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RESUMEN

El'lobo marino de California Zalophus californianus californianus es el pinnipedo
mas abundante y de distribucién mas amplia en México; fue aprovechado desde
hace por lo menos dos mil afios por los antiguos pobladores de la region y se
cazo comercialmente por mas de 150 afos. Desde 1982 se encuentra en veda
por el gobierno de México, pero se utiliza ilegalmente y existe una gran
interaccion con diversas pesquerias, lo que provoca una mortandad accidental
e intencional. El lobo marino de California es capaz de desplazarse grandes
distancias (~2000 Km), y presenta diferentes niveles de dispersion a lo largo de
su distribucion. Sin embargo, no se conoce un patrén de migracion definido, lo
que dificulta conocer la estructura de la poblacion. Aungue existen evidencias
de una poblacién subdividida, los resultados no son conclusivos y; por lo tanto,

no ha sido posible realizar acciones de conservacion efectivas.

Se investigd el grado de estructuracion y variabilidad genética de la poblacion
actual y la filogeografia de Z. c¢. californianus, en su (_:listribucién en México.
Durante el verano de 1997 se recolectaron muestras de tejido de 177 crias, en
once loberas reproductivas a lo largo de las costas de la Peninsula de Baja
California. Se secuencié un fragmento de 301 pares de bases de la region

hipervariable I de la regién control del DNA mitocondrial.

Se encontraron un total de 33 haplotipos, a partir de 19 sitios variables, donde
el 100% de las sustituciones fueron transiciones. Se reportan niveles de
diversidad genética por localidad y de manera global como diversidad
haplotipica (H = 91.83 + 0.82), diversidad nucleotidica (7%”= 1.18 £ 0.67) y

promedio de diferencias pareadas entre haplotipos (7 = 3.57 + 1.82).




Con base en el andlisis molecular de varianza (AMOVA), se encontré una
poblacion estructurada en cuatro grupos bien definidos (Fst = 0.1098, P < 0.05;
®st = 0.1441, P < 0.05): Pacifico (islas Coronados, Benitos, Cedros, Asuncién y
Santa Margarita), Golfo Sur (Los Islotes), Golfo Centro (Isla San Esteban,
lobera Los Cantiles en la Isla Angel de la Guarda, Isla Granito e Isla Lobos) y
Golfo Norte (Isla San Jorge). De manera complementaria, se realizé un analisis
jerarquico de ctmulos, con base en las similitudes genéticas, con el cual se
corroboré la estructura antes descrita. Se discute la vulnerabilidad de algunos
grupos y sus implicaciones para cuestiones de manejo del lobo marino como

recurso natural, asi como las posibles causas de la estructura.

Los resultados no son concluyentes sobre un posible efecto de un cuello de

botella, por causa de la explotacién.

Los métodos filogenéticos empleados (Maxima Parsimonia, UPGMA vy
Neighbor-Joining), no mostraron una buena resolucién. Sin embargo, a partir de
la red de la minima separacion (MSN, Minimum Spanning Network) se propone

la filogeografia de Z. ¢. californianus.

Palabras clave: Lobo marino de California, Zalophus californianus californianus,
estructura genética, variabilidad genética, filogeografia, Minimum Spanning

Network, Baja California, México.
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ABSTRACT

The California sea lion Zalophus californianus californianus is the most
abundant and widely distributed pinniped in Mexico. It was used for about two
thousand years by native Americans in the region and was commercially hunted
for more than 150 years. Since 1982 it has been protected by the Mexican
government, but is still illegaly used and there is large interaction with several
fisheries that cause accidental and intentional mortality. The California sea lion
is capable of travelling large distances (~2000 Km) and has different dispersal
levels along its distribution. However, the migration pattern has not been
defined, and this had made it difficult to know the population's structure.
Although there is some evidence of a subdivided population, the results have
not been conclusive. Therefore, effective conservation actions have not been

possible.

The genetic structure and variability as well as the phylogeography of Z. c.
californianus was investigated in its present distribution in Mexico. During the
summer of 1897, 177 tissue samples from pups were collected in eleven
rookeries along the coasts of the Baja California Peninsula. A fragment of 301
base pairs of the hipervariable region | of the mitochondrial DNA control region

was sequenced.

