0.4
Benthic fish

Genypterus blacodes -147+04 -14.7+04
Demersal-benthic fish

Patagonotothen ramsayi® -16.1 £ 0.2 -16.1 £ 0.2

Riveiroclinus eigenmani -16.7 £ 0.2 -16.7 £ 0.2
Squids

Illex argentinus® -17.0+0.6 -17.0+ 0.6

Doryteuthis gahi -176+0.4 -17.6 £0.4
Pelagic fish

Sprattus fueguensis -17.8+0.3 -17.8+0.3

Engraulis anchoita -17.7+0.1 -17.7+0.1

Merluccius hubbsi (<30 cm)®* =17.7 + 0.6 -17.7+0.6

“Prey selected for C. commersonii mixing model

16.7+03 5 2.9 2010 Vales et al. (2015)
18003 5 3.1 2007 Present study
186+02 2 3.2 2010 Present study
179+02 8 2004 Forero et al. (2004)
13.7+08 5 3.0 2006 Drago et al. (2009a)
15706 4 3.0 2007 Drago et al. (2009a)
172+02 5 3.5 2000 Present study

164 +0.1 18 2004 Forero et al. (2004)
159+05 5 3.1 2006 Drago et al. (2009b)

tional overlap between them was asymmetric and
varied from 8 to 40 % (Table S2).

3.2. Stable isotope mixing models

All data sets fit the mixing model assumptions ac-
cording to Smith et al. (2013), except for Peale's dol-
phin FG1. Gelman-Rubin and Geweke diagnostic
tests showed a convergence of each MCMC chain on
the true posterior distribution for each variable in the
model (Table S3). The isotopic mixing models indi-
cated that continental shelf prey species contributed
the most (80.8%) to the diet of Commerson's dol-
phins, including Argentine hake <30 cm and Ar-
gentine shortfin squid, whereas the notothenid Pa-
tagonotothen ramsayi and Argentine red shrimp
Pleoticus muelleri represented less than 10% in the
dolphins' diet (Fig. 4A; Table S4). For Peale's dol-
phins, the relative contribution of each potential prey
species to diet varied according to feeding groups
(Fig. 4B,C; Table S5). Pelagic resources were the
most important prey according to the model for FG2,
with a relative contribution of 41 and 28% for
‘pelagic fish' and ’‘squids,’ respectively. In contrast,

‘benthic fish' was the potential prey with the largest
contribution (37 %) for FG3, followed by ‘decapod
crustaceans' (25%), ‘squids’ (17%), 'pelagic fish’
(14 %), and 'demersal-benthic fish' (7 %).

4. DISCUSSION

Many different strategies are adopted by sympatric
species to coexist in the same habitat depending on
the availability of resources as well as the plasticity
that each animal group possesses (Ruadreo et al.
2019). Trophic niche partitioning is one of the most
frequent mechanisms employed by several taxa to
minimize competition, including marine mammals
(Pinela et al. 2010, Gibbs et al. 2011, Méndez-Fer-
nandez et al. 2013, Wilson et al. 2017, Giménez et al.
2018). Through carbon and nitrogen stable isotope
analysis, we studied the habitat use of sympatric dol-
phins to understand the trophic relationship between
them. Based on the turnover rate of dolphin skin,
which is estimated between 2 and 6 mo (Caut et al.
2011, Browning et al. 2014, Giménez et al. 2016), we
report the segregation of 2 coastal small cetacean
species during the warm season in the Southern
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Fig. 3. (A) Carbon (3'3C) and nitrogen (§'°N)
isotope ratios in skin samples of Lageno-
rhynchus australis feeding groups (FGs)
(individual values) (yellow = FG1, green =
f ' FG2, blue = FG3), and their potential prey
after correcting for the trophic discrimina-
tion factor (mean + SD) grouped by ecologi-
cal group. (B) Carbon (83C) and nitrogen
(8°N) isotope ratios in skin samples of
Cephalorhynchus commersonii (individual
values in red) and their potential prey after
correcting for the trophic discrimination
factor (mean + SD)

Benthicfish 4

Hemisphere, both in the spatial and
the trophic niche dimensions, allow-
ing their coexistence.

