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1) ANTECEDENTES GENERALES

Casi un 50% de las especies existentes en el mundo habitan o visitan las costas de Chile. Una de las
especies emblematicas que visitan las aguas de la costa chilena incluye la ballena boba o rorcual
de Rudolphi (Balaenoptera borealis) o sei Whale en Inglés. Esta especie se encuentra distribuida
en todos los océanos del mundo (Rice 1998), sin embargo existe poco conocimiento acerca de los
limites de sus poblaciones y de sus patrones migratorios.

Asi como otras grandes ballenas de barbas, datos obtenidos durante la caza ballenera suponen
una migracién latitudinal segun la estacion del afio (alimentacién durante el verano en aguas sub-
antarticas y reproduccién durante el invierno en aguas tropicales). Este patron migratorio en
conjunto con otras caracteristicas ecoldgicas, bioldgicas y geograficas resultaria en una separacion
temporal de los diferentes grupos o subpoblaciones de ballenas de Rudolphi de los dos
hemisferios. Sin embargo estudios genéticos no han definido claramente la separacién de las
poblaciones de los dos hemisferios (Kanda et al. 2006). Para propdsitos de manejo las poblaciones
han sido separadas en la base de las diferentes caracteristicas biolégicas y de migracién como en
las otras ballenas de barbas. En el hemisferio sur se asumen seis poblaciones (Donovan 1991),
mientras que en el Pacifico norte dos o tres poblaciones y en el Atlantico norte existirian alrededor
de ocho poblaciones (solo tres son consideradas para propdsitos de manejo).

El tamafio de la poblacion de la ballena Boba o Rorcual de Rudolphi (Balaenoptera borealis), “Sei
Whale”, en el Hemisferio Sur, fue calculado en unos 191.000 ejemplares para la década de los 40’,
antes de iniciarse sus capturas comerciales. Posteriormente, al cese de las capturas comerciales,
en el ano 1984, el Comité Cientifico de la Comisién Ballenera Internacional, calcularon una
poblacion de 37.000 ejemplares para nuestro Hemisferio (Gambel 1985).

En aguas marinas Chilenas continentales, entre los afios 1929 y 1983, las capturas de esta especie
constituyeron el 17.3% del total de los Misticetos capturados, después del rorcual comun y del
rorcual gigante (Aguayo Lobo 1974). Los avistamientos de ballenas bobas o rorcuales de Rudolphi
en aguas adyacentes al Golfo de Penas (44° - 48°S), se conocen desde hace mucho tiempo, asi
Aguayo-Lobo (op. Cit.), registré en Marzo de 1966, alrededor de 244 ejemplares; en Octubre del
mismo afio, 399 y en Diciembre del mismo afio, 142 animales. Dos afios después, los balleneros
japoneses que trabajaban en Chile, exploraron las aguas marinas entre los 40° y los 48°S,
registrando muchos ejemplares de esta especie e informaron que la mayor concentracion de ellos
se encontraron en aguas adyacentes a la Peninsula de Taitao, en el limite Norte del Golfo de
Penas, donde se registraron cientos de ejemplares y una gran abundancia de plancton (Pastene y
Schimada 1999). Dichos autores concluyeron que Balaenoptera borealis se concentra en los meses
de verano en aguas del Golfo de Penas para alimentarse. Posteriormente, en Mayo del 2001,
Aguayo et. al; sugiere que esta especie incursiona los canales exteriores cercano al océano Pacifico
por proteccién o como posibles dreas de alimentacién permanente u ocasional durante sus
migraciones. Los registros recientes de los investigadores de la Universidad Austral de Chile,
informan de un numero creciente de avistamientos del rorcual de Rudolphi en las aguas



correspondientes a las regiones de Los Lagos y de Aysén (43°-49°S). En consecuencia, después de
32 afios del cese de las capturas comerciales de Balaenoptera borealis en Chile, la especie estaria
recuperando lentamente el tamafio de su poblacion en aguas del Pacifico Sur Oriental. Sin
embargo, la muerte de 39 ejemplares en el lapso de varios meses en el Golfo de Penas, es un
fendmeno digno de estudiarse. Afortunadamente, en los cuatro ejemplares estudiados durante la
Expedicién al Golfo de Penas, en Mayo del presente afo, por el grupo de Punta Arenas, no se
encontraron signos de interaccién humana con los animales muertos en dicha region de
concentracidn histdrica de esta especie.

Estudios sistematicos y recientes llevados a cabo por investigadores de la Universidad Austral de
Chile, y el Centro ballena azul, dan cuenta de un creciente nimero de avistamientos en el area del
sur de Chile (region de los Lagos y Aysén). Situacidn similar ocurre en la region austral de Chile,
donde los avistamientos han ido en aumento (Fundacion CEQUA).

En mayo de 2015, la Dra. Verena Haussermann, del Centro Cientifico Huinay, realizé una denuncia
sobre la muerte masiva de ballenas en el sector de puerto Slight y golfo de Penas luego de
constatar dicha ocurrencia durante el desarrollo de investigaciones sobre invertebrados marinos
en los dias 21 y 22 de abril. Producto de lo anterior, la Armada de Chile puso a disposicidn de la
investigacion el PSG Ortiz, con el objeto de realizar una expedicién a la zona, junto a un grupo
multidisciplinario de profesionales y cientificos de la Universidad Austral de Chile, Universidad de
Chile, Instituto Antdrtico Chileno, Asociacién de Investigadores del Museo de Rio Seco, Fundacion
CEQUA, Centro Cientifico Huinay, WWF Chile, Centro Ballena Azul y la Brigada Investigadora de
Delitos Contra el Medioambiente (BIDEMA) de la PDI, medios de prensa de TVN y Megavisién, bajo
la coordinacién de Sernapesca.

En general, los varamientos son reconocidos como eventos importantes de los cuales importante
informacidn cientifica puede ser recolectada. Se ha demostrado la existencia de nuevas especies,
provisto de informacién sobre tasas de crecimiento, reproduccidn, habitos alimenticios, estructura
poblacional y factores de mortalidad, tales como toxinas, contaminantes e infecciones.
Recientemente, informacidon obtenida de animales muertos y varados ha incrementado el
entendimiento de los impactos de sonares y detonaciones submarinas. Asi mismo, sobre largo
periodos de tiempo, los varamientos han demostrado incrementar el conocimiento sobre la
diversidad y ensamble de especies

Los mamiferos marinos, como especies depredadoras de nivel tréfico medio, son centinelas y
especies indicadoras de la salud de los ecosistemas. De esta forma, determinar las causas de
muerte y varamiento de mamiferos marinos es de esencial importancia porque nos asiste a
entender de mejor manera la biologia de los animales en cuestién. Asi mismo, en caso de que las
muertes hayan sido provocadas directa o indirectamente por acciones y/o actividades humanas, la
informacidn recopilada puede ser de gran utilidad para generar y desarrollar planes de accién y
contingencia para evitar y mitigar los impactos de dichas actividades.

En el marco de la investigacion formal asociada a la mortalidad de ballenas en el Golfo de Penas en
la Regidn de Aysén, el siguiente informe entrega los antecedentes técnicos y cientificos junto con
las hipdtesis de posibles causas de la mortalidad de estos animales en el area de interés.



2) ANTECEDENTES NORMATIVOS

Los recursos o especies hidrobioldgicas, entendiendo por tales a toda especie de organismo en
cualquier fase de su desarrollo, que tenga en el agua su medio normal o mas frecuente de vida, y
sus ecosistemas estan sometidos a la soberania del Estado de Chile en las aguas terrestres, aguas
interiores y mar territorial, asi como a sus derechos de soberania y jurisdiccién en la Zona
Econdmica Exclusiva y en la Plataforma Continental, de acuerdo a las normas de derecho
internacional y a las de la Ley General de Pesca y Acuicultura (LGPA).

En conformidad a la soberania, a los derechos de soberania y a su jurisdiccion, el Estado de Chile
tiene el derecho de regular la exploracién, explotacién, conservacidon y administracion de los
recursos hidrobioldgicos y sus ecosistemas existentes en todos los espacios maritimos

antes mencionados.

De acuerdo con esto, el Estado de Chile podra autorizar la exploracion y explotacion de los antes
mencionados recursos hidrobioldgicos existentes en los espacios referidos, sujeto a las
disposiciones de la LGPA.

En el contexto de los varamientos y tomas de muestras bioldgicas de ejemplares varados muertos,
el Articulo 135 bis de la citada Ley establece que no tendrd responsabilidad legal el que tenga,
posea o transporte ejemplares muertos, partes de estos o sus derivados siempre que cuente con
un permiso otorgado por el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura. Dicha autorizacion solo podra
ser otorgada a instituciones de educacidn reconocidas por el Estado, museos y centros de
investigacion y conservacidn marina ubicados en el territorio nacional que tengan fines de
docencia, investigacion, depdsito o exhibicidn.

Finalmente, es necesario dejar claro que conforme lo establecido en el Decreto con Fuerza de Ley
N° 5 de 1983, del Ministerio de Economia, Fomento y Reconstruccién, le corresponde al Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura ejecutar la politica pesquera y acuicola y fiscalizar su
cumplimiento.

3) ACCIONES Y BITACORA DE EXPEDICION
a) Pre-crucero

Bajo la coordinacidn del Servicio Nacional de Pesca, los investigadores seleccionados e invitados a
participar en la expedicion entregaron un documento indicando sus intereses y la experticia que
pondrian a disposicidn en la investigacién formal ejecutada a peticidn de Fiscalia Region de Aysén.
Dos reuniones formales fueron ejecutadas para establecer los objetivos y metas de la expedicidn,
comprender los antecedentes y limitantes, distribucidn de roles y responsabilidades, y finalmente
entender los protocolos formales de toma de datos (fotografias, datos de ubicacién GPS,
fotografias y muestras de tejido), almacenamiento y posterior distribucién.



b) Durante el crucero

La implementacién acciones de muestreo bioldgico siguié un patron de acciones jerdrquicas para

desarrollar la evaluacién de la manera mas eficiente y ordenada posible. Las actividades concretas

fueron desarrolladas por equipos de personas especializadas.

La expedicién se desarrollé a través de cinco componentes o etapas:

1.

Una exploracién preliminar rapida junto al equipo de expertos de la BIDEMA mediante
una embarcaciéon menor (de tres a cuatro horas) para determinar el escenario de trabajo,
numero de ballenas muertas, su estado de descomposicidon y marcaje (etiqueta visible con
numero). Un equipo de tres personas junto a la PDI recorrid el area en un zodiac para
aproximarse a cada uno de los animales muertos con el objeto de caracterizar
preliminarmente el evento, marcando a cada individuo con una bandera/ficha
identificadora, determinar especie, obtener su posicion geografica mediante GPS,
establecer su orientacion y sacar fotografias generales y especificas. Estas fotografias
fueron tomadas de todo el animal, cabeza, zona genital, aleta caudal, aleta dorsal,
mandibula y cicatrices, cuando fuese posible. En este primer recorrido, se intentd
determinar sexo y longitud total de la mayor cantidad de individuos posibles,
estableciendo el estado de descomposicidn de cada uno.

Desarrollo de un muestreo de primer nivel en aquellos animales (cuatro), cuyo acceso fue
posible para la obtencidon de medidas estandar y muestras de encias, piel y musculo desde
una seccidén anterior a la aleta dorsal en todos los casos y preservadas en alcohol al 70%.
En esta etapa se extrajeron también muestras de barbas, otros tejidos (de 6rganos) y
pardsitos. Asi mismo, se extrajeron fluidos gastro-intestinales con el objeto de realizar
pruebas cualitativas in situ para la deteccién de biotoxinas (paralizante y amnésica
mediante tests rapidos basados en anticuerpos producidos por Scotia Rapid Testing Ltd.) .
Estas tareas fueron realizadas por personal experimentado, utilizando medidas de
seguridad acorde (e.g. doble guante anticorte, mascarilla y gafas de seguridad).

Desarrollo de un circuito costero en una embarcacién menor (zodiac) para la obtencion de
tejido (principalmente piel, musculo, hueso y barbas) de todo el resto de ballenas muertas
encontradas. El protocolo siguié los estandares mencionados en paso 2).

Obtencion de muestras de agua y potenciales vectores de biotoxinas asociadas a
floraciones algales nocivas (almejas y choritos, Figura 1); y

Busqueda de mas cuerpos en playas durante la travesia de regreso. Posicién o muestras de
tejido no fueron obtenidas para la mayoria de los animales vistos desde el buque de la
armada.

Analisis de muestras de vectores de biotoxinas y contenido estomacal mediante tests
rapidos para deteccién de VAM y VPM.

Dentro de lo posible, las muestras fueron almacenadas debidamente en alcohol en recipientes de

plastico y bolsas, rotuladas ordenadamente. La ficha de datos presenta informacion de cada



ballena, su posicidn, su estado de descomposicion y una bateria de datos que indica el tipo de
muestra (y su cantidad) obtenida. Cabe destacar, que dependiendo del estado de los cuerpos, se

pudo obtener solo algunos de los tejidos.

Las muestras de agua para determinacién de presencia de fitoplancton téxico mediante
microscopia fueron preservadas con solucién de Lugol (solucién saturada de iodo) para su analisis
posterior ex situ en la Universidad Santo Tomas, sede Santiago.

") Peninsula de Taitao

b
. ®% " Bahia Slight
Ne———
)
(
N e \‘\
\1 ,./""J
4 ,//
Muestras para biotoxicologia ! /,47»:/
& o
@ Fluidos gastrointestinales 3 7 /
@ Agua (fitoplancton) GOIfO de Penas
() Vectores (bivalvos) 0 5 10
O p— |11\

Figura 1. Sitios de toma de muestras de contenidos estomacales e intestinales de ballenas, muestras de
agua y de bivalvos vectores de biotixnas de floraciones algales nocivas (choritos y almejas).

c) Actividades post-crucero

Una vez de regreso a puerto, las muestras fueron trasladadas a la Universidad Austral de Chile,
Valdivia, para su almacenamiento en un congelador apropiado. Las muestras se encuentran bajo
resguardo formal emitido por SERNEPASCA. A la fecha se ha desarrollado una sola reunion para la
coordinacion de analisis de muestras el dia 9 de junio, distribucién de las mismas y desarrollo de
informe preliminar de la expedicion.



Las muestras de agua y contenido gastro-intestinal fueron trasladadas a la Universidad Santo
Tomas, sede Santiago, y analizadas mediante microscopia.

Una de las muestras de periético fue trasladada a la Facultad de Ciencias, Universidad de Chile en
Santiago, para la realizacion de tomografia volumétrica computada de manera de analizar la
anatomia interna en busqueda de posibles dafios auditivos (microfractura dsea en el oido interno).

4) DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE LA MORTALIDAD
a) Numero de animales muertos encontrados y muestreados

Para la determinacion del nimero minimo de individuos (NMI) se utilizé el conteo del nimero de
craneos (considerando que las carcasas mantenian los craneos articulados y, en un caso, con un
craneo asociado a esta). Se observaron 39 restos de ballenas pertenecientes al menos a tres
eventos de mortalidad distintos (carcasas y restos de esqueletos, Figura 2). Las ballenas muertas
recientemente, con una data aproximada de 2-3 meses presentaban un estado de descomposicion
gue exponia tejidos internos como la grasa, musculo, y hasta restos de érganos y contenidos
estomacales. Sin embargo, en algunos casos aun se observaban restos de piel en los individuos. En
otros casos, solo se encontraron restos 6seos, si preservacion de tejido blando, denotando un
mayor antigliedad de estos restos (ver tabla 2). Se determind que la presencia de un craneo (o
buena parte de él) representaba un individuo en particular. Un total de 22 ballenas distintas
fueron muestreadas (tabla 1, ademas ver adjuntos con base de datos). El resto de cuerpos no
fueron muestreados por estar fuera del alcance (cuerpos vistos desde el buque en traslado de
regreso) o porque se trataba de craneos solamente.

Se registrd la posicién de orientacidn de las carcasas en las playas, las cuales fueron ploteadas en
un diagrama de rosa (Figura 3), utilizando el programa PAST (3.07)". Se puede observar una
direccion preferencial de las carcasas en los cuadrantes NE-SW (14 de 18) aunque esta tendencia
no fue significativa en el test post hoc de von Mises (p=0,08), probablemente debido al pequefio
numero de muestra y también a la presencia de patrones de corrientes, vientos y mareas
complejos dentro del canal.

1 Hammer, @., Harper, D.A.T., and P. D. Ryan, 2001. PAST: Paleontological Statistics Software Package
for Education and Data Analysis. Palaeontologia Electronica 4(1): 9pp.



Tabla 1. Resumen de nimero de restos de ballenas encontradas y ballenas muestreadas en bahia Slight y
zonas aledaiias.

MORTALIDAD DE BALLENAS (ACTUALES Y PREVIOS) n

Numero de ballenas recientes (evento mortalidad aproximado: marzo-abril) 29
Numero de ballenas antiguas solo con presencia de restos 6seos (craneos) 10
Numero de ballenas de los cuales se obtuvo alguna muestra (de todos los eventos) 22
Numero total de ballenas encontradas 39

Tabla 2 — Condicién de preservacidn de las carcasas encontradas en bahia Slight y zonas aledafias.

Condicion de la carcasa

Completa e intacta

Completa, huesos expuestos

Desarticulada, no intacta

LVIN|O|W|S

Completamente desarticulada, asociada

Huesos aislados (craneos, vertebras, etc) |13
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Figura 2. Ubicacion geografica de ballenas muertas, tanto del evento reciente como anteriores.



Figura 3 — Diagrama de rosa mostrando las orientaciones de las carcasas en el canal, expresado en grados,
donde 0O es el Norte geografico. Los numeros indican el numero de carcasas orientadas en cada cuadrante y
el ovalo rojo indica el intervalo de confianza (95%) de la distribucién de los datos.

Crientacidén en grados

b) Especies

Se presume que la mayoria de los animales encontrados muertos son ballena sei (B. borealis). Sin
embargo, la confirmacién de especie directo en terreno solo se pudo hacer en aquellos cuerpos
que presentaban un mejor estado de conservacién y segun las fotografias obtenidas.
Adicionalmente, la corroboracién taxonémica de 15 de 39 individuos muestreados fue realizada
mediante andlisis genéticos en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad de Chile.
Para lo anterior se extrajo ADN de tejido (piel, musculo y/o encia de los individuos), se amplificd
parte de la regién control del ADN mitocondrial (ADNmt), region normalmente utilizada para la
identificacion de especies de cetdceos debido a que su acelerada tasa de mutacién, lo que

produce una alta variacidn, permitiendo la discriminacion a nivel de especie (Ross et al 2003).

La amplificacion de la regién control (o D-loop) se realizé utilizando preferencialmente los
partidores M13 DIp1.5 y 8G (Dalebout et al. 2005) y secundariamente los partidores DIp-10 y Dlp-5
(Baker et al 1993). Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en ambos sentidos en
Macrogen, Corea. Las secuencias resultantes fueron alineadas y ensambladas manualmente

mediante el programa Proseq 2.91 (Filatov, 2002). La identificacion a nivel de especie se realizé



mediante el uso de dos programas de analisis comparativo de secuencias (1) “Basic Local Aligment
Search tool (BLAST. www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) y (2) DNA Survillance (Ross et al 2003; ver detalle

de ambos programas en ANEXO II, Identificacion Especie mediante analisis genéticos)

De la mayoria de las muestras de tejido recibidas (14 de 15 individuos) se obtuvo suficiente
cantidad y calidad de ADN que permitidé la amplificacion de un fragmento de la regién control de
ADNmt de mayor tamafio (partidores M13 DIp1.5 5’ y 8G Dalebout et al. 2005). Para el individuo
restante se logré amplificar un fragmento de menor numero de pares de bases descrito
previamente (partidores DIp-10 y Dlp-5, descrito Baker et al 1993).

Mediante el programa BLAST se obtuvo un 99% de confiabilidad que todas las secuencias
analizadas y comparadas con esa base de datos correspondieron a ballena sei Balaenoptera
borealis (Figura 1, ANEXO |l — Identificacion Especie mediante analisis genéticos). De la misma
manera, mediante el programa DNA-Surveillance se obtuvo que la menor distancia genética (5%,
Tabla 3), y por ende mayor semejanza entre las secuencias analizadas y las secuencias
correspondientes a ballena sei, Balaenoptera borealis. Este resultado fue similar cuando se
compararon las secuencias tanto a nivel de Orden Cetacea (Figura 2, ANEXO Il — Identificacidn

Especie mediante analisis genéticos ) como a nivel de Suborden Misticeti (Figura 3).


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabla 3. Distancias genéticas obtenidas en la comparacion de una de las secuencias analizadas
(seleccionada al azar como ejemplo) y la base de datos de DNA Surveillance. Se aprecia que la
secuencia comparada tiene la menor distancia genética (0,05) (es decir, la mayor semejanza) con
la especie Balaenoptera borealis

ID Common Name Distance
BborNA5.UA Sei Whale 0.0501
BedeSAG6.UA Bryde's Whale (Common form) 0.0929
BedeJP1.HY Bryde's Whale (Kochi form) 0.1066
BmusIC4 UA Blue Whale 0.1631
BphylC5.UA Fin Whale 0.1696
ErobNEP397 null 0.1727
ErobWS03 Gray Whale 0.1729
MnovSEA9 Humpback Whale 0.1756
BacuNPSWFC North Pacific Minke Whale 01771
BacuNAG.UA North Atlantic Minke Whale 0.1794
BbonSO8.RH Antartic Minke Whale 0.1855
CmarNZ1.SB Pygmy Right Whale 0.1887
EglaNA9.SM North Atlantic Right Whale 0.2126
CheBP03D Hector's Dolphin 0.2333
EausSP16NP Southern Right Whale 0.2384
BmysNEPSB1 Bowhead 0.2417
CcomL2.FP  Commerson's Dolphin 0.2443
LobsPE2.FC Dusky Dolphin 0.2552
LacuNF6.FC Atlantic White-Sided Dolphin 0.2554
KbreNZ01SP Pygmy Sperm Whale 0.2573
TtruT2.JW Bottlenose Dolphin (truncatus form) 0.2711
DcapCA1.PR Common Dolphin (Long-Beaked) 0.272
DdelCA6.PR Common Dolphin (Short-Beaked) 0.2788
GgriNZ1.MD  Risso's Dolphin 0.2788
LobINP8.FC  Pacific White-Sided Dolphin 0.283
BbaSW4965 Baird's Beaked Whale 0.2836
GmelNA8.LS Long-Finned Pilot Whale 0.2949
PspiPE4. PR  Burmeister's Porpoise 0.295
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Figura 3. Ubicacién de una de las secuencias analizada (ver flecha) en un arbol de distancia
genética construido con informacién proveniente del orden suborden Misticeti en DNA
Surveillance.