33 haplotypes from 19 variable sites were found, where 100% of the
substitutions were transitions. Levels of genetic diversity for each locality are
reported and global haplotipc diversity (77 = 91.83 + 0.82), nucleotidic
diversity (7= 1.18 + 0.67), and averages of paired differences between
hapiotypes (77 = 3.57 + 1.82).



v

Based on Molecular Analysis of Variance (AMOVA), a structured population with
four well-defined groups was found (Fst=0.1098, P < 0.05; ®st=0.1441,
P < 0.05): Pacific (Coronados, Benitos, Cedros, Asuncién and Santa Margarita
islands), Southern Guf (Los Islotes), Center Gulf (San Esteban Island, Los
Cantiles rookery on Angel de la Guarda Island, Granito and Lobos islands), and
Northern Gulf (San Jorge Island). In additon, a hierarchal cluster analyses was -
carried out based on genetic similarities, and the previously described structure
was confirmed. The vulnerability of some groups is discussed, as well as the
implications for the sea lions's management as a natural resource, and the

possible causes for this structure.

The results are not conclusive about a possible bottleneck effect due to

exploitation.

The phylogenetic methods used (Maximum Parsimony, UPGMA and Neighbor-
Joining) did not show a good resolution. However, based on the Minimum
Spanning Network (MSN), the phylogeography of Z. ¢. californianus was

proposed.

Keywords: California sea lion, Zalophus californianus californianus, genetic
structure, genetic variability, phylogeography, Minimum Spanning Network, Baja

California, Mexico.
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INTRODUCCION

El lobo marino de California Zalophus californianus californianus (Lesson,
1828), es el pinnipedo mas abundante y de distribucién mas amplia en México.
Habita en el noreste del Océano Pacifico y se distribuye entre México, Estados
Unidos y Canada. En el Golfo de California se encuentra el 16% de la poblacion
total, en la costa occidental de la Peninsula de Baja California cerca del 46%,
en California el 35% y en Columbia Britanica el 3% (Le Boeuf et al., 1983).

Estos animales son capaces de desplazarse grandes distancias (Lowry, 1985;
Aurioles-Gamboa, 1988) vy aln cuando |a presencia y ausencia del lobo marino
de California en diferentes localidades sugiere un movimiento regular de los
mismos, no se conoce un patrén de migracion definido, lo cual dificuita conocer

la estructura geografica o subdivision de la poblacidn o poblaciones.

‘En México, el lobo marino fue aprovechado desde hace por lo menos dos mil
afos por los antiguos pobladores de Baja California, Sonora y Sinétoa {Lluch-
Belda, 1969). Comercialmente se cazd desde 1806 y hasta 1972 (Cass, 1985),
lo-que disminuyé la poblacién: Desde 1982 el lobo marino se encuentra en veda
permanente por el gobierno de México (Ley Federal de Pesca, 1986), y desde
1972 por los Estados Unidos de América (EUA) (Marine Mammat Commission,
1994). Aunque no existen censos confiables antes de su explotacién, la
abundancia total de Z. ¢. californianus ha aumentado. A principios de 1960 se
reportaron 39,346 individuos {Lluch-Belda, 1969), en 1983 se estimé un total de
145,000 animales (Le Boeuf et al., 1983) y 217,000 en 1990 (Lowry et al.,
1992), por lo que algunos autores consideran que la poblacién se ha
recuperado (Zavala-Gonzalez, 1990 y 1993; Lowry et al., 1992).

Como consecuencia del aumento de la poblacion, los pescadores consideran al

lobo marino como una plaga (Gallo-Reynoso, 1986; Zavala-Gonzalez, 1993} por
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la gran interaccién de éstos con diversas pesquerias (Hanan et al. 1989;
. Fleischer y Cervantes-Fonseca, 1990; Zavala-Gonzalez et al., 1992); los matan
intencionalmente porque dafian a sus artes de pesca y causan pérdidas del
producto (Townsend, 1919; Stroud y Roffe, 1979; Miller et al., 1983; Lowry y
Folk, 1987; Zavala-Gonzalez y Esquivel-Macias, 1991; Zavala-Gonzalez ef al.,
1992; Zavala-Gonzalez, 1993; Delgado-Estrella et al.,, 1994). Ademas, existe
una mortandad incidental por enmallamiento (Stewart y Yochem, 1987; Harcourt
et al., 1994). También se utiliza ilegalmente como carnada en la pesqueria del

tiburén (Zavala-Gonzalez y Esquivel-Macias, 1991).

Aln cuando se considere al lobo marino de California demograficamente
recuperado, existen evidencias de que esta subespecie esta formada por al
menos dos grupos o poblaciones: una en el Golfo de California y otra en la
costa pacifica de Baja California, México, y California, EUA (Maldonado et al.,
1995). Sin embargo, este trabajo sélo considerd localidades ubicadas en los
extremos de la distribucién de Z. c. californianus (Bahia de los Angeles, Golfo
de California; Punta Banda, Baja California; Islas del Canal, California), por lo
gue el trabajo no es conclusivo. Para gque una especie se pueda utilizar y, por lo
tanto, conservar efectivamente a través de acciones planeadas, éstas deben
fundamentarse en una sélida base de conocimiento. En México, la Unica forma
legal de utilizar al lobo marino era a través de la captura de organismos para
exhibicion por medio de permisos otorgados por el gobierno. Sin embargo,
debido a modificaciones a la Ley General de Vida Silvestre, en los dltimos cinco

afios se ha prohibido este tipo de permiso (Reyna-Medrano, com. pers.)’.