For Commerson's dolphins, our re-

Trophic level

-18

22 4

-17 -16 -15 -14 -13

Pelagic/ Offshore < > Benthic

1 Patagonotothen ramsayi
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sults are consistent with studies of
stomach contents throughout their
distribution in Argentina, where their
diet comprises mainly pelagic fish and
squids. Particularly, the results of our
mixing models are in accordance with
the diet identified in the region by
Koen Alonso (1999); specifically, juve-
niles of Argentine hake Merluccius
hubbsi (<30 cm) and Argentine short-
fin squid Illex argentinus as main
prey. Given that both techniques offer
different diet information over differ-
ent temporal scales, with a longer
integration time for stable isotopes,
the similarity across both techniques
indicates a clear feeding preference
for these prey species. Moreover, the

Inshore

-1'5 -1'4
8"3C (%)

Table 2. Results from generalized linear models, with Akaike's
information criterion corrected for small sample size (AICc) and
omnibus test p-values (o = 0.05). Best fitting models are high-

lighted in bold
Dependent Model AICc Omnibus
variable P
813C %o Distance to coast 20.02 <0.001
Year 25.17 <0.001
Sex 48.91 0.532
Distance to coast + Year + Sex 32.93 <0.001
SN %o Distance to coast 37.35 <0.001
Year 42.32 <0.001
Sex 54.07 0.467
Distance to coast + Year + Sex 48.74 <0.001

smaller SEAgp observed in this study
indicates less variability in prey selec-
tion among individuals, which sug-
gests that this species has a specific use of pelagic
habitats, feeding on small numbers of prey. Overall,
Commerson's dolphins seem to occur close to the
coast (Dellabianca et al. 2016) but exploit pelagic
resources, in particular Argentine hake and Argen-
tine shortfin squid in the north of the Golfo San
Jorge.

For Peale's dolphins, our results revealed 3 differ-
ent FGs, showing intraspecific isotopic niche parti-
tioning within a small geographic area. All FGs
showed significant differences among their mean
813C values. FG1 exhibited lower 8°C values, sug-
gesting an exclusively pelagic/offshore foraging
habitat. In contrast, FG3 presented higher §'°C val-
ues as evidence of more benthic/inshore foraging
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Fig. 4. Mixing models results (MixSIAR) as proportion of (A) potential prey of Commerson's dolphin or (B,C) potential prey

group of Peale's dolphin feeding groups 2 and 3
Fig. 4. continued on next page
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Fig. 4. (continued)

habitats, while FG2 showed intermediate values of
813C. The isotopic niche widths of all 3 FGs were
small, with some degree of overlap between FG2 and
FG3. These results suggest that Peale's dolphins are
capable of displaying different foraging strategies
that are segregated in space. The wide isotopic niche
of FG3, in terms of SEAg, can be a consequence of
the low sample size and the spatial geometry of the
data, which in some cases, could be biasing the
model (Jackson et al. 2011). According to this, the
spatial overlap of SEAg with FG2 is not necessarily
indicative of trophic competition and can instead be
explained by overestimation of the isotopic niche.
The isotopic data indicate that there are dolphins
from FG3 that exhibit 2%. differences between the
nitrogen isotope values; therefore, the variability in
FG3 is greater compared to the other groups, inde-
pendent of the sampling effort.

One result to be highlighted is the absence of cor-
respondence between the stable isotope signals and
the habitat where some Peale's dolphins were sam-
pled. Unexpectedly, FG2 (more pelagic) was sam-
pled closer to the coast (<200 m), inside of coves,
whereas FG3 (benthic extreme) was sampled far
from the coast (>200 m). Considering that the

cetacean skin incorporation rate is approximately 2
to 6 mo and that they usually have a high dispersal
range, it is very unlikely that sampling of Peale's dol-
phin skin in a specific area reflects feeding occurring
in that habitat. Therefore, the results suggest that in
spite of Peale's dolphins frequently occurring in
coastal environments, dominated by macroalgal
forests and small bays, foraging strategies are not the
only explanation for their occurrence in these habi-
tats and other behaviors could be involved, such as
nursing (Hartman et al. 2008).

Our mixing model results represent a first approxi-
mation of the diet preference of Peale's dolphins, and
they showed different ecological/taxonomical clus-
ters as the main prey items for FG2 and FG3. How-
ever, the dolphins could potentially be feeding on the
same prey due to partial overlap. The remaining
feeding group (FG1) could not be directly compared
with potential prey resources, due to missing poten-
tial prey species that were not included in the mod-
els. Unfortunately, information on stomach contents
for the species that provides the finest-scale resolu-
tion of prey taxa is lacking (Di Beneditto et al. 2011).
Thus, more studies based on this technique are
needed in order to obtain a more complete under-
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standing of their feeding preferences (Giménez et al.
2017). Also, it is worth taking into consideration that
all FG1 samples were collected in the same year, and
changes in the ecosystem baseline may influence the
isotopic values of predators.

Interspecific spatial overlap seems to occur in
pelagic/offshore habitats between Commerson's
and Peale’s dolphins (FG2). However, it is not nec-
essarily related to ecological or dietary overlap,
since different prey species can exhibit similar iso-
topic signatures (Ramirez et al. 2011, Giménez et
al. 2018). The most important resources in the Ar-
gentine Sea are Argentine hake, Argentine an-
chovy Engraulis anchoita, Patagonian sprat Sprat-
tus fuegensis, Argentine shortfin squid, Patagonian
squid Doryteuthis gahi, and Argentine red shrimp
(Barén & Ré 2002, Hansen et al. 2009, Salas et al.
2011, Romero et al. 2012, Loizaga de Castro et al.
2016, 2017). All of these taxa have characteristics
in common that make them preferred prey of mar-
ine mammals, including their wide distribution and
availability, relatively small size, tendency to form
large groups of individuals, and high nutritional
value (Cousseau & Perrota 1998, Ciancio et al.
2007). In addition, within each ecological group,
they have similar isotopic composition (Table 1),
making it impossible to discriminate at the taxo-
nomic level using stable isotope analysis.

The present study revealed that both dolphin spe-
cies occur in the same habitat, but are segregated in
terms of trophic resources. In the region, Commer-
son's dolphin is a specialist predator that has a small
trophic niche width, whereas Peale's dolphin is a
clear example of a species that can be considered a
generalist that occupies a wide trophic niche (Bol-
nick et al. 2007). This conclusion is supported by the
high plasticity reflected in different feeding groups
within a small geographic area as was shown here,
and represents an ecological complexity not yet
described for Peale's dolphins along the southwest-
ern Atlantic Ocean. An endemic species with hints
of high philopatry in a small geographic area
(Durante et al. 2020), that develops different strate-
gies to reduce intra- and interspecific competition,
suggests high adaptability of the species in response
to prey availability and local habitat conditions.
Therefore, future studies on the trophic ecology of
both dolphin species throughout their distribution
are recommended, where different habitats, varia-
tion in the isotopic composition of prey, and new
stomach content analysis should be considered. Fur-
thermore, it is possible that competition is not the
only selective force structuring the biological com-

munity, and predation could be also playing a role.
If this is the case, these species could be below their
population carrying capacity, with abundant feeding
resources in the Argentine Sea, and with ecological
niches allowing some degree of overlap without
competition as a primary driving force. Thus, studies
on predation in small cetacean species should be
conducted to understand its role within the marine
community structure. This information will allow a
better understanding of the ecological role in coastal
habitats and the dynamics of intra- and interspecific
trophic interactions of these species. Moreover, in a
scenario of global warming and continuous devel-
opment of commercial and local fisheries, it will also
help to determine the impact of potential threats to
top predators and implement conservation policies
that preserve them and their habitat.
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