5) Analisis de microfracturas en el oido medio e interno

El analisis de parte de los huesos del oido medio e interno (apenas peridtico) extraido del
espécimen B8 no arrojo microfracturas en la lamina espiral (oido interno) y se observé que el
huesecillo (estribo; oido medio) permanecia articulado a la ventana oval del peridtico, no
mostrando signos de alteracidon que pudiesen haber sido provocadas por impactos mecanicos o
acusticos. De la misma manera, la region de los canales semi-circulares también se mostré
anatdmicamente intacta, no habiendo dafio (Figura 4).

El hueso timpanico y por ende la articulacién del martillo y la placa timpanica (equivalente al
timpano en misticetos) no pudo ser analizado, debido a que este elemento éseo, a pesar de
requerido, no fue facilitado-trasladado a la Universidad de Chile para su analisis.



Cochlea Lamina espiral

Cochlea Lamina espiral
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Figura 4. Cortes seleccionados de las imagenes obtenidas por tomografia volumétrica realizada en
tomadgrafo Morita (box de 60 mm, 500 cortes). Se observan en perfectas condiciones a todas las
estructuras anatdémicas acustico estructuralmente fragiles del oido medio (huesecillos: estribo) e
interno (cochlea: lamina espiral), ademas de los canales semicirculares .



6) POTENCIALES CAUSAS DE MORTALIDAD DE BALLENAS

Segun el diagndstico en terreno y andlisis de fotografias, no se observa accion directa de
actividades humanas, o de terceros (heridas, traumas mecanicos evidentes, marcas de redes).
Tampoco se observé evidente contaminacién por hidrocarburos u otros quimicos.

Por la posicion de las ballenas en las playas (cuerpo posado sobre su parte dorsal), se asume que
los animales murieron aun estando en el agua y llegaron por corrientes y vientos hasta las playas.
Esto se debe a que los rorcuales luego de la muerte se hunden, debido al bajo contenido de grasa
versus musculatura en comparacién a los balénidos, por ejemplo, y luego del inicio de su
descomposicidn se generan gases en la porcidon abdominal que hacen que las carcasas vuelvan a la
superficie y permanezcan flotando con la porcidn ventral hacia arriba hasta que estos gases se
liberen o hasta que varen en las playas. Por tanto en este informe nos referimos a mortalidad
multiple mds que a varamiento.

Existen algunas caracteristicas de esta mortalidad que hacen excluir algunas causas de muerte y
potenciar a otras. Dado la ausencia de marcas de choques y o cortes y los resultados negativos de
impacto acustico y mecdnico en los analisis de tomografia de uno de los periéticos, se descarta la
mortalidad por accién antropogénica (ej. impacto acustico o choque con embarcaciones). Ademas,
la naturaleza multiple del hallazgo hace poco probable cualquiera de las causas particulares, como
choques por embarcaciones y-o muerte natural por senilidad. La presencia de un pinnipedo en el
ensamble (resto esquelético muy fresco) hace poco probable la muerte por enfermedades. El
posicionamiento de las carcasas (porcidn ventral hacia arriba) sugiere fuertemente un agente de
muerte fuera del canal en donde fueron encontradas, es decir, aldctona.

La determinacién de un agente de muerte aldctona, el numero de individuos y la presencia de al
menos un esqueleto reciente de otra categoria taxonomica (lobo marino de un pelo) en
combinacion con los resultados de los analisis de biotoxina, determina que la hipdtesis que se
evalia con mayor fuerza es que la muerte de las ballenas se haya dado por la exposicidon y
posterior intoxicacion de los animales a toxinas generadas por afloramientos de fitoplancton
(microalgas) nocivos. Los vectores (consumidores vy filtradores) mds probables de la biotoxina
incluyen la sardina fueguina (Sprattus fuegensis) y/o langostino de los canales en su fase de larva
pelagica (Munida sp.). Ambos vectores forman parte clave de la red tréfica de los canales y fiordos
patagdnicos y por ende son un eslabdon de gran importancia para las ballenas presentes en la
region.

Para llegar a esta hipdtesis y resultados, los andlisis biotoxicoldgicos incluyeron:

* Un analisis cuantitativo de muestras de agua por microscopia para determinacion de
especies de fitoplancton.

*  Pruebas cualitativas de Scotia Rapid Testing para deteccién de Veneno Paralizante de
Mariscos (VPM) y Veneno Amnésico de Mariscos (VAM) en contenido estomacal.



*  Pruebas cualitativas de Scotia Rapid Testing para deteccion de VPM y VAM en vectores de
biotoxinas extraidos durante la expedicidn (almejas y choritos).

* Un anélisis cualitativo por microscopia (presencia/ausencia) de contenido intestinal.

Los resultados que las muestras de agua arrojaron negativo para la presencia del fitoplancton
esperado (normal después de 2-3 meses de las floraciones). Sin embargo, se encontré restos de
toxina en los vectores y en los contenidos estomacales y restos de Pseudonitzschia en contenidos
intestinales (Tabla 2).



Tabla 2. Resultados de pruebas biotoxicoldgicas

Prueba

Resultado

Presencia de fitoplancton nocivo (muestras de agua)

Negativo

(Todas las muestras de agua (6) resultaron
negativas a la presencia de especies nocivas
(Pseudonitzschia y Alexandrium))

Toxina en vectores (muestras de almejas y choritos)

2 positivos para VPM

2 negativos para VAM

(Muestras homogeneizadas de choritos (4 de
Perumytilus purpuratus) de Bahia Slight y
muestras de almejas (43 de varias especies)
de las peninsula Tres Montes, paso Holloway,
ambas positivas para VPM, negativas a VAM)

Toxina en contenido estomacal

Positivo (ballena 8) para VAM

(Resultado de VAM positivo mayor a 20ug de
acido domaico por 100g de muestra)

Positivo (ballena 21) para VPM

(Resultado de VPM positivo pero en bajos
niveles, estimacion aproximada
semicuantitativa de 60ug equivalentes de
saxitoxina por 100 gramos de muestra)

1 ballena examinada por caso, una
muestra de contenido estomacal
examinada por ballena, un test de
biotoxinas por muestra

Ballena 21 en Bahia buena, Ballena 8 en
Bahia Slight

Presencia contenido intestinal

Positivo para Pseudonitzschia

(Positivo para ambas ballenas (#8 y #21),
en mediana abundancia (escala relativa),
muestras de contenido fecal y estomacal
analizadas por ballena, ambas positivas)




7) CONCLUSION Y CONSIDERACIONES FINALES
La totalidad de los individuos analizados genéticamente correspondieron a la especie ballena sei

Balaenoptera boralis (Tabla 4).

Tabla 4. Lista de ejemplares de cédigos de muestras de ballenas varadas en el Golfo de Penas y su
identificacion especifica. En la columna especie se detalla que la totalidad de los individuos

analizados genéticamente (15) correspondieron a la especie Balaenoptera borealis.