Sin informacion sobre la estructura genética de la subespecie (es decir, cuantas

poblaciones existen) es dificil decidir cuantos individuos y de cuél zona se

' Mauro Ivan Reyna Medrano. Subdirector de Acuerdos de Conservacién, Direccién General
de Vida Silvestre, Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, SEMARNAT,
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pueden extraer. Por lo tanto, es importante analizar una mayor cantidad de
loberas que permita conocer el nimero de poblaciones que se pueden
encontrar en la distribucion de esta subespecie en México. Asi es como en el
presente trabajo se investigé la estructura y variabilidad genética existente de Z
c. califomianus a lo largo de su distribucion en México. Por dltimo, como

~ consecuencia de este andlisis, también se investigo su filogeografia®.

? Filogeografia: Es el area de estudio concerniente a los principios y procesos que
rigen la distribucién geografica de linajes genealOgicos, especialmente aquéllos entre y
dentro de especies cercanamente relacionadas. Como el término lo indica, la
filogeografia trata con componentes histéricos y filogenéticos de la distribucién espacial
de los linajes génicos (Avise, 2000).




ANTECEDENTES

DISTRIBUCION

Fuera de la temporada reproductiva es posible encontrar a estos animales a lo
largo de la costa norte del Pacifico Oriental, desde Columbia Britanica en
Canada (51° N), hasta los 19° N, en la costa mexicana, y en el Golfo de
California (King, 1983). Hay registros de lobos marinos hasta el paralelo 14° N,

pero se consideran casos aislados (Gallo-Reynoso y Soldrzano-Velasco, 1991).

El area reproductiva del lobo marino de California se ubica desde la isla San
Miguel en California, EUA (Peterson y Bartholomew, 1967; King, 1983). Sin
embargo, se tienen registros de nacimientos en Isla Afo Nuevo (Keith et al.,
1984) e Isla Faralldn, donde evidencias arqueolégicas confirman la existencia
de una lobera reproductiva durante el siglo pasado que fue eliminada por la
caza (Pierotti ef al., 1977). En México, las loberas reproductivas se encuentran
desde las Islas Los Coronados (De Anda-Delgado, 1985) y hacia el sur, hasta
Isla Margarita (Le Boeuf ef al., 1983). Dentro del Golfo de California el area
reproductiva se extiende desde las Rocas Consag, B.C., y hacia el sur hasta
Los Islotes, en los limites de la Bahia de La Paz, B.C.S. (Auricles-Gamboa vy

Zavala-Gonzalez, 1994).

Existen 4 loberas reproductivas en las costas de EUA, ubicadas en Isla San
Miguel, Isla Santa Béarbara, Isla San Nicolas e Isla San Clemente (Lowry et al.,
1992). En la costa occidental de la Peninsula de Baja California se pueden
contar 9 loberas reproductivas, localizadas en Los Coronados (De Anda-
Delgado, 1985), Isla San Jerdénimo, Isla San Benito (este, oeste y centro), Isla

de Cedros, Isla Natividad, Isla Asuncién e Isla Margarita (Le Boeuf ef al., 1983).
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Las 14 loberas reproductivas en el Golfo de California estan ubicadas en Rocas
Consag, Isla San Jorge, Isla Lobos, Isla Granito, Los Cantiles y Los Machos (en
Isla Angel de la Guarda), Isla La Calavera, Perdederos, Isiote El Rasito, Isla
San Esteban, Isla San Pedro Martir, Isla San Pedro Nolasco, Los Islotes y
Farallon de Topolobampo (Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994).

Los lobos marinos, como otros pinnipedos, son animales poliginicos (Peterson y
Bartholomew, 1867), y parte de su vida transcurre en tierra, especialmente
durante la época reproductiva (Lluch-Belda, 1969). En el Golfo de California, la
época reproductiva del lobo marino va de mediados de primavera (tercera
semana de mayo) a mediados de verano (tercera semana de julio), con su
mayor actividad en los meses de junio y julio (Aurioles-Gamboa, 1988: Morales-
Vela, 1985 y 1990; Zavala-Gonzalez, 1990; Morales-Vela y Aguayo-Lobo,
1992). Recientemente se reporté que la época reproductiva en el Golfo de
California inicia en la segunda semana de mayo y concluye en la tercera de
agosto (Garcia-Aguilar y Auricles-Gamboa, 2001). En la costa occidental de
Baja California, la época reproductiva se ha reportado de mayo a julