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Resumen

Ll Playerito occidental Calidris mauri es una de las especies de aves playeras migratorias mas
comitn de Norteamérica, con una poblacion mundial de 3-3.5 millones de individuos. Dada su
abundancia y su distribucion diferencial por clases de edad y sexo en las zonas de invernacién,
tanto temporal como espacialmente, la especie representa un excelente modelo para entender los
factores que rigen la migracion diferencial. Sin embargo, a pesar de que C. mauri se considera
una especie focal para las estrategias de conservacion a nivel local, précticamente no existen
estudios en los que se hayan empleado herramientas moleculares para explorar los aspectos
ecologicos asociados con la migracion. En el presente trabajo se estudié la identidad y
estructura genética de la poblacion invernante de C. mauri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, que
representa una de las zonas de mayor concentracion de esta especie en México. Se extrajo el
ADN genoémico a partir de plumas recolectadas de forma semi-invasiva en 179 individuos para
posteriormente amplificar y secuenciar un fragmento de 685 pares de bases correspondiente a [a
region control mitocondrial, Se identificaron 29 sitios variables que definieron un total de 41
haplotipos, uno de los cuales representd cerca del 40% de la poblacién. Con base en los andlisis
filogenéticos se detectd la presencia de dos linajes maternos que exhibieron fidelidad interanual
al sitio de invernacion, en congruencia con lo observado en estudios previos de marcaje-
recaptura.  Ademds, los andlisis de varianza molecular indicaron recurrentemente una
segregacion de uno de los grupos filogenéticos, especialmente en machos, hacia tipos de hébitat
subdptimos, Aunque no se encontraron diferencias morfogenéticas entre los machos de ambos
grupos filogenéticos, este tipo de distribucion diferencial ha sido observada previamente en el
drea de estudio con base al uso de habitat de individuos marcados. Este fendmeno debera ser
analizado mds a fondo en estudios posteriores para establecer si realmente existe un componente
genético denso-dependiente en el uso de hébitat. Finalmente, aun cuando la diversidad gendtica
global resulté baja, esta es similar a la observada en otras especies del genero Calidris. El
elevado niimero de haplotipos encentrado en C. mauri y su estrecha relacion filogenética
sugieren un escenario de expansion demografica reciente, producto de una historia evolutiva
influenciada de manera importante por el dltimo periodo glaciar; historia que aparentemente
comparte con otras especies del género.




Abstract

The Western Sandpiper Calidris mauri is one of the most common migratory shorebird species
in North America, with a worldwide population of about 3-3.5 million individuals. Because of
the abundance of Western Sandpiper and its differential distribution by age-classes and sex at the
wintering grounds, both temporal and spatially, make this species an excellent model to
understand the factors which rules the differential migration. Although the Western Sandpiper is
considered as focal species to establish local conservation strategies, the numbers of studies
based on molecular tools to explore the ecology of migration are limited. This project studied the
genetic identity and population structure of Western Sandpipers wintering at Bahia Santa Maria,
Sinaloa, which represents one of the largest concentrations of this species in Mexico. Genomic
DNA was extracted from feathers collected by a semi-invasive sampling of 179 individuals to
amplify and sequence a 685 base pair fragment of the mitochondrial controf region. Twenty-nine
variable sites were identified and defined 41 haplotypes, one of those representing around 40%
of the population. Based on phylogenetic analysis, two groups of maternal lineages were
identitied that exhibited overwinter site fidelity, which is in agreement to mark-recapture studies.
Moreover, the molecular variance analyses recurrently showed the segregation of one of the
phylogenetic groups, especially males, into suboptimal habitats. Although there were not
morphogenetic differences between males of each phylogenetic group, this segregation pattern
has been previously reported at the study area based on the habitat use of banded individuals.
This phenomenon needs to be further studied to establish if habitat use is density-dependent with
a genetic basis. Finally, even though that the overall genetic diversity was low, it is similar to
those observed in other species of the genus Calidris. The large number of haplotypes found in
Western Sandpipers and their close phylogenetic relationship suggest a recent demographic
expansion that could be reiated to an evoliutionary history affected by the last glacial period; a
history that seems to be shared by other species of the genus.
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Introduccion

Dada su gran abundancia, las aves playeras migratorias son un elemento importante en
el uso de los recursos costeros, y por lo tanto, indicadoras de la calidad del habitat
(Bildstein ef al. 1991). A principios del siglo XX , las poblaciones de aves playeras
fueron impactadas considerablemente debido a su uso cinegético (Myers et al. 1987).
En las Gltimas décadas, los sitios que las aves playeras utilizan durante su ciclo anual
han side afectados por actividades antropogénicas (c.g. establecimiento de campos
pesqueros, granjas acuicolas, infraestructura turistica y otros tipos de asentamientos
humanos) (Baker y Piersma 2000). Es posible que la pérdida v degradacion del habitat
tenga un efecto negativo en el tamafio de las poblaciones de las aves playeras (Myers et

al. 1987, Baker y Piersma 2000).

Las aves playeras utilizan durante su migracion una serie de sitios de paso eslabonados
entre sus zonas de reproduccion, localizadas en altas latitudes, y aquellas donde pasan el
invierno, localizadas en latitudes més bajas donde las condiciones son menos extremas
(Myers et al. 1987). Los humedales constituyen uno de los principales sitios de descanso
durante la migracion de estas especies y se encuentran bajo constante amenaza de
desarrollo (Dahl 1990, Helmers 1992). Aunque gran parte de los esfuerzos de
conservacion para el grupo de aves playeras se han dirigido a la proteccion de las zonas
de reproduccion y a las principales zonas de invernacién, el deterioro o la desaparicion
de alguno los sitios de paso podrian tener un efecto negativo acumulativo, muy

pronunciado para estas especies (Carvajal 2003, Ferndndez et al. 2006).




Al incrementarse la distancia entre las zonas de descanso, en las que los individuos
recuperan energia para continuar la migracion, la condicién fisioldgica serfa suboptima y
probablemente se reflejaria en una mayor mortalidad o un menor €xito reproductivo. A
fargo plazo, el resultado global serfa la disminucion de la abundancia de estas especies y

por ende de la biodiversidad (Myers et al. 1987, Baker y Piersma 2000).

En la Cumbre de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo,
celebrada en Rio de Janeiro en 1992, se establecié ia necesidad de estudiar los diferentes
componentes de la diversidad biologica, asi como el deterioro en los habitat criticos para
los mismos. Es por ello que durante los titimos afios la conservacion de subespecies y/o
pobiaciones locales ha tenido un gran auge; el hombre ha tomado conciencia de la
necesidad de preservar aquellas unidades evolutivamente significativas (ESU") como
estrategia para reducir el deterioro ecoldgico y la consecuente pérdida de diversidad

genética a largo plazo.

En muchas dreas de la biologia de la conservacion, el estudio de las poblaciones a través
del andlisis de marcadores genéticos ha proporcionado informacién muy valiosa para el
esclarecimiento de divisiones bioldgicamente significativas en las poblaciones, asi como
para la evaluacion de la salud genética y el establecimiento de medidas de manejo
emergentes para las mismas (cf. Dizon et al. 1997). Los andlisis genéticos moleculares
que actualmente se emplean en estudios filogenéticos, filogeograficos y de estructura

poblacional, también han encontrado aplicacién en el estudio de la migracion de las aves

' Una unidad evoiutivamente significativa, ESU por sus siglas en inglés (Evolutionary Significant Unit), es un conceplo que s¢
emplea para la distincién de stocks en poblaciones amenazadas y esta basado ¢n datos genéticos (p.e. diferenciacién o divergencia
genética), Las caracteristicas que definen una ESU son: que las unidades estdn separadas o aisladas y son diferentes o finicas en
términos de fa identided y variablilidad molecuiar de los individuos que Iz conforman.




(cf. Wink 2006). Estos métodos representan poderosas hetramientas que complementan
la informacion obtenida mediante anillamientos, telemetria, morfometria y ¢l analisis de
isotopos estables en estudios para determinar la conectividad entre dreas de invernacion

y de reproduccion.

Calidris mauri es una de las aves playeras mas abundantes que migran a lo largo del
corredor del Pacifico (Morrison et al. 1998, Page et al. 1999) y ha sido considerada una
especie focal en el establecimiento de estrategias locales de conservacién (Myers 1981,
Elner y Seaman 2003). A pesar de que C. mauri es una de las especies de aves playeras
migratorias mejor estudiadas en Norteamérica, su ecologia y los factores de seleccidn
que rigen el patrén de distribucién geografica a lo largo de su corredor migratorio no
estan muy claros todavia (Nebel et al. 2002) y no existen estudios sobre los niveles de

diversidad y de estructura genética de la especie.

De acuerdo con Elner y Seaman (2003), C. mauri representa un excelente modelo para
gstudiar los patrones de distribucion diferencial de los individuos durante la migracién
debido a que presenta un marcado dimorfismo sexual que conlleva a un uso diferente del
habitat debido a laa diferencias en la vulnerabilidad a la depredacion y/o los metodos de
alimentacion (Burns y Ydenberg 2002, Mathot y Elner 2004). En las zonas de anidacion
se ha observado que los individuos tienden a distribuirse siguiendo un patrén que esta
asociado con cierta variacidén morfologica (Senner et al. 1981) y durante la migracion a
los sitios de invernada, los individuos més grandes tienden a viajar mds al sur que los
individuos més pequeiios (O'Hara et al. 2006), Existe ademds una segregacion latitudinal

por sexo y edad durante el periodo migratorio: los machos pasan el invierno mds al norte




que las hembras, y los juveniles se encuentran desproporcionadamente representados

entre los limites norte y sur de la distribucidn invernal (Nebel et al. 2002).

Por lo anterior, este trabajo analiza la identidad genética de una de las agregaciones
invernantes de C. meauri a través de los niveles de polimorfismo del -ADNmt, lo que
representa una primera aproximacion al entendimiento de la estructura genética y la
demografia de una especie migratoria muy abundante ¢ indicadora de la calidad del
habitat costero. El presente estudio es parte integral del proyecto “Ecological and Social
Factors Affecting the Local Habitat Distribution of Western Sanpipers Wintering at
Bahia Santa Maria, Northwest México” que desarrolld el Dr. Guillermo Fernandez-
Aceves® del Departamento de Ciencias Biologicas de ia Universidad de Simon Fraser,
Vancouver, Canada. Por lo tanto, las muestras aqui se emplearon fueron recolectadas
previamente con el objeto de incorporar al proyecto la informacion generada a partir del

analisis de identidad y estructura genética

Los datos genéticos aqui generados, en conjunto con los obtenidos a partir de los
estudios de individuos bandeados y su constante seguimiento, pretenden ampliar el
conocimiento actual sobre los patrones de distribucién interanual (p.e. fidelidad a los

sitios de invernacién) y la tendencia demografica de esta especie.

? Dr. Guillermo Ferndndez-Aceves. ICMyL-UNAM-Mazatldn




Antecedentes

C. mauri es un ave playera migratoria Neartica que anida en la tundra de la costa
occidental de Alaska y la porcién sudoriental de Siberia (Fig. 1). A pesar de que el
dmbito geogralico de reproduccion de C. mawri es relativamente pequefio, es el ave
playera migratoria mas abundante en la costa oeste del continente americano (Paulson
1993, Wilson 1994), con una poblacién global estimada entre 3 y 3.5 millones de
individuos (Bishop et ai. 2000, Morisson et al. 2001). Su migracién ocurre
principalmente a lo largo del Corredor Migratorio del Pacifico (Butler et al. 1996). En la
costa del Océano Pacifico inverna en regiones de humedal costero desde el suroeste de

EUA y hasta Sudamérica, en tanto que en la costa del Océano Atlantico to hace desde el

Golfo de México hasta Surinam (Morrison y Myers 1989, Paulson 1983).

La mayor parte de la informacion sobre la biologia reproductiva de esta especie proviene
de los estudios de caracter local realizados en el Delta Yukon-Kuskokwim (Holmes
1971, 1972, 1973) , Alaska (Sandercock 1998). Sin embargo, muy poco es lo que se
sabe de la biologia de invernacion® de la especie, particularmente en aquellos individuos

que invernan en el sureste de EE.UU , las Antillas, América Central y Sudamérica.

Los machos construyen un nido en ¢l que, en promedio, alojan cuatro huevos. Tanto
hembras como machos exhiben cuidados parentales, incubando y alimentando a los
jovenes hasta que estos puedan volar. La dicta de la especie es muy variada pero esta

compuesta generalmente de larvas de insectos, pequefios crusticeos y poliquetos,

L.a biologla de invernacién se retiere a todos los procesos fisioldgicos del ave durante el periodo invernal
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Figura 1. Localizacion de las zonas de reproduccion e invernacion de Calidris mauri (tomado de la
pagina electrénica del Cornell Lab of Ornithology http://www.birds.cornell.edu).




Distribucion

a) Continente Americano

]

Zonas de reproduccion: En Alaska, desde la boca del rio Kuskokwim

hasta los alrededores de Point Barrow (Connors ef al. 1979) v de la Bahia

Camden (Gabrielson y Lincoln 1959 fide Wilson 1994),

Zonas _de invernacién: Principalmente en la costa del Pacifico de

California hasta Pertt (Hugues 1979, Duffy et al. 1981). Algunos
individuos han sido observados pasando el invierno mucho mads al notte,
cerca de Washington (Widrig 1980). Es com(n ver algunos a lo largo de
la costa Atlantica desde el sur de Nueva Jersey hasta la porcion norte del
Golfo de México, asi como en el interior de Norteamérica, en Salton Sea.
Asimismo se han observado localmente en el interior de México (al norte
y en el centro del pais), a o largo de las costas del Caribe, en Centro

América, Colombia y Venezuela (Fig. 1).

b) Fuera del continente Americano

Existe un pequefio grupo reproductivo en Siberia en la peninsula de
Chutotski (Kozlova 1962 citado en Wilson 1994). Extraordinariamente,
esta especie ha sido observada en Irlanda, Gran Bretafla, Francia,
Espaila, Dinamarca v Suecia (Nisbet 1963). También, se recolectd un

espécimen en Kultuk, Rusia, a la altura del Lago Baikal (Colston 1975).




¢) Histérica
o Existe evidencia fosil de gque esta especie data al menos del pleistoceno
tardio (hace unos 0.6 millones de afios) en los depositos de San Miguel,
California, EE.UU. (Guthrie 1980); La Carolina, en Ecuador (Campbell

et al. 1972); y Tlara Tar Seeps, en el Perti (Campbell 1979).

Migracion

Durante la migracién, C. mauri se agrega en grandes y espectaculares parvadas,
particularmente a lo largo de la costa del Océano Pacifico (Wilson 1994). Aunque
durante el otofio la mayoria de los individuos de esta especie migran a lo largo de la
costa Pacifico, un numero importante se mueve hacia el interior de los EE.UU.

alcanzando la costa del Océano Atlantico (Senner y Martinez 1982, Butler et al. 1996).

Una caracteristica generalizada de la migracidn de esta especie es que los individuos
permanecen durante el invierno en zonas surefias, en condiciones menos extremas (Fig.
1). Los Playeros Occidentales vuelan a una velocidad promedio de viaje de 81 km/h y
pueden migrar hasta 422 km al dia a lo largo de la costa. Se detienen a descansar, comer
y recuperar asi su energia de 3 a 5 dias en sitios de parada o descanso a lo largo de su

recorrido (Butler et al, 1996).

Muchas de las planicies lodosas ubicadas a lo largo de la costa del Pacifico soportan un

mayor nimero de individuos durante la primavera, sitios que también son ocupados




como zonas de descanso cuando migran con rumbo a Alaska (Butler et al. 1996,
Warnock y Bishop 1998). Buena parte de las dreas de paso y de invernacidn se
encuentran en los tropicos y subtropicos pero, ain pese a su gran importancia, estas
dreas han sido poco estudiadas (Brabata y Carmona 1995). De igual forma, son escasos
los estudios con respecto al comportamiento durante la migraciéon y quedan todavia
muchas interrogantes sobre los mecanismos que rigen los movimientos migratorios
(Wilson 1994). No obstante, algunos autores afirman que existe una relativa fidelidad al

sitio de invernacion (Smith y Stiles 1979, Fernandez et al. 2003).

Sistematica
Calidris mauri pertenece al Orden Charadriiformes, Suborden Charadrii y Familia
Scolopacidae. Existe una ligera variacidn en el tamafio del cilmen para la poblacion de

Alaska y durante la epoca no-reproductiva (O’ Hara et al. 2006).

Morfologia

Calidris mauri se distingue por ser una especie refativamente pequetia (14 a 17 cm. de
envergadura, 35 a 37 cn. de longitud total y 22 a 35 g). Presenta una membrana
pequefia en la base de los dedos (semipalmadas) y sus patas son de color negro, Durante
el plumaje reproductivo, poseen una cabeza marrdn claro con lineas longitudinales
negras, cuya porcién superior esta cubierta de plumas negruzcas, con bordes
blanquecinos v canela. Su garganta es de color blanco sucio. Las plumas del pecho,
abdémen y region subcaudal son de color blanco con manchitas negras hacia los flancos.

El pico es de color negro y ligeramente curvado en la punta (Fig, 2).




C. mauri presenta un marcado dimorfismo sexual (Jehl y Murray 1983), siendo las
hembras 10% mas pesadas y 15% mas grandes que los machos. Dentro del grupo
Calidrinini, C. mauri es la Gnica especie cuyos sexos pueden ser distinguidos en el

campo, ya que los machos tienen el pico mas corto que las hembras (Paulson 1993).

Figura 2. Fotografia de Calidris mauri (tomada de la pagina electronica de la Illinois
Onrithological Society http://www.illinoisbirds.org)
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1 ADN mitocondrial como marcador molecular en el estudio de ias

poblaciones del género Calidris.

La caracterizacion molecular basada en el ADN mitocondrial (ADNmt) se ha convertido
en una técnica ampliamente utilizada en el estudio de la identidad poblacional, de la
distribucién diferencial entre individuos de una poblacién y de la filogenia intra ¢
interespecifica (Rochambeau et al, 2000). Debido a que el ADN mitocondrial (ADNmt)
se hereda casi exclusivamente por via materna (Rokas et al. 2003) y carece de
recombinacion, este ha side ¢l marcador molecular mas empleado en el analisis de la
estructura genética poblacional y la demografia histérica (Wilson et al. 1985, Avise et al.
1988). El ADN mt al ser una molécula con una rapida tasa evolutiva y con un tamafio
poblacional efectivo menor al del ADN nuclear, facilita la deteccién de diferenciacion a
nivel local en las poblaciones (Ericsson et al.2003,Paton y Baker. 2002, Wenink 1996.).

