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RESUMEN.

La diferenciacién intraespecifica del lobo marino
Californiano (Zalophus californianus) fue determinada
para 4 localidades distintas (Islas San Miguel y San
Nicolas en California, EUA y Punta Banda y Bahla de
los Angeles, Baja California, MéXxico, Se replicéd y
purificd el &cido desoxiribonucléico mitocondrial (ADN
mt) mediante la Reacciébn de Polimerasa en Cadena usando
105 fragmentos hipervariables del citocromo b y la
Regién Control, Las secuencias comparativas alineadas
respecto al origen y direccién de las réplicas de ADN
mostraron un solo genotipo respecto al citocromo b
y 1 genotipos para la Regidn Control. El grado de
divergencia secuencial fueé calculado con el Analisis
de Parsimonia mismo que generé los 4 &rboles filogenéticos
més parsimoniosos. Los maximos valores de divergen-
cia secuencial (0.3 - 9.5%) coincidieron con 108 adrboles
obtenidos considerando a los lobos marinos del Golfo
de California como un grupo separado respecto a 108
otros. El An&lisis estadlstico G1 (-1.74), l0s Indices
de Consistencia (0.87), Homoplasia (0.13) y Retencién
(0.86) demostrarcn la validez de los datos filogenéti-
cos, Se encontraron 16 substituciones nucleotldicas
consideradas como cambios informativos de los cuales
1 fueron transiciones y S fueron transversiones,

Todos estos resultados apoyaron la idea de la influencia
que han ejercido un reciente cuello de botella poblacional
y la presencia de la Peninsula de Baja California
como una considerable barrera geografics.
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INTRODUCCION,

Conocer la variabilidad y grado de diferenciacién

genética en organismos superiores resulta ser hasta

la actualidad, un problema para definir la especiacion.
Dentro de l0s mamiferos marinos, los pinipedos muestran
esta situacién (Arnason, 1977). En particular, el lobo

marino (Zalophus californianus) presenta una distribucién .

que va desde las costas de Mazatlan, en México hasta
las costas de Columbia Briténica, en Canads (Peterson

y Bartholomew, 1967; Antonelis y Fiscus, 1978).

Se sabe que el lobo marino de California presenta
aspectos migratorios dentro de su rango geografico
actual, Jones (1981) en sus trabajos con mamiferos
marinos en el norte de Ccaliforma, detectd que los
machos y en algunas ocasiones, los subadultos del mismo
sexo migran al norte hasta Columbia Briténica durante
‘ptiembre - octubre y en marzo, retornan al sur de
california y Baja California, aunque este patrén de
mugr'acmn no incluye a 108 lobos marinos del Golfo
de California (Aurioles, 1963).



Las fluctuaciones en el ngmero de individuos
de una poblacién pueden clasificarse basicamente en,
4 formas:

Dispersién, movimientos locales dentro de una distribucién
habitual, nomadismo y migracién (Caughley, 1977;

Maravilla, 1986 Orta, 1988). Respecto a la migracién '
de los mamiferos marinos, se piensa que la cantidad
de energla demandada y los cambios en la amplitud del
dia son factores determinantes en este comportamiento
(Maravilla, 1986). En el caso de los pinlpedos, parece
estar ademéas, en funcién de la necesidad de mantener
las dreas reproductivas terrestres y buscar mejores
lugares para la alimentacién. Aurioles (1982) detectd

un comportamiento constante en lobos marinos:

" Intercambio de individuos entre 1as colonias reproducti-
vas y no reproductivas del Golfo de California antes
y después de la reproduccién, a principios y -fines

de invierno "



El Golfo de California cuenta con wun alto potencial
de recursos pesqueros (Arvizu, 1987; Sokolov, 197 3;.
Badan et al 1986), Esto ha provocado la numerosa

proliferacién y f‘orrﬁacibn de loberas de caracter reproduc-

tivo situadas a partir del cinturén insular hacia
la provincia norte del golfo (Maravilla, 1986). Por
estas condiciones, se  pensé en la posibilidad de que '
105 lobos marinos del Océano Pacifico empezaran a
tener alguna diferenciacién genética con las colonias
de lobos marinos situadas en el Golfo de California,
pues los movimientos  del lobo  marino, tanto de salida

como de entrada al golfo, no son evidentes.

En general, se sabe que los vertebrados, y en
particular, los mamlferos marinos, tienden a tener
més bajos niveles de variabilidad genética que otros
organismos como los invertebrados, incluso esto es
ma&s evidente cuando los organismos son superiores en
tamafio vy de  caracter mévil (Selander y Kaufman, 1973;

Ayala y Kigler, 1985).



Estudios hechos con elefantes marinos por McDermid

et al, (1972) 'y Bonnell & Selander (1974) han explicado

esta baja variablididad genética como una posible respues-

ta de 18 especie ante una casi total  disminucién de
1a poblacién (por factores muéltiples) 10 cual produce
un cuello de botella. Se piensa que éste concepto
seas iguaimente aplicable para el lobo marino de California

ya que esta poblacién de organismos sufrid fuertes

descensos por depredaciodn y explotacién durante el
siglo XIX (Steverson, 1904, Townsend, 1918, Townsend,
1919, Scheffer, 1928) quedando asl 5010 unos cuantos

que actualmente han poblado las aguas del Océano Paclfico
llegando a ser 175,000 individuos (incluyendo todo
el rango geografico abarcado por la  especie) de los
cuales, el 16% se encuentran en el Golfo de California

(Maravilla, 1986, Ortsa, 1988).

Por lo tanto, la estructura geogr&fica de cualquier
especie €es un producto de ambos, flujo génico histérico
y contemporaneo y €s a su vez afectada por impedimentos
geogr&ficos [ ecoldgicos para el movimiento y capacidad

inherente de dispersion (Bowen y Avise, 1990).



Para investigar la estructura genética de un
stock, uno debe estudiar los. caracteres genéticos que,
demuestren - suficiente variacién para permitir = la
diversificacién de un stock respecto 8 otro (Graves
et al., 1984; Graves y Dizon, 1989). Esto significa
que antes de usar las técnicas de marcaje, radiotelemetria
y seguimiento, los fundamentos genéticos aportan
informacién mas confiable sobre la especie cuando no
hay evidencias morfolégicas visibles y se desea establecer

una diversificacién b rasgos de emparentamiento entre

organismos de una misma especie.

Aunque el poder descriminante de estas técnicas

genéticas sé ve a menudo limitado por el bajo polimorfismo

existente antes mencionado, recientemente, 108 analisis
quimicos relacionados con el &cido desoxiribonucléico
(ADN) proporcionan rasgos #nicos sobre la estructura

genética de una poblacién.

El ADN mitocondrial (ADN mt) es una molécula
circular usualmente de 14,000 a 26,000 pares de base
Y, en particular para los pinipedos es aproximadamente

de 16,826 pares de bases (Arnason y Johnsson, 199¢2)



(Figura 1. Esta molécula se encuentra presente en
altas cantidades dentro de la célula. Es generalmente.
facil de extraer y purificar (Brown, 1983) ademas

de tener homoplasfnicidad; esto es, todas l1as moléculas
son idénticas en un organismo por 10 tanto

cualquier tejido puede ser usado como una reserva.

La tasa de substitucién nucleotldica en el ADN
mt en vertebrados superiores  €s aproximadamente 5 a
10 veces mayor a la del genoma nuclear y por esto se
engrandece 1a capacidad de resolucién para estudios

a nivel poblacional (Billington y Herbert, 1991).

E] ADN mt, maternalmente heredado y de caracteristi-
ca no recombinante es por 1o tanto mas susceptible
a mostrar diferencias entire poblaciones. Por ello se
considera como una herramienta excepcional para descrimi-
nar stocks ya que retiene la historia de aislamiento
pretérito de tal forma que el genoma nhuclear no puede. Es-
to permite pensar en la facubihdad de que Uuna poblacidén
pueda llegar a fijarse por diferentes tipos de ADN

mti €es decir, divergencia secuencial.



A. tRNA C. NADH E. CITOCROMO OXIDASA

B. rRNA D, DRIGEN DE F. ATP asa.
' LA CADENA - G. CITOCROMO B.
LIGERA. H. REGION CONTROL.

FIGURA 1., MAPA DEL ADN mt MOSTRANDO LA UBICACION
DE LAS DOS REGIONES (G y H) CONSIDERA-
DAS EN ESTA INVESTIGACION,



La manera de conocer esta divergencia es comparando
patrones . de fragmentacién, de sitios de restriccién,
6 bien, de secuencia de nucledtidos lo cual se lleva
a cabo mediante una replicacién enzimatica de fragmentos
b segmentos del genoma mitocondrial, A este analisis

se le conoce como la Reaccién de Polimerasa en Cadena

(RPC) (Beckenbach, 1991) Y sSus ventajas principales
como técnica son: 1)ser una técnica répida, 2)utilizar
una cantidad mindiscula de muestra, 3)considerar apto
al material biolégico parcialmente degradado.

La RPC usa una enzima ADN polimerasa, llamada
Tagq, entraida de una bacteria termoéfila (Thermus
aquaticus) utilizada para replicar fragmentos a partir

de ADN parcialmente purificado.

El presente trabajo se planteé principalmente
para conocer el grado de parentezco intrapoblacional
en el lobo marino (Zalo‘p'hus californianus), sin embargo
cabe mencionar que las técnicas de laboratorio asl

como los resultados que de ellas se derivan resultaron
ser inovadoras a nivel nacional ya que hasta la fecha

no se ha generado una investigacién que establezca



el uso de protocolos correspondientes a la secuenciacién
de los 8cidos nucléicos. Las implicaciones que de este,
trabajo se desprendan podrlan cambiar en un sentido

conservacionista la } manera de estudiar a esta especie

ya que Si existiesen diferencias significativas habria
que distinguir la dinédmica poblacional, ecologia y
otros aspectos para las subpoblaciones por separado '

(Dizon et al 1992).



METODOLOGIA,

- ETAPA DE caAMPO.

Para llevar 4 cabo este estudio S¢ tomé un total
de 26 muestras de tejido, siendo 10 correspondientes
& Ja Isla  san Nicolas CA, 5 ge Isla  san  Miguel ca,
3 de Punta Banda BC y 8 de Bania de 105 Angeles (Golfo
de  California) $in embargo para los Propésitos de este
trabajo se utilizaron solo 4 muestras representantes
Para cada z2ona excepto Punta Banda (3 muestras) (Tabla

Iy Figura 2}

Los tejidos procedentes de Estados Unidos fueron

Proporcionadas  por el poctor Brent  Stewart  (Hubbs Sea

world Research In'stitute, San Diego, CA) colectados
durante septiembre - octubre de 1992 bajo el Permiso
No. 579 otorgado por " Marine Mammals Protection »,

La colecta de muestras se realizé basicamente

de dos formas diferentes:

1) Mediante el uso de redes individuales:

10



TABLA 1.