1D Fecha Familia Especie

B1 27-05-2015|Balaenopteridae

B2 27-05-2015|Balaenopteridae

B3 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B4 27-05-2015|Balaenopteridae

BS 27-05-2015|Balaenopteridae

B6 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B7 27-05-2015|Balaenopteridae

B8 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B9 27-05-2015|Balaenopteridae

B1O 27-05-2015]Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B11 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B12 27-05-2015|Balaenopteridae

B13 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B14 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B15 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B16 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B17 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B18 27-05-2015|Balaenopteridae

B19S 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B20O 27-05-2015|Balaenopteridae

B21 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B22 27-05-2015]Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B23 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B24 27-05-2015]|Balaenopteridae |Balaenoptera borealis
B25 27-05-2015|Balaenopteridae

B26 28-05-2015|Balaenopteridae

B27 28-05-2015|Balaenopteridae

B28 29-05-2015|Balaenopteridae

B29S 29-05-2015|Balaenopteridae

B3O 29-05-2015||Balaenopteridae

B31 29-05-2015|Balaenopteridae

B32 29-05-2015|Balaenopteridae

B33 29-05-2015|Balaenopteridae

B34 29-05-2015|Balaenopteridae

B35 29-05-2015|Balaenopteridae

B36 29-05-2015|Balaenopteridae

B37 29-05-2015|Balaenopteridae

B38 29-05-2015|Balaenopteridae

B39 29-05-2015||Balaenopteridae




Los resultados obtenidos durante la expedicidon, sumado a la alta presencia de Pseudonitzschia
durante febrero y marzo medidas en estaciones de monitoreo del programa de monitoreo de
marea roja, administrado por la Sub Secretaria de Pesca y ejecutado por el Instituto de Fomento
Pesquero, refuerzan la posibilidad de aceptacién de la hipdtesis de envenenamiento por
biotoxinas por floraciones algales nocivas. No obstante, debido principalmente al mal estado de
conservacion de los animales que impidié una buena obtencidn de muestras (frescas) para su
posterior analisis, y el tiempo limitado de permanencia en el drea de estudio (1,5 dias) para
realizar un trabajo mas exhaustivo, los resultados presentados aqui no son concluyentes. La
presencia de toxinas en vectores en el drea donde se encuentran las ballenas muertas o la
presencia de toxinas en dos de las 29 ballenas encontradas con tejidos blandos a la vista, no puede
ser considerado como una evidencia conclusiva, ni determinante. Las evidencias presentadas aqui
son mas bien agentes de construccién de hipdtesis para ser evaluadas con mayor rigurosidad en el
futuro cercano.

Por ejemplo, no se tiene seguridad debido al resultado no significativo del test para las

orientaciones, de que el ensamble de las ballenas sea aléctona, es decir, que murieron fuera de la

zona donde fueron encontradas, y principalmente no se pudo determinar a qué distancias estas

pueden estar desde su punto de muerte (potencial area de intoxicacién). Asimismo, el nimero de
ballenas registradas en la expedicién puede representar solo una fraccion del numero total de
animales muertos. La compleja geomorfologia de la costa, aislamiento y condiciones atmosféricas
generaron condiciones desfavorables para la busqueda de mds animales. Esto sumado a que otros
se puedan encontrar bajo la linea de marea y por tanto “invisibles” a una prospeccién marina

como la ejecutada.

La mortalidad descrita en este informe evidencia un evento sin precedente en Chile y el mundo, en
cuanto al nimero de individuos afectados. No obstante, la mortalidad de ballenas en la regidn no
es un hecho nuevo. Al menos cuatro eventos se han registrado anteriormente que no fueron
documentados en detalle. El mds reciente, ocurrido entre enero y marzo de 2014 y documentado
parcialmente por la profesional Sra. Carla Cristi, a través de fotografias y fichas resumidas de
varamiento de fauna marina oficiales del Sernapesca, consta de 5 especimenes de ballenas,
posiblemente de la especie Minke (Balaenoptera acutorostrata) o juveniles de otra especie de
misticeto, dos en un canal interior de isla Kent, a cientos de metros de distancia entre si, y las
otras 3 bastante mdas al Sur, cerca del glaciar Bernardo, estas distribuidas a pocos metros de
distancia entre si. Estos documentos quedan a disposicidn de la investigacion.

Por otro lado, la mortalidad masiva por intoxicaciéon causada por floraciones algales nocivas ha
sido descrita para otras dos especies de cetaceos alrededor del mundo, pero principalmente para
las costas del Pacifico Nororiental (e.g. Geraci et al. 1989; Durbin et al. 2002; Doucette et al. 2006).
Este hecho es de gran importancia por el efecto que pudiera tener a niveles poblaciones,
particularmente para aquellas especies que presentan un estado de conservacién amenazado
(vulnerables o en peligro, como es el caso de variadas especies de ballenas).



Es por esto que la formalizacion de un protocolo de respuesta a varamientos de mamiferos
marinos no es sdlo importante para la estandarizacion de metodologias y la recoleccién de
informacidn clave, sino que ademds es de gran valor para entender las causas de muerte, sean
naturales o por acciones humanas. Asi mismo, una buena planificacién y accién tiene gran
relevancia para las agencias coordinadoras con el fin que dichos muestreos se hagan de forma
responsable, eficiente y ordenada, y que los responsables por obtener dicha informacién tengan la
experiencia y respaldo cientifico que merece dicho trabajo.



Anexos
Anexo |

INFORME DE LAS NECROPSIAS PARCIALES REALIZADAS EN CUATRO CADAVERES DE BALLENAS
BOBAS (Balaenoptera borealis, “Sei whale”) EN BAHIA SLIGHT, NOROESTE DEL GOLFO DE PENAS,
XI REGION

Por

G. Garrido, B. Caceres, C. Calderdn, T. Garcia, J. Acevedo, D. Haro y A. Aguayo Lobo
Grupo de Punta Arenas

Introduccion

El objetivo del presente informe (Anexo), es mostrar si hubo o no evidencias de interacciones
humanas en la muerte de cuatro ejemplares de ballena boba o “Sei whale”, en las aguas del Golfo
de Penas, Xl region, que fueron examinadas durante los dias 27, 28 y 29 de mayo de 2015;
después de alrededor de 30 dias de haber sido observadas por personal de la Estacion Cientifica
de Huinay.

Por otra parte, estimamos necesario hacer notar, que el objetivo de una necropsia completa es
conocer la causa de muerte de un organismo. En consecuencia, nos parece necesario diferenciar
dos Protocolos: El primero, el que busca la causa de muerte (Protocolo de Necropsia) y el segundo,
el que busca signos de interacciones humanas en la muerte de las ballenas (Protocolo del llicito
ambiental). Esta diferencia es fundamental para poder diferenciar las causas de muerte o las
causas de los varamientos de los cetdceos; pues se acepta como varamiento de cetdceos, cuando
uno o mas ejemplares arriban vivos a la costa y posteriormente, mueren en tierra (Perrin y Geraci,
2002; Aguayo-Lobo, 2013; Haro et al. 2015).

Desarrollo de las necropsias

De los cadaveres de 18 ejemplares completos de ballenas del género Balaenoptera, se lograron
medir 16 ejemplares y sexar sélo a 12. De estos ultimos, 6 corresponden a machos (Ejemplares 2,
10, 17, 21, 23 y 34) y 5 a hembras (Ejemplar 3, 11, 12, 15y 22) y 1 de sexo desconocido (Ejemplar
8). De estos 11 ejemplares sexados, se pudo realizar el examen externo, para conocer si hubo o no
ilicito ambiental, y las necropsias parciales o incompletas, con el objeto de intentar conocer la
causa de muerte de cuatro cadaveres; ejemplares 8, 21, 22 y 23. Se registraron ademas 12
craneos, pertenecientes al género Balaenoptera, de los cuales se midieron 9, con excepcion de 3
ejemplares (13, 18 y 27). Debido a las dificultades topograficas del terreno, no se tuvo acceso a 9
ejemplares (28, 29, 30, 31, 32, 36, 37, 38 y 39).