Diversos estudios han empleado el ADNmt en el andlisis de la estructura poblacional y
fos patrones de migracion del género Calidris. Wenink et al. (1994, 1996) establecieron
{os niveles de estructura genética y el patrén filogeografico para C. alpina con base en
los niveles de polimorfismo del ADN en el citocromo b y la region control. Usando
tamibién la region control mitocondtrial se ha estudiado la conectividad entre las zonas de
anidacion v los destinos migratorios para C. alpina (Wennerberg 2001, Lopes et al.
2006) . En otros trabajos similares, el andlisis de la regién control del ADNmt ha
esclarecido de los destinos migratorios y la estructura poblacional en C. canutus
(Buehler y Baker 2003) y C. fusicollis (Wennerberg et al. 2002). Mas recientemente,

Pruett y Winker (2005) exploraron la demografia histérica y plantean un posible
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escenario para explicar los niveles de diferenciacion genética en las poblaciones de C.

ptilocnemis con base en las secuencias del citocromo b y ta subunidad 2 de la NADH.

El presente estudio es el primero que analiza la variabilidad genética a nivel de la regién
control del ADNmt en C. mauri. A la fecha existen solo un par de estudios genéticos
realizados en esta especie; en uno de ellos Haig et al. (1997) analizaron el nivel de
diferenciacion genética entre poblaciones invernantes de la costa este y oeste de EUA
cmpleando Ia amplificacion aleatoria de polimortismos en el ADN (RAPDs), mientras
que en otro trabajo Blomqvist et al. (2002) emplearon la genotipiticacion multigénica
(multilocus DNA fingerprint) para explorar aspectos sobre la estrategia reproductiva

evaluando los niveles de parentesco dentro de los nidos.

Calidris mauri en la Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

De acuerdo con los estudios mas recientes, entre 200,000 y 350,000 individuos de C.
mauri pasan el invierno en Bahia Santa Maria (Engelis et al. 1998). Las observaciones
de campo y el seguimiento de individuos anillados indican que los primeros individuos
flegan en noviembre y los Gltimos en marzo, distribuyéndose ampliamente en los
distintos tipos de héabitat que alberga la bahia, mostrando cierto grado de fidelidad

interanual al sitio de invernacion (Fernandez-Aceves 2003).
En Babfa Santa Maria se reconocen tres tipos de habitat que son utilizados por C. mauri:

planicies lodosas, manglares y tulares, que pueden ser clasificados del mds rico al mas

pobre en funcion del recurso alimenticio y del més seguro al més peligroso con respecto
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al riesgo de depredacion (Ferndandez-Aceves 2005), La estructura de la poblacional de C.
mauri es diferente entre los tipos de habitat. En las planicies lodosas, habitat con mayor
alimento y menor riesgo, la densidad de aves fue alta y los machos y adultos de cada
sexo estuvieron sobre-representados. En los tulares, habitat con aparente menor alimento
y mayor riesgo, la densidad de aves fue baja y la proporcion de sexos y edades en cada
sexo fue similar. En los manglares la densidad de aves fue similar a la de tulares, pero la

proporcién de sexos y edades fue similar a la de planicies lodosas.

De acuerdo con Fernandez-Aceves (2005), la distribucién local puede ser explicada a
procesos denso-dependientes. Los individuos en planicies lodosas que exhiben la mayor
densidad de C. mauri en respuesta a la calidad del habitat, presentan una mayor
susceptibilidad a la interferencia. Con lo cual al incrementarse la densidad, ciertos

individuos podrian verse desplazados hacia un habitat suboptimo.

Por todo lo anterior, el presente trabajo se enfocéd particularmente en el analisis de la

identidad genética de los individuos invernantes en Bahia Santa Maria en la escala

espacial y temporal, asf como en tuncion del sexo y la edad.
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Hipotesis

A pesar de que C. mauri se considera una especie monotipica, en la que los estudios de
marcado-recaptura indican fidelidad a los sitios de invernacion, se plantea la existencia
de cierto grado de estructura genética en la poblacién invernante de C. mauri en Bahia

Sania Maria, asociada a la competencia intraespecifica y/o a la cronologfa migratoria

diferencial por clases de edad y sexo.

Dado el tamafio estimado de la poblacién global v la naturaleza migrante de C. mauri,
se espera encontrar una variabilidad genética y una historia demografica congruente con

la de otras especies del género Calidris que anidan en la tundra del Pacifico Norte.

14




Objetivos

General:

Analizar la estructura genética de la poblacién invernante de Calidris mauri en la Bahia

Santa Maria, Sinaloa, México.

Particulares:

a Determinar la identidad genética de los individuos de la poblacién invernante de

C. mauri en la Bahia Santa Maria.

o Establecer hasta que punto la poblacion invernante de C. mauri en Bahia Santa

Marfa es genéticamente homogénea en la escala espacial y temporal.

o Incorporar la informacion filogenética al entendimiento de los patrones de

migracion y la historia demografica de la poblacion de C. mauri.

o Estimar el tamatio histérico de la poblacién de C. mauri con base en los niveles

de polimortismo de ADN mitocondrial.
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Area de Estudio

El muestreo se realizd en la Bahia Santa Maria (25°02°N, 108°18°W), en la costa
suroeste del Golfo de California, aproximadamente a 90 km al oeste de Culiacan,
Sinaloa (Fig. 3). Bahia Santa Maria es el humedal mds grande de la costa de Sinaloa

puesto que tiene un drea de 1,350 km?

Bahia Santa Maria exhibe un mosaico de hébitat entre los que destacan principalmente
las bahias abiertas, tulares, manglares v planicies lodosas (Fig.3). Aunque Bahia Santa
Maria es extensa y variada en los tipos de habitat, el manglar es el tipo de vegetacion
con mayor cobertura en la zona. Al estar directamente conectada al océano, toda la
bahfa estd sujeta a los movimientos de marea. Las planicies lodosas, cuya extension
depende ampliamaente del nivel de la marea, son el sitio idéneo para los playeritos

occidentales (Ferndndez-Aceves 2005).

Alrededor de 795,000 aves playeras migratorias utilizan Bahia Santa Maria y Ensenada
Pabellones como sitios de parada o invernacion (Engilis et al. 1998). Esta cifra
representa casi una tercera parte del total de aves migratorias de Norteamérica que usan
el Corredor Migratorio del Pacifico e incluye a cerca del 20% de la poblacién de C.
mauri (Engilis et al. 1998). Es evidente el potencial biologico de la region y se justifica
plenamente su importancia hemisférica para las aves playeras. Es por eso que Bahia
Santa Maria ha sido designada como un Sitio de la Convencion Ramsar y un Sitio de
Importtancia Hemisférica dentro de la Red Hemisférica de Reservas para Aves Playeras

(RHRAP).
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Bahia ,
Santa Maria

Figura 3. Localizacion geografica de Bahia Santa Marfa y detalle de la variedad y extension de los tipos

de habitat que se presentan en la zona (modificado de Ferndndez-Aceves 2005).
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A pesar de la importancia y del potencial biologico arriba mencionado, existen diversos
factores que amenazan la zona. La zona presenta las condiciones caracteristicas de un
humedal continental, pero en las Gltimas décadas el creciente niimero de asentamientos
humanos y la consecuente sobreexplotacion de los recursos naturales de la zona han
creado condiciones para la aparicién de extensas arcas pantanosas (Carvajal 2003).
Recientemente se han establectdo un gran nimero de granjas acuicolas, muchas de ellas
sin la autorizacion correspondiente de las autoridades, por lo que la destruccion de
grandes extensiones de terrenos cercanos a los cuerpos de agua de la bahia se han visto
afectados de manera negativa (Carvajal 2003). La construccion de canales de llamada
para el llenado de los estanques ha timpedido el tlujo y reflujo de las mareas provocando

con esto la muerte de mangles y de la vegetacion haléfita aledafia.

Por otra parte, la actividad agricola también afecta de manera negativa los recursos de la
bahia, ya que en ella se aplican diferentes tipos de agroquimicos y los excedentes se
depositan en la bahia a través de las aguas residuales, promoviendo con ello la paulatina
eutroficacion de la zona. De continuar esta tendencia se coire el riesgo de un deterioro
ecoldgico que impactaria severamente a la poblacién de C. mauri al dejar un importante
hueco en la cadena de sitios de invernacion y de parada durante la migracion (cf.

Fernandez-Aceves 2005).
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Material y Métodos

Trabajo de Campo

Las plumas de Calidris mauri fueron recolectadas por ¢l Dr. Guillermo Fetnandez-
Aceves y sus colaboradores durante las temporadas invernales de 1999-2000 y 2000-
2001 en Bahia Santa Marfa, Sinaloa, México (Tabla I, ¢f. Fig. 3). Algunas otras
muestras provenientes del Estero Punta Banda, Baja California (vecolectadas por el
grupo del Dr. Horacio de la Cueva®) y de la Ensenada de La Paz, Baja California Sur
(recolectadas por los M. en C. Roberto Carmona y Georgina Brabata®) fueron incluidas

con fines comparativos.

Tabla L. informacién resumida de las muestras de Calidris mauri empleadas en el andlisis genético
poblacional,

Localidad Tipede  Temporada  Hembras Hembras ivachos  Machos Indeterminados
hdbitat Aduitas Jdvenes Adultes  Jévenes

ENS 1997 0 0 2 0 0
ENS 1999 3 0 0 0 0
LAP PL 1998 0 0 0 [
BSM G 1999 ] ] 1 0 0
BSM T 1999 2 2 3 2 0
ENS 2000 0 0 I v 0
BSM PL 2000 6 5 3 3 0
BSM G 2000 4 6 10 6 0
BSM T 2000 7 6 3 1 0
BSM 2000 5 0 4 0 0
ENS 2001 | 0 0 0 0
BSM PL 2001 I it 14 ! 0
BSM G 2001 23 0 22 3 0
BSM T 2001 2 ] 4 0 0
BSM 2004 0 2 0 0 0
ENS __ 2003 L0 Q 0 0

65 21 67 26 [

#Nota: ENS = Ensenada, B.C.; LAP = La Paz, B.C.S.; BMS = Bahia Santa Maria; PL = Planicie Lodosa; G = Manglar; T=Tular

* Dr. Horacio de la Cueva. CICESE-Ensenada
> M. en C. Roberto Carmona y M. en C. Georgina Brabata. UABCS-La Paz.
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Los individuos fueron capturados en los sitios de alimentacién o de descanso con ayuda
de redes de niebla colocadas durante la pleamar, Una vez atrapadas en la red, las aves se
retiraron cuidadosamente, se pesaron, midieron y se marcaron por medio de anillos
plasticos y metalicos (cf. Fernandez-Aceves 2003). Finalmente, antes de liberarlas, se
tomaron varias plumas cobertoras del abdomen y una pluma secundaria de cada ala para
el andlisis genético. A cada ave capturada se le colocd una banda plastica de color
naranja por arriba del anillo metdlico que se emplea rutinariamente para marcarlos, con
el objeto de facilitar su reconocimiento en las redes y evitar tomar plumas de un

individuo ya incluido en la muestra genética.

Para el presente trabajo se conté con un total de 241 muestras entre las que se
encuentran representantes de las diferentes clases de edad y sexo, asi como de los
diferentes tipos de hdbitat presentes en el area de estudio. Los datos de campo con los
que se contd para cada individuo fueron: la masa corporal determinada al 0.5 de gramo
mds cercano, la longitud del culmen (mm), del tarso y de la cuerda alar (cf. Fernandez-
Aceves 2005). Para diferenciar entre clases sexos se siguieron los criterios de Page y
Fearis (1971) en los que plantean que aquellos individuos cuyo culmen mida mas de
24.8 mm son hembras, mientras que en los machos este mide menos de 24.2 mm.
Asimismo, los jovenes ( < 1 afio) se distinguieron de los adultos por la coloracién y
desgaste de las plumas primarias, secundarias y terciarias (Page et al. 1972). Las redes
fueron colocadas en diferentes tipos de hébitat para tener una muestra representativa de
todos los individuos presentes en la bahia (cf. Fig. 1). Se determinaron tres tipos de
habitat: manglar, planicie lodosa y tular. Todos estos sitios son usados por C. mauri

como areas de descanso y alimentacion (Fernandez-Aceves 2005).
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Trabajo de Laboratorio

Extraccién del ADN gendmico de las plumas (Método de sales-CTAB)

El método que se empled para obtener el ADN gendmico de las plumas consistio en la
combinacion de diversos protocolos estdndar descritos por Hoelzel (1992). El ADN se
obtuvo a partir de células epidérmicas de la porcién basal de las plumas. En la mayoria
de los individuos se empled un par de plumas secundarias, aunque alternativamente se

contd con plumaje cobertor de la region del abdomen.

Para cada individuo, la porcién inferior del cafion de cada pluma fue cuidadosamente
cortada y colocada en un tubo estéril debidamente etiquetado con el codigo asignado
durante la captura. Se agregaron 175 pl de la solucion amortiguadora de extraccion,
compuesta de clorhidrato de tris-hidroximetil-aminometano (Tiis-HCl) 200mM a pH
7.4, cloruro de sodio (NaCly 250 mM, dodecil-lauil sulfato de sodio (SDS) al 0.5% y
acido etilen-diamino tetracético (EDTA) 25mM. Los fragmentos de pluma se maceraron
contra las paredes del tubo con ayuda de pistilos plasticos estériles con el objeto de
liberar y homogeneizar el tejido epidérmico blando contenido en la base del cafion. Este
homogenizado se incub¢ a temperatura ambiente y en constante agitacion por alrededor
de 12 horas, permitiendo que se digiriera el tejido y se liberara el contenido celular.
Posteriormente se agregaron 125 pul de otra solucién amortiguadora compuesta de Tris -
HCI 200mM a pH 8, EDTA 20 mM, 2% de bromwo de hexadecil-trimetil amonio
(CTAB), 0.1% de polivinilpirrolidona (PVPP), 0.1% de SDS y 02% de 2-
mercaptoetanol (3-ME). Los tubos se agitaron vigorosamente durante algunos segundos

y se incubaron a 65°C por 10 minutos con el objeto de eliminar polisacdridos y proteinas
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grandes. Transcurrido este tiempo se adicionaron 300 ul de cloruro de litio 5 M (LiCl) a
cada muestra y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente en constante
agitacion, con lo que se precipitan las proteinas y otras impurezas. Para eliminar los

residuos de la digestion las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 8,000 G.

El sobrenadante se recuperd en otro tubo estéril y se purificd por centrifugacion en un
volumen de cloroformo-alcohol isopentilico (24:1), De nueva cuenta se recuper6 el
sobrenadante y, finalmente, el ADN total se precipité por centrifugacion a 12,000 G en
un volumen de isopropanol al 99% vy se limpidé con 500 ul de etanol al 70%. El
precipitado de ADN se secd a temperatura ambiente y se incub6 a 37°C por 12 horas en
25 pl de una nueva solucidén amortiguadora compuesta por Tris- HCI 1 mM y EDTA 0.1

mM para resuspender la muestra,

Evaluacion de la calidad v cantidad de ADN

La calidad y la concentracion de las muestras de ADN total se evalué por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % contendiendo 0.05 pg de bromuro de etidio
(EtBr) por ml de gel. El tamafio y la integridad del ADN de cada muestra se e¢stimaron
comparando contra un marcador de peso molecular de concentracién conocida, Cada
muestra fué clasificada en funcion de la intensidad (cantidad) y el barrido (calidad) de la
banda que aparece en el gel al visualizarlo en una mesa de luz ultravioleta. Finalmente, y
en funcién de esta clasificacion, las muestras fueron diluidas para obtener la

concentracion recomendada de 5 a 15 ng/ pl para la amplificacion (Hoezel 1992).
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Amplificacion de la regidén control mitocondrial

Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, ledse Mullis y Falona 1987),
se amplifico un fragmento de aproximadamente 720 pares de bases (pb) que comprende
la region hipervariable [ y II de la regién control del ADNmt reportada para otras
especies del genero Calidris (Wenink et al. 1993, 1994, 1996, Wennerberg 2001;

Buehler y Baker 2003, 2005).

Debido a que la region controt del ADN mitocondrial de Calidris mauri no habia sido

reportada anteriormente, se disefiaron un par de cebadores a partir de la secuencia de la
region control del ADNmt de Calidris alpina (GeneBank L20137; Wenink et al, 1994),

Los cebadores fueron disefiados con ayuda de la paqueteria PrimerSelect del programa
WINSTAR. [.os cebadores seleccionados flanquean una seccion de 745 pb
(correspondientes al sitio 37 y hasta el 782 de la secuencia 1L.20137 antes mencionada;
ver Anexo 1) que constituye alrededor del 70% de la region control mitocondrial:
CmRCmtFa (§"-CCCCCATACTACATACCATC-3") y CmRCmtR (5°-

GTCCCACAAGCATTCATT-3").

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen final de 27 pl de una solucidn
amortiguadora Tris-HCl (pH 8.4) conteniendo cloruro de magnesio (MgCly) 55 mM,
mezcla de nucledtidos (ANTP's) 0.22mM y 0.35 U de la enzima Tag DNA polimerasa
(todos los componentes de Invitrogen™) y 280 picomoles de cada cebador a partir de 5 -

15 ng de muestra de ADN genomico.
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El perfil programado en el termociclador para la amplificacion incluyé un ciclo de
precalentamiento de 4 minutos a 94°C y 30 ciclos con las siguientes condiciones: 1
minuto de desnatwralizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacion o aclopamiento de
los cebadores a 53°C y 45 segundos de extension de la cadena a 72°C. Por ultimo, se

adiciond un ciclo de 7 minutos de extensién final a 72°C.

La presencia y la concentracion de los productos de amplificacion por PCR fueron
evaluadas por electroforesis en agarosa-EtBr usando una escalera de peso molecular de
500 pb. Aunque la incidencia de pseudogenes mitocondriales es menor en las aves que
en otros grupos de animales (Kvist et al. 2003, Pereira v Baker 2004), previo al presente
estudio se verificéd que los productos de PCR obtenidos correspondian exclusivamente a
la secuencia blanco del ADNmt seleccionada. Usando el par de cebadores antes
mencionado, se realizaron amplificaciones independientes en ADN extrtaido
directamente de las mitocondrias y de los nucleos, resultando negativas aquellas
efectuadas sobre el ADN nuclear purificado (L. Enriquez’, datos no publicados). No
existe entonces evidencia de que los cebadores empleados sean inespecificos a la region
control mitocondrial de Calidris mauri y de que se amplificaron o secuenciaron

pseudogenes mitocondriales,

8 Luis Enriquez. Laboratorio de Ecologia Molecular. Facultad de Ciencias Marinas. Universidad
Auténoma de Baja California — Unidad Ensenada. Mediante la separacion de organelos celulares, por
centrifugacion en un gradiente de sacarosa, se aislaron mitocondrias y nicleos a partir de tejido
hepdtico de C. mauri. El ADN purificado de los ndcleos fue amplificado por PCR empleando los
cebadores disefiados para la regién control mitocondrial y ¢l resultado fue negativo (no se obtuvieron
productos de amplificacion).
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Las amplificaciones exitosas fueron almacenadas para su posterior purificacion y
limpieza mientras que, por su parte, aquellas amplificaciones que resultaron negativas se
procesaron de nueva cuenta incrementando la concentracion de ADN en la reaccion de
PCR. Los productos de PCR se limpiaron empleando columnas de purificacién
Concert™ (Gibco-BRL Rapid PCR Purification System) siguiendo las especificaciones

del fabricante y se evalud su concentracion final en un gel de agarosa-EtBr.