Informacion sobre los muestreos realizados indicando la ubicacicn geogréfica

de las areas, tipo de procedencia de las muestras y modo de preservacion de

las mismas.

LOCALIDAD

Isla
San Nicolas

UBICACION GEOGRAFICA

119° 15'- 119° 26'7'0
33 17 24 - 33 23 42 N

NUMERO DE MUESTRAS COLECTADAS

A T

18 (4) / Crias lactantes

T

MODO DE PRESER-
VACION.

n_Campo:
frigeracion
- 4 o()

n laboratorio:
§on§elac|6h
- 2B o0)

11

Isla 128° 20' - 120° 3@' 0 _
. ) 3 5 (4 / Crias lactantes en Campo:
San Miguel 34° @6’ - 34° 12' N Refslgagaclon
50 lahoratnrlo-
nge aclon
Punta Banda 111° @3' 89" o 1 hewbra adulta
§ it 3 3 7/ en campo:
1° 48" 12" N 2 wnachos adul tos Rgfsxgsfaclon

(
en laboratorio:
?ltracon elacion

Bahia de los
Angeles (Golf
de Caleornxa)

118° @7’ 53" o
28° 46' 46" N

3 hembras adul tas
8 (4) / 3 hembras subadult.
2 Crias lactantes

en campo:
Refrlgeraclon
(- 4 o)

en laboratorio:,
Ultracongelaclon

(- 72




- 30 °

OCEANDO

PACIFICO 0

ISLA SAN MIGUEL.

ISIA SAN NICOLAS.
PUNTA BANDA.

BAHTA DE LOS ANGELES.
(Golfo de California)

£ wmrno =

= 28 ®°

120 ° 115 ° 110 @

TIGURA 2. Ubicacién geogrdfica de las 4 dreas consideradas para la

colecta de tejido de lobos marinos.
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Haciendo el uso de embarcaciones menores se arribé
al sitio esperado y mediante el uso de binoculares.
se detecté la presencia de los animales, En seguida

se procedié a hacer una circunnavegacién para elegir

el lugar adecuado y bajar a3 tierra. Una vez en tierra,
se nadé una distancia portando las redes ligeras bajo
el agua logrando asl una aproximacién silenciosa. Se '
sel'eccionaron animales que estuvieran separados de
los grupos para evitar el disturbio de la poblacién
capturando rapidamente a cada individuo por separado

e imposibilitdndolo mediante el uso de la red individual

con aro de aluminio y malla de monofilamento (u 15
cm) Yy una tela que  cubriera la  cabeza, par evitar

mordiscos (Figura 3).

Esta captura se hizo sin el uso de un sedante

Ya que el animal podrla escapar al mar durante la maniobra

y morir por ahogamiento. Las muestras de tejido se
tomaron de la membrana interdigital que presentan las
exiremidades (6 aletas) mediante un dardo de biopsia

(Figura 4),
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FIGUA 3. Modos de muestreo empleados para obtener tejido de

lobo marino, I. Mediante el uso de redes y II. Me-

diante el usc de arpdn.



== === > 04x05cm

-

FIGUERA 4.

4
A

O

Dispositivo desechable de biopsia utilizade para las
colectas de tejido de lobo marino indicando la parti-
cular adaptacidn de un arpén de madera empleado como
] i j mieat e

eunda hsrra Tt a
scefunda i-r) ! il C
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2) Mediante un arpén de madera,

Considerando que el muestreador de biopsia era
sumamente ligero y &filado para cortar al primer  minimo
impacto, se tomd un  palo de escoba (.70 m) vy se le
hizo un agujero con un taladro casero usando una broca
de 0.5 cm de diametro. En seguida, se integré un anzuelo

chico a la parte central del muestreador de biopsia

de tal forma que la punta quedara al borde de la navaja

circular y el anzuelo retuviera el tejido adentro  del
muestreador, Finalmente se introdujo el muestreador
con anzuelo atraves del horificio previamente hecho
Yy ~s¢ traspasé un clavo al nivel inferior interno para
evitar que el muestreador quedara pegado al animal

(Winn et &l 1973, Lambertsen, 1987, Matthews et

[

1988; Whitehead et al, 1990).

De gual manera a E técnica anterior, se logré
un acercamiento tal que permitié el uso rapido y sin
problema de esta herramienta causando un solo impacto
répido en el cuerpo del anmal y cambiando el muestreador
cada vez que se tratara de un animal distinto, ésto,

para evitar contaminacién e infecciones (Figura 3).



Para ambas estrategias de colecta se usé un
muestreador de biopsia eésterilizado y desechable de
4 mm de didmetro interno Y 5 mm de profundidad (Figura
4). Una vez que se obtuvo un fragmento pequefio de tejido
por duplicado se transfirie este a un vial plédstico
etiquetado y de ahi a una hielera, La transportacion
de muestras se hizo  bajo regrigeracion é manteniendo -
una temperatursa de al menos -2 - -5 oC, Al llegar
este material al laboratorio  se sometié a -72 oC en

un ultracongelador hasta sy posterior uso,

- ETAPA DE LABORATORIO,

* Todos los anslisis de laboratorio asl como el mane jo
de datos se llevaron a cabo en 1as instalaciones
de de la Universidad de California en Los Angeles,

bajo la  asesorla del Doctor Robert Wayne.

Para l0s andlisis quimicos solo se utilizé una
cuarta parte de cada muestra de tejido colectada,
homogenizando Cuidadosamente con navajas esterilizadas
€N una base (e vidrio y  poniendo e tejido sobre pléstico

aceradao, De este modo, el vidrio no contaminaba la



muestra de tejido con el resto de otras, Ademas, las
navajas utilizadas durante la maniobra, fueron desechadas.
cada vez, Todos 108 voltmenes manejados durante la
etapa de laboratorio fueron agregados con pipetas neumé&ti-
cas de precisién, ajustables, con puntas deshechables
(dependiendo del volumen: 1-20 vi, 20-200 Pl y 1000
MI) 'y en lo que respecta a las soluciones stock empleadas,

todas fueron preparadas en base al Manual de laborato-

rio: Molecular Cloning (Sambrook et al, 1989).

TRATAMIENTO DE LAS  CELULAS.

Cada muestra de tejido homogenizado, se transfirié
a un tubo Eppendorf (1.7 ml) que contenla 500 bl de
solucién TRIS-EDTA pH 8.0 (10 X TNE: Tris-Cloro 0.01
M pH 80, 01 M NaCl y 0.000 M EDTA), 30 pl de Proteinasa
K Y 40 Pl de duodecil sulfato de s50dio al 107 (10%
SDS), (Tabla ). Una vez realizado esto para todas
las muestras, se resuspendié en cada una el teyido

homogenizado usando un agitador de vértice (Scientific

Products Co), Esto permitid ampliar la superficie de
accién para facihitar la l1s18 y liberar el ADN.,
Posteriormente se transtfirieron todas las muestras

un mwmcutado on bate de 2008 mantentenco g

temperatura de 55 o€ durante 24 horas.



TABLA II. Simbologia y su significado, para las
abreviaturas presentes en el texto ’
a partir de la metodologia,
ABREVIATURA SIGNIFICADO
APS Persulfato de amonio
DMSO Dimetil sulfonato
dNTP Base nucleotidica (G,A,T,C)
DTT Ditiotreitol
EDTA Acido etilendiaminotetracético
FCI Fenol-cloroformo-isoamilalcohol
RPC Reaccién de polimerasa en cadena
S535=dATP Desoxiadenina alfa tio trifosfato
SDS Duodecil sulfato de sodio
SIGMACOTE Selucidén de silicén
TAE Amortiguador Tris-acetato-EDTA
TBE " Amortiguador Tris-borato=EDTA
TEMED N)= Tetrametiletilenamida
TNE Amortiguador Tris-cloruro de -

sodio=- EDTA.

‘19
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EXTRACCION CON FENOL - CLOROFORMO - ISOAMILALCOHOL,
(FC).

Posterior a las 24 horas de  incubacién, a cada
uno de los tubos Eppendorf se le adicioné una solucién
de fenol -c!orofor‘mo-—isoamilalcohol (FCI: 25:24:1)
€n una cantidad igual a la contenida en cada tubo (aproxi-
madamente 570 pl). Esta mezcla permitié desnaturalizar
las proteinas y facilitar la separacioén de la fase
acuosa ademéss, el isoamilalcohol se usé para reducir
la  cantidad de espuma generada durante la extraccion. En
Seguida  se  transfirieron todos 10s  tubos a un contenedor
plastico con tapa y se agitaron suave y continuamente
durante 5 mihutos, Después, se centrifugaron todos
los  tubos durante 4 minutos a8 13000 RPM en una maquina

centrifuga Marathaon con plato para microtubos,

Una vez separadas l1as dos fases, se transfirié
la fase acuosa a un  tubo nuevo que contenla 570 )]
de solucidn FCl (25:24:1) y se procedid de iIgual  manera,
agitando y centrifugando para obtener una nueva fase
acuosa la  cual se transfirié a un tubo nuevo que contenla
570 Pl de solucién Cl (24:1), se agito, se centrifuad

y finalmente se separaé la fase acuosa, en un tubo nuevo
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Eppendor+ estéri] (1.7 ml) y vacio.Este extracto de
ADN se ‘Mmantuvo a 4 oC hasta los posteriores andlisis,
Todo el  material de desecho fue Cuidadosamente manejado

para evitar la inhalacién de vapores producidos por

€l fenol,

= REPLICACION DEL ADN  mt USANDO LA REACCION pf POLIMERASA .

EN CADENA (RPC).

Se replicaron dos fragmentos hipervariables del
ADN  mt, uno ubicado é€n el citocromo p (425 pares ge
bases) Y otro ubicado en g Regien  Control (400 pares
de  bases) mediante el  yso  ge cebadores  conservativos

Sugeridos  por Kocher et al, (1989) (Tabla 1),

Para llevar a cabo la  Mezcla de reaccién se utiliza-
ron 33.7 Pl de agua esteér), 5 pl de solucién RPC
amortiguadora 25 mM KCL, S pl de MgCile 10 mM, 1 vl
de mezcla DNTP (GATC) 10 mM, 1 vi de cada cebador
("prnr;ler" H vy L) 25 PM vy 0.3 Ml de enzima Taqg Polimerasga

(por cada muestra de ADN para replicar),

Dependiendo ael némero de muesiras que se deseaban

replicar + un blanco + un extra, se hizo un calculo



TABLA I11. Caracterizacidn de las regiones replicadas del ADNwt de lobo marino
indicando e) cﬁﬂigo correspondiente para cad
Como la secuencia de] Mi5ND,

a cebador (o Primer), asj

REGION REPLICADA NOMBRE Y CODIGO DE SECUENCIA
LOS CEBADORES
CITOCROMO B 28: L 14724 5'-CGﬁnGCTTGﬁTQTGGQAQQCCGICGTTG-3'
34: H 15149 5’-GTQRQ“CGQCGGCCRTﬁCATGﬁﬁTTGGﬁGGﬁCﬁ"3'
27THRL L-15926 5’-TCAAQGCTTRCﬂCCﬂGTCTTGTﬁﬁﬁCC-3'
REGION CONTROL

27DH1  H-@@651 5'-TﬁhCTGC&GﬁnGGCThGGﬁCChﬁﬂCCT-3’




del volumen para la mezcla de reaccién. Se llevé a
cabo la replicaciédn de 8 unidades muestrales por lo,
que el calculo para la mezcla de reaccién equivalioé

a -cadsa volumen antes mencionado multiplicado por 10.