Ejemplares examinados y muestreados
1. Ejemplar N° 8: Género Balaenoptera

El animal examinado corresponde a un ejemplar de Balaenoptera borealis, considerando que
algunas medidas corporales como la longitud de los surcos toraco-ventrales, en relacién a la
longitud total, no alcanzan el ombligo, siendo esta una de las caracteristicas diagndsticas de esta
especie. Ademas, la forma, color y caracteristicas de los flecos de las barbas, confirmar la
identificacion de esta especie (Figura 1). El estudio genético de algunas muestras estan siendo
analizadas en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile cuyos resultados esperamos
confirmen la determinacién de la especie.

Examen externo

Al examen externo del ejemplar nimero 8, de 15,27 metros de longitud total (medida aproximada
debido a la torsion del pedunculo caudal); sexo desconocido, debido a la avanzada
descomposicion de la zona genital (Figura 2). La piel se encontraba de un tono blanco anaranjado,
indicando la pérdida parcial o total de epidermis por zonas, sin evidencias de heridas recientes o
cicatrices antiguas, ni de traumas, tumores, inflamaciones o pardsitos externos, ni tampoco
evidencia de redes o mallas que pudieron haber gatillado el varamiento y posterior muerte del
ejemplar, o que el ejemplar murié en altamar y fue llevado, en esa condicién, a la deriva por las
corrientes prevalecientes en el Golfo de Penas.

Tomando en cuenta que el animal se encontraba de cubito lateral derecho sobre una playa
arenosa de grano fino, no se pudo observar el costado derecho del mismo. En consecuencia, el
costado izquierdo, el dorso y el vientre del animal; es decir, todas las partes del cuerpo
examinadas, no mostraban signos de lesiones antropogénicas (Figura 3).

Cabe mencionar que tampoco se encontraron restos de hidrocarburos, sustancias oleosas ni otras
sustancias quimicas nocivas cercanas al ejemplar.

Necropsia

Dado el estado de descomposicién del ejemplar y las dificultades técnicas para manipular un
animal de tales dimensiones, sdlo se pudo practicar una necropsia parcial. Se realizd una incisién
desde la parte posterior del térax hasta la parte anterior del abdomen (Figura 4), obteniendo
luego, muestras de piel, grasa, musculo, costillas, pared estomacal, contenido estomacal,
contenido rectal y barbas desprendidas de la boca, para posteriores andlisis de laboratorio. Las
muestras de contenido estomacal y contenido rectal obtenidas podrian servir para el analisis de
posible intoxicacién por marea roja, investigacion que esta llevando a cabo el Dr. David Cassis. Al
retirar la capa muscular de la zona tordcica izquierda, se observé una seccién de musculatura de
coloracion mas oscura, con acumulacion de codgulos sanguineos por gravedad (Figuras 5 a y b),
evidenciando que existid un trauma, el cual puede haberse presentado pre o post mortem. No se
observé eséfago, traquea, corazdn en la cavidad tordcica; o higado e intestino en el abdomen, sin
poder examinar la cavidad abdominal y pélvica en forma exhaustiva.



En cambio, si se tuvo éxito en realizar una incisién cercana a la articulacion mandibular, con el
objeto de extraer la bula timpano-peridtica. Lamentablemente, no fue posible obtener el complejo
auditivo completo.

Figura 1. Barba correspondiente a animal nimero 8, de una longitud total de 15.27 m.

La barba media una longitud de 56 cm de largo y 25 cm de ancho. Fotografia: Gabriela Garrido.

Figura 2. Fotografia zona genital de individuo nimero 8, donde se evidencia el avanzado estado de
descomposicion de la zona genital. Fotografia: Natalia Toledo.



Figura 3. Ejemplar nimero 8, en posicidon de cubito lateral derecho, donde se observa la longitud
de los pliegues toraco-ventrales. Fotografia: Nicolas Leiva.




Figura 4. Incision toraco-abdominal realizada al ejemplar nimero 8. Fotografia: Nicolds Leiva.

Figura 5. (a) Vista a formacién
de coagulos acumulados en zona ventral por accidon de gravedad. (b) Vista de hematoma
observado en la zona tordcica. Fotografia: Natalia Toledo.

Personal participante en la necropsia: Gabriela Garrido y Benjamin Caceres, Museo de Historia
Natural Rio Seco; Jorge Acevedo, Fundacidn CEQUA; Camila Calderdn, Universidad San Sebastian,
Concepcidn; Trinidad Garcia, Universidad de Concepcién; Mauricio Ulloa y Marisol Romero,
SERNAPESCA.

2. Ejemplar N° 21: Género Balaenoptera

Al igual que el ejemplar anterior (N°8), basado en las mismas caracteristicas diagnosticas se ha
determinado que el ejemplar corresponde a la especie Balaenoptera borealis (Figura 6y 7), a la
espera de la confirmacién a través del estudio genético.

Examen externo

Al examen externo del ejemplar 21, de 8,3 metros de largo y sexo macho. Este ejemplar
presentaba coloracion semejante a la anterior blanco anaranjado (Figura 8), indicando una pérdida
parcial o completa de la epidermis. No hay evidencias de heridas recientes o cicatrices antiguas, ni
de traumas, tumores, inflamaciones o parasitos externos, ni de redes o mallas de pesca que
puedan asociarse a la muerte de este animal. Tomando en cuenta que el animal se encontraba de
cubito lateral izquierdo en un sustrato rocoso y parcialmente cubierto por vegetacidén, no se



pudieron observar signos o sintomas de terceros ni en el vientre, ni en la cabeza, ni en la cola o en
el costado derecho del animal. Cabe mencionar que no se encontraron restos de hidrocarburos,
sustancias oleosas ni otras sustancias quimicas nocivas cercanas al ejemplar.

Necropsia

Para la obtencion de muestras y tener acceso a las visceras internas se realizd una incision que
abarco la parte posterior del tdrax hasta la parte anterior del abdomen (Figura 9). Se obtuvieron
muestras de piel, grasa, musculo, contenido estomacal y barbas desprendidas de la boca. No se
pudo observar esofago, trdquea, corazén, baso, rifiones, higado ni intestino. Las muestras
obtenidas de contenido estomacal, podrian servir para posterior andlisis de presencia de células o
toxinas que indiquen intoxicacién por marea roja, estudios de responsabilidad del Dr. David Cassis.

Figura 6. Fotografia muestra claramente el fin de los surcos toraco-ventrales anterior al ombligo.



Fotografia 7. Barba individuo nimero 21 de longitud total: 8,3 m.

Longitud barba: 20 cm, ancho barba: 7 cm.

Figura 8. Ejemplar nimero 21 en posicion de cubito lateral izquierdo. Fotografia: Henry Gohlich.



Figura 9. La incisidn realizada en la necropsia y para obtencién de muestras se realizdé desde la
parte posterior del térax hasta la parte anterior del abdomen. Fotografia: Henry Gohlich.

Personal participante en la necropsia: Gabriela Garrido y Benjamin Caceres, Museo de Historia
Natural Rio Seco; Jorge Acevedo, Fundacion CEQUA; Camila Calderdn, Universidad San Sebastian,
Concepcién; Trinidad Garcia, Universidad de Concepcién; Henry Gohlich, Fundacién Huinay,
Natalia Toledo y Marisol Romero, SERNAPESCA.



3. Ejemplar N° 22: Género Balaenoptera

Al igual que los ejemplares anteriores (N°8 y 21), este corresponde a la especie Balaenoptera
borealis, basado en las mismas caracteristicas diagndsticas ya mencionadas (Figura 10);
esperando el resultado de los estudios genéticos que confirmen la determinacién de especie.

Examen externo

Al examen externo del ejemplar 22, de 10 metros de largo, sexo hembra. La piel presentaba una
coloracién blanco anaranjada, indicando la pérdida parcial o completa de la epidermis. En la regién
abdominal se observd un estado avanzado de descomposicién y una gran pérdida de tejido
muscular, debido a la accion de aves carrofieras observadas en el lugar (Figura 11 y 12). No hay
evidencias de heridas recientes o cicatrices antiguas, ni de traumas, tumores, inflamaciones o
pardsitos externos, ni de redes o mallas de pesca que puedan asociarse a la muerte de este
animal.

Tomando en cuenta que el animal se encontraba de cubito lateral izquierdo en un sustrato rocoso
y con presencia de vegetacidn, no se pudieron observar signos o lesiones provocados por la accion
de terceros en el costado izquierdo del mismo.

Cabe mencionar que no se encontraron restos de hidrocarburos, sustancias oleosas ni otras
sustancias quimicas nocivas cercanas al ejemplar.

Necropsia

Se realizé una incisién desde la parte anterior del abdomen (Figura 13), hasta la parte anterior de
una gran herida producida por animales carrofieros. Luego, se realizd una incision en la zona
rectal. Posteriormente se obtuvieron muestras de piel, musculo, contenido estomacal, intestino,
contenido intestinal, pardsitos intestinales y rifiones. No se obtuvieron muestras de eséfago,
higado, corazén, baso, Utero ni gdénadas. Las muestras de contenido estomacal y contenido
intestinal, estan siendo analizadas para determinar de presencia o ausencia de células o toxinas de
fitoplanctdnicas, investigacion a cargo del Dr. David Cassis.



Figura 10. Barba perteneciente a ejemplar nimero 22 de 10 m de longitud.

Longitud barba: 43 cm y ancho: 18 cm. Fotografia: Gabriela Garrido.

Figura 11. Posicion de cubito lateral izquierdo, evidencia de aves carrofieras en el area.
Fotografias: Natalia Toledo.



Figura 12. Fotografia evidencia el alto grado de descomposicién en la zona abdominal del ejemplar
22. Fotografias: Natalia Toledo.

Figura 13. Incisién abdominal del ejemplar Numero 22. Fotografia: Natalia Toledo.

Personal participante en la necropsia: Gabriela Garrido y Benjamin Caceres, Museo de Historia
Natural Rio Seco; Jorge Acevedo, Fundacién CEQUA; Nicolas Soto y Natalia Toledo, SERNAPESCA.



4. Ejemplar Numero 23: Género Balaenoptera

Al igual que los ejemplares anteriores (N°8, 21 y 22), este corresponde a la especie Balaenoptera
borealis, basado en las mismas evidencias mostradas anteriormente (Figura 14). Asi mismo, se
espera la confirmacidn genética.

Examen externo

Al examen externo, el ejemplar 23, de 11,5 metros de largo y sexo macho. La piel presentaba una
coloracidon semejante a las anteriores, indicando posiblemente al menos uno o dos meses de
muerte. No existen evidencias de traumas, tumores, inflamaciones o parasitos externos, ni de
redes o mallas de pesca que puedan asociarse a la muerte de este animal. Tomando en cuenta que
el ejemplar se encontraba en posicién cubito lateral derecho (Figura 15), sobre sobre una playa
rocosa con vegetacion parcial y expuesta a la marea, no se pudo observar el costado derecho del
mismo. En consecuencia, no es posible afirmar de forma categdrica que no hay lesiones externas
atribuibles a acciones antropogénicas en el costado izquierdo del mismo.

Tampoco se encontraron restos de hidrocarburos, sustancias oleosas ni otras sustancias quimicas
nocivas cercanas al ejemplar.

Necropsia

Se realizé una incisién desde la parte posterior del térax hasta la parte anterior de la pelvis (Figura
16). Luego se obtuvieron muestras de piel, grasa, musculo, estdmago y contenido estomacal.
Ademas se recolectaron barbas adyacentes; sin embargo, no es posible determinar con certeza si
pertenecen al ejemplar 23. No se inspeccionaron el corazén, higado, baso, pancreas, rifiones ni
gbénadas. Las muestras de contenido estomacal estan siendo analizadas por el Dr. David Cassis.

Figura 14. Barba de ejemplar numero 23, de longitud total: 11,5 m.

Longitud barba: 41 cm y ancho: 18,6 cm.
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Figura 15. Ejemplar Numero 23 en posicidon de cubito lateral derecho. Fotografia: Directemar,
Aysén.

Figura 16. Incisién toraco-abdominal del ejemplar 23. Fotografia: Directemar, Aysén.

Personal participante en la necropsia: Gabriela Garrido y Benjamin Caceres, Museo de Historia
Natural Rio Seco y Jorge Acevedo, Fundacion CEQUA.



Conclusiones

1)

2)

3)

4)

Las medidas morfométricas, tales como la longitud de los surcos toraco-ventrales y el
examen de las caracteristicas diagndsticas de las barbas de los cuatro ejemplares
estudiados, nos permiten inferir que todos pertenecen a la misma especie:
Balaenoptera borealis, Lesson 1828. Esperando la confirmacién genética de esta
determinacion.

Segun las evidencias colectadas en terreno, bahia Slight y en caleta Buena. Para los
cuatro ejemplares muestreados, es posible afirmar que no se encontraron lesiones,
traumas, cicatrices, heridas o inflamaciones, que puedan atribuirse a acciones
antropogénicas y que éstas hayan contribuido a la muerte de los ejemplares. Ademas,
en el mismo sentido no se encontraron redes, mallas o aparejos de pesca en los
cadaveres de los animales y tampoco, se encontraron restos de hidrocarburos,
sustancias oleosas, ni otras sustancias quimicas nocivas cercanas, que pudieron haber
causado el varamiento y posterior muerte de los cuatro ejemplares examinados. En
consecuencia, no habria existido ilicito ambiental en esta mortalidad.

Debido a las dificultades técnicas y topograficas de la region, a la falta de personal con
experiencia en necropsias de mamiferos marinos y junto con, el tiempo limitado de
trabajo en el area de estudio, sélo fue posible realizar cuatro necropsias parciales, de
los 16 ejemplares medidos y, muestreados superficialmente.

Considerando el diferente estado de descomposicion de los caddveres completos (18)
y de los craneos registrados (12) de las ballenas, se puede inferir que los eventos de
muerte de Balaenoptera borealis en el drea de estudio, corresponderian por lo menos
a tres durante los ultimos 2 afios.
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Anexo Il
INFORME DE LA IDENTIFICACION A NIVEL DE ESPECIE DE LAS BALLENAS VARADAS MASIVAMENTE
EN BAHIA SLIGHT, NOROESTE DEL GOLFO DE PENAS, XI REGION, MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES

Dr M.José Pérez-Alvarez

Investigador Postdoctoral

Instituto de Ecologia y Biodiversidad
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile
Centro de Investigacion Eutropia

Introduccion

Durante Abril de 2015, investigadores del Centro de Investigacion Huinay, informaron de una muerte masiva
de ballenas en una bahia cercana al Golfo de Penas. Posterior a la denuncia SERNAPESCA organizé con el
apoyo de la Armada de Chile y la participacidon de diversas Instituciones, una visita al area con el fin de
evaluar la presencia de intervencion antrépica en el suceso, asi como colectar informacion para para
investigar con mayor profundidad el evento. Muestras de piel fueron colectadas de la mayoria de los
ejemplares. En este reporte se informan los resultados de la investigacion de las muestras para clarificar la

identificacidn especie-especifico de los ejemplares.