Secuenciacion

De los productos de amplificacion purificados de cada individuo se separaron alicuotas
con aproximadamente 200 ng de ADN mt, en dos tubos a los que se agregaron 28
picomoles del cebador correspondiente para efectuar, de manera independiente, la
secuenciacion de las cadenas ligera y pesada del fragmento de ADN. Las alicuotas
debidamente etiqﬁetadas se enviaron a Sequegene Inc.” en San Diego, California,
EE.UU., donde se realizé la secuenciacion de forma automatizada en un aparato ABI

Prism 3100 (Automated Capillary DNA Sequencer).

! Sequegene Inc. 11526 Sorrento Valley Road. Suite B2. San Diego, CA, EUA. http://www.sequegene.com
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Trabajo de Gabinete

Edicidn y comparacion de las secuencias

Se analizaron los cromatogramas con la ayuda del programa Chromas Pro 1.15 que
perinite la lectura y edicion de secuencias de ADN o proteinas. Este programa permite
detectar rdpidamente los sitios donde hay bases ambiguas al empatar las secuencias
complementarias (secuenciadas independientemente con cada cebador). En aquellos
casos en que a sefial de uno de los cromatogramas complementarios sea clara y nitida,
las bases ambiguas fueron corregidas manualmente con ayuda déi programa. Una vez
corregidas, cada una de las bases ambiguas se compararon las secuencias entre todos los
individuos y con base en aquellas secuencias (nicas se determind el nimero de

haplotipos mitocondriales.

Diversidad genética v analisis de varianza molecular

Se calcularon los indices de diversidad molecular v se aplicaron pruebas estadisticas
para determinar la identidad y la variabilidad genética de la poblacién invernante de

Calidris mauri en Bahia Santa Maria:

I, La diversidad haplotipica (/) y su varianza asociada, que puede entenderse como
la probabilidad de que Jos dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes en una
mugstra, se calculd de acuerdo a Nei (1987) mediante el uso del programa

Arlequin 2.0 (Schneider et al. 2000).
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2. La diversidad nucleotidica (7} y su varianza se calcularon mediante los algoritmos

3.

de Tajima (1983) y Nei (1987) a través del programa Arlequin 2.0. La diversidad
mucleotidica es la probabilidad de que dos nucleotidos homdlogos elegidos al azar
sean diferentes entre dos secuencias (individuos) y es un indice equivalente a la

diversidad haplotipica pero a nivel nucleotidico.

Con base en el programa ModelTest (Posada y Crandall 1998) se selecciond el
modelo de sustitucién nucleotidica con el mejor ajuste para la diversidad genética
observada. Posteriormente se usé el programa MEGA 3.0 (Kumar et al, 2004) para

la construccion de arboles filogenéticos y el cdlculo de las distancias genéticas.

4, Usando de nuevo el programa Arlequin 2.0, se efectué un analisis molecular de

varianza (AMOVA) para determinar la posible subdivision de la poblacion. Dicho
andlisis se aplicé con base en el indice de fijacién de Wright ¢ F-estadistico (Fsr,
Wright 1965) y su andlogo, ®-estadistico (Dsr, Excoffier et al. 1992). El indice
Fst calcula el grado de diferenciacion entre grupos putativos de muestras
considerando exclusivamente la frecuencia de los haplotipos en cada una de ¢llos
(Wright 1965, Weir y Cockerman 1984), mientras que CD.ST incorpora ademds la
informacion molecular (distancia genéticas). Para ello se seleccionaron diferentes
criterios para agrupar las muestras con la finalidad de probar la estructura genética

en la poblacion a los siguientes niveles:
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a) Entre los diferentes afios en los cuales se tomaron los nmuestreos. La
comparacion genética de las dos temporadas (1999-2000 y 2000-
2001) en las cuales se efectuaron los muestreos permite determinar

st existe una homogeneidad y una fidelidad al sitio de invernacién.

b) Entre tipos de hébitat (planicies lodosas, PL; manglares, G; y
tulares, T) que podra ser indicador de su uso y las preferencias en

funcidn de la calidad del mismo.

c) Entre sexos (hembras, H; machos M) que podrd indicar si la

migracion diferencial tiene un efecto en la variabilidad genética,

d) Entre edades (adultos, A; joven, J) para confirmar la fidelidad a la

zona de invernacion,

¢) Entre meses (enero, E; febrero, F; marzo, M) para poder identificar
si la poblacién varia a lo largo de la temporada de invernacion e

identificar posibles grupos migratorios.
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5. Ll andlisis de la demografia histérica se efectud con base en tres pruebas que

modelan la diversidad genética esperada bajo diferentes escenarios demograficos:
el indice de rugosidad de Harpending (Rogers y Harpending 1992, Harpending
1994), v las pruebas de neutralidad selectiva de Tajima (1996) y de Fu (1996).
Todas estas pruebas se realizaron a través del programa Arlequin 2.0, Ef indice de
Harpending compara la distribucion de frecuencias observada para el nimero de
diferencias entre las secuencias de los individuos en la muestra, con aquella
esperada en una poblacién estacionaria y en equilibrioc demogrifico. En
poblaciones estables este indice toma valores altos porque la distribucion de
frecuencias es tipicamente multimodal y valores bajos en poblaciones en
expansién demografica cuya distribucion de frecuencias es usualmente unimeodal.
Por su parte, las pruebas de neutralidad selectiva de Tajima y Fu evaldan el
nimero de haplotipos esperados y ébselvados en la muestra bajo el supuesto de
neutralidad selectiva y equilibrio demografico. Los indices de neutralidad toman
valores negativos cuando en la muestra se observa un nimero mayor de haplotipos
al que se esperaria si la poblacidn estuviera en equilibrio demografico (estable y

cercana a la capacidad de carga).

6. Finalmente, se realizd un ejercicio para estimar el tamafio efectivo poblacional

historico (¥,), asi como el tamaiio total de la poblacion () con base en los niveles
de polimorfismo del ADN mitocondrial. La relacién estandar entre la diversidad
genética de las secuencias de ADNmt matrilinealmente heredadas y el tamafio
efectivo poblacional estd dada por la siguiente ecuacion: 8 = 2 Neypu; donde 8 es

un indice de diversidad genética Ney; es el nimero de hembras reproductivamente
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activas en la poblacidn, y i es la tasa de sustitucion nucleoiidica o de mutacion por
generacion (Avise et al. 1988). Esta ecuacion tue modificada por Enriquez-Paredes
(2005) v Enriquez-Paredes et al. (2005) quienes, basados en el andlisis filogenético
de las secuencias, consideran que la topologia y el nimero de linajes maternos son
claras huellas demograficas de las poblaciones que permiten el calculo del tamafio
poblacional histérico. Ellos sugieren el siguiente modelo simplificado: Ney =
NyTp (Tgm)"' , donde Ny es el nimero de haplotipos de una poblacion, Tpel tiempo
de divergencia estimado a purtic de 4rbol filogenético, Tg es el tiempo
generacional promedio y m el tamaiio de la secuencia de ADN analizada. En
términos simples, y bajo los supuestos de que el tamafio de muestra es
representativo de la poblacién y de que la poblacidn ha mantenido un tamafio
promedio contante en el tiempo, este modelo modificado predice el tamaiio
histérico de la poblacién que podria ser explicado por la diversidad genética

observada en la muestra.
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Resultados

Extraccién, amplificacidon y secuenciacién del ADN

De las 241 muestras de plumas de C. mauri que fueron procesadas para la extraccién y
purificacidn del ADN genomico, la cantidad y la calidad del mismo fue muy baja o nula
en 62 individuos (26 %). En la mayoria de las muestras, a partir de 1a base del cafién de
dos plumas terciarias (17-20 mg de tejido epidérmico) se obtuvieron entre 100 y 200 ng

de ADN de alto peso molecular (sin degradacion) .

Los cebadores disefiados amplificaron un fragmento de 719 pb cuya secuencia fue
contrastada con las de otros representantes del género Calidris disponibles en el
GeneBank. La regién control mitocondrial de C. maunri exhibié altos indices de similitud
con las secuencias homélogas a C. alpina (94-96 %), C. canutus (92-93 %); y C.
temminckii (89-92%). Como se mencion6 anteriormente, varias muestras no presentaron
una cantidad detectable de ADN, en todas ellas se realizo la amplificacion por PCR. Se
logré amplificar el fragmento blanco en 199 (83%) de las muestras, pero solamente se
obtuvieron secuencias sin lecturas ambiguas en 179 de los individuos muestreados

(74%).

Una vez editadas las secuencias, se removio la region de los cebadores con fo que el
tamaflo de la secuencia que se utilizé en andlisis posteriores fue de 685 pb (Tabla II).
Este fragmento de la regién control mitocondrial incluye las dos 1‘egi0nes hipervariables
y la regidn conservada previamente descritas en C. a/pina (Wenink et al. 1994, ver

Anexo 2).
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Tabla I1. Secuencia del haplotipo de la regién control del ADN mitocondrial de Calidris mauri mis
trecuente en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

GGGCTATACA CITCCACACC CCTCACCTGC CTCCAGAGAR CAATCGAGAC [050]
AATGAACCTA GGAATATTCA CATACTACGT ACTAAACCCA TCAACTTGCT [100]
AGAATTATAC ATAACAAACC CTCGAAAGTG TACGGCAGTG CTTTAACACA [150]
CGCTATGAAT GGTCTAAGTG CAGACAGTTC GAAAACTCTT GAAGTGCACA {200]
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT ATTAATCGAG CTCCTCACGT GARAATCAGCA {250}
ACCCGGCGTA AGTAATGTCC TGCGTTACTA GCTTCAGGCC CATTCTTTCC (300}
CCCTAAACCC TAGCACAACT TGCTCTTTTG CGCCTCTGGT TCOTATGTCA  [350)
GGGCCATAAA TAGGTTAATA CTCATAACTT GCTCTTTACG AATACATCTG  (400)
GTTGGCTATA TATCACCATT TTCGTCCGTG ATCGCGGCAT TCCAARATTC  [450)
TTATACTTTT GGTTCCTTTT TTTTTTGGGG GGTCTTCACA GGTTGCCCTC  [500)
CCAGUGCAAC GGGTGAATAC AATCTAAGAC CTGTGCATCT CATGCGTTGC [550]
GGCCTTATTT TGGCCCTCAG GCGTTACTGA ATGAGACGGT TTCAAGTGTT [600]
TGGGGAATCA TATCAACACT GATGCACTTT GTTTTACACT TGGTTATGGC [650]
CTCCCCGCAA GCAGCGTTCA TGCCACTGTT TAATG [685]

La secuencia se reporta en direceion 5°-3° y su homologia con respecto a las sccuencies de otras gspecies
puede apreciarse en ¢l Anexe 3. Entre corchetes se indica fa posicion nucleotidica al tinal de cada linca




Diversidad genética

En las secuencias del ADN mitocondrial de C. mauri se detectaron 29 sitios variables
que permitieron definir 41 hapiotipos que difieren hasta en siete sitios. Solo 14 de los 29
sitios variables, resultaron filogendticamente informativos (Tabla III). Las secuencias

completas de cada uno de los haplotipos se especifican en el Anexo 3.

[.a composicién nucleotidica promedio de las secuencias fue heterogénea: C = 19.08%;
T = 2530%; A = 29.36%; G = 20.37%. Todos los sitios variables correspondieron a
substituciones nucleotidicas: 23 transiciones (11 CeT, 12 G <A}y 6 transversiones (1
TeA, 2 A=C, 3 G«T). La composicién nucleotidica de la secuencia analizada tue
heterogénea, ligeramente sesgada hacia las purinas (19.08% C, 25.30% T, 29.36% A y

26.27% G).

Los 29 sitios variables representan tan solo el 4.2% del total de sitios en la secuencia, es
decir una variablidad reducida. El nimero promedio de diferencias entre todos los pares
de secuencias fue de 1.98 (S.E. = 1.12), lo que alternativamente puede expresarse como

una diversidad nucleotidica de 0.0029 (S.E. = 0.0018).

La diversidad haplotipica promedio fue 0.790 (S.E. = 0.032). El haplotipo mds comun
(CmHap01) se encontrd en 81 individuos, lo que representa el 45% de los e¢jemplares
muestreados en Bahia Santa Maria. Los demds haplotipos ocurrieron en proporciones

menores y de manera mas homogénea (Tabla I11).
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Tabla IIL Sitios variables y {llogenéticamente informativos (sombreados) que definen los hapiotipos
mitocondriales de Calidris mawri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

1 111 22 233 666 71T 8 8
4 5 506 7 1 4 2 0 2 4 4 6 1 6 00
Haplotipe f n 1 4 86 0 9 1 8§ 321171 9 6 0 3
CmHapQl 0.45 81 C C C A A CA2GCAATG G T G C
CnHap02 0.04 7
CrmHap03d §.03 S
CmHap04 0.03 5 .
CmHap05 6.03 5 T . Cc
CrmHap(6 0€.03 5 . G
CrnHap07 0.02 4 T , .
CmHap(8 0.02 4 T . i
CmHap(09 .02 4 A
CriHapi0 ©€.02 3 .
CmHapll 0.02 3 G .
CmHaplz 0.062 3 . A A
CmHapl3d ©€.02 3 T R .
CmHapld G.02 3 T G . . .
CrHaplbh 0.02 3 T A A .
CrmHaplé 0.02 3 A A T
CmHapl? 0.02 3 . .
CmHapl8 0.01 2 T A
CmHapl® 0.01 2 .
‘CmHap20 0.01 2 T . .
CmHap2l 0.01 2 . . A A
CmHap22 0.01 2 T G A A
CmHap23 0.01 2 . A A
CrmHap24 0.01 2 T A A
CmHap2% 0.01 2 . A A
CmHap2¢ 0.01 2 G A A .
CrHap2? 0.01 2 . . T
CmHap28 0.01 2 . A A
CmHap29 0.01 1 . . G
CrHap30® 0.01 1 G C .
CmHap3l 0.01 1 A
CmHap32 0.01 1
CmHapd3 0.01 1 .
CmHap34 0.01 1 T . .
CmHap3s 0.01 1 A A
CmHap36é 0.01 1 A .
cmHap37 0.01 1 A
CrnHap38 0.01 1 A
CmHap3% 0.01 1
CmMap40 0.01 1 . .
CrnHapdl 0.01 1 T A

* Nota : Se indica la frecuencia refativa de cada haplotipo (f) y a frecuencia absoluta de individuos con dicho haplatipo. La
asignacion nimerica para los sitios corresponde a la posician nucleotidica de la secuencia de Cafidris alpina seportada en Wenink
et al. {1994). De esta forma, la primera posicién en 1a secuencia de C. mauri, corresponde & la posicion 85 de la secuencia de C.

alpina (ver Anexo 2).
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Filogenia intraespecifica

Los modelos de substitucién nucleotidica que explicaron de mejor manera el
polimorfismo observado en la porcién de la region control mitocondrial de C. mauri
fueron el de Tamura-Nei con correccidon Gamma (TeN+G), con base en el criterio de
informacion de Akaike (AIC), y el modelo generalizado de tiempo reversible (GTR+G)
con correccion Gamma (GTR+G), apegéndose al criterio jerdrquico de verosimilitud
(InL). De acuerdo con Posada y Buckley (2004), el AIC es un criterio mucho mds
adecuado en la evaluacion de mualtiples modelos al explorar el nivel de incertidumbre de
cada modelo considerado. Por esta razén los analisis filogenéticos se efectuaron con
base en el modelo de Tamura-Nei con correccion Gamma (a = 0.04; 4 categorias con
igual frecuencia y con tasas de 0.000, 0.000, 0.001 y 3.99 respectivamente), de acuerdo

con los resultados del programa ModelTest (Tabla IV).

Tabla IV. Valores obtenidos por el ModelTest para la seleccion del modelo de sustitucién nucleotidica de
los haplotipos mitocondriales de Calidris mauri presentes en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

Modelo de Criterio de Akaike Mayor Verosimilitud
Sustitucion Nucleotidica* AlC Inl.

IC 2635.62 -1317.81
F81 2623.99 -1308.99
JC+G 2602.02 -1300.01
K30 2591.05 -1294.53
F81+G 2590.39 -£291.19
HKY 2580.30 -1286.15
GTR 2579.97 -1281.98
TrN 2579.0% -1284.54
K80+G 2557.44 -1276.72
HRY+G 2546.46 -1268.23
GTR+G 2546.12 -1264.06
TINTG 2545.23 -1266.66

* JC+G (Jukes-Cantor plus Gamma), F81 (Felsenstein 1981), F81+G (Felsenstein 1981 plus Gamma), K80
(Kimura 2-parameter), K80+G (Kimura 2-parameter plus Gamma), HKY (Hasegawa-Kishino-Yano), HKY+G
(Hasegawa-Kishino-Yane plus Gamma), TriN (Tamura-Nei), TeN+G (Tamuga-Nei plus Gamma), GTR (Generat
Time Reversible), GTR+G (General Time Reversible plus Gammia).
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Debido a que el tamafio de la secuencia (685 pb) y el nimero de muestras (179
individuos) son relativamente grandes, se decidié emplear el método de minima
evolucion (ME: Minimum Evolution) y el del vecino mas cercano (NJ: Neighbor
Joining) para la construccion del arbol filogenético (cf. Nei er al. 1998, Nei and Kumar

2000).

La topologia del arbol filogenético resultante (Fig. 4) sugiere la presencia de dos grandes
grupos: el Grupo 4 que incluyo al haplotipo mas comin, CmHapQ1, y a sus derivados
inmediatos, y el Grupo B formado por los haplotipos CmHap09, CmHap10, CmHapl2,
CmHapl5, CmHap2l, CmHap22, CmHap23, CmHap24, CmHap25, CmHap26,
CmHap28, CmHap35, CmHap36 y CmHap37. Sin embargo, es importante hace notar
que la robustez de las agrupaciones fue muy baja, como puede apreciarse en los valores
de sustento de las ramas en el arbol consenso generado con base en 1000 remuestreos
(Fig. 5). De acuerdo con Nei y Kumar (2000) esta baja resolucion en la topologia es
producto de un bajo numero de sitios parsimoniosamente informativos que, si bien es
reflejo de una reducida diversidad genética intraespecifica, no compromete la

confiabilidad de las relaciones entre los distintos haplotipos.
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Figura 4, Topologia del arbol filogenético de los haplotipos mitocondriales de Calidris mauri presentes
en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México. El arbol fue construido con base al método NJ usando {os valores
de distancia genética de Tamura-Nei con correccion Gamma (o = 0.04). Las barras en tonos de gris
delimitan tos dos grandes grupos sugeridos por la topologia,
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Figura 5. Arbol filogendtico de mayor consenso (1000 remuestreos por bootstrap) para los haplotipos
mitocondriates de Calidris mauri presentes en Bahia Santa Marfa, Sinaloa, México. El drbol fue
construido con base al método ME usando los valores de distancia genética de Tamura-Nei con correccion
Gamma (¢ = 0.04). Las barras en tonos de gris delimitan los dos grandes grupos sugeridos por la
topologia. Los nameros al lado de los nodos indican los valores de sustento de las ramas (solo se presentan
fos valores mayores al 25%)
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Del analisis filogenético intraespecifico se evidencia que el haplotipo més comun
(CmHap01) tiene una posicion basal en el arbol consenso (Fig. 5) y que ocupa una
posicion central en la arquitectura radiada de fa MSN (Fig. 6) por lo que puede
considerarse el haplotipo ancestral. Asimismo, la presencia de mas de dos
1'amiﬁ-caciones para CmHap09 y para CmHap28, cuya posicién dentro del MSN esta
polarizada, sustenta la aparente existencia de un grupo distinto al formado por CmHap01

y sus derivados inmediatos.

Debido a que el tamafio de la secuencia (685 pb) y el nimero de muestras (179
individuos) son relativamente grandes, se decidié emplear ¢l método de minima
evolucion (ME: Minimum Evolution) y el del vecino mas cercano (NJ: Neighbor
Joining) para la construccion del arbol filogenético (cf. Nei ef al. 1998, Nei and Kumar

2000).

La topologia del arbol filogenético resultante (Fig. 4) sugiere la presencia de dos grandes
grupos: el Grupo A que incluy6 al haplotipo mas comtn, CmHap0l1, y a sus derivados
inmediatos, y el Grupo B formado por los haplotipos CmHap09, C"'mHap10, CmHap12,
CmHap15, CmHap2l, CmHap22, CmHap23, CmHap24, CmHap25, CmHap26,
CmHap28, CmHap35, CmHap36 y CmHap37. Sin embargo, es importante hace notar
que la robustez de las agrupaciones fue muy baja, como puede apreciarse en los valores
de sustento de las ramas en el arbol consenso generado con base en 1000 remuestreos
(Fig. 5). Sin embargo, de acuerdo con Nei y Kumar (2000) esta baja resolucion en la

topologia es producto de un bajo namero de sitios parsimoniosamente informativos que,
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si bien es reflejo de una reducida diversidad genética intraespecifica, no compromete la

confiabilidad de las relaciones entre los distintos haplotipos.

Por otra parte, en la arquitectura de la red de la minima separacion (MSN: Minimum
Spanning Network) resalté también la presencia de dos grupos (Fig. 6), practicamente
formados por fos mismos haplotipos que en los grupos antes mencionados. En terminos
generales, un patrén radiado y sin una marcada polarizacién del MSN sugiere un evento

de expansion poblacional reciente,

Del andlisis filogenético intraespecifico se evidencia que el haplotipo mas comun
(CmHap01) tiene una posicion basal en el arbol consenso (Fig. 5) y que ocupa una
posicion central en la arquitectura radiada de la MSN (Fig. 6) por lo que puede
considerarse .eE haplotipo ancestral. Asimismo, la presencia de mas de dos
ramificaciones para CmHap09 y para CmHap28, cuya posicién dentro del MSN estd
polarizada, sustenta la aparente existencia de un grupo distinto al formado por CmHap01

y sus derivados inmediatos.
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Estructura genética poblacional

Los resultados de los analisis moleculares de varianza para cada una de las categorias
consideradas se resumen en las Tablas V, VI, VII v VIIL Los estimadores de diversidad
genética y los tamafios de muestra para cada uno de los grupos considerados en las

comparaciones se detallan en el Anexo 4.

Tabla V. indices de diferenciacion genética para los haplotipos mitocondriales de Calidris mawri en
Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

Grupos* Fer p Py i
Temporada 2000 - 2001 0.0091 >0.05 0.0072 >0.05
Sexo M - H -0.0003 »0.05 0.0000 >0.05
Meses -0,0037 >0.05 0.0210% 0.02*
g1 -0.0016 >0.05 0.0108 >0.05
¢—m -0.0042 >0.05 £.0368* 0.01*
r~m -0.0098 >0, 05 0.0147 >0.05%
Edad A-J -0.0053 >0.05 0.0027 >0.05
Habitat 0.0032 >0.05 0.0144* 0.04*
T-PL -0.0098 >0.05 0.0208* 0.04%
T-G 0.0073 >0,05 -0.0062 »0.05
PL-G 0.0057 >0.05 0.0310 >0.05

* Valores significalives considerando un nivel de significancia de 0.03.

* Las cajegorias esta representadas por temporadas 2000 (diciembre 1999 ¥ enero-marzo 2000) y 2001; por sexo machos (M) y
hembras (H); por edad adultos (A) y jovenes (), por habital tulares (T), planicies lodosas (PL) y manglares (GY; por meses
engro (e}, febrero {f) y marzo (m).
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Tabla VL Indices de diferenciacién génetica de Calidris manri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México,
que resultaron de los andlisis de varianza molecular para las subdivsiones de la categoria de edad.

Grupos Fer fi Dsr 4
Edad - Habitat -0.0018 >0.05 0.0104 »0.05
GA -MI -0.0210 >0.05 0.05%4 >0.05
GA - PL} 0.0106 >0.05 0.0270+% 0.01%
GA-TA -0.0210 >0.05 0.0025 >0.05
GA-T) -0.0055 >0.05 -0.0037 »>G.05
GJ - PLA ¢.0229 >0.05 -¢.0078 >0.05
GJ-PLJ) -G, 0107 »0.058 ¢.0017 »>0.05
Gl-TA ~0.4320 >0.05 ~0.0425 »0.05
GJ-TA -0.0203 >0.05 0.0044 >0.05
GJ-TI -0.0015 >0.05 -0.0027 >0.05
PLA - PL) 0.0021 »>0.05 0.0166 »0.05
PLA - TA -0.0052 >0.05 0.0283 »>0.05
PLA - Tl -0.0138 >0.05 -0.0089 >0.05
PL}-TA -0.0119 >0.05 0.0522 >0.05
PLI-TI] 0.0242 >0.05 -0.0011 »0.05
TI-TA 0.0059 >0.05 -0.0032 »0.05
Edad - Temporada 0.0003 >0.05 0.0070 >0.05
2000A - 2001A 0.0087 >0.05 0.0129 >0.05
2000A - 20005 -0.0123 >0.05 -0.0087 >0.05
20004 - 2001J 0.0400 >0.05 0.0570 >0.05
2001A - 2000} 0.0027 >0.05 0.0042 >0.05
2001A - 2001) -G.0319 >0.05 0.0134 >0.05
20004 - 2001] -0.0140 >0.05 -0.0095 »0.05
Edad - Sexo -0.0046 »0.05 -0.0004 >0.05
HA - H) -0.002¢% »0.05 0.06213 »>0.05
HA - MA -0.0056 >0.05 -0.0098 >0.05
HA - MI -0.0017 >0.05 -0.0078 >0.05
HI - MA 0.00605 >0.05 0.0182 >0.05
HI - M} -0.0020 >0.05% 0.0170 »0.08
MA - M} -0.0124 >0.05 -0.0132 >0.05

* Yalores significativos considerande un nivel de significancia de 0.05. Los codigos de los grupos corresponden a aquellos de la

Tabta V.
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Tabla VIL indices de diferenciacion geénetica de Calidris manri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México,
que resultaron de los andlisis de varianza molecular para las subdivsiones de la categorfa de habitat.

Grupos Fey 2 Dsy p
Habitat - Sexo -0.,0062 >0.05 -0.0015 >0.05
GH - MM -0.0016 >0.05 -0.0039 >0.05
GH - PLH -0.0014 >0.05 -0.0153 »0.05
GH - PLM -0.0182 >0.05 0.0024 >0.05
GH -TH -0.0155 >0.05 -0.0168 >0.05
GH-TM -0.0018 >0.05 0.0010 >(.05
GM - PLH 0.0076 >0.05 0.0038 >0.05
GM - PM ~-0.0044 >0, 05 0.0194 >0.05%
GM -TH -0.0085 >0.05 -0.0033 »0.05
GM - TM 0.0054 >0.05 -0.2320 >0.05
PLH - PLM -0.0093 >0.05 -0.0213 >0.05
PLH - TH -0.0021 >0.05 -0.0258 =0.0%
PLH-TM -0.0139 »0.05 0.0291 >0.05
PLM - TH ~-0.0173 >0.05 -0.0140 >0.05
PLM - TM -0.0117 >0.05 0.4415% £.03%*
TH - T™M -0.0167 >0.05 -0.0034 >0.05
Habitat - Temporada -0.0018 >0.05 0.0104 >0.05
2000G - 2001G 0.0166 >0.05 0.0282 >0.05
2000G - 2000PL -0.0083 »>0.05 0.0019 >0.05
2000G - 2001PL -0.,0101 >0.05 G.0086 =0.05
2000G - 2000T -0.0060 >0.05 -0.0074 >0.05
2001G - 2000PL -0.0021 >0.05 0.0375% 0.04*
201G - 2001PL 0.0220 >0.05 0.0447+ 0.02¢
2001G - 2000T 0.2560% 0.02% 0.0028 >0.05
2000PL - 2001PL ~-0.0073 >0.05 -0.0018 »0.05
2000PL - 2000T ~0.0062 >0.05 0.0262 >0.05
2001PL - 2000T -0.011% >0.05 0.0066 >0.05

* Valores significalivos considerando un nivel de significancia de 0.03. Los cddigos de los grupos corresponden a squellos de [a

Tabla V.

44




Tabla VI indices de diferenciacion génetica de Calidris mauri en Bahia Santa Maria,Sinaloa , México
que resultaron de los analisis de varianza molecular para las subdivsiones de la categorfa de sexo,

Grupos Fsr p Doy yii
Sexo - Temporada 0.0020 >0.05 -0.0012 >0.05
2000H - 2001H 0.0025 >0.05 ~0.,0105 >C.05
2000H - 2000M G.0045 >0.0% ~0.0039 >0.05
2000H - 2001M -0.,0035 >0.05 -0.0400 >0.05
2001H - 2000M 0.0180 (.05 0.0152 >0.05
2001H - 2001M -G.0011 >0.05 -0,0125 >0.05
2000M - 2001M G.0027 >0.05 $.0134 0,05
Sexo - Meses -0.008% >0.05 0.0158 >0.05
eM - fM 0.0046 >0.05 -0.0142 >0.05
eM - mM -0.0034 >0.05 0.0613+ 0.02+
eM - ¢H -0.0035 =(0.05 0.0073 >0.05
eM - -0.0132 >0.05 0.0305 >0.05
eM - mH ~0.0006 >0.05 0.0483 >0.05
M - mM ~0.0011 >0.05 0.0349 >0.05
v - et ~0.0066 >0.05 -0.0015 >0.05
M - {H ~0,0282 >0.05 -0.0071 >0.05
™M - mH -0.0252 >0,05 -0.0013 »0.05
mM - eH ~0.0122 >0.05 0.0250 >0.05
mM - fH -0.0030 >0.05 0.0371 >0.05
mM - mH -0.0100 »0,05 0.0060 =0, 05
eH - H -0.0201 >0.05 0.0274 >0.05
eH-mH -0.0143 >0.05 0.0078 >0.05
fH-mH -0.0441 >(.05 -0.,0240 >0.05

* Valores significativos considerando un nivel de signifi

Tabia V.

cancia de 0.05. Los codigos de los grupos comreaponden a aquellos de Ia
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No se observaron diferencias significativas dentro de la poblacion de C. mauri entre
temporadas, sexos o edades, por lo que no se encontré evidencia de que los individuos
que pasan el invierno en Bahia Santa Marfa pertenezean a poblaciones distintas o que
modifiquen, temporada a temporada, su ruta migratoria o su patron de segregacién por
clases de edad y sexo. Sin embargo se detectaron diferencias significativas entre los
individuos de C. mauri al comparar los tipos de habitat y los meses de muestreo. Estas
diferencias sugieren una segregacion espacial y temporal de los linajes maternos en el
area de estudio. En particular, las diferencias ocurrieron al comparar los haplotipos
presentes en enero con aquellos que ocurrieron en marzo, asi como los presentes en los

tulares con respecto a los de las planicies lodosas (Tabla V).

Al efectuar las comparacién entre los grupos en los que se consideraron combinaciones
enire las categorias globales (edad, sexo, habitat, afios y meses), esta subdivisién
permiti6 detectar diferencias significativas entre los adultos presentes en los manglares y
los jovenes observados en las planicies lodosas; entre los machos que ocurrieron en las
planicies lodosas y los observados en los tulares; entre los individuos que ocuparon los
manglares en el 2001 y los que fueron observados en las planicies lodosas, tanto en el
2000 como en ¢l 2001, y los presentes en los tulares en el 2000; asi como entre los
machos presentes en eneto y los machos observados en marzo. Aunque es importante
hacer notar que, con la subdivisién de los grupos, el tamafio de muestra se redujo
considerablemente, el resultado de estas comparaciones aportan evidencia que sustenta
la presencia de diferencias en el uso del habitat (Tablas V y VII) y apuntan hacia los

machos como una fuente de vartabilidad importante (Tabla VII).
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Con base en la arquitectura de la red de minima separacién puede apreciarse como las
diferencias arriba mencionadas estan particularmente asociadas con la presencia de los
haplotipos del Grupo B (Fig. 7, 8, 9, 10, y 11). Consistentemente, los haplotipos de este
grupo estuvieron ausentes en alguno de los grupos de las comparaciones que resultaron
significativas. Lo anterior indica que, en iérminos generales y en congruencia con los

valores de Dgy:

1) Una proporcion significativa de los machos del Grupo B ocuparon el area
a principios de la temporada y no se encontraron presentes a finales de la

temporada.

2) Algunos de los linajes maternos representados principalmente por machos

del Grupo B ocurrieron solamente en los tulares.

3) Existen haplotipos del este mismo grupo que sélo fueron observados en
los manglares. Esto sustenta la idea de que aparentemente la especie
exhibe un patrén de segregacion espacial con un componente

filogenético.
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Figura 7. Red de la minima separacién para los haplotipos maternos de Calidris mawri en Bahia Santa
Maria, Sinaloa, México, presentes en los meses de enero y marzo. Los circulos en color gris representan
los haplotipos presentes y en color btanco los haplotipos que no fueron observados.
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Figura 8. Red de la minima separacion para los haplotipos maternos de los individuos machos de Calidris
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color gris representan los haplotipos presentes y en color blanco los haplotipos que no fueron observados.
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Figura 10. Red de la minima separacion para los haplotipos maternos de los individuos machos de
Calidris mauri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, Méxice, presentes en los tulares y las planicies lodosas. Los
circulos en color gris representan los haplotipos presentes y en color blanco los haplotipos que no fueron
observados

51




v B
i ;
3 B
Pm %
9 .
@ -
S 2
o P | 25
@ I
.- 18
R A
o3 \ 15
24 T

Planicie Lodosa - Ternporada 2000

/ 0 Planigie Lodosa - Temporada 2001

tMangfar - Tenporada 2009

Figura 11. Red de la minima separacién para los haplotipos maternos de Calidris meauri en Bahia Santa
Maria, Sinaloa, México, presentes en las planicies lodosas y los manglares. Los circulos en color gris
representan los haplotipos presentes y en color blanco los haplotipos que no fueron observados

52




De acuerdo con Elner y Seaman (2003) , el principal interés en estudios conducidos en
tos sitios de invernacion de aves del genero Cualidris es ¢l de detectar si las preferencias
por estos sitios estan asociadas con la morfometria general de los individuos. Lo anterior
¢s con ¢l objeto de poder establecer si la morfometria es un factor critico en la seleccion
del habitat que explique en términos de energética las tasas de retorno y el patrén
migratorto. Por lo tanto, se decidi¢ efectuar un andlisis discriminante morfogenético con
base en los datos morfométricos de los individuos preclasificados en funcion del grupo
filogenético al que pertenecieran (Tabla [X,X y Fig. 12). En dicho andlisis se evidencio
que, aunque existen marcadas diferencias entre machos y hembras asociadas con el
tamafio del pico y el peso (Lamda de Wilks = 0.1523, p <0.05), la discriminacién no es
significativa entre los Grupos 4 y B (Fig. 12). En otras palabras, no se encontraron
indicios de que entre los machos del Grupo 4 y del Grupo B, existieran diferencias
significativas con respecto a sus dimensiones corporales. El mismo patron fue observado

al comparar las hembras de ambos grupos.

Tabla IX. Morfomeltria de los machos y las hembras de Calidris mauri en Bahfa Santa Marfa, Sinalea ,
México asignadas a los grupos filogenéticos.

Hembras Machos
Grupo A Grupo B Grupo A Grupo B
N 63 13 67 17
Cllmen (mm} 27.0 (0.1 26.7 (0.4) 22.5(0.1) 22.5(0.2)
22.1 (0.1)
Tarso {(mm) 23.4(0.1) 23.3(0.2) 22.000.1)
Cuerda alar (mm) 97.8 (0.3) 97.3(0.8) 94.0(0.8) 94.2 (0.5)
Peso (g) 24.8 (0.3) 25.2 (0.8) 22.1(0.2) 21.9(0.3)

Se presentan las medias y entre parentésis [as desviaciones estandar.
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Tabla X. Resumen del analisis de funcion discriminante morfogenético de realizado entre grupos
filogenéticos y sexos para Calidris mauri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

Variable Lambda de Wilk Lambda Parcial F P Tolerancia
Culmen 0.5039 0.3022 117.7633 0.0000 0.8803
Peso 0.1565 0.9729 1.4212 0.2387 0.9304
Tarso 0.1543 0.9868 0.6842 0.563 0.8094
Ala 0.1566 0.9726 1.4363 0.2344 0.7680
Lamda de Wilks = 0.15623 Fiz 205 = 34.99  p =0.000
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Figura 12, Anélisis de funcién discriminante de tipo morfogenético para machos y hembras
de Calidris mauri en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.
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Demografia historica y filogenia interespecifica

La distribucion de frecuencias de la poblacion invernante de C. mauri en Bahia Santa
Maria exhibio un patron bimodal pero poco acentuado y claramente sesgado hacia
valores bajos del numero de diferencias (Fig. 13). La prueba de bondad de ajuste para
esta distribucion, bajo la hipotesis de una expansion poblacional, resultd no significativa
(SSD = 0.002, p > 0.05) y fue consistente con el valor bajo del indice de Harpending
(HRI = 0.015). De igual forma, las pruebas de neutralidad selectiva mostraron valores
negativos y significativos (Drgjima = -1.73, p < 0.05 y Fsg, = -27.28, p < 0.05) que
indican la presencia de un mayor nimero de haplotipos al esperado bajo el supuesto de
equilibrio demografico. En conjunto, el resultado de todas estas pruebas permiten inferir

un patrén demografico con una expansion poblacional reciente.

0.40 4
0.35 A

0.30 {4

Frecuencia en la poblacién

NUmero de diferencias entre secuencias

Figura 13, Distribucion de frecuencias del nimero de diferencias pareadas en Calidris mauri en Bahia
Santa Marfa, Sinaloa, México. La linea de color verde representa la distribucion observada, la linea de
color azul la distribucion esperada bajo un escenario de expansion demogréafica y la linea de color rojo la
distribucion esperada para una poblacién de tamafio constante.
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Con ¢l objeto de evaluar ¢l estado actual de la poblacion de C. mauri, se calculd el
tamafio efectivo histérico de la poblacion a través de la ecuacion Negyy = NyTp / Tom
(Enriquez-Paredes 2005). Dado que en este caso el tamaifio de la secuencia (m) y el
mimero de haplotipos (nH) ya se conocen, se procediéo a estimar el tiempo de

divergencia (Tp) y el tiempo generacional (7).

Para obtener una aproximacion del tiempo de divergencia se construyé un arbol
filogenético interespecifico del género Calidris, enraizado con un grupo externo (Figura
14). Para 1a construccién de dicho arbol se utilizaron secuencias homologas de Calidris
canutus (Buehler y Baker 2005), Calidris alpina (Wenink et al. 1996) y Calidris
Juscicollis (Wennerberg et al. 2002) disponibles en la base de datos del GeneBank, asi
como las obtenidas en el presente estudio para Calidris mauri. El arbol fue calibrado
empleando la edad estimada para la divergencia entre el género Arenaria y el género
Calidris (Thomas et al, 2004). Estos autores usaron el método de representacion
matricial con parsimonia (MRP: Matrix Representation with Parsimony) en un analisis
filogenético de todo el Orden Charadriiforines y su estimacion para la edad del nodo

Arenaria-Calidris corresponde a un valor cercano a los 26,7 miltlones de aftos.

La topologia linearizada del arbol filogenético de las cuatro especies de Calidris sugiere

un tiempo de divergencia de alrededor de 12 millones de ailos (Fig. 14).
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Figura 14, Arbol filogenético interespecifico de mayor consenso del genéro Calidris basado en secuencias
homélogas de la region control mitocondrial {242 pb, 500 remuestreos por bootstrap). La topologia fue
linearizada y calibrada con la estimacién del tiempo de divergencia entre el género Calidris y el género
Arenaria {cf, Thomas et al. 2004). Los ntimeros de acceso al Gene Bank de las secuencias empleadas en

este analisis se detallan en el Anexo 5.
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El tiempo generacional puede entenderse como la edad promedio de las hembras
reproductivamente activas en una poblacién. Aunque no existen estudios especificos
sobre la edad de primera reproduccion y senectud en el género Calidris, Buehler y
Baker (2005) consideraron un tiempo generacional de dos aflos para el calculo del
tamafio efectivo en poblaciones de C. alpina y C. canutus, por lo que se decidid usar
también dos afios para el caso de C. mauri. De esta forma 41 haplotipos, 12,000,0000
afios de tiempo de divergencia, 2 afios de tiempo generacional y una secuencia con una
longitud de 685 pares de bases dan como resultado un tamafio efectivo poblacional de

359,124 hembras reproductivamente activas.

El tamafio efectivo de la poblacién Ney puede extrapolarse al tamafio total de la
poblaciéon con base en el conocimiento de la estructura de edades y sexos de la
poblacién, Como la informacién sobre la estructura social en el género Calidris es muy
escasa, usamos los promedios reportados en otras especies. Nunney (1995) seilalé que la
razon Ne/N, donde N es el total de adultos en la poblacion, es generalmente 1:2 en
especies con generaciones traslapadas. Por tanto Ne se multiplicé por dos para obtener N
que, en el caso del andlisis de marcadores genéticos mitocondriales, corresponde tan
solo al nimero de hembras adultas. Suponiendo una proporcion de sexos de 1:1,
entonces N se multiplica de nuevo por dos para incluir al total de adultos en la
poblacién. Finalmente, se puede considerar multiplicar por un factor que va desde uno
hasta tres para incorporar a la estimacién a los individuos jovenes. Dado el
desconocimiento sobre la proporcion de adultos y jovenes en C. mauri se decidié

emplear un valor intermedio.
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En resumen, para extrapolar el tamafio efectivo al tamafio total de la poblacién del
Playero Occidental, Ne se multiplicé por un factor de ocho obteniendo entonces una

estimacion total de 2,872,993 individuos.
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Discusion

Identidad y estructura genética poblacional en Bahia Santa Maria

Los andlisis de estructura genética y la filogenia interespecitica sugieren, en conjunto,
que los Playeros Occidentales (Calidris mauri) que invernan en Bahia Santa Maria
constituyen parte de una poblacién que exhibe un patron migratorio interanual en el que
existe fidelidad a la zona de invernacién, contirmando asi lo encontrado por otros
estudios basados en la captura—recaptura/avistamiento de individuos (Smith y Stiles
1979, Ferndndez et al. 2003). Carmona et al. (2004) sugieren que los migrantes pueden
seguir dos rutas durante su migracion (al sur) en la region costera del noroeste de
México: a lo largo de la costa occidental de la Peninsula de Baja Calitornia, o bien por la
region costera continental (Sonora y Sinaloa). A pesar de que se cont6é con una muestra
muy reducida de otras localidades de la costa del Pacifico Mexicano, no se detectd en
ellas algin haplotipo distinto a los observados en Bahia Santa Maria. Por lo tanto, no se

encontrd evidencia de que diferentes grupos genéticos ocupen esas localidades.

En esta poblacién invernante, se observé que uno de los haplotipos representd
pricticamente al 50% de los individuos y que de €l derivan la mayoria de los haplotipos
restantes. Sin embargo, la presencia de una arquitectura ligeramente polarizada en la red
de la minima separacion permite suponer la presencia de cierta diferenciacion genética
entre los denominados Grupos A y B (Fig. 6). Si este Grupe B representa una
subpoblacion, una subespecie, un grupo con distinta ruta o destino migratorio, o bien es

simple reflejo del polimorfismo ancestral de una poblaciéon panmitica en la que ha
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generado cierta diferenciacion genética, deberd resolverse con un muestreo extensivo

que incluya otras zonas de invernacion y las dreas de reproduccion.

Al no encontrar diferencias entre los lingjes maternos de los individuos que ocurrieron
durante el invierno en Bahia Santa Maria, en diferentes temporadas y sin importar el
sexo y la edad (cf. Tabla V), los resultados del presente estudio sustentan el patron
migratorio sugerido por estudios previos realizados a través de anillado y telemetria

(Butler et al. 1996, Fernandez-Aceves 2005).

Por otro lado, con las diferencias detectadas entre los individuos que ocuparon diferente
hébitat y que ocurrieron en diferentes momentos de la temporada invernal {(cf. Tabla V),
se evidencié la existencia de una segregacion espacial y temporal de los linajes
maternos. El analisis detallado de los linajes indico que un grupo de ellos, representado
principalmente por machos que no ocuparon las planicies lodosas y que ocurrieron a
principios de la temporada invernal (enero), es el responsable de tales diferencias (Figs.
7-11). Resulta interesante que ademas estos linajes se encuentran estrechamente
relacionados y constituyen, de acuerdo con el andlisis filogendtico, un grupo genético

diferenciable (Grupo B, Figs. 4 y 5).

Aln mas interesante resuita observar que el patron de segregacién genetico- espacial
resultd congruente con la distribucion diferencial que documentan Fernandez y Lank
(2006) donde plantean la posible existencia de competencia que provocaria que ciertos
individuos subordinados estuvieran siendo desplazados a un hdbitat “subdptimo™.

Aunque el presente andlisis discriminante morfogenético (Fig. 12) fue consistente con la
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ausencia de diferencias morfologicas entre los individuos presentes en diferente tipo de
habitat reportados por los autores, resulta de gran relevancia el hecho de que en el
presente andlisis de estructura genética las diferencias estuvieran asociadas a un grupo

con estrecha relacion filogenética.

Estos resuitados permiten plantear la existencia de un grupo con diferente cronologia
migratoria o bien la existencia de segregacion de grupos genéticos durante la migracion.
Las muestras empleadas en este estudio, al estar restringida a un area de invernacion del
corredor del Pacifico no permite establecer si este aparente caracter subordinado del
Grupo B (Fig. 6) se debe a que la mayor parte de este grupo anide en otra zona (p.e.
Siberia) y exhiba una ruta o una cronologta migratoria diferente a la del Grupo A (Butler
et al. 1996). Aunque este escenario explicaria la baja frecuencia de los haplotipos del
Grupo B en Bahia Santa Maria, la especie es considerada monotipica (sin subespecies)
por lo que este aspecto requerird resolverse en futuros estudios. A reserva de que
estudios posteriores permitan esclarecer la hipdtesis ariba planteada, la aparente
existencia de un patrén de seleccion de hdbitat con un componente filogenético resalta la
importancia de los estudios de la distibucidn local de los individuos para la conservacion

de los habitat criticos para estas especies.
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Diversidad genética y demografia historica

La diversidad nucleétidica observada en Calidris mauri, aunque relativamente baja,
puede considerarse similar a la de otras especies del género Calidris (Tabla XI). Esta
diversidad es un claro reflejo de la historia evolutiva de las poblaciones, particularmente
de las fluctaciones demograficas y de los eventos de fragmentacion del hébitat . Por esta
razon se considerd mas adecuado tomar en cuenta el tamafio poblacional y la
filogeografia de varias especies del género Calidris en la comparacion de los niveles de

diversidad genética y la historia demografica.

Tabta X1. Cuadro comparativo de los indices de diversidad genética y el tamafio poblacional en varias
especies del género Calidris (n = tamaito de muestra, nH = nimero de haplotipos y n = diversidad
nucleotidica).

Especie Tamaiio i nH " Referencia
Poblacional*

C. alpina 4,000,000 208 53 0.0160 Wenink y Baker (1996)
C. fuscicollis 400,000 52 21 0.0039 Wennerberg et al. (2002)
C. canutus 1,300,000 91 25 0.0020 Buehler y Baker (2005)
C. mauri 3,500,000 179 41 0.0029 Este trabajo

* Les estimaciones del tamane poblacional corresponden a censos recientes reportados por Morrisoz et al. (2001).
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En la tabla X1y las figuras 15-20 se resume ¢l conocimiento actual sobre la diversidad
génetica, filogeografia, demografia histérica y tamafio de las poblaciones de Calidris
alpina, Calidris fuscicollis, Calidris canutus, en conjunto con el obtenido en este (rabajo
para Calidris mauri. Todas estas especies realizan migraciones de gran escala y se
reproducen en la tundra artica (cf. Figs. 19 y 20). Esta regidn suftio severos cambios
climaticos durante el Pleistoceno que provocaron importantes fluctuaciones en la
extension y la disponibilidad del habitat reproductivo de esta aves playeras (Baker et al.

1994, Wennerberg et al. 2002, Buehler y Baker 2005, Pruett _y Winker 2005).

C. alpina exhibe los valores de diversidad genética mas altos debido a que posee,
ademds un tamafio poblacional mayor al de las otras especies, una distribucién mas
amplia y una clara estructura filogeografica, con linajes caracteristicos de Canadd,
Europa, Siberia y Alaska (Figs. 18 y 20). En otras palabras existen subpoblaciones
geogrédficamente aisladas entre las que hay un flujo genético restringido. Claramente
puede inferitse a partir del arbol filogenético interespecifico (Fig. 14) y de su red de la
minima separacion (Fig. 18), que la historia demografica de C. alpina es mucho mds
antigua. La profundidad de los nodos en el arbol filogenético y el considerable nimero
de cambios en la arquitectura de la red, son evidencia de que ha transcurrido suficiente
tiempo para segregar los linajes y establecer una marcado patron filogeografico. De
acuerdo con Buehler y Baker (2005), la historia evolutiva de esta especie no ha sido
influenciada por reducciones severas en su tamafio poblacional durante los wltimos
200,000 afios. Aparentemente una fragmentacién de sus poblacién que debio haber
ocurtido durante la glaciacién de Illinois hace aproximadamente 215,000 afios,

separando los linajes canadienses de los europeos. El grupo europeo se expandid
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posteriormente hacia el oeste, hasta Alaska. Esto ultimo se refleja claramente en el
caracter radiado del grupo de haplotipos europeos que sugiere una expansion
demografica una vez que la poblacion sufrié su primera fragmentacién. La distribucidn
multimodal de la distribucion de frecuencias de diferencias pareadas soporta la presencia

de varias poblaciones e indica estabilidad demografica.

En el caso de C. fuscicollis, pese a que tiene un tamaiio poblacional actual mucho menor
al de las otras especies (iabla XI), exhibe una diversidad genética mayor que la
observada en C. canutus y C. mauri. Una posible explicacion de este fenomeno es que a
esta especie le afectd de manera importante la glaciacién del Wisconsin, que ocurtio
hace aproximadamente 20,000 afios. Aunque su diversidad genética no es tan alta como
en el caso de C. alpina, que tiene una clara estructura filogeografica, Wennerberg et al.
(2002) reportén cierto grado de estructuracion genética entre la zonas de reproduccion
orientales y aquellas de la porcién este-centro para C. fuscicollis. Considerando que la
zonas de reproduccién de esta especie se localizan en la porcion norte centro de Canada
(Fig. 20) y que durante la glaciacion del Wisconsin estas zonas quedaron practicamente
cubiertas por hielo, es muy probable entonces que la reduccion en la abundancia haya
sido mucho mayor y que la poblacién haya quedado relegada en al menos mas de un
refugio, manteniendo estos niveles intermedios de diversidad gendtica que se reflejan en
la arquitectura bifurcada de su red de minima separacion y en la distribucion de

frecuencia bimodal de las diferencias parcadas (Figs. 16 y 18).

En cuanto a C. canutus, cuyas zonas de reproduccion coinciden aproximadamente con

las de C. alpina, aunque con una extension menor, Buehler y Baker (2003, 2005) han
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propuesto que durante la glaciacion del Wisconsin (hace 20,000 afios) se presentd un
cuello de botella demografico y una expansion poblacional hacia el oeste a partir de los
refugios localizados en Beringia (Fig. 21). Sin embargo, es claro que la historia
evolutiva de C. canutus es mas reciente ya que, a pesar de que se reconocen varias
subespecies presenta una curva tipica unimodal en su distribucién de frecuencia de
diferencias pareadas y una arquitectura escasamente polarizada en la red de la minima
separacion (Figs. 15 v 17). Quizd la separacion entre los grupos reproductivos de esta
especie es demasiado reciente y durante el altimo evento de expansion poblacional no
ocurrio una separacion completa entre los linajes maternos (polimorfismo ancestral

compartido).

Finalmente, C. mauri exhibié niveles de diversidad genética similares a los de C.
canufys pero, en congruencia con su mayor tamafio poblacional, un mayor nimero de
linajes maternos y huellas claras de una expansion poblacional reciente (Figs, 15y 17).
Aunque la presencia de una ligera polarizacion en su red de la minima separacion
plantea la posible existencia de una estructuraciéon poblacional, pero debido a la
limitacion espacial del muestreo no es posible determinar con certeza. Esta especie s¢
reproduce exclusivamente en Beringia y esa zona no sufiio reducciones tan importantes
en la disponibilidad del habitat debido al que solamente las regiones montafiosas y los
valles de glaciar quedaron cubiertos de hielo (Gualtieri et al. 2000). De hecho, es factible
que la clara huella de expansion poblacional observada en C. mauri sea reflejo de que al
descender el nivel de mar durante las glaciaciones, quedaron disponibles extensas dreas

de estepa que permitieron la subita expansion demografica de la especie (Fig. 21),
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Figura 15, Distribucién de frecuencia de las diferencias parecadas (Mismatch Distribution) en Calidris
mauri (datos de este trabajo) y Calidris canutus (datos tomados de Buehler y Baker 2005). La linea verde
representa la frecuencia observada, la linea azul representa las frecuencias esperadas en una poblacion en
expansion y la linea roja representa la frecuencia esperada en una poblacién que ha mantenido su tamafio
constante a través del tiempo.
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Figura 16. Distribucion de frecuencia de las diferencias pareadas (Mismatch Distribution) en Calidris
Juscicollis (datos tomados de Wennerberg et al. 2002) y Calidris alpina (datos tomados de Buehler y
Baker 2005). La linea verde representa la frecuencia observada, la linea azul representa las frecuencias
esperadas en una poblacion en expansion y la linea roja representa la frecuencia esperada en una poblacién
que ha mantenido su tamaiio constante a través del tiempo.
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Figura 17. Red de la minima separacion para Calidris mauri (este trabajo) y Calidris canutus (modificado
a partir de Buehler y Baker 2003). Cada circulo representa un haplotipo, el tamaiio de este indica su
abundancia relativa. Las lineas interconectan los haplotipos en funcién de la distancia genética entre ellos
y las marcas sobre las lineas representan el niimero de diferencias nucleotidicas entre los haplotipos.
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Figura 18. Red de la minima separacion para Calidris fuscicollis (modificado a partir de Wennerberg et
al. 2002) y Calidris alpina (modificado a partir de  Wenink et al. 1996). Cada circulo representa un
haplotipo, el tamaiio de este indica su abundancia relativa. Las lineas interconectan los haplotipos en
funcién de la distancia genética entre ellos y las marcas sobre las lineas representan el nimero de
diferencias nucleotidicas entre los haplotipos
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Figura 19. Distribucién global de Calidris mauri y Calidris canutus. En color amarillo se indican las
zonas de reproduccion y en color azul las zonas de invernacion.
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Figura 20. Distribucion global de Calidris fuscicollis y Calidris alpina. En color amarillo se indican las
zonas de reproduccion y en color azul las zonas de invernacion.
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Figura 21. Mapa de la regién denominada Beringia en el que se detalla fa extension del puente terrestre
(’so‘mbrendo_ en gris), las kineas de costa actuales y las areas que quedaron cubiertas por hielo durante el
altimo méxiino glaciar (Hneas punteadas), Tomado de Pruett y Winker (2005).




La estimacion del tamafio poblacional histérico de C alping, C. canutus y C. mauri
resulté congruente con los niveles de abundancia actuales. Esto permite inferir que
aunque muy probablemente los ciclos glaciares impactaran sus poblaciones, haciendo
que su abundancia fluctuara de manera importante en su abundancia, no hubo una
perdida considerable de linajes maternos (Tabla XI). El conjunto de huellas
demograficas (redes de la minima separacion v disiribucién de diferencias pareadas)
sustentan esta idea y permiten entonces sugerir que las poblaciones de estas especies
aparentemente han recuperado sus niveles de abundancia originales. En conraste, la
estimacion del tamafio histérico para C. fuscicollis esta muy por debajo al obtenido por
censos recientes, aun cuando su diversidad nucleotidica es mayor que la observada en C.
canutus y C mauri, especies que al igual que esta no exhiben un patrén filogeografico
definido (Tabla XI, Figs. 15-17). Una posible explicacién con base al ntmero de
haplotipos maternos, es consistente con un escenario de contraccion poblacional severa.
Como se menciono anteriormente, la extensién de la glaciacion sobre la porcién norte-
central del continente americano debié haber tenido un impacto mas severo en C,
Juscicollis, escenario consistente con las diferencias encontradas entre el tamafio actual e

historico de su poblacion y con un menor niimero de linajes maternos.

De la tabla XII resulta evidente que el nimero de haplotipos es una mejor huella de la
historia demogréfica de las poblaciones que los indices de diversidad nucleotidica
(Enriquez 2005, Enriquez et al. 2005). La incorporacion de el numero de linajes
maternos en la estimacion del tamafio historico de la poblacion resulté congruente con
los escenarios demograficos sugeridos por los analisis filogenéticos y de estructura

poblacional.
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La presente estimacion del tamafio efectivo histérico de la poblacién, en conjunto con un
estimador de abundancia reciente (censos), permite entonces evaluar el estatus actual de
las poblaciones, aportando con ello informacién valiosa para desarrollar fos planes de

conservacion y mangjo de las poblaciones de aves playeras,

Consideraciones finales

Con el objeto de evaluar que tan representativa pudiera ser la muestra empleada en el
presente estudio, se simul6 un remuestreo en dos poblaciones cuyos tamafos representan
las estimaciones de abundancia de C. mawri para el corredor migratorio del Pacifico
(1,000,0000 individuos, Morrison et al. 2004} y para el grupo que utiliza Bahia Santa
Maria durante el invierno (350,0000 individuos; Engilis et al. 1998). Bajo los supuestos
de que el nimero y la frecuencia de los haplotipos observados son los que realmente
ocutten en la poblacién global y de que todos los individuos tienen la misma
probabilidad de ser capturados durante el muestreo, el resultado de estas simulaciones
evidencian que con el tamafio de muestra empleado en este trabajo el nimero de

haplotipos que se esperarfa observar seria de entre 30 y 35 {Fig. 22).

Lo anterior sugiere que el numero de individuos que se desplazan a lo largo del corredor
migratorio del Pacifico, asi como aquellos que invernan en Bahia Santa Maria seca mayor
al que se ha estilﬁado en trabajos previos (Engilis et al, 1998). Esta idea esta sustentada
por ¢l hecho de que la simulacion de la tasa de encuentro de haplotipos tnicos no

alcanzaria la asintota con el tamafio de muestra empleado.
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Figura 22. Simulacién de la tasa de encuentro de haplotipos nuevos usando diferentes tamafios de
muestra, EI panel superior plantea una poblacién finita de 1,000,000 de individuos y el panel inferior una
poblacion finita de 350,000 individuos, ambos escenarios suponen 41 linajes maternos.
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Ya que las simulaciones arriba mencionadas sugieren un tamafio de muestra insuficiente
¥ que el muestreo estuvo restringido exclusivamente a una de las areas de descanso de
C. mauri a lo largo del corredor migratorio del Pacifico, existe un nivel de incertidumbre
que debe tomarse en cuenta en la interpretacion de los resultados que aqui se presentan
al ser este el primer reporte de variabilidad genética a nivel mitocondrial en la especie.
No obstante, al ser Bahia Santa Maria una de las dreas de mayor concentracion de
individuos durante la migracion y al estar ubicada en el corredor de Pacifico, por el que
se desplazan la mayoria de los migrantes, puede considerarse que el 4rea de estudio es el
sitio més adecuado en México para realizar un muestreo que pudiera ser representativo

de la poblacion giobal de C. mauri.
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Conclusiones

La poblacién invernante del Playere Occidental Calidris mauwri en Bahia Santa Maria
posee una baja diversidad nucleotidica, similar a la observada en otras especies del

género.

Los linajes maternos observados en Bahfa Santa Maria constituyen un grupo
geneticamente homogéneo de individuos de todas las clases de edad y sexos. Esto
permite inferir que es una especie monotipica que exhibe el mismo patrén migratorio

interanual y cierto grado de fidelidad a la zonas de invernacion.

Los machos de Calidris mauri exhiben un patrén de segregacion espacial y temporal,
asociado al tipo de habitat, aparentemente relacionado con la presencia de dos grupos

fenotipicamente similares pero filogeneticamente distinguibles.

El elevado nimero de haplotipos y la estrecha relacion filogenética de mismos, sugieren

un escenario de expansion demografica reciente para Calidris mauri.

Aunque es probable que la expansion demogréfica en Calidris mauri ocurriera después
de la ultima glaciacion, la congruencia entre el tamafio actual y el tamafio histérico de su
poblacion parece indicar que esta se encuentra en una fase cercana al equilibrio

demografico.

79




Literatura citada

Avise, J.C., RM . Ball y I. Arnold. 1988. Current versus historical population sizes in
vertebrate species with higt gene flow: A comparision based on mitochondrial
DNA lineages and inbreeding theory on neutral mutations, Molecular Biology
and Evolution 5: 331-344,

Baker, AJ., T. Piersma, T. y L. Rosenmeier. 1994, Unravelling the intraspecific
phylogeography of Knots Calidris canutus: a progress report on the search for
genetic markers. J. Ornithol. 135: 599-608.

Baker, A.J. y T. Piersma. 2000. Life history characteristics and the conservation of
migratory shorebirds, p. 105-124. En L. M. Gosling and W. J. Sutherland
[EDS.], Behaviour and conservation. Cambridge University Press, Cambridge,
UK.

Bildstein, K.L., G.T. Bancroft, F.J. Degan, D.E. Gordon, R.M, Erwin, E. Nol, L.X.
Payne, y S.E. Senner. 1991. Approaches to the conservation of coastal metods
to the Western Hemisphere, Wilson Bulletin 103: 145-154.

Bishop, M.A., P.M. Meyers y P.F. McNeley, 2000. A method to estimate migrant
shorebird numbers on the Copper River Delta, Alaska. Journal of Field
- Ornithology 71: 627-637.

Blomgyvist, D., B. Kempenaers, R.B. Lanctot y K. Sandercock. 2002. Genetic Parentage
and male guarding in the Artic-Breeding Western Sandpiper. Auk 119: 228-
233.

Brabata, G. y R, Carmona. 1995. Conducta alimentaria de cuatro especies de aves
playeras (Charadriiformes: Scolopacidae) en Chametla, B.C.S., México.
Revista de Biologia Tropical 47: 239-243,

Buehler, D.M. y A.J. Baker. 2003. Characterization of the red knot (Calidris canutus)
mitochondrial controf region. Genome 46: 565-572.

Buehler, D.M. y AJ Baker. 2005. Population divergence times and historical
demography in red knots and dunlins. Condor 107: 497-513.

Burmns, J.G. y R.C. Ydenberg. 2002. The effects of wing loading and gender on the
escape flights of least sandpipers (Calidris minutilla) and western sandpipers
(Calidris mauri), Behavioral Ecology and Sociobiology, 52: 128-136.

Butler, R W., F.8. Delgado, H. De La Cueva, V. Pulido y B.K. Sandercock. 1996.
Migration Routes of the Western Sandpiper. Wilson Bulletin 108: 662-672.

80




Campbell, R.W., M.G. Shepard y R.D Drent. 1972, Status of birds in the Vancouver area
in 1970. Syesis 5: 137-167.

Campbell, K., Jr. 1979, The non-passerine Pleistocene avifauna of the Talera Tar
Seeps, northwestern Peru. Royal Ontario Mus., Life Science Contrib, No 118.

Carvajal, M.A., 2003. Conservacion y desarollo para Bahia Santa Maria, Sinaloa:
Estrategia de Manejo. Comision para la Consevacion y Desarrollo de Bahia
Santa Maria. 84 pp.

Carmona, R., G. Ruiz-Campos y G. Brabata, 2004. Seasonal abundance of migrant
shorebirds in Baja California Peninsula, Mexico, and California, USA. Wader
Study Group Bulletin 105: 3-8.

Colston, P.R. 1975. Occurenceof the Western Sandpiper Calidris mauri at Lake Baikal
U.S.5.R. Bull Br. Ornithol. Club 95: 104-114,

Connors, P.G., J.P Myers y F.A. Pitelka. 1979. Seasonal habitat use by Artic Alaskan
shorebirds. Studies in Avian Biology 2: 101-111.

Dahl, T.E. 1990. Wetland fosses in the United States; 1780's to 1980's, U.S. Fish and
Wildlife Service, Washington, D.C. 21 pp.

Dizon, A.E,, S.J. Chivers y W.F Perrin. 1997, Molecular genetics of marine mammals,
Special Publication number 3. The Society for Marine Mammology. 388 pp.

Duffy, D.C, N. Atkins y D.C Sneider. 1981. Do shorebirds compete on their wintering
grounds? Auk 98: 215-229.

Elner, R W y D.A, Seaman, 2003. Calidrid conservation: unrequited needs. Wader Study
Group Bulletin 100:30-34.

Enriquez-Paredes, L.M. 2005. Identidad Genética de la Poblacion de Ballena Azul
(Balaenoptera musculus) en el Pacifico Nororiental: Agregaciones Mexicanas.
Tesis de doctorado. Facultad de Ciencias Marinas. Universidad Auténoma de
Baja California. Ensenada, B.C., México. 198 pp.

Enriquez-Paredes, L.M., J. De la Rosa-Vélez y B.L. Taylor. 2005. Estimating pre-
whalm% stock leve s through genetic diversity: A novel approach. Abstracts of
the 16" Biennial Conference on the Biology of Marine Mammals. -Society of
Marine Mammalogy. San Diego, California, December 12-16. 330 pp.

Engilis, A. Jr., LW, Oring, E. Carrera, J.W. Nelson y AM. Lopez. 1998. Shorebirds
surveys in Ensenada Pabellones and Bahia Santa Maria , sinaloa , México:
critical winter habitatas for Pacific flyway shorebirds. Wilson Bulletin 110:

332-341.

81




Ericson, P.G.P, I. Envall, M. Irestedt y J.A. Norman. 2003. Inter-familial relationships of
the shorebirds (Aves: Charadriiformes) based on nuclear DNA sequence data.
BMC Evolutionary Biology 3:16.

Excoffier, L., P. Smouse y I. Quattro. 1992. Analysis of molecular variance inferred
from metric distances among DNA haplotypes: Applicationto human
mitocondrial DNA restriccion data, Genetics 131: 479- 491,

Fernandez-Aceves, (G.J. 2005, Ecological and Social Factors affecting the Local Habitat
Distribution of western Sandpipers Wintering at Bahia Santa Marfa, Northwest,
México. Tesis de doctorado. Department of Biological Sciences. Simon Fraser
University. 109 pp.

Fernandez, G., I. de la Cueva, N. Warnock y D.B. Lank. 2003. Apparent survival rates
of Western Sandpiper (Calidris mauri) wintering in northwest Baja California,
México. Auk 120: 55-61.

Fernandez, G. y D.B. Lank.2006. Sex, age, and body size distributions of Western
Sandpipers during the nonbreeding season with respect to local habitat.The
Condor. 108 (en prensa)

Fu,Y.X.1996. Estimating the Age of the Common Ancestor of a DNA Sample Using
the Number of Segregating Sites. Genetics. 144: 829-838

Gualtieri, L., J. Brigham-Grette y O, Glushkova. 2000. Evidence for restricted ice extent
during the last glacial maximum in the Koryak Mountains of Chukotka, far
castern Russia. Geological Society of America Bulletin 112: 1106-1118.

Guthrie, D.A. 1980. Analysis of avifaunal and bat remains from midden sites on San
Miguel Isfand. Pp. 689-702 en The California islands: Proceedings of a
multidisciplinary symposium ( D, Power, Ed). Santa Barbara Mus. Natur. Hist.,
Santa Barbara , CA.

Haig, S'.M, C.L. Gratto-Trevor, T.D. Mulins y M.A. Colwell. 1997. Population
identification of Western Hemisphere shorebirds throughout the annual cycle.

Molecular Ecology 6: 413-427.

Harpending, H. (1994). Signature of ancient population growth in a low-resolution
mitochondrial DNA mismatch distribution. Human Biology 66, 591-600.

Helmers, D.L. 1992. Shorebirds Management Manual. Western Hemisphere Shorebird
Reserve Network, Manomet, MA. 58pp.

Hoelzel, A.R. 1992. Molecular genetic analysis of populations: A practical approach.
Oxford University Press. New York.

82




Holmes, R.T. 1971. Density, habitat, and the mating system of the Western Sandpiper
(Calidris mauri). Oecologia.7: 191-208.

Holmes, R.T. 1972, Ecological factors influencing the breeding season schedule of
Western Sandpipers (Calidris mauri) in subartic Alaska. The American
Midland Naturalist 87: 472-491.

‘Holmes, R.T. 1973. Social behaviour of breeding western sandpipers Calidris mauri.
Ibis 115:107-123.

Hugues, R.A, 1979. Notes on Charadriiformes of the south coast of Peru. Studies in
Avian Biology 2: 49-53.

lehl, LR, y B.G. Murray. 1983. The evolution of normal and reverse sexual size
dimorphismin shorebirds and other birds. Current Ornitology 3: 1-85.

Kumar, S., K. Tamura y M. Nei .2004. MEGA3J: Integrated software for Molecular
Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Briefings in
Bioinformatics 5:2.

Kvist, L., J. Martens, A.A. Nazarenko y M. Orell. 2003. Paternal leakage of
mitochondrial DNA in the Great Tit (Parus major). Molecular Biology and
Evolution 20(2): 243-247. '

Lopes. R.J., J.C. Marques y L. Wennerberg. 2006. Migratory connectivity and temporal
segregation of dunlin (Calidris alpina) in Portugal: evidence from morphology
ringing recoveries and mtDNA, Journal of Ornithology. 147: 385-394.

Mathot, K. J. y R'W Elner. 2004. Evidence for sexual partitioning of foraging mode in
Western Sandpipers( Calidris mauri) during migration. Canadian Journal of
Zoology 82: 1035-1042,

Mullis, K.B. y F.A. Falona.1987. Speci.ﬁc synthesis of DNA in vitro via a polymerase-
catalysed chain reaction. Meth. Enzymol.155: 335-350.

Monison, RLG. y JP Myers, 1989, Shorebirds flyways in the New World . IWRB
Spec. Publ,

Morrison, M.L., B.G. Marcot y R.W. Mannan .1998. Wildlife-habitat
relationships.Concepts and applications, 2nd ed. The University of Wisconsin
Press, Madison.

Morrison, R.1.G, Y. Abry, R.W. Butler, G.W. Beversbergen, G.M. Donaldson, C.L .
Gratto-Trevor, P.W. Hicklin,V.H . Johnson y R.K. Ross. 2001. Declines in the
North American shorebirds populations. Wader Study Group Buleiin 94: 39-
43,

83




Morrison, R.I. G., RK. Ross y L.J. Niles.2004. Declihes in Wintering Populations of
Red Knots in southern South America. Condor 106:60-70.

Myers, J.P. 1981. Cross seasonal interactions in the evolution of sandpiper social
systems. Behavioral Ecology and Sociobiology 8:195-202.

Myers, J.P., R1LG. Morrison, P.Z. Antas, B.A. Harrington, T.E. Lovejoy, M. Sallaberry,
S.E. Senner y A. Tarak. 1987. Conservation strategy for migratory species.
American Scientist 75:19-26.

Nebel, S., D.B Lank, P.D O’Hara, G. Fernandez, B. Haase, F. Delgado, F.A. Estela, L.J.
Evans Ogden, B. Harrington, B.E. Kus, J. Lyons, B. Ortego, J.Y. Takekawa,N.
Warnock y S.E. Warnock. 2002 .Western Sandpipers (Calidris mauri) during
the nonbreeding season: Spatial segregation on a hemispheric scale. Auk 119:
922-928.

Nei, M. 1987. Molecular Evolutionary Genetics. Columbia University Press. New York.
USA.

Nei, M., S. Kumar y K. Takahashi. 1998. The optimization principle in phylogenetic
analysis tends to give incorrect topologies when the number of nucleotides or
amino acids used is small. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 95: 12390-12397.

Nei, M. and S. Kumar. 2000. Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University
Press, New York.

Nisbet, .C.T. 1963. Western sandpiper on Fair Isle,Shetland. British Birds 56: 55-58,

Nunney, L. 1995. Measwring the ratio of effective population size to adult numbers
using genetic and ecological data. Evolution 49(2): 389-392,

O’Hara, P.D., G. Fernéndez, B. Haase, H. de la Cueva y D.B. Lank. 2006. Differential
migration of western sandpipers with respect to body size and wing length.
Condor 108: 225-232.

Page, G. y B. Fearis. 1971, Sexing Western Sandpipers by bill length. Bird-Banding
42:297-298.

Page, G., B. Fearis y R. Jurek. 1972. Age and sex composition of Western Sandpipers on
Bolinas Lagoon. California Birds 3:79--86.

Page, G.W., L.E Stenzel y JE. Kjelmyr.1999. Overview of shorebird abundance and

distribution in wetlands of the Pacific coast of the contiguous Unites states.
Condor.101:461-471.

84




Paion, T., O. Haddrathl y A.J. Baker. 2002. Complete mitochondrial DNA genome
sequences show that modern birds are not descended from transitional
shorebirds. Proceedings of the Royal Society, London Series B 269: 839-846

Paulson, D.P. 1983. Fledging dates and southward migration of juveniles of some
Calidris sandpipers, Condor 85: 99-101.

Paulson, D.P. 1993. Shorebirds of the Pacific Northwest.University of Wshington Press.
Seattle.

Pereira, S.L y A.J. Baker. 2004. Low number of mitochondrial pseudogenes in the
chicken (Gallus gallus) nuclear genome: implications for molecular inference
of population history and phylogenetics. BCM Evolutionary Biology

Posada, D. y K.A. Crandall. 1998, Model Test: testing the model of DNA subtitution.
Bioinformatics 14: 8§17-818.

Posada, D. y T.R. Buckley. 2004. Model selection and model averaging in
phylogenetics: advantages of akaike information criterion and bayesian
approaches over likelihood ratio tests. Systematic. Biology. 53: 793-808.

Pruett, C.L. y K. Winker. 2005. Biological impacts of climatic change on a Beringean
endemic: Cryptic refugia in the establishment and differentiation of the rock
sandpiper (Calidris ptilocnemis). Climatic Change 68: 219-240.

Rochambeau, H., Fournet-Hanocq y J.Vu Tien Khang. 2000. Measuring and managing
genetic variability in small populations. Ann. Zootech. 49: 77-93.

Rogers, A.R. y Harpending H. 1992, Population growth makes waves in the distribution
of pairwise differences. Molecular Biology and Evolution.9:552-559

Rokas A., E. Ladoukakis y E. Zouros. 2003, Animal mitochondrial DNA recombination
revisited. Trends in Ecology and Evolution. 18: 411-417.

Sandercock, B.K. 1998. Assortative Mating and Sexual Size Dimorphism in Western
and Semipalmated Sandpipers. Auk 115(3): 786-791.

Schneider, S., D, Roessli y L. Excoffier. 2000. Arlequin ver. 2.000: A software for
population genetics data analisis. Genetics and Biometry Laboratory,
University of Geneva, Switzerland.

Senner, S.E. y E.F. Martinez. 1982, A review of Western Sandpiper migration in interior
North America .Southwestern Nature, 27: 149-159,

Senner, S.E.,, G.C. West y D. W. Norton. 1981. The spring migration of western

sandpipers and dunlins in southcentral Alaska: numbers, timing, and sex
ratios. Journal of Field Ornithology 52: 271-284.

85




Smith, S. M. y F.G. Stiles. 1979, Banding studies of migrant shoerebirds in northwestein
Costa Rica. Studies in Avian Biology 2: 41-47,

Tajima, F. 1983. Evolutionary relashionships of DNA sequences in finite populations.
Genetics. 105; 437-460.

Tajima, F. 1996, The amount of DNA polymorphism maintained in a finite population
when the neutral mutation rate varies among sites. Genetics, 143, 1457-1465.

Thomas, G.H., M.A. Wills y T. Székely. 2004. A supertree approach to shorebird
phylogeny. BMC Evolutionary Biology doi:10.1186/1471-2148-4-28.

Warnock, N. y M.A, Bishop. 1998. Spring stopover ecology of migrant western
sandpipers. Condor 100: 456-467.

Weir, B.S y C.C. Cockerham. 1984. Estimating F-statistics for the analisis of population
structure. Evolution 38: 1358-1370.

Wenink, P.W., AJ. Baker y M.G.I Tilanus .1993. Hypervariable control region
sequences reveal global population structuring in a long-distance migrant
shorebird, the dunlin (Calidris alpina). Proceedings of Natural Academy
Sciences. 90: 94-98,

Wenink , P.W., AJ Baker y M.G.LTilanus. 1994. Mitochondrial control-region
sequences in two shorebird species, the turnstone and the dunlin, and their
utility in population genetic studies, Molecular Biology and Evolution 11: 22-
31.

Wenink, P.W. y A.J. Baker. 1996, Mitochondrial DNA lincages in composite flocks of
migratory and wintering dunlins (Calidris alpina). Auk 113: 744-756.

Wenink, P.W., A. ]. Baker, H.U. Rosner y M.G.J, Tilanus. 1996. Global mitochondrial
DNA phylogeography of holarctic breeding dunlins (Calidris «¢lpina).
Evolution 50: 318 -330.

Wennerberg, L. 2001, Breeding origin and migration patiern of dunlin (Calidris alpina)
revealed by mitocondrial DNA analysis. Molecular Ecology 10: 1111-1120.

Wennerberg, L., M. Klaassen y A. Lindstrém. 2002, Geographical variation and
population structure in the White-rumped Sandpiper Calidris fuscicollis as
shown by morphology, mitochondrial DNA and carbon isotope ratios.
Oecologia 131; 380- 390

Widrig, R.S. 1980, The shorebirds of Leadbetier Point. Wader Study Group Bulletin 29:
31-36.

86




Wilson, A.C., RL. Cann, SM. Carr, M. George, U. Gyllensten, K.M. Helm-
Bychowsky, R.G. Higuchi, S.R. Paulumbi, E.M Prager, R.D Sage y M.
Stoneking. 1985. Mitocondrial DNA and two perspectives on evolutionary
genetics. Biological Journal of Linnean Society 26: 375-400.

Wilson, H. 1994. Western Sandpiper (Calidris mauri). In The birds of North America,
no. 90 (Poole, A. and Gill, F., Eds.). - Birds N. Amer., Philadelphia.

Wink, M. 2006. Use of DNA markers to study bird migration. Journal of
Ornithology.147: 234-244.

Wright, S. 1965, The interpretation’ of population structure by F-statistics with special
regard to systems of iating. Evolution 19: 395-420.

87




Anexo 1

Secuencia y localizacion de los cebadores empleados para la
amplificacion de la region control mitocondrial de Calidris mauri.

Cebadores L098-H401 (Wenink et al. 1993)
Cebadores L438-H772 (Wenink et al. 1993)

N (cste trabajo)

Arenaria interpres
Secuencia del D-loop ADNmt (GeneBank L20136.1)

CATAAACCACCAAGCCCCATAAACATTCGGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCCCCCCCCCCGE
GCCGCATGTAATTTGGGCATTTTTTGTGGCTAACTATGTACTGGTTTGCATATACTTGTC]

CATGTTCCTTATCCATTAATTTTCACCCGGECTATACCCCCTCCTCCCCACACCCACT
CCCAGAGGACAACCGAGACAATGAACCTAGGAATTTTCACACATCTTGTACTAAACCCATGCCTCACTAG
GATTATGCATAGAAACTCCTCGATTTAGCACGGCAGTGCCTTAACACACACTATGCCTAGTCTAAGGTCA
TACGGATCCAAAATCTCTCGCAATACACACAAGCGTCGGACCAGGTTATTTATTAGTCGGACTCCTCACG
TGAAATCAGCAACCCGGCGTAGATAATGTCCTGCGTTACTAGCTTCAGGCCCATTCT T TCCCCCTACACT
CCTAGCACAACTTGCTCTTTTGCGCCTCTGETTCCTATGTCAGEGCCATAACTAGGTTAATACTCATAAC
TTGCTCTTTACGAATACATCTGGTTGGCTATATATCACCATTTTCGTCCGTGATCGCGACATCCCTAATT
CTTATACTTTTGGTTCCCTTTTTTTTCTGGGCGTCTTCAGGCAGCCCCTCCAGTGCAACGGGTGAATACA
ATCTAAGACTTGGGCATCTCATGCGTTGCGTCCTTATTTTGGCCCTCAGGAATTACTGAATGAGACGGTT
TCAAGTGTTTGGGGAATCATATCAACACTGATGCACTTTGTTTTACACCTGGTTATGGCTCCTCCGCAAG
CTGCGTACATGCCCTTATT T A\ TGATTTTTCATTTTTTCACTTCCTCTAACTT
TCTTAACAACACTAGTAAGTTTTACCTARATTAAGACCGTATTTTCATCACACATTTTATCTTCGCGTCT
TCGCACGTTTGTTAGCACTGAAANT TACATTAAAACAACACCCACAAACATCTTCATCCATACCATACCAC
CAAACCATCCCACCACAAAATGCAACTCCCCTACATAARACAAACAACARACAAACAACAAACAACAAAC
AACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAACAACAAAC
cT

Calidris alpina
Secuencia del D-loop ADNmt (GeneBank L20137.1)

TGTCCAATTATGTGETGCGCTGCATATACTTGTCCCNE BN C ATGTTCCAAATCC
ATTAATTTACAACCGGGCTATACACCTCTCCACCCCTCACCCGCCTCCAGAGGGTAACCGAAGCAATGAA
CCTAGGAATATTCACACACACTGTACTAAACCCATCAACTTGTTAGGATTATACATTAAAACTCTCTAAA
GCGTACGGCAGTGCTTTAACACACGCCATGATTGGTTTAAGTGCAGACAGCTCGAAAACTCTCGAAGTGE
ACACCAGTCGTACCAGGTTATTTATTAATCGAGCTCCTCACGTGAAATCAGCAACCCGGCGTARGTAATG
TCCTGCGTTACTAGCTTCAGGCCCATTCTTTCCCCCTARAACCCTAGCACAACTTGCTCTTTTGCGCCTCT
GGTTCCTATGTCAGGGCCATAAATAGGTTAGTACTCATAACTTGCTCTTTACGAATACATCTGGTTGGCT
ATATCTCACCATTTTCGTCCGTGATCGCGGCATTCCAAAATTCTTATACTTTTGGTTCCTTTTTTTTTTG
GGGGTCTTCACAGGTGGCCCACCCAGCGCAACGGGTAAATACAATCTAAGACCTGARCATCTCGTGCGTT
GCGGTCTATATTTTGGCCCTCAGGAGTTACTGAATGAGACGGTTTCAAGTGTTTGGGGAATCATATCAAC
ACTGATGCACTTTGTTTTACACTTGGTTATGGCCTCCCCGCAAGCTGCGTACATGCCATTA

S A TGAT T TTTCAATTTTTCACTTCCTCTAATTTTC T TAACAACACTAGAAGATTTCAAC
TAAACTTAAACTACGTTTTCATTACACATCTTATTTACACATTTTTTCATACGTTATCACCGCTGAAATT
ACATTAACATAATAACCATAAACGTTTGGGTTCATCTATTCGAACACAAATCCCCTACCAATAAAGGAAA
CTCTCCTACAAAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACARACAAACAAACAAL
CAAACAAACAAACAAAATACCC




Anexo 2

Alineamiento de las secuencias de homoélogas de la regién control
mitocondrial de Calidris mauri, Calidris alpina, Calidris canutus,
Calidris temminckii y Arenaria interpres.
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CECR.BQOZOAB0 L - e e e s eeeeemmen —em ATTCTTTCCC CCTAAACCC-
ArenariaCRorigi TCCTCACGTG AAATCAGCAA CCCGGCGTAG ATAATGTGCT GGGTTACTAG CTTCAGGCCC ATTCTTICCC CCTACACCCC

[ Addd44444 4444444444 4444444440 5404484440 44464484488 2864444400 444444444% 44444484884
[ 0000000004 11113121112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 1777777178
[ 1234567850 1224567890 1234567890 1234567850 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
Alpina_40000000 TAGCACAACT TGCTCTTTTG CGCCTCTGOT TCCTATGICA GGGCCATAAA TAGSTTAGTA CTCATAACTIT GCICTTTACG
CaCB_LO672) _las TAGCACAACT TGCTICTTTTG CGCCTCTCGT TCCTATCTCA GGGCCATAAA TAGGTTAGTA CTCATAACTT GUICTTTACG
CoCR_AYIOB LT L e oo e e eiemman mmmmmmmean Amm—mmmm—a amememe——na
CeCR AY198164 1 oo e e s mmmmmammen e mmmaene e
CrHapGlCReyvant TAGCACAACT TGCTCTTTTG CGCCICTGGT TCOTATGICA GGGCCATAAA TAGGTTAATA CTCATAACTT GCTCTTTACG
Cindapd2CRovvant TAGCACAACT TGCTCTTTTG CGCCTCTGGT TCCTATGTCA GGOCCATAMA TAGGTTAATA CTCATAACTT GCTCTTIACH
CtCR_DQO20474_1 TAACACAACT TCCTCTTTTG CGLCICTGGT TCCTATGTCA GGGUCATAMA TAGGTTAATA CTCATAACTT GCTCTITACG
CtCR_DQO20460_1 TAACACAACT TCCTCTTTTG CGCCTICTGGT TCCTATGTCA GOGCCATAAA TAGGTTAATA CTCATRACTT GCTCTTITACG
ArenariaCRorigi TAGCACAACT TGCTCTTTTC CGCCTCTGGT TCCTATGTICA GGGCCATAAC TAGGTTAATA CTCATAACTT GCTCTITACG
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ArenariaCRorigi
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Alpina_40000000
CaCB_L06721 _liaa
CeCR_AY198171_1
CeCR_AYL198154 1
CrHapllCRevvanr
CrHapd2CRevvanr
CECR_DQO20474_1
CLCR_DO020460.1
ArenariaCRorigi
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Alpina_ 40000000
CaCB_L06721_laa
CcCR_AY198171_1
CeCR_AY198154_1
CrmHapl l1CRevvany
CrHapO2CRovvanr
CECR_DQ020474 1
CECR_DQO20460_1
ArenariaCRorigi

Alpina 40000000
CaCB_L0E7Z] laa
CeCR_AY1981711
CcCR_AY198154_1
CuHapOiCRovvant
CmHapl2CRevvanr
CLCR_DQ020474_1
CECR_DQ020460_1
ArenariaCRorigi

44444444¢4
8688888889
1234567890
AATACATCTG
AATACATCTG
AATACATCTG
AATACATCIG
AATACATTIC
AATACATITG
AATACATCIG

5555555555
6656666667
12345678590
TTTTTT-GGG
TTTTITHGG!

TTTTTTGGGG
TTTITIGGEGE
TITTTCGGGS
TTTTTCGGGG
TTTICTGGEL

6666666666
4444444445
1234567890
GGTCTATALT
GGTCTATATT
GGCCT-TATT
GGLCCT-TATC
GGCCT-TATT
GGOCT-TATT
GGCCT~ATAT
GGOCT-ATAT
GTCCT-TATT

THTTIITT
222222222}
1234567890
TGTTTTACAC
TGTCTTGCAC
TGICTTGCAC
TGTTTTACAC
TGTTTTACAC
TGTTTTACAT
TGTITTACAT
TGTTTTACAC

8888888888
0060000001
1234567890
ARTTTTTCAC
ACTTTTICAC
ACTTTTTICAC

ATTTTTTCAC

4884868888
§588888889
1234567890
ATTTACACAT

TAT-TT-GTG
TAT-TT-GTG

TATCTICGLG

9999955559
6666666667
12345678390
AACACARATC
CCGRACTAA-
CCGAACTAA-

4444444445 5555555595 5555555555
9999999990 0000000001 1111113112
1234567890 1238567890 1234567890
GTTEGCTATA TCTCACCATT TTCGTCOGTS
GTTGGCTATA TCTCACCATT TTCGTCCGTIS
GITGGCTATA TATCACCATT TICGTCCGTG
GTTGECTATA TATCACCATT TTCGTCCGTG
GTTCGCTATA TCTCACCATT TICGTCCGTG
GTTCCCTATA TCTCACCATT TTCGTCCGTG
GTTGGCTATA TATCACCATT TTCGTCCGTG

5555555555 5555555555 5555555556
7777777776 5888888889 9999999990
1234567890 1234567890 1234567890
GGTCTTCACA GGTGGCCCAC CCAGCGCAAC
GGTCTTCACA GGTGGCCCAC CCAGCGCAAT

5555555555
2222222223
1214567890
ATCGCGGCAT
ATCGCGGCAT

5555555555
3333333334
1234567890
TCCAARATTC
TCCARAATIC

ATCGCGGCAT
ATCGCGGCAT
ATCGCGGCAT
ATCGCGGCAT
ATCGLGACAT

6666666666
0000000001
1234567890
GGGTAARTAC
GOGTARATAC

TCCARARTIC
TCCARAATTC
TCCAARATTC
TCCAAAATTC
CCCTAATTCT

G666666666
1111111112
1234567890
ARTCTAAGAC
AATCTAAGAC

GGTCTICACA GGTTGCCCTC CCAGCGTAAC
GGTCTTCACA GGTTIGCCCTL CCAGLGCAAC
GETCTTCACA GGTGGCCCTC CCRGCGCAAC
GGTCTTCACA GOTGGCCCTC CCAGCGCAAC
G-TCTIT--CA GUCAGCCCCT CCAGTGCAAC

COGEBEEHEE 6666666666 H666666666
5555555559 6666666667 1777777778
1234567890 1214567890 1234567890
TTGCCCCTCA GOAGTTACTG AATGAGACGS
TTGGCCCTCA GGAG--=-=- —--ommmm -
TTGGCCCTCA GGUGTTACTA AATGAGACGG
TTEGCCCTCA GGUGTTACTA AATGAGACGG
TIGGCCOTCA GGLGTTACTS AATGAGACGG
TTGGCCCTCA GGCGTTACTG AATGAGACGG
CTGGCCCTCA GGCGTCACTC AATGAGACGG
CTGGCCCTCA GGOGTCACTC AATGAGACGS
TTGGCCCTCA GSAATTACTG AATGAGACGS

TITTII19737 1FIRNITNY MNITITT
3333333334 4444444445 5555555556
1234567850 1234567890 1234567890
TTGETTATGS COTCCCCGCA AGCTGUGTAC
TTGGITATGG CTCCCGCGCA ACGTGCGTIC
TTGGTTATGG CTCCCGCGCA ACGTGCGTIC
TTGGTTATGS CCTCCCCGCA AGCAGCGTTIC
TTGGTTATGS CCTCCCCGLA AGCAGCGTIC
TTTATTATGC CTTCCCCGCA AGCTGLGTCA
TTTATTATGC CTICCCCGCA AGCIGCGTCA
CTGGTTATGSE CTCCTCCGCA AGCTGCGTAC

3888838888 5836820868 8888888888
11111311312 2222222223 3333333134
1234567850 1234567890 1234567850
TTCCTCTAAT TTTCTTAACA ACACTAGAAG

TICCTCTGAC TTICTTAACA ACACTAGTAA
TTCCTCTGAC TTTCTTAACA ACACTAGTAA

TTCCTCTAAC TTICTTAACA ACACTAGTAA

6888888889 9999995599 9999999999
9%9999999¢ 0000000001 11111311112
1234567890 1214567890 1234567890
TTTTTCATAC GTTATCACCG CTGAAATTAC
TATTTTTTAT ACGTTATCGG CACTGAAATT
TATTTTTTAT ACGTTATCGG CACTGAAATT