Una vez hecha la mezcla, se centrifugd por 5
segundos para homogenizar los componentes 'y en seguida, '
se transfirieron 47 pl de esta a cada uno de los 9
microtubos para RPC esterilizados (50 K. En seguida,
se agregaron 3 pl de extracto de ADN a cada correspondien-
te tubo y una vez listos los 8 ejemplares, se agregaron
3 Wl de agua destilada al tubo del blanco. Finalmente
se colocé una tapa hermética a cada tubo y se introdujo
la gradilla conteniendo las & unidades muestrales y

el blanco al Aparato Amplificador RPC Perkin Eimer-Cectus,

Las réplicas de ADNmt se hicieron mediante el

ograma némero 15 (FILE 15) el cual desempefi®¢ 35 ciclos

consecutivos de desneutralizaciéon a 94 oC (1 minuto). Du-

rante esta etape, las 2 cadenas de ADN se separan, Acom-

plejamiento a 45 oC (2 minutos). En este momento es
cuando los cebadores se unen a las cadenas correspondien-
tes dependiendo S1 son L (para l1a cadena ligera) 0

son H (para 13 cadena  pesada). Extensibn a 72 oC (1
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1/2 minuto); finalmente se desencadend una produccién
de nuevas cadenas (L vy H) con igual  secuencia que las

originales,
PURIFICACION DE ADN mt.

Los productos de la reaccién RPC se separaron -
en un gel de agarosa al 2% utilizando el amortiguador
t x TAE pH 8.0. Se usaron @2 gramos de agarosa de bajo
punto de  fusién (low melting point) disueltos en  solucién
amortiguadora 1 x TAE pH 8.0 contenida en un matraz
Erlenmeyer (250 m)) que a su  vezr se mantuvo 2 minutos
calentando hasta que la solucién se torné de blanca
a transparente. En seguida, se acomodd un peine
de 12 divisiones y se transfirio la agarosa al plato

molde dejédndose reposar por una hora a 4 oC antes de

Su uso,

Una vez lista la agarosa, se procedid a acomodar
el .plato molde y se agregeé la solucidn amortiguadora
hasta observar un nivel que apenas cubriera el gel, Con
extremo cuidado, se retiréd el peine lentamente dejando
que el amortiguador penetrarsa en los surcos. De este

moao, el plsstico de cada surco humedecido se deshzé
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con mayor facilidad. Después de esto, se aplicaron
las  muestras agregando 4 pl de tincién  (a base de azul,
de bromofenol 0.257, Xilenocianol 0.257 y ficol 15%)

en cada microtubo conteniendo el ejemplar amplificado

Se utilizaron solo 40 pl de muestra tefida y
para  seleccionar y  cortar la  banda  apropizda se  corrié
una escalera de 123 pares de bases (GIBCO) como
testigo, El corrimiento  se hizo durante un lapso de

¢ horas a 50 volts,

Unsa vez cumplido el tiempo de corrimiento, se
apagae F:] fuente de poder y se transfirie la agarosa
4 una solucien reveladora de bromuro de etidio concentrado
(10 mg/mil) manteniendo en constante movimiento durante
10 ~ 15 minutos, Posteriormente, se tomo la agarosa
Y se puso en un expositor de rayos UV.  Utilizando una
méscara y lentes protectores, se observe la agarosa
Y s¢ localizaron 1as bandas de 400 pares de bases,
se tome una fotografia usando  una Cdmara POLAROID con
montaje para cono grande y S  procedid a cortar las
bandas usando navajas deshechables para cada ejemplar, Ca-
da fragmento de agarosa se pPasé a un tubo Eppendor+

(1.7 ml) etiquetado y una vez 1ermmados, todos l0s



LIMPIEZA DE  FRAGMENTOS DE  AGAROSA.

Los tubos con los fragmentos de agarosa refrigerados
se centrifugaron durante 1 minuto para estimar el volumen
obtenido de gel. En seguida, se agregd yoduro de sodio
3M a cada tubo Eppendorf, en un volumen igual a 3 veces
el volumen estimado de gel, y se transfirieron los *
tubos & un bafio de agua a 45 oC durante 10 minutos. En
seguida se dejaron los tubos con Nal a temperatura
ambiente mientras se resuspendla una solucién silicia
(o Glassmilk) usando un agitador de vértice para adicionar
5 Ml de esta solucibn a cada tubo Eppendorf y se agqitd
fuertemente en el Vértice para mantener en suspensién

al sllice.,

Se transfirieron todos los tubos a un contenerdor
con hielo  triturado durante 25 minutos, y cada 5 minutos
se invirtieron mezclando suavemente. Posteriormente
se procedid 8 centrifugar a 13000 RPM y se elimné

el sobrenadante de cada muestra.



2.7

La siguiente etapa consistié en repetir 3 veces
un  proceso de lavado: Agregando 200 pl de etanol al.
707, resuspendiendo el precipitado por 10 segund‘os
en el Vértice y bentrifugando por 20 segundos a 13000

RPM y finalmente, se eliminé el sobrenadante,

Hechos 10s 3 lavados, se procedié 3 resuspender '
el precipitado en 20 pl de agua estéril y se centrifugé
por 20 segundos, Cada sobrenadante obtenido de este
gltimo lavado se conservé en un nuevo tubo Eppendorf
etiquetado 'y se hizo un nuevo lavado con otros 20 i
de agua esteril, Finalmente, se obtuvieron 40 pl de
extracto con ADN mt replicado. Todos 10s tubos con
extracto se centrifugaron a8l vaclo usando alta tempcratura
durante una hora para eliminar volumen de agua (usando
una Centrifuga SC 100 Speed Vac SAVANT) vy al cabo del
tiempo, se adicionaron 15 vl de agua esterilizada para
eluir  nuevamente el ADN mt purificado dejando los tubos

en un bafio con agua a 37 oC durante 10 - 15 minutos.

SECUENCIACION DE  ADN mt.

Basada en 15 modificacidn al Método de Sanger

con especitTicaciones técnicas de Sambrook et al, (1969).
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- 8¢ oprepararon tres soluciones previamente:
(usando el kit United States Biochemicals USB).

SOLUCION | (Premix) a (cebador L) y b (cebador H).

25 Wl de cebador, 2 I 5 x Amortiguagor (Kit),

0.75 pl de dimetilsulfonato (DMSO0), 0.65 vl de agua

destilada,

SOLUCION 1 (Label mix)

t o pl de DTT, 4 Ml de mezcla marcadors (label  mix  kit),

1w de agus destilada, 0.35 pl de DMsO.

SOLUCION I1; (Chaser mix) 64 Yl de agua destilada,
20 P de  dNTPs (1.25  mM), 10 pl de DMSO, 6 p1  ge S

X Amortiguador (Kit).

Posterior a las soluciones Se agregaron 2.3 Vi

de ddNTP (G, A, T, C) en Cada campana divisoria correspon-

diente al plato microtitulador, Se etiquetaron Ihuevos
tubos Eppendort (0.65 ml) para cada muestra analizada,
considerando 2 tubos por eJjemplar (uno para cada
cebador), Se agregaron 5 Pl de templete (ADN purificado)
y 4.65 Pl de solucibn ) a cada tubo de 0,65 ml y se

mezclé Gien.
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Una vez que se tuvieron listas todas las muestras
para ambos cebadores, 5 procedié a8 calentar las mezclas.
a8 94 oC durante 5 minutos (usando un aparato termocic!aqor
para RPC). Postériormente se enfriaron las mezclas

en hielo seco / etanol,

¥ A partir de este momento se trabajé en 1a Z20na radiacti-

va del laboratorio.

En seguida se agregaron (por cada muestra) 0.5
pl de radiactividad S35-dATP (Deoxiadenina alfa-tiotrifos-
fato §35) y 045 pl de enzima Secuenasa (version 2.0)
a la  SOLUCION I (& label mix). Se homogenizé la  SOLUCION
Iy se agregaron 4 pl de eésta a cada wuna de las moestras
contenidas en hielo seco/etanol. Se esperé durante
3-4 minutos a que la reaccibn  ocurriera, Mientras tanto,
S¢ calenté el plato microtitulador (con las bases 6,A,T,C)
€n un baflo de agua por un minuto a 37 oC y en seguida,
5€ agregaron 3 yl de muestra a cada campana correspondien-
te al  cebador usado, Una vez terminado esto, se calents
nuevamente el plato microtitulador durante 5 minutos
a 37 oC. Por tltimo, se agregaé la  SOLUCION 111y se

volvid a3 calentar durante 5  mnutos a 37 oC para después
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detener 18 reaccién adicionando 4 vl de SOLUCION ALTO
con formamida y azul de bromofeno) (kit), En seguida,,
se transfirié el plato (conteniendo la reaccién de

»

secuenciacibn) a un congelador a -20 oC,

PREPARACION pEL GEL DE POLIACRILAMIDA (6%).