Metodologia

Tejido correspondiente a 15 de 39 individuos muestreados fueron enviadas al Laboratorio de Ecologia

Molecular de la Universidad de Chile.

Extraccion de ADN, amplificacion, secuenciacion y alineamiento de secuencias de region control (D-loop)

de ADN mitocondrial

Se realizo la extraccion de ADN y posterior amplificacidon de la region control de ADN mitocondrial (ADNmt)
mediante extraccién salina. Esta regién es comunmente usada para la identificacion de especies de
cetdceos por su acelerada tasa de mutacién, produciendo asi una alta variacién entre secuencias y
permitiendo discriminar a nivel de especie (Ross et al., 2003). La amplificacion de la region control (o D-loop)
se realizé utilizando preferencialmente los partidores M13 Dlp1.5 5’-
TGTAAAACGACAGCCAGTTCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3’ v 8G 5'GGAGTACTATGTCCTGTAACCA (Dalebout et
al., 2005) puesto que amplifica un mayor y mas informativo tamafio de fragmento. Secundariamente se
utilizaron los partidores Dlp-10 5'-CCACAGTACTATGTCCGTATT-3') y Dlp-5 5'-
CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3' (Baker et al., 1993), que amplifica una region menor. Los productos

de PCR fueron purificados y secuenciados en ambos sentidos en Macrogen, Corea del Sur, mediante un



Secuenciador Automatico 3730xl. Las secuencias resultantes fueron alineadas y ensambladas manualmente

mediante el programa Proseq 2.91 (Filatov, 2002).

Andlisis genéticos para identificacion de especie

La identificacion a nivel de especie se realizé mediante dos programas de andlisis comparativo de secuencias
(1) “Basic Local Aligment Search Tool(BLAST. www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) y (2) DNA Surveillance (Ross et al.,
2003). BLAST identifica las regiones de similitud local entre secuencias, comparando nucledtidos o
secuencias de proteinas con bases de datos de secuencias y estima el grado de similitud entre ellas. Este
programa puede utilizarse para inferir las relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como
ayudar a identificar a los miembros de las familias de genes. Por su parte, DNA Surveillance es un servicio de
determinacién de identidad de la especie de cetaceos utilizando métodos filogenéticos. Este programa
alinea una secuencia de ADN “problema” contra un set de secuencias de ADN de referencia de especies de
cetaceos y luego construye un arbol filogenético (basado en distancias genéticas). El usuario puede entonces
hacer inferencias acerca de la identidad de la especie desconocida por su posicién en el arbol filogenético
(Ross et al, 2003). En este Ultimo programa, toda la base de datos de la regidn control mitocondrial presenta
al menos una secuencia validada, es decir, proveniente de individuos con identificacién corroborada, lo cual

proporciona una ventaja comparativa frente a BLAST.

Resultados

De la mayoria de las muestras de tejido recibidas (14 de 15 individuos) se obtuvo suficiente cantidad y
calidad de ADN que permitio la amplificacién de un fragmento de la region control de ADNmt de mayor
tamario (partidores M13 DIp1.5 5’ y 8G Dalebout et al., 2005). Para el individuo restante se logré amplificar
un fragmento de menor nimero de pares de bases descrito previamente (partidores Dlp-10 y Dlp-5, descrito
Baker et al., 1993).

Mediante el programa BLAST se obtuvo un 99% de confiabilidad que todas las secuencias analizadas y

comparadas con esa base de datos correspondieron a ballena sei, Balaenoptera borealis (Figura 1).


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Balaenoptera borealis mitochondrial DMA, complete genome 1199 1199 100% 0.0 99% APO0G470.1

Balaenoptera borealis voucher SEFSC:MMMGL:Bbor001 tRNA-Pro gene. partial sequence: D-loop. complete sequence: s 1182 1182 100% 00 98% KJ586813 1

B.borealis mitochondrial DNA control region 177 1177 100% 0.0 98% X72195.1
Balaenoptera brydei isolate 120201 D-loop. partial sequence: mitochondrial 1090 1090 100% 0.0 96% KF916566.1
Balaenoptera brydei mitochondrial DNA, D-loop region. isolate 77NG2 1090 1090 100% 0.0 96% AB116098.1

Figura 1. Perfil ejemplo de resultado para una de las secuencias analizadas y comparada con la base de
datos BLAST. La columna "ldent" proporciona el valor de probabilidad (99%) que la especie corresponda a la

especie Balaenoptera borealis.

De la misma manera, mediante el programa DNA-Surveillance se obtuvo que la menor distancia genética
(5%, Tabla 2), y por ende mayor semejanza, entre las secuencias analizadas y las secuencias de la base de
datos correspondientes a Balaenoptera borealis. El resultado fue similar cuando se compararon las

secuencias tanto a nivel de Orden (Cetacea) (Figura 2) como a nivel de Suborden (Misticeti) (Figura 3).



Tabla 2. Distancias genéticas obtenidas en la comparacion de una de las secuencia analizadas (seleccionada
al azar como ejemplo) y la base de datos de DNA Surveillance. Se aprecia que la secuencia comparada tiene

la menor distancia genética (0,05) (es decir, la mayor semejanza) con la especie Balaenoptera borealis.

D Common Name Distance
BborNAS UA  Sel Whale 0.0501
BedeSAB UA Bryde's Whale (Common form) 0.0929
BedeJP1 HY Bryde's Whale (Kochi form) 0.1066
BmusIC4 UA  Blue Whale 01631
BphylC5.UA  Fin Whale 0.1696
ErobNEP397 null 01727
ErobWs03 Gray Whale 01729
MnovSEAS Humpback Whale 01756
BacuNPSWFC North Pacific Minke Whale 01771
BacuNAG.UA  North Atlantic Minke Whale 0.1794
BbonSO8.RH Antartic Minke Whale 0.1855
CmarNZ1.SB Pygmy Right Whale 0.1887
EglaNA9 5SM  North Atlantic Right Whale 02126
CheBPO3D Hector's Dolphin 02333
EausSP16NP  Southern Right Whale 02384
BmysNEPSB1 Bowhead 02417
CcomL2.FP  Commerson's Dolphin 02443
LobsPEZ.FC Dusky Dolphin 0.2552
LacuNFG. FC  Atlantic White-Sided Dolphin 02554
KbreNZ01SP  Pygmy Sperm Whale 0.2573
TtruT2.JW Bottlenose Dolphin (truncatus form) 0.2711
DcapCA1.PR  Common Dolphin (Long-Beaked) 0272
DdelCA6. PR Common Dolphin (Short-Beaked) 02788
GgriNZ1.MD  Risso's Dolphin 02788
LobINP&.FC  Pacific White-Sided Dolphin 0283
BbaSW4965 Baird's Beaked Whale 02836
GmelNAS LS Long-Finned Pilot Whale 02949
PspiPE4 PR Burmeister's Porpoise 0295
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Figura 2. Ubicacidon de una de las secuencias analizadas (ver flecha) en un arbol de distancia genética

construido con informacién proveniente del orden Cetacea en DNA Surveillance.
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Figura 3. Ubicacion de una de las secuencias analizada (ver flecha) en un arbol de distancia genética

construido con informacién proveniente del orden suborden Misticeti en DNA Surveillance.
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