T-CTTCGCAC GT-TIGTTAG CACTGARATT

-

9999599999 999999999% §99999%990
7777777778 3888888885 9999999990
1234567890 1234567850 1234567890
CCCTACCAAT AAAGGAARCT CTCCTACAAA

GGGTGRATAC
GGGIGAATAC
GGGTIGAATAC
GGGTOAATAC
GGGTGAATAC

66666656666
8858368889
1234567890
TTTCAAGTGT

AATCTAAGAC
AATCTAAGAC
AATTTAAGAC
AATTTAACAC
AATCTAAGAC

6656665666567
39999999%0
1234567890
TTGEGGAATT

5555555555 5555555555
4444444445 5555555556
1234567890 12345678%0
TTATACTTTT GGTTCCTTIT
TTATACT GGTICC

TTATACTTTT GGTTCCTTIN
TTATACTITT GGTTCCTIIT
TTATACTTIT GGTICCTTTT
TTATACTTTT GGTICCTTTT
TATACTTTTG GTICCCTTTT

6666666666 G6BE66H6666
2222222223 33331333334
1734567890 1234567890
CTCAACATCT CGTGCHTIGE
CIGAACATCT CGTGCGTTGC
CIGGACATCT CATGGCTTGC
CTGGGCATCT CATGGCTTGC
CTGTGCATCT CATGCGTIGC
CTGTGCATCT CATGCGTTGC
GIGGGCATCT COTCCACAAC
GTGGGCATCT CGTCCACAAC
TTGSGCATCT CATCCGTTGC

11T 1IN
0000000001 1111111112
1234567890 1234567890
ATATCAACAC TGATGCACTT

TTTCAAGTGT
TTTCAAGTGT
TTTCAAGTGT
TTTICAAGTGT
TGICAAGTGT
TGTCAAGTST
TTTCAAGTGT

7711171717
5666666667
1234567890
ATGCCATTAT
ATGCCATIGY
ATGCCATIGT
ATGCCACTGT
ATGCCACTGT
ATGCCOTTAT
ATGCCCTTAT
ATGCCCTTAT

8838888838
4444444445
1234567850
ATTTCAACTA
TTTTCAGCTA
TTTICAGCTA

GTTTTACCTA

9999999999
2222222223
1234567890
ATTAACATAA

TIGGGGAATC
TTGGGGAATC
TIGGGGAATC
TTGGGGAATC
TTGGGGAATC
TTGEGGAATC
TIGGGGAATC

TN
77717777778
1234567890
TTARTGAATG
TTAATGAATG
TTAATGAATG
TTAATG- -~ -

TTAATGAATG

gagpagseEs
5555555556
1234567890
AACTTAAACT
AATTTAAACT
AATTTAMACT

AATTAAGACC

9999599999%
3333333304
1234567890
TAACCATAAA

ATATCAACAC [GATGCACTT
ATATCAACAC TGATGCACTT
ATATCAACAC TGATGCACTT
ATATCAACAC TGATGCACTT
ATACCCACAC TGATGCACTT
ATACCCACAC TGATGCACTT
ATATCAACAC TGATGCACTT

TITTIINNEY TITINIVIIR
8868588889 9999999990
1234567830 12345678%0
CTTGTEGGAC ATGATTTITC
CTTGTGGGAC ATGATTTTTC
CTTGTGGGAC ATGATTTTIC

CTIGTGGGAC ATGATITTIC

8880885638 4888888888
6666666667 7777777118
1234567890 1234567890
ACGTTTTCAT TACRCATOIT
GTATTTTCAT TACACATITG
GTATTTTCAT TACACATITG

GTATTTTCAT CACACATTT-

9999959999 5999999599
4444444445 5555555556
12345678%0 1234567890
COTITGGGTT CATCTATTCG

ACATTAATAA
ACATTAATAA

AACAATCACT
AACAATCACT

ARMACGTCGAC GTTCATCTAT
AAACGTCGAC GITCATCTAT

ACATT---AA

11111%1111
0000000000
8000000001
1234567830
AACAMACAAR

ARCAA-CACC

1111111111
0000000000
1111111112
1234567880
CARACAAACA

1111111111 11113311111
00030000030 0000G000Q0
2222222221 13313313144
1234567890 1234567890
AACARRCAAR CAARCAAACA
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Alpina_40000000
CacB_L06721_laa
CcCR_AY1S8171_1
CcCR_AY198154_1
CreHap0 LCRevvany
CroHap02CRevvanr
CLCR_DQO20474_1
CECR_DQ020460_1
ArenariaCRorigi

1111133187 11113123131 3113131330311 21333331401
0600000000 0039000000 CAGGH0L000 000000000
4444444445 5555555556 6666666667 7777777778
1234567890 1234557890 1234567890 1234567890
ARCAAACARA CAAACAAACA ARCARACAAA CAAAATACCC
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CmHap(l

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCECTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapQ2

GGGCTATACA
ACTAARACCCA
GGTCTAALTG
GARATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTPCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap03

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap04

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGTCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapQ5

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TECTCTTTTG
GTTGACTATA
GGTCTTCACA
TGGCCUTCAG
TGGTTATGGC

Anexo 3

Secuencias completas de los haplotipos de Calidris mauri

presentes en Bahia Santa Maria, Sinaloa, México.

CCTCCACALC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCLTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAM

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTTCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCLGGLETA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAARACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAARCTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTE
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGL
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTA
CCAGCGCAAL
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GARAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAR
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTATT

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAARATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAL
GCTTCAGGCC
TAGGTTRATA
TCCARAATTC
ARTCTARGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAACCGAGACT
CTCGARAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TEATACTTTT
CPGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATET
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTETT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTE
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATIT
GTTTTACACT

CATACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATIT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTITTTGGGE
GGCCTTATTT
GCTTTACACT
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CmHap06

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGOCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap07

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap(8

GGGCTATACA
ACTAARACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap(9

GGGCTATACA
ACTARACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHaplo

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapll

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TECTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGCC

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGET
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGTAA

CCTTCACRCC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGET
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCOACACC
TTAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTCCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGUGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTTA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGRAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CTCCAGAGGA
ATAMCAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAARA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCUATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGARA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAGGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CAATCGAGAC MAATGAACCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAAATTC TTATACTTTT
AATCTAAGAC CTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TAATG

CAATCGAGAC AATGAACCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAAATTC TTATACTTTT
BATCTAAGAC CTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TAATG

CAACCGAGAC AATGAACUCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAAATTC TTATACTTTT
AATCTAAGAC CTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TARATG

CAATCGAGAC AATGAACCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAAATTC TTATACTTTT
AATCTAAGAC CTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TAATG

CAATCGAGAC AATGAACCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATTT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAMATTC TTATACTTTT
AATCTAAGAC TTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TAATG

CAATCGAGAC AATGAACCTA
CTCGAAAGTG TACGGCAGTG
CCAGTCGTAC CAGGTTATIT
GCTTCAGGCC CATTCTTTCC
TAGGTTAATA CTCATAACTT
TCCAAAATTC TTATACTTTT
BATCTAAGAC CTGTGCATCT
TGGGGAATCA TATCAACACT
TAATG

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTRTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCPTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTIGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT
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CmHapi2

GGGCTATACA
ACTAAARCCCA
GGTCTAAGTA
GAMATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CraHapl3

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCLTCAG
TGGTTATGGC

CmHapld

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapl5b

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TECTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGEGTTATGGC

CcmHaplé

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapl?

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TECPCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTTCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGE
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACTTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAARACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTTA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GRAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAMAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAMACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTATT

CTCCAGAGAA

'ATAACAAACC

GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAATAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCTATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTATT

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAMATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAGTCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAMAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAACCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTPAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

BATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTITCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTARACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTPAARCCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTARACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TPPTTTGEEGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTPITTGEGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

94




CmHapls

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGECCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHaplg

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTS
GAAATCAGCA
TGCTCTTTITG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGSC

CmHap20

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TECTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap2l

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap22

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap23

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GARATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CCTTCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGECCLTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGATAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGELGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
QTCCCCAECAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTS
CCAGCGCRAC
ATGAGACGGT
GCAGCATTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCLGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGMATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCETCCETG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATARA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGUAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTATT

CTCCAGAGAA
ATAATAAACC
GAGGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATARA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CAATCGGGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAANTTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAARAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTLC
AATCTAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

AATGAARCCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTIT
CATTCTTTCC
CTCATAARCTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGARCCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAANCCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCTTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACH
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCTTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CACACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGECSE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTITTTGGCE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT
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CmHap24

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap25
GGGOTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTHITG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHapR6

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap27

GGGCTATACA
ACTAMNACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap28

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

Cmiap29

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGCCCCTCAG
TGETTATGGC

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTCCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACCT
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCrCeacace
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGE
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTPCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTTA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTLCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

TTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATARA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAGCAMACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACARACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATARA
ATCGCGGCAT
GGGGGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAANC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAT
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAMAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAAMAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAACCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAMATTC
AATCTAAAAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
TTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGUCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAMCCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAMNCCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTIT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CACACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGSGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGS
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGCEGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT
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CiHap30

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTITTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGBCLCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap3l
GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTANGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap32

GGGCTATACA
ACTAAMACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CrHap33

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap34

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap35s

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTRAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTTCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACALCC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCETG
CCAGCGCCAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTAACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CTCCAGAGAA
ATAACARALCC
GAGGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAMA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAMACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGUCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACRAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CAATCGAGARC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTARGAC
TGGGGAATCA
TRATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAMAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GUTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGGGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTABAAC
TGGGGAATCA
TAATG

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTITT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCOTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAMACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTIT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTARCACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTIGCGEGE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACRACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CACACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CACACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGCG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CACACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTCGGSE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT
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CmHap3é

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAMATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap37?
GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GARATCAGCA
TGCTCTTITG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap38

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap39

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TAGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap40

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTCTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGGTTATGGC

CmHap4l

GGGCTATACA
ACTAAACCCA
GGTCTAAGTG
GAAATCAGCA
TGCTUTTTTG
GTTGGCTATA
GGTCTTCACA
TGGCCCTCAG
TGATTATGGC

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACT
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTTCACACC
TCAACTTGCT
CAGACAGTTC
ACCCGGCGTA
CGCCTCTGGT
TATCACCATT
GGTTGCCCTC
GCGTTACTGA
CTCCCCGCAA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCEICCGTSE
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTS
CCAGCGCAAC
ATGAAACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAARACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGARACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTS
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTC
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCGTTCA

CCTCACCTGC
AGAATTATAC
GAAAACTCTT
AGTAATGTCC
TCCTATGTCA
TTCGTCCGTG
CCAGCGCAAC
ATGAGACGGT
GCAGCATTCA

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAMA
ATCBCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATAAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GGGCCATARAA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CTCCAGAGAA
ATAACAAACC
GAAGTGCACA
TGCGTTACTA
GQGCCATALA
ATCGCGGCAT
GGGTGAATAC
TTCAAGTGTT
TGCCACTGTT

CAATCGAGAC
CTCGAARGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAMAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAMGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAANGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCAAAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

CAATCGAGAC
CTCGAAAGTG
CCAGTCGTAC
GCTTCAGGCC
TAGGTTAATA
TCCARAATTC
AATCTAAGAC
TGGGGAATCA
TAATG

AATGRACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
TTGTGCATCT
TATCAACACT

ARTGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCCTCT
TATCAACACT

ANTGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

AATGAACCTA
TACGGCAGTG
CAGGTTATTT
CATTCTTTCC
CTCATAACTT
TTATACTTTT
CTGTGCATCT
TATCAACACT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAMACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAAACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

GGAATATTCA
CTTTAACACA
ATTAATCGAG
CCCTAMACCC
GCTCTTTACG
GGTTCCTTTT
CATGCGTTGC
GATGCACTTT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGY
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGEG
GGCCTTATTYT
GTTTTACACT

CATACCACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGG
GGCCTTATTT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGGE
GGCCTTATAT
GTTTTACACT

CATACTACGT
CGCTATGAAT
CTCCTCACGT
TAGCACAACT
AATACATCTG
TTTTTTGGGSE
GGCCTTATTT
GTTTTACACT
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Indices de diversidad molecular para los grupos empleados en las

Anexo 4

comparaciones pareadas del analisis de varianza molecular

Grupo n nH H m
Sexo
M 92 28 0.7659 +/- 0.0473 0.0028 +/- 0.0018
H a6 10 0.8205 +/- 0.0423 0.0031 +/- 0.0019
Temporada
2000 92 29 0.7365 +/- 0.0512 0.0026 +/- 0.0017
2001 83 30 0.8531 +/- 0.0370 0.0633 +/- 0.0020
Temporada y sexo
2000 M 46 17 0.7043 +/- 0.0754 0.0027 +/- 0.0017
2001 M 44 23 0.8499 +/- 0.052¢ 0.0039 +/- 0.0024
2000 H 52 21 0.8160 +/- 0.0537 0.0041 +/- 0.0025
2001 H 39 18 0.8664 +/- 0.0501 0.0039 +/- 0.0023
Grupo n nH H L
Meses
e 93 34 0.7835 +/- 0.0459 0.0032 +/- 0.0020
f 34 17 G.8503 +/- 0.0577 0.0037 +/- 0.0023
m 26 11 0.7846 +/- 0.0806 0.0032 +/- 0.0021
Meses - Sexo
e-M 47 20 0.7410 +/- 0.0709 0.0030 +/- 0.0019
f-M 18 12 0.8954 +/- 0.0653 0.0043 +/- 0.0026
m-M 15 7 0.7810 +/- 0.1016 0.0032 +/- 0.0021
e-H 44 20 0.8129 +/- 0.0603 0.0032 +/- 0.0020
f-H 16 10 0.825C +/- 0.0978 0.0031 +/- 0.0020
m-H 11 & 0.8000 +/- 0.1138 0.0032 +/- ¢.0022
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Grupo n nH H T
Hahitat
PL 45 17 0.7374 +/- 0.0715 0.0027 +/- 0.0018
G 76 30 0.8568 +/- 0.0380 0.0039 +/- 0.0023
T 41 20 0.7427 +/- 0.0765 0.0036 +/- 0.0022
Hébitat - Sexo
PL-# 22 9 0.7489 +/- 0.0945 0.0028 +/- 0.0019
PL-H 20 g 0.70583 +/~ 0.1114 0.0024 +/- 0.0016
G-M 41 21 0.8634 /- 0.0506 0.0G36 +/- 0.0022
G-H 29 13 0.7956 +/- 0.0745 0.0038 +/- 0.0023
T-M 22 i1 0.7143 +/- 0.1080 0.0037 +/- 0.0023
T-H 19 11 0.7895 +/- 0.0995 0.0035 +/- 0.0022
Habilat - Temporada
PL 2000 18 10 0.8105 +/- 0.0927 0.0030 +/- 0.0620
PL 2001 26 1i G.7108 +/- 0.0%60 0.0026 +/- 0.0017
G 2000 26 11 0.7477 +/- 0.0882 0.0031 +/- 0.0020
G 2001 51 26 0.9067 +/- 0.0341 0.0043 +/- 0.0025
T 2000 15 17 0.7126 +/- 0.0874 0.0033 +/- 0.0020
Edad
A 133 ig 0.7979 +/- 0.0366 0.0029 +/- 0.0018
J 45 19 0.7606 +/- 0.0685 0.0030 +/- 0.0019
Edad y Habitat
PL- A 38 15 0.7226 +/- 0.0796 0.0026 +/- 0.0017
PL-J 9 7 0.9167 +/- ¢.0920 0.0039 +/- 0.0026
G-A 59 27 0.8679 +/- 0.0412 0.0038 +/- 0.0023
G-J 17 11 0.8456 +/- 0.0B86 0.003% +/- 0.0025
T-A 21 12 0.8238 +/- 0.0837 0.0043 +/- 0.0026
T-J 20 9 0.6526 +/- 0.1225 0.0029 +/- 0.001%
Edad - Temporada
2000 A 51 20 0.72060 +/- 0.0704 0.0028 +/- 0.0018
2000 J 39 18 0.740% +/- ©.0779 0.0032 +/- 0.0020
2001 A 76 29 0.8477 +/- 0.0398 0.0038 +/- 0.0022
20041 J 6 5 0.9333 +/- 0.1217 0.0048 +/- 0.0033
Edad y sexo
M-A 87 26 0.7829 %/~ 0.0534 0.0035 +/- 0.0021
M-J 25 11 0.7333 +/- 0.0952 0.0026 +/- 0.0017
H-A 67 30 0.8358 +/- 0.0458 0.0035 +/~- 0.0022
H-J 22 11 0.8268 +/- 0.0747 0.0039 +/- 0.0024

100




Niimeros de acceso al GeneBank de las secuencias empleadas en el
analisis filogenético interespecifico

Anexo 5

Especie GeneBank
C. alpina L.06721
C. alpina L06723
C. alpina 06724
C. alpina L06722
C. alpina 08750
C. alpina ~ LO6735
C. alpina L.O67 41
C. alpina L6748
C. alpina L06734
C. alpina 06739
C. alpina L0B745
C. alpina L0g742
C. alpina L06744
C. alpina LOG738
C. alpina L06736
C. alpina L06730
C. alpina L06743
C. alpina LO6740
C. alpina L06737
C. alpina L06733
C. alpina LO6732
C. alpina L06731
C. alpina L06729
C. alpina L06749
C. alpina LOB726
C. alpina LO6728
C. alpina LOB755
C. alpina LOG754
C. alpina LO6753
C. alpina L06752
C. alpina LOG751
C. alpina LO6747
C. alpina LO6746
C. alpina Log727
C. alpina LO6725
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Especie GeneBank
C. canutus AY198171
C. canutus AY198170
C. canutus AY198169
C. canutus AY 198168
C. canultus AY198167
C. canutus AY 198166
C. canutus AY198165
C. canulus AY198164
C. canutus AY198163
C. canutus AY188162
C. canutus AY198161
C. canufus AY 198160
C. canutus AY198159
C. canutus AY198158
C. canutus AY198157
C. canutus AY198156
C. canutus AY198155
C. cantitus AY198154
C. canutus AY198153
C. canutus AY198152
C. canutus AY198151
C. canutus AY198150
C. canutus AY198149
C. canutus AY198148
C. canytus AY198147
C. canutus AY198146
C. canutus AY198145
C. canutus AY198144
C. canutus AY198143
C. canutus AY198142
C. canutus AY198141
C. canulus AY198140
C. canutus AY198139
C. canutus AY198138
C. canulus AY198137
C. canutus AY198136
C. canulus AY198135
A. Interpres 1.20136
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