Se utilizaron platos de vidrio para geles de
0.4 mm ge grosor 'y 359 43.6 cm de dimensién, un
peine Plastico con capacidad para 64 espacios de
éplicacion y 2 barras Pladsticas separadoras de 0.4

mm de grosor y 2 em 43.6 cm de dimension,

Primeramente se limpiaron los vidrios con etanol
y papel absorhente. En seguida, se aplice una pellcma
delgada de solucién SIGMACOTE (silicén lquido) sélo

para las caras internas de ambos vidrios y se procedié
a acomodar l0s Seéparadores plésticos y poner cinta

a:sla,nte pldstica en los bordes uniendo asi los 2 vidrios,

Se preparae la poliacrilamida usando 15 mi de
solucion ACCUGEL 40 ™, 50 gramos de ureas, 10 mi de

solucidn 10 X TBE pH 6.0 y 45 mi de agua destilada
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€n un vaso de precipitado de 150 ml. Una vez listo
todo 10 necesario, se procedié a agregar 320 pi de
persulifato de amonio (APS  10%) y 32 pl  de solucién
TEMED (N'-tetrametiletilenamida) y se homogenizé .la
mezcla. Usando una Jeringa de 60 c¢.c se virtidé  un volumen
aproximado a 50 c.c (m1) de solucién de poliacrilamida
levantando los vidrios hasta un angulo aproximado a
45-50 0. Se mantuvo el flujo constante para evitar
la  formacién de burbujas. Una vez vaciado todo el volumen
de la  jeringa, se bajaron lentamente los  vidrios hasta
una  posicién casi  horizontal (2 o de adngulo). Inmediata-
mente se puso el peine para muestras y se colocaron

pinzas de presién sélo en esta parte, para mantener

el peine unido a ambos viarios,

ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA,

Se seleccioné la poliacrilamida sobre otros tipos
de geles para la electroforesis final, debido a 135
ventajas que ésta tiene (Sambrook et al, 1969) tales
como:
1) Su alto poder de resolucién: 13 poliacrilamida puede
separar moléculas de ADN cuyas longitudes difieren
muy poco (por egjemplo: 1 par de base en un fragmento

de 500 pares e bhaaps),
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2) La poliacrilamida puede acomodar cantidades mayores

" de - ADN:-.‘Se puede aplicar en un s0lo surco arriba de

‘Ios;";j 10. -pg (sin una pérdida significativa de resolucién).

3) £l ADN recobrado a partir de una poliacrilami'da
€5 extremadamente puro: puede ser usado para propésitos
~de  suma precisiébn (por ejemplo; microinyecciones en

embriones de rata)

Despues de 20 - 30 minutos se retird la  cinta
aislante de los bordes del vidrio y se transfirid el
gel a una cémara para electroforesis vertical (SAVANT)
y se ajustaron los vidrios lentamente, Se agregeé una
solucién amortiguadora de 0.5 X TBE pH 8.0 en la cuba
superior y 1.0 X TBE pH 8.0 en la Ccuba inferior, Se
humedecio la zona superior de los vidrios y el peine
y con  mucho cuidado,  se sacé el peine  para realfzar

un  precorrimento del gel a 35 volts por 5 minutos,

Mientras tanto, se procedid a calentar la reaccién
de | secuenciacioén previamente almacenada a -20 oC en
el plato microtitulador usando una plancha térmica
a 80-90 oC por a minutos € inmediatamente se paséd e
plato @ un contenedor con hielo  triturado para mantener

la reaccidn a baja temperatura,
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En seguida, se procedié a apagar la fuente de
poder para poner el peine nuevamente introduc:endolo_
entre ambos vidrios con las puntas hacia adentro hasta
un nivel que apenas tocara el gel, Posteriormente 'se
delimitaron las zonas de aplicacian para cada muestra
Y Para cada cebador y se aplicaron 2.5 p) de cada base
primeramente para un cebador. Una vez aplicados todos
los ejemplares, se corrié¢ el gel durante 2-3 minutos
a 35 watts y en  seguida, se aplic.aron las  muestras
correspondientes al otro  cebador y se corrié el gel
por 1 hora. Cumplido este tiempo, se agregaron 150
ml de acetato de amonia 3M PH 5.0 vy se corrid el gel

por 3 horas m&s a 35 watts, 38 miliAmeres y 1720 volts,

Al terminar de correr el gel, se retiré el
amortiguador de la cuba superior para poder retirar
los platos, Se trasladeé el gel a la 20na radiactiva
y ahl, se separaron los platos de vidrio cuidadosamente

de tal forma que el gel quedara integramente depositado

en cuslquiers de los & Utilizando papel Whattman
absorbente se separd el gel defimtivamente

y se procedid a secarlo al vaclo protegiendo el gel
con un plésting resstente al calor (usando un secador

tipo SGh 4010 SAVANT)  par anroximadamente 1 hora,
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Al cabo de] tiempo, se migie la  intensidad radiacti-
va con .un contador manual de baterias, Finaimente se.
retiré el  plastico protector del  carton Whattman ‘c'on
el gel seco. En el Cuarto obscuro, se transfirie el
gel  seco a un €Xpositor para radiografias (KODAK) poniendo
una autoradiografia de 14 X 17 pulgadas (KODAK XAR)
en contacto con el cartén cuidando que estuviese bien
cerrado e) cartucho, Todos los cartuchos con radiografia
Permanecieron por 2 dlas  en obscuridadg, y €n  seguida
se hacla una observacién preliminar revelando la
radiografia, Cuando la reaccién de secuencia servia
Y ~se  observaban bandas, se ponla una  nueva radiografls

y Se dejaba esperando por una Seémana mas para posterior-

mente ser revelada y analizada (Figura 5),

ANALISIS  DE DATOS,

A partir  de as radiografias reveladas S€  procedid

4 la lectura de bandas acomodando  fijamente Una  radiogra-

fla sobre la pantalla del ifluminador, Una vez identifica-
aos los ejemplares y sus bandas correspondientes se
hizo primeramente la lectura de la secuencia respecto

al cebador de la cadena higera Sighendo una direccidn
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de arriba hacia abajo. Justo en el sitio donde se dificul-
té la lectura por  acumulacién  de bandas, S¢  procedid
a8 buscar un motivo genético caracteristico de la cadena
ligera, en la cadena pesada. Una vez localizado e'se

motivo, se continud la lectura pero ae abajo hacia

arriba (Figura 6).

Utilizando todas las bases leidas se generé una
matriz de datos en base a las lecturas de ambos cebadores
y una vez que se tuvieron todos los ejemplares leldos
se procedié a alinearlos considerando en los datos
de cada secuencia un - mismo punto dge comienzo 'y un mismo
punto de final  (Apeéndice ). La matriz de datos Secuencia-
les fue leida en el programa PAUP Versién 3.0 (Swofforg,
1989) de tal  modo que fué  posible generar un estatus
real de los datos que  enumeraron Jos cambios  secuenciales

Y establecio Cuales de ellos fueron considerados como

informativos asi como la ' btencién de distancias
absolutas, divergencia secuencial: (%) y los drboles
filogenétiicos mas parsimoniosos para los cuales se
obtuvieron valores de longitud, Indice de consistencia,

Homopiasia, Retencidn y estadistico gt.
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FIGUA 6. Modo de lectura empleado durante la et

de bandes g
1

apa de andlisis

€ secuenciacién mostrando e] sitio particu

ar rara el cambio de cebader.



Dentro de los fundamentos matematicos que considersd
el programa los méas relevantes (Swofford, 1991) para,

este trabajo se muestran a continuacién:

B(T) = 1 (2i-5)

i=3

Esta ecuacién se empled para obtener el nemero total
de drboles diferentes estrictamente bifurcados (BT)
para un némero (T) de individauos analizados, Para cha
posible drbol de un ntmero -1 de individuos hay 2(i-1)-3
= 2i-5 ramas a las  cuales el individuo i puede estar
conectado. = Como se observa obviamente, el nemerao de
brbo_les tle'r;c‘ie a incrementar grandemente mientras aumenta
el ntmero de individuos analizados. Para este estuadio

(T=19) el néimero de &rboles (o combinaciones) obtenido

fué¢ de 8 x 10 12,



C
L = T wj 1J
J=1
El anlisis de Parsimonia opera considerando que los
caracteres son independientes uno de otro asl  que la
longitud (L) de un a&rbol completo se analiza como la
suma de longitudes de los caracteres individuales (1)

én donde C es el ntmero total de caracteres. Este programa
considera Wy = 1 para todos los caracteres mientras

no se asigne un vector de ponderacién,

IC(Z) = m/s

El Indice de consistencia para un solo caracter (c)

es igual al cociente entre la minima cantidad de cambio

que un caracter puede mostrar en un &rbol concebibie
(m) y la m&xima cantidad de cambio que un caracter
requeriria en un drbol concebible, Este indice muestra

que tan consistente es un arbol para exphcar los datos
que se tienen, Mientras el valor sea mayor a cero y

cercano a uno, |3 consistencia de los datos es buena.



IH(%) T - IC).

El Indice de homoplasmicidad (1H%) se refiere a  la
cantidad de fenémenos considerados como similitudes
en los caracteres debidas a convergencia, paralelismo
Yy reversién y no debidas a |a herencia de un ancestro
comen (6  ancestria). Debido a esto, el Indice de homopla-
s1a puede ser un problema substancial cuando llega
a ser muy grande puesto que F:] consistencia de los

datos sers menor dificultando asl la interpretacion

de los mismos,

'R(V-):(EQ-ES)/(EQ-Em)

El Indice de retencién (IRZ) es un valor que indica
que tan confiable y real puede ser el &rbol que se
ha obtenido asl, un valor de cero indica que ' el arbol

no es confiable y un valor cercano ga 1, o contrarijo.

®) d(,y) = D wk . dif (x ik, x  jk)

KES



by

@) a m (i) = d__(i,J)

L wk

KES
Una matriz comparativa de parejas de individuos puede
ser computada mostrando como resultados las distancias '
absolutas (1 y los porcentajes de distancia genética
(& divergencia secuencial) considerada como distancia

media (2)



RESULTADOS.

Se obtuvieron 15 secuencias genéticas para el

ADN mt del l'obo marino (Zalophus californianus)

mediante la amplificacioén de las dreas hipervariables
correspondientes al  CITOCROMO B (400 pb) Y LA REGION
CONTROL (& D-loop; 400 pb) y la lectura de 370 bases

para el citocromo b y 314 bases para la  regioén control

de las cuales se observaron variaciones solamente en
18 regién  control. Debido 8 que el citocromo b  tuvo
un solo genotipo, los datos se analizaron unicamente

para las secuencias correspondientes a |a regién  control,

Un total de 14 genotipos  fueron encontrados dentro
de los 15 ejemplares analizados para las 4 dreas
correspondientes, De las secuencias analizadas para
cada &rea, al menos una mantiene una expresién genética
igual a otra, sin considerar que también se comparten
expresiones genéticas iguales entre las distintas areas
como es el caso de San Nicolas, San Miguel y Punta
Banda (egemplar 3) y Bahia de los Angeles (ejemplares

¢y 4) (Tabla V).

b2
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TABLA IV . Valores de distancias genéticas (abajo) y divergencia genftica (arriba)
correspondientes a las comparaciones de organismos para las 4 dreas geo-
grificas (SN = San Micolas, SM = San Miguel, PB = Punta Banda, G = Golfo
de California o Bahia de los fngeles).

1 2 3 4 s 6 T8 9 @ U 12 13 14 g5
PSNL = L9 23 48 L3 13 19 42 86 86 0.6 5.2 1.3 1 4.2
2SHL| 6 -- L8 42 86 13 86 42 13 1.3 1.3 45 13 1.3 4.2
IPBLT 73 - 5.2 L0 06 LB 45 L6 L6 1.6 5.5 16 L 4.5
VOIS 13 16 - 39 42 45 19 42 42 42 1.9 3.9 4z 1.9
SN2 | 4 2 oo - 66 83 3.2 B6 06 8.6 4.2 0.6 8.6 3.
6SM2 | 4 4 5 g3 ¢ s L3 36 06 86 8.6 45 0.6 6.8 3.6
TPB2 | 6 2 3 14 1 4 - 39 13 13 1.3 49 1.0 1.3 3.
B@lis 13 16 18 M 12 - L5 35 A5 L6 32 36 s
9SN3 | 2 4 013 2 2 4 M - 8.8 6.8 45 0.6 8.6 3.5
sy 2 4 5 13 2 2 4 11 8 - e 45 8.6 8.6 3.5
el 2 4 5 g3 2 2 4 1l 8 B - 45 6.6 8.6 3.5
126 (16 14 17 6 13 M 15 5 1 M 1 42 a5 1
13sval 4 4 5 g2 2 2 318 2 2 2 13— a4 s
145M8) 4 4 5 13 2 @ 4 1 2 2 2 14 2 3.6
1564 |13 13 14 6 18 11 12 e 1oy 5 18 11 -

M
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Considerando sbélo a los individuos que mantuvieron
al menos una distancia genética, el porcentaje de
divergencia secuencial es de 0.3-5,5% entre las 4 dreas,
siendo el minimo ‘entre San Nicolas y Punta Banda, y
el méaximo entre Punta Banda y Bahia de los Angeles
(Golfo de - California) (Tabla V). La divergencia secuenc-
ial  entre los individuos de San Nicolas fye de 0.6-1.3%,
para San Miguel 0.6-1.3, para Punta Banda 1.0-1.6 y
para el Golfo (& BDLA) 1.6-1.9% (Tabla V). Sin embargo
considerando a San Nicolas, San Miguel y Punta Banda

como representantes de la Costs Pacifica la diverge-

ncia Secuencial €s de 0.3-2.3% (Tabla Vi),

Los valores de distancia absoluta genética se

muestran notoriamente superiores entre los eJemplarfes
del Golfo (BDLA) respecto a los de la Costa Pacifica
(SN, SH y PB) siendo el maximo valor de 17 unidades
de distanc . Sin embargo, entre los ejemplares de
la Costa F:acifica las distancias absolutas nunca superan

el valor de 7 unmidades (Tabla V).

El Andlisis filogeneético de M&xima Parsimonia
generd un total de 4 &rboles que resaltan el estableci-

mientao de un grupo afin separando a los ejemplares



TABLA U . Ualores de déstancias gendticas (abajo) y divergencia secuencial (arriba)
corrrecpondientes a las comparaciones intragrupales de los organismos,

1 2 3 4 1 2 3 4
LSHL [ -~ 1.3 9.6 1.3 15ML | -~ 1.3 1.3 1.3
28K | 4 -— @6 6.8 2 SM2 4 -—- 8.6 0.0
38N | 2 2 -~ 0.6 3 SK3 4 2 - 4.6
458 | ¢ 2 2 - L 4 @ 2 -

1 Gt - L9 1.9 1.9 1 2 3
2 G2 b - 1.6 @.8 1 PB1 - 1.8 1.6
J G3 6 K] === 1.6 2 PB2 3 === 1.3

4 64 6 % b] s 3 PB3 B 4 i




TABLA VI . Valores de distancia genética (abajo) y divergencia secuencial (arriba)
correspondientes a las comparaciones de organismos para la Franja Pacifica
(SN = San Nicolas, SM = San Miguel y PB = Punta Banda).

1 2 3 4 3 6 7 B 9 186 u
1 SNI e L9 2.3 1.3 1.3 1.9 B 6.6 0.6 1.3 1.3
2 Shl 6 -~ 1.8 0.6 1.3 8.6 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
3 PB1 7 3 - 1.8 1.6 1.0 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
4 SN2 4 2 3 -— 8.6 8.3 8.6 8.6 8.6 0.6 0.6
J 5M2 4 4 5 2 = L3 8.6 8.6 0.6 6.6 0.6
6 B2 6 2 K] 1 4 - 1.3 1.3 1.3 1.8 1.3
7 SN3 2 4 5 2 2 4 -— 8.0 0.0 8.6 0.6
8 SK3 2 4 5 ? 2 4 @ -—- 8.8 0.6 0.6
9 PB3 2 4 3 G é 4 ) @ -— 8.6 0.6
18 SN4 4 4 b 2 2 3 2 2 2 - 8.6
11 SM4 4 4 b] 2 ] q 2 2 2 2 -

\L
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del Golfo (BDLA) de los ejemplares de la Costa Pacifica

(SN, SM y PB) (Figura 7). En ninguno de l0s 4 Caso0s.

se ve involucrado un representante del Golfo dentro
del Grupo del P'aclfico. Todos los &rboles mostraron
Iguales valores de longitud (30), Indice de consistencia

(1IC%) (0.867), Indice de Homopilasia (IH%) (0.133) e

Indice de retencién (IR%) (0.846) (Tabla Vil).

Un concenso de los diagramas (Figura 8) resalta
finalmente a los individuos del Golfo como un grupo
aparte, el cual aparecid e 100% de 1as veces, separado
respecto a los otros individuos.,  Sin embargo, representan-
tes de las 4 diferentes zonas  se  encuentran agrupados
el 667 de las veces, donde la afinidad éntre los individu-
0s de la Costa Pacifica prevalece entre las 3 20nas
al  menos un 654 de las veces 'y se confirma para San
Miguel 'y Punta Banda en 3 ocasiones, ¢] 66, 65 y 58

de las veces (Tabla Vi),

Un anshsis de busqueda sobre el status real
de los datos mosiraé que 1a matriz secuencial obtenida
para la Regidn Control tiene un total de 16 cambios
secuenciales mformativos de los cuales 1 se consideraron

como transiciones (cambios éntre purinas & pirimidinas)
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FIGURA 7. An&lisis f ilogenético de las secuencias obtenidas para

lcs lohos i &rbcles mds <simo-
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Nioeos v sus valeres obtenid e para las varisbles cerres
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TABLA VII.Grupos de organismos relacionados en base a su afinida
con que ocurren los mismos,

d y frecuencia (%)

7 8 9 18 11 Frecuencia
SNL | SMIL | PRBL| @ SN2 | SM2 | PR | @ SN3 63 SN4 (%)
* * i 180.0
B 3 3 #* ¥* # # * * 66.0
* # * * 65.14
* * * 37.82
# ® 31.93
i * 31,39
# * * ¥ 26.91
* * * 17.34
* # 11.68
* * 9.67
* # * #* # ¥ ¥ 4.54
* * i# * * 4.53
* * * 4,25
* * 3.82
* * % # 3 * 3.54
* * * * 3.34
* * * 2.7
# # 2.17
# ¥ # 3 #* * 1.60
* * * * * 8.64
% # * * 8.64
* # * * * 0.64
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T‘ PB1

52 PB2
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52

G3

SM2

SN3

FIGURA.

8. Consenso glcktal de los 4 &rboles mis parsimoniosos
mostrando el porcentaje de interrelacidn entre los
grupos de lctcs marinos (SN=San Nicolds, SM=San Mi

eucl , PR=Punta Banda, G=Colfo de Califormia),
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Y 5 como transversiones (cambio  de  pyrina 4  pirimidina
y viceversa) y la mayoria de ellos se éncuentran en.
l0s individuos pertenecientes al golfo (BDLA).

(Tabla Vi,  Tambien $€ determind, en page al  Apéndice
I la abundancia relativa de bases nucelotidicas para
el lobo marino (guanina 12.677, adenina 30.887, timina
31.127 y citosina 25.277%) (Tabla 1X) y se relacione -

con velores obtenidos parga otros organismos de sangre

caliente (Tabla X).

Finaimente, €Valuando dleatoriamente 1000 ael
total de a&rboles posibles que el programa genera se
obtuvo una gr&fica de distribucion de frecuencias (Figura
9) en la cual  se  pudo observar que la longitud del
&rbol obtenido  como el mas parsimonioso  tuvo una frecugn—

Cia Unica y se obtuvo el valor €stadlstico para g1

(-1.4786),



TABLA VIII.Informacion sobre las mutaciones que se presentaron a lo largo del
estatus real de los datos mostrando el tipo de cambio Yy area geogra-
fica en que se presento (SN = San Nicolas, SN = San Miguel, PB = Punta
Banda, G = Golfe de California) (Gu = guanina, Ad = Adenina, Ti = Timina,

TP oo 1L PR Ehoro
Transicion Transversion
1 Ci === Ti 6
2 Ci ---> Ti G
3 ¢i —> 1i SN
4 i ---> Ti PB
3 Ad === Gu G
6 Ad ---> Gu 6
7 Ad -=-=3 Gu G
B Ad =---) Ci G
9 Gu -—-) Ti 6
16 Ci -==) Gu G
11 Ci -—-) Ti G
12 Ci-==)Gu--->Ti GyPFB
13 Ad ---) Gu 6
14 Ci -—-> Ti ¢
13 Ci —-=>Ti 6
16 ¢i =) 6u SN y SH
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TABLA IX . Composicion porcentual de bases nucleotidicas en los fragwentos hipervaria-
bles de la Region Control y Citocromo b del lobo marino mostrando un prome-

dio global.
|
R EREGEUR® o bobssts
GUANINA ADENINA TININA CITOSINA
_—
SAN NICOLAS 1 12.62 31.87 21.39 24.92
SAN NICOLAS 2 12.62 31.87 31.67 25.24
SAN NICOLAS 3 12,62 31.87 31.39 24.92
SAN NICOLAS 4 12.33 31.168 31.49 25.60
SAN RIGUEL 1 12.62 31.87 38.74 25.56
SAN MIGUEL 2 12.62 31.87 31.39 24.91
SAN MIGUEL 3 12.62 31.07 31.39 25.24
SAN MIGUEL 4 12.62 31.87 31.39 24.91
FIA. BANDA 1 12.94 31.87 31.87 24.60
PIA. BANDR 2 12.62 31.e7 31.74 25.56
PTA. BANDA 3 12.86 31.87 31.39 24.92
BDLA(GOLF() 1 12.94 30.42 38.74 23.89
BDLA(GOLFO) 2 12.94 38.42 36.74 25.89
BDLA(GOLFO) 3 12.94 36.09 31.87 25.89
BDLACGOLFQ) 4 12.94 30.42 30.74 25.89
gﬁgggglo 12.67 36.88 31.116 23.27
(CITOCROMO B)
UNICO GENOTIPO 12.81 31.28 25.14 28.77

53



TABLA X . Comparacion de los porcentajes obtenidos para las bases nucleotidicas
del lobo marino respecto a los porcentajes de otros vertebrados de san-
gre caliente (de acuerdo a Arnason y Johnsson, 1992).

PORCENTAJE DE BASES

ORGANI SKO

L GUANINA  ADENINA  TIMINA  CITOSIMA

B e e T e e ]
Foca de puerio 14.38 33.68 25.30 27.4
Ballena de aleta 13.38 32.70 26.70 27.3
Vaca 13.50 33.48 27.20 25.9
Ser hunano 13.18@ 36.96 24.70 31.3
Raton dowestico 12.38 34.60 28.70 24.4
Rata silvestre 12.50 34.18 27.20 26.2
Lobo marino 12.67 30.88 31.416  25.27

e ————]
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FIGURA 9. Andlisis gréticc de distribucién de frecuencias obtenido
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trando el valor estadistico de @1,
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DISCUSIONES.

Para el presente estudio se aisle la molécula
de ADN mt puesto que de acuerdo a varios autores
(Billington y Herbert, 1991; Beckenbach, 1991) debié
ser la  més apta para mostrar la  diferenciacién genética
que se deseaba encontrar, Dentro de las caracteristicas
que  ayudaron a sy selecciébn  estas  fueron las  mé&s relevan-
tes:

1) Homoplasmicidad; esto quiere decir que todas las
moléculas son idénticas en un organismo y por lo tanto
cuslquier tejido podrila haber sido empleado.

2) Tasa de substitucién nucleotidica de 5 a 10 veces

mayor que la del ADN nuclear y por lo tanto mayor

capacidad de mostirar algun cambio 3 corto plazo en
escala de tiempo (Brown et al, 1979; Wada et al.,
1991),

3) Transmisién matrilineal, esto es debidao a que el

ADN - mt es maternalmente heredado y por lo tanto no
hay recombinacién, En relacion con esto, el ADN mt
presenta secuencias de bases que se dan solo una vez
por genoma  (Avise €t al, 1988, Friesen et al,  1992).

4) Facihdad para aitslarse y analizarse (Eeckenpach,

1991 Garne y Ryder, 199¢: Sambraok €1 al, 1969, Rocsel,
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5) Tamafio de 1la molécula pues comparativemente el genoma
nuclear es 25000 veces mayor al  mitocondrial (Brown,

1963; en Nei y Kohen, 1983).

Dentro de las investigaciones més recientes que

competen al estudio del ADN mt se encuentran trabajos

sobre comparacién inter e intra poblacional (Irwin
et al., 1991; Birt-Friesen y Montevecchi, 1992; wWilson
et al, 1985; Avise et al, 1987; Avise, 1992) los
cuales consideraron siempre al citocromo b (cit b)

como una 20na de 18 molécula con regiones hipervariabies
importantes sSin embargo, en este estudio de acuerdo
a 108 resultados (Apéndice 1) el fragmento hipervariable
del cit b analizado mostré solo un genotipo para los
lobos marinos de todas las areas geograficas, es decir
que no hubo ninguna diferencia genética. Este resultado
puede interpretarse de varias formas pero ciertamente
tiene su origen en una serie de sucesos pretéritos
que  pudieron influir en la poblacién tales como la
disminucién de casi todas las colonias de lobos marinos
distribuldos 3 lo largo de la Franja Pacifica incluyendo
el Golfo de California. Este suceso tuvo lugar a
principios del siglo XX (Scammon, 1874, Towsend,

1685, Scheffer, 1928 ) tiempo en que se utihizaban
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105 pinipedos, para extraer de ellos pieles, aceites,
grasas, colmillos y carne. Esta #ltima, para SuU  USoO.

en trampas de langosta y otras especies de organismos

marinos (Elliott, " 1887, Steverson,1904; Townsend,
1918; Townsend, 1919).

El evidente cuello de botella que experimenté
la poblacidn posiblemente no limité su restablecimiento

ya que actualmente, de acuerdo a los nuevos censos
de lobos marinos hay un total de 175,000 individuos
tanto en aguas norteamericanas como mexicanas (Le Boeuf,
1983; Aurioles, 19863) pero de cierta forma explica
porque el cit b no mostrd diferencias entre los organismos
analizados. Por otra parte, el efecto del cuello de
botella actua sobre el ADN mt de una manera dréstica
por ser ésta, una molécula uniparentalmente heredada
lo que indica que tiene un namero efectivo de genes
igual a 1/4 de los del genoma nuclear (Rosel, 1992).  Asl,

el tiempo requerido para la fijaciéen de genes del ADN

mt es mé&s corto que el requerido por el genoma
nuclear. Por 10 tanto, 18 peérdida de variabilidad en
el ésta molécula, durante los cuellos de hotella, @4
relativamente mé&s pronunciada (Harrison, 1991). Este

fenémeno, en combinacién con las glaciaciones correspon-
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dientes al Pleistoceno pudo haber influido directamente
sobre la  manifestacién de un solo genotipo en esta

regién analizada del ADN mt.

Esto indudablemente no significd el fin del trabajo

puesto que atn quedaba la opcibn de otras zonas hiperva-

riables por  revisar. Fué por esto que se recurrid a
amplificar el fragmento més hipervariable de la Regién
control (¢ Hasa de desplazamiento "Dloop") ya que
de alguna forma aqui se demostrarta  si 108 individuos
de la especie tenlan 0 no alguna diferencia genética
entre i, Se sabe que la Regibn Control experimenta
mutaciones mé&s  rapidamente  que  1as regiones del genoma

Gque codifican protelnas las cuales a su vez mutan més

rapidamente que la regién que codifica el RNA ribosomal

(Moritz et al, 1989). Por ésta razeén, se recomienda
que las especies con reciente divergencia genética se
estudien base a ésta regién.

Beckenbach (1991) en sus trabajos sobre diferencia-
cién poblacional establecid que l1a Regidn contral es
un buen sitio para trabajar a nivel intra poblacional
debido a SUS 20nas altamente hipervariables detectadas

en ambos extremos de dicha regién,
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Como se pudo apreciar en la tabla I, era de
esperarse que aparecieran numerosos genotipos en la.
Regidn Control, Sin embargo, no es ésta una regién

del ADN mt que 'codifique protemnas o tenga una funcién
bien conocida, Esto hace pensar que no se sabe exactamente
a donde conlleven las mutaciones que fueron encontradas,

aunque ciertamente estan ahl y posiblemente corresponden '

3 los primeros cambios genéticos que puedan Negar
en un futuro a3 expresar diferencias significativas.
Estas, al menos entre l0s individuos que habitan la

provincia norte del Golfo de Califorma 'y los que habitan
la Costa Pacifica. A pesar de que aparentemente no
se observan diferencias morfolégicas entre las colonias

de lobos marinos la tabla mostré que los valores de

distancia genética y divergencia secuencial (%) son
mayores entre los individuos que habitan el Golfo de
California (BDLA) y los mndividuos de Punta Banda.

Esto hace evidente, de acuerdo con otros autores (Graves

[}

et _al, 1984, Avise et al, 1988; Wayne et al, 1991;
Bowen et al., 1992; Dizon et al, 1992), que las barreras
geograficas tienen una influencia en el aislamento
y la manifestacién de la alopatrila en la poblacién

aunque no por esto se descarten otros factores Que

pudieran infiur como por ejemplo:
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La Reserva absoluta disponible (RAD)(Rankin, 1985)
de alimento que existe en el sitio donde se establece
una colonia de lobos marinos, La provincia norte de)

Golfo de California © mantiene numerosas loberas de caracter

reproductivo (Maravilla, 1986), debido 3 que durante
todo el afo, la zZona mantiene una RAD éptima (Badan
et al, 1985, Arvizu, 1987), proporcionando asl una
subsistencia garantizada para ésta especie, De igual
forma, la Costa Paclfica de Calfiornia 'y Baja California

mantiene zonas de alta produccién en peces epipelagi-
cos y fauna benténica (McCall et al, 1976), por 1o
que resultarla poco redituable energeticamente hablando,
considerar una migracién tan extensiva que contemple
la entrada y salida constante de individuos al Golfo
de California. Al no haber necesidad de buscar el alimento
los animales pueden experimentar migraciones parciales

pero a corta distancia (Rankin, 1985).

Si 5¢ relacionaran los factores de disponibilidad
de alimento, distancia recorrida en una migracién,

exposicién 3 los depredadores y presencia de asentamientos

urbanos se puede entender me jor porque los mndividuos
no participan tan evidentemente del patrén migratorio
anual establecido por algunos autores (Anderson y Keith,

1960, Velarde et al., 1985).
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Estas W®ltimas dos ideas pueden ayudar a comprender
mejor los valores bajos de distancia genética y divergen-.
cia secuencial entre las colonias correspondientgs
a la Franja Pacifica, ya que existe la posibilidad
de que las colonias de lobos  marinos de esta regién
pudieran mezclarse unas con otras considerando que
18 distancia directa  por mar  que separa a las Islas
San Miguel y San Nicolds es de 125 km, y la que separa

a Punta Banda de San Miguel es de 190 Km. Ademaés, es

interesante hacer notar que los valores maximos de
divergencia secuencial intragrupal (1.67%) no estan
muy le janos al valor obtenido intergrupal (2:37) Esto,
no es ni la mitad del porcentaje méximo de divergencia
secuencial (5.5%) encontrado comparando la Costa Pacifica
con el Golfo de California. Tomando en cuenta ésta
baja divergencia secuencial, las islas antes mencionadas

no se considerarlan como una Dbarrera geogrsfica importante
puesto que los lobos marinos presentan suficiente
capacidad motriz como para desplazarse cortas distancias
de una manera continua. Ademés, no hay un rasgo en

13 informacibén que sea caracteristico de cada una de

estas 3 colonias (SM, SN y PB).
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Un aspecto de importancia resulta ser la herencia

materna del ADN mt en relacidn con las migraciones
estacionales que experimenta el lobo marino, Como se
sabe, los lobos . marinos desarrollan velocidades de

nado hasta de 45 Km/hr (Feldkamp, 19895) lo cual pudiera
considerarse como una buena capacidad de dispersién,

Sin embargo, son los machos tanto adultos como subadultos

10s que experimentan estas migraciones (Peterson y
Bartholomew, 1967, Aurioles y Alvarado, 1985; Maravilla,
1986). Es raro observar a las hembras en migracién
a menos que las condiciones en el sitio llegaran a
ser adversas y ain asl, estos desplazamientos serian
por cortas distancias, Las hembras, por o general,
desde su etapa subadulta (5-6 aflos), participan de

la  reproduccibn 'y por lo tanto se encuentran prefladas,
pariendo 0 lactando bebes, Incluso, se ha observa.do
en 1a conducta de 1as madres que sus crlas permane-
cen hasta cerca del aflo a su lado, « 3dem&s de ser fieles
a  las dreas reproductivas (Peter;son y Bartholomew,

1967). Este tltimo aspecto es interesante pues conside-

ra que las hembras participan de la reproduccién en
el mismo sitio. Por lo tanto, contribuyen mé&s al
airslamiento, alopatria y establecimiento de IlIneas

umifamiliares que los machos, suponiendo que estos
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participaran de la reproduccién en otras loberas, 1slas
0 zonas, 10 cual establecerla un flujo génico Si la

transmisién de) ADN mt fuera biparental.

Se ha observado en muchas especies de vertebrados
(comec es el caso de las aves) que aunque éstas migren
miles de Kilbmetros no se establece un flujo génico
0 mezcla entre las colonias (Birt-Friesen y Montevecchi,

1992). Quizd& no sea este el caso exacto de los lobos

marinos puesto qQque en estos animales 18 monogamia no

existe, pero sirve para comprobar que 13 fidelidad

al sitio reproductivo es un factor mas que contribuye

al establecimiento de nuevas expresiones genéticas.
Cconsiderando el Analisis Filogenético de Madxima

Parsimonia se pudo constatar que 10s &rboles m&s parsimo-

niosos (Figura 7) se encontraron relacionados entre
sl, Ciertamente, ~"nos son reflejo de otros por lo que
se consideraron .",;olo 2 expresiones distintas, y aun
asl, © no muy diferentes. Detalles de este tipo suceden

cuando la cantidad de datos analizados Ya no €5 suficiente

parsa que el algoritmo del programa separe mejor los
grupos inconclusos (comunicacidn personal, Jesus Maldona-
do, Life sciences Building, UCLA). For esta razén se

generad un consenso global que relacioné los 4 drboles



obtenidos en uno solo (Figura 8). Este consenso destacé

siempre a los individuos del Golfo de California como

una entidad separada.

De acuerdo a varios autores (Archie, 1989; Farris,
1989a, Farris, 1989b, Swofford, 1991) los valores de
Indices que proporciona el analisis de datos antes
mencionado, son una manera de constatar si el 6 los
drboles mas parsimoniosos obtenido (s) son confiables

o no, En este estudio, 10s valores de los Indices (de

consistencia, IC=0.867; de Homoplasia IH=0.133 y de
Retencién, IR=0,846) mostraron que las opciones mas
parsimoniosas Si tienen validez, En otras palabras,

estos &rboles sSON un 877 consistentes, solo un 137%
debidos a convergencia y no a ancestria y més aln,
el valor de retencién estuvo cercano 3 la unidad =y

lejano de cero 0] equivalentemente 857 1o cual resulté

ser un respaldo més para la consistencia de dichos
érboles,

El ané&lisis estadistico de 1a prueba G resulteé
ser muy relevante para la consideracién final de los
&rboles filogenéticos. De acuerdo con Hillis y Huelsen-

beck (1992) las secuencias comparativas del ADN deben

65
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mostrar una sefial filogenética ¢ pueden ser azarosos
respecto a una historia filogenética de tal manera
que tento el namero de caracteres como el namero de’
individuos (6 taxas) analizado influye en 18 obtencidn
del arbol mas p'arsimonioso. Si se obtiene a partir
de una muestra aleatoria de alternativas, .una  distribu-
cidn de frecuencias (basada en la longitud de cada
&rbol & alternativa) con tendencia hacia la izquierda

(Sokal y RohlIf, 1985) esa serg una buena sefial filogenéti-

ca; por el contrario, Si 108 resultados s0n inciertos,
1a tendencia de la distribucidn seré simétrica. De
este modo, la figura 9 muestra de manera clara que
el arbol mas parsimonioso seleccionado por el programa

es real Y Unico, no 3zaroso.

La prueba de busqueda sobre el estatus real .de
los datos destacd que aproximadamente 21 de las 314
‘bases pudieron proveer la informacién filogenética
{-que se obtuvo. Sin embargo, cabe mencionar que la relacién
entre el numero de transiciones (Tsc) y transversiones
(Tsv) es de 2.2 ) es decir, 2.2(Tsc) : 1(Tsv). Esta
relacibn muestra una cifra Dbastante alta de transversiones

respecto a otros autores (Aquadro y Greenberg, 19863,

Brown, 1985; Irwin et al, 1991) los cuales destacan
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valores de 10:1 a 20:1 al menos para mamiferos. Como
es bien sabido, es mas significativo un cambio por

transversién que un cambio  por  transicién ya que esto’

implica un cambio de una base (purina) por otra de
caracteristicas diférentes (pirimidina). Por esta causa,
se penséd que la relacién obtenida 2.2(Tsc) : 1(Tsv) .
fuera de suma importancia, evolutivamente - hablando. Sin

embargo, no hay que olvidar que ests relacién corresponde

E la Regidn Control, zona del ADN mt en la cual no
todas 188 mutaciones existentes llegan a fijarse en
el genoma como cambios significativos. Incluso, 10

anico que se conoce de esta regién es que contiene

una estructura prominente formada de la sintesis de
una pieza corta de ADN, 1a cual es complementaria de
la cadena ligera del duplex y desplaza a la cadena
pesada. También, 13 Regidn Control puede Servir como
cebador para 13 sintesis de la cadena pesada hija
(desplazada). Por ditimo, como se mencioné anterior-
mente, esta regidn no participé en la codificacién

de . las protelnas (Brown, 1983; en Nei y Kohen, 1983).

En esto, cabe mencionar que una transversién presente
en el citocromo b imphca consecuencias evolutivas
y dependiendo donde se manifieste ésta, se codificaran

aminoscidos y proteinas diferentes. Quizs por ello,
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es m&s comadn encontrar este tipo de cambios en la Regién

control que en el Citocromo  b. Aunque se desconozca
de que tipo fueran las implicaciones que manifieste’
una mutacioén informativa es necesario resaltar que
el Golfo de California presento, respecto a la Franja
Pacifica, la mayor parte de las mutaciones (tanto transic-

iones como transversiones) (Tabla vil.

Algunos investigadores han relacionado el cociente
Tsc/Tsv con el tiempo de divergencia secuencial (Brown,
1983, en Nej y Koehn, 1983) asignando mayor tiempo
de divergencia secuencial mientras menor sea el

cociente. Sin embargo, respecto a los siguientes datos:

TIEMFO APROXIMADO Tsc/Tsv
(Diverg. secuenc)
< 0.3 ma 24.0
5.0 ma 11.5
8.0 m.a 3.3
10.0 m.a 2.6
25.0 m.a 1.4

80.0 m.a Q.3
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se podrian considerar los dos valores mas obscuros
como los correspondientes a la relacién Tsc/Tsy obtenida
pero este tiempo geolégico no corresponde al tiempo’
de divergencia secuencial entre el pacifico y el lado
del golfoe. El ancestro comen que di6 Jugar & 10s linajes
actuales de pinlpedos data del Perlodo  Oligoceno  (aproxi-
madamente 25 - 30 m.a) pero a partir de este ancestro,
la radiacién evolutiva hacia la especiacion €s diferente,

Se sabe que los lobos marinos tienen Su ancestro comun

en el Perlodo Mioceno Tardio (5 - 8 m.a; Thallassoleon
sp) y de ahl surge el género Zalophus sp hace 2 - 3
m.a (Barnes et al, 19895). Ademss, de acuerdo a los
estudios sobre depositos sedimentarios asociados con

su abertura, el Golfo de Cahfornia tiene aproximadamente

5 m.a (Postmioceno) de edad (Alhison, 1965, Barnes
et al., 1985). Estos altimos argumentos hacen pensar
que el tipo de divergencia secuencial que corresponde
a la relacién Tsc/Tsv ( = % equivalente a 10 m.a
aproximadamente) equivale al ancestro comun del género
Zalophus sp (Thallassoleon sp). Si se considerara el
tiempo del que se tiene registro fésil de Zalophus
sp a 13 actualidad, posiblemente los lobos marinos
pudieron tener un tiempo de residencia en el Golfo

de Cahfornia Si no igual, al menos cercano a [Keke
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2 ma. S esto pudiera comprobarse serla un apoyo méas
para explicar las diferencias genéticas expresadas
en los individuos del golfo respecto a los de la Franja:
Pacifica. De tal manera que si los lobos marinos coloniza-
ron ambos lados e‘n magnitudes  similares y ambas poblacio-
nes fueron diezmadas durante el siglo pasado, se puede

pensar que ademas de la aparicibn de un cuello de botella

en la poblacién, las probabilidades de mezcla de
individuos entre ambos lados de la barrera geografi-
ca (en este caso, la Peninsula de Baja California)
disminuyd de tal forma que permitid el desarrollo de

nuevas expresiones genéticas (6 mutaciones) como respuesta

a un aislamiento pretérito.

Incluso, cabe mencionar que la relacién Tsc/Tsv
- divergencia secuencial (en tiempo geoldgico) antes
citada es muy general y no contempla casos particulares
de especies cuyas caracteristicas pretéritas sean singula-
res. En éste caso, el supuesto error & desfase en la
interpretsacién pudo estar relacionado con la reduccién
en el tamafio de la pablacién (Wright, 1931). Si se
considerara el cuello de botella que 13 poblacién de
lobos marinos experimenté, aunado a uh posible aislamien-

io, el ntmerao de mutaciones que van a estarse fijando
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va a ser mayor que el que estuviera mediado por
seleccién, Este factor eén cierto  modo, tiende a reducir
la frecuencia de las mutaciones predominando sobre,
los factores azarosos. Esto  #ltimo causa como  resultado
una dilucién de mutaciones. Ademas, de acuerdo a las
escalas de tiempo geolégico a las que se hizo referencia,
€s comprensible un desfase en tiempo de acuerdo a o
que realmente deberla equivaler en divergencia secuencial,
Con el cuello de botella, hay mutaciones que se pueden
acumuiar 'y no necesariamente @ésto equivale 3 un  mayor
tiempo geolégico ya que el ritmo acumulativo de mutaciones
en especies cuya talla poblacional ha sido reducida,
€s mayor respecto a las otras poblaciones, y el tiempo

que tardan éstas mutaciones en ser eliminadas, és también

mayor,

Tomando en cuenta todas 1as &reas geograficas
estudiadas, un parédmetro que también resulta ser

interesante considerar, desde el punto de vista glopal,

es  la composicidn porcentual de bases nucleotidicas
(Tabla 1X). Como se sabe, la composicién de guanina
- citosing (G + C) ndica la habilidad relativa de
las cadenas, para separarse en gradientes de cloruro

de cesio alcahno ademés, la guanina es especialmente
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capaz de formar pares de bases estables y por lo tanto,
un  alto contenido de ésta base, ademas de estar en
13 estructura intramolecular secundaria, tiende a formar .
agregados (Brown, 1983 en Nei vy Koehn, 1983). La guanilna
es m&s  abundante ‘ en  vertebrados  que en invertebrados
incluso, es mas abundante en vertebrados de sangre

caliente (como aves y mamiferos marinos) (Brown, 1981).

Arnason y Johnsson (1992) encontraron en la

secuencia completa de ADN mt para la foca de puerto

(Phoca vitulina) un 14.37 de guanina, 337 de andenina,
25.3% de timina y 27.47 de citosina, relacionsdndolo
con otros porcentajes reportados, para la ballena de
aleta, la vaca, el ser  humano, el ratén domeéstico y
18 rata (Tabla X). Todos estos animales coincidieron

en presentar porcentajes similares en todas sus bases
nucleotidicas de las cuales la guanina siempre fue

1a menos abundante,

La 2ona hipervariable de la regién control que
se mapeé en el ADN mt del lobo marinoc mostréd un 12.67Y
de guanina 10 que concuerda cercanamente con los valores
reportados para los organismos de sangre caliente antes

citados, por esto mismo, se dedujo que 13 abundancia
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relativa de guanina en lobos marinos fué considerable
aunque aunque serla interesante estimar nuevamente
esta cantidad de guanina una vez que se tuviera el

total de bases que suman la secuencia completa del:

ADN mt del lobo marino. o

Finalmente, volviendo a un contexto global, la
categorizacién Jjerarquica de cualquier “stock" permite

a los administradores de recursos el asignar qué  poblacio-

nes necesitan proteccién por ser unidades evolutivas
significativas (Dizon et al., 1992). De acuerdo a esta
clasificacién  del  “"stock" se consideré, en base a este
trabajo, que 1a poblacién de lobo marino californiano
reunié las caracteristicas para ser ubicada dentro
de la Categorta I. La cual establece  que se trata de
poblaciones con 13 mayor probabilidad de ser unidades
evolutivamente significativas conteniendo un patrén
discontinuo de divergencia geneética donde agrupaciones

de genomas localmente adaptados e intimamente relacionados
estan geograficamente aislados y separades de otros,

por . distancias geneéticas significativas (Dizon et al.,

1992). Esto fue, tomando en cuenta el an&hisis completo

de la Filogenis entre 1as 4 areas de estudio, el cual
resume que 105 ndividuos del Golfo de California se
comportaron como una entidad poblacional alslada por

la dimensiédn de |3 Peninsula de Baya cahforma (como
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dieron

- El lobo marino (Zalophus californianus) posee una diferencia-
cibn genética reflejada por un intervalo de 0.3-5.5/% en
divergencia secuencial entre las colonias de la Franja Pacifica
y el Golfo California, Esto es apoyado por el Andlisis
Filogenético de Maxima Parsimonia.

- £l analisis de las  secuencias genéticas muestra que el citocro-
mo b, no tiene diferencia alguna entre los individuos,

- La Regibn Control generaé un total de 16 cambios  secuenciales

lugar a 11 expresiones genotipi-
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APENDICE I. Matriz de datos secuenciales basada en las lectu-

ras de bases nuwleotfdicas correspordientes ‘a ca

da organismo.

DATOS TARA LA REGION CONTROL

SN1
Sti
PB1
G1

SN2
SM2
PB2
G2

SN3
SM3
PB3
G3

SN4
sh4
G4

SN1
SM1
PB1
G1

SN2
sn2
PB2
G2

SN3
SM3
PB3
G3

SN4
SH4
G4

SN1
SM1
PB1
G1

SN2
SM2
PB2
G2

SN3
SH3
PB3
G3

SN4
SH4
G4

SN1
s
PB1

GATNARTCTATCCCARAGCTGACATTNTNNTTARACTATTCCCTGACATGATTARRCTCC
GATNARATCTATCCCARAGCTGACATTNTNNT TRRARCTATTCCCTGACATGATTAARRCTCC
GATNARTCTATCCCARAGCTGACATTNTNNTTRRACTATTCCCTGACATGATTRAACTCC
GATNARTCTATCCCRAAGCTGACATTNTNNTTARARCTATTCCCTGACATGATTRAACTCC
GATNARTCTATCCCARAGCTGANATTNTNNTTAAARCTATTCCCTGACATGATTARACTCC
GATNAATCTATCCCARAGCTGANATTNTNNTTARACTATTCCCTGACATGATTARACTCC
GATNAARTCTATCCCARAGCTGANATTNTNNTTRARCTATTCCCTGACATGATTARACTCC
GATNARTCTACTCCAARGCTGACATTNTNNTTARRCTATTCCCTGACATGARTTAARCTCC
GRTNAARTCTATCCCAARGCTGRCATTCTARTTARACTATTCCCTGACATGATTARACTCC
GATNARTCTATCCCARAGCTGACATTCTARTTRARCTATTCCCTGACATGATTAARCTCC
GATNARATCTATCCCARAGCTGRCATTCTAARTTRRRCTATTCCCTGACATGATTARAARCTCC
GATNARTCTACTCCAARGCTGACATTNTNNTTRRACTATTCCCTGACATGATTARACTCC
GATNARTCARTCCCARAGCTGANATTNTNNTTARRCTATTCCCTGACATGATTAARARCTCC
GATNARTCTATCCCARAGCTGANATTNTNNTTRRACTATTCCCTGACARTGATTARACTCC
GATNARTCTACTCCARAGCTGACATTNTNNTTARRCTATTCCCTGACATGATTAAACTCC

CCACATTCATATATACCACTACCCCTRCTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTARTG
CCACATTCATATATACCACTARCCCCTRCTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTARTG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATG
CCACRTTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATARGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCARCATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCRCATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTRTG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG
CCACATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTARTCTTTTTTTCCCCTATGC
CCARCATTCATATATACCACTACCCCTRCTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATG

TRCATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATRAGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCACTTGATGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACGTCGTGCAGTTAGTGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGARTGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TRCARTCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACGTCGTGCAGTTAGTGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TRCATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATAARGCACTGTARCATATCATGATTGAT
TRCGTCGTGCAGTTGGTGGTTTGCCCCATGCATATARGCACTGTACATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATARTAAGCACTGTRCATATCATGATTGAT
TACATCGTGCAGTTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCACTGTACARTATCATGATTGAT
TACGTCGTGCAGTTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAARGCACTGTACATATCATGATTGAT

TTTHCHTGHTGHCHTHBCTfEHHHTRHTTTGHCTFQRGTRPTRTRQCT’C7TGPTHCHGC
TTTRCF: CATLACATACCTTORRATARTTTOGARCTGARARTACTATAARCT TCTTGRTACHARA
TTTACATGATGARCATRACTTGARATARTTTGACTGARARTACTATAARCTTCTTGATACARA
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61
SN2
sh2
PB2
G2
SN3
SM3
PB3
G3
Sh4
Sh4
G4

SN1
SH1
PB1
Gi

SN2
SN2
PB2

SN3
SM3
PB3
G3

Sha
Sh4
G4

SN1
SH1
PB1
G1

SN2
SHM2
PB2

SN3
SM3
PB3
G3

SN4
sH4
G4

TTTACATGATGACATARCCTGBAAATARCTTGACTCARATACTATGACTTCCTGATACARR
TTTACATOGATGARCATARCTTGRARTARTTTGACTNARATACTATRACTTCTTOGATACAAR
TTTACATGATGACATAACT TGRARTAAT TTGACTGRARTACTATAARCTTCTTGATACARA
TTTACATGRTGACATAACTTGARATARTTTGACTTARATACTATARACTTCTTGATACARAR
TTTRCATGATGACATARCTGGAARTARCTTGACTCARATACTATGACTTCTTGATACAAA
TTTACATGATGACATARCTTCARRTARTTTGRCTGARATACTATAACTTCTTGATACAAA
TTTACATGATGACATARCTTCRAARTAAT TTGACTGAAATACTATAACTTCTTGRTACARA
TTTACATGATGACATARACTTCARATARTTTGACTGRARTACTATAARCTTCTTGATACARA
TTTACATGATGACATACC TGGRARTARCTTBACTCARRTACTATGACTTTCTGATACARA
TTTACATGATGACATAACT TGARATAARTTTGACTNARATACTATARCTTCTTGATACARA
TTTACATGATGACATAACTTGARATAARTTTGACTGRAATACTATARACTTCTTGATACAARA
TTTACATGATGACATARCTGGARATRACTTGACTCARATACTATGACTTCTTGATACAARA

TGTHHTTCHCTTHGTCCﬂéGﬂﬁGCTTGRTCHRCHHGCCTCGHGGRRCCﬁGCHHCCCTTGT

TGTARTTCACTTAGTCCACGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARRCCAGCARCCCTTGT
TGTAARTTCACTTAGTCCACGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCAACCCTTGT
TGTARCTCACTTAGTCGCCGRAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGRARCCAGCAACCCTTGT
TGTARTTCACTTAGTCCACGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGRARCCAGCAACCCTTGT
TGTARTTGACTTRGTCCACGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCARCCCTTGT
TGTARTTCACTTRGTCCACGARGCTTGRTCACCAGGCCTCNAGARACCAGCAACCCTTGT
TGTARCTCACTTAGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCARACCCTTGT
TOTARTTCACTTAGTCCACGARGCTTGATCRCCAGGCCTCGAGRARCCAGCAACCCTTGT
TGTARTTCACTTAGTCCACGARAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCARCCCTTGT
TGTRATTCACTTAGTCCACGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCARCCCTTGT
TGTARCTCACTTRGTCCGCGARGCTTGATCARCCAGGCCTCGAGAAACCAGCAARCCCTTGT
TGTRATTCACTTAGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAARACCAGCAACCCTTGT
TGTARTRGACTTARGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCRGCARCCCTTGT
TGTARCTCACTTAGTCCARCGARGCTTGATCACCAGGCCTCGAGARACCAGCAARCCCTTET

GARARGTGTACCTC
GARARAGTGTACCTC
GAARARARGTGTACCTC
GAARRAGTGTACCTC
GAARAGTGTACCTC
GAARRAGTGTACCTC
GRARRGTGTARCCTC
GARARARGTGTARCCTC
GARARGTGTACCTC
GARAAGTGTACCTC
GARAARGTGTARCCTC
GARRAGTGTACCTC
GRAARAGTGTACCTC
GAARAGTGTACCTC
GAARRGTGTARCCTC;

DATOS PARA EL CITOCRGMC 5.

NNGARAARGTANCATCCANCTARACCCACTNNCCARAATTATCARCAGNTNCACTTATCGAC
CTGCCCRCACCATCTAANATNTCAGCATNATARRACT TTNNATCCTCCTCGCAGCATGCT
TAGCCTACARARTCTARNAGGCTTTTCTAGCTATRCCTATACTCAGACACCACCACAGCCT
TTTCATCAGTCRCCCACATTTGCCGAGACGTCARCTACGGCTGARTCATCCGATACATGE
ACGCARATGGAGCCTCCATATTCTTTATCTGARTCTACATGCACGTAGGACGRGGACTGT

ACTARACGGATCCTATACACTRACACARACATGAARCATTGGCATCATCCTCCTRTTTACAR

TCATACTAC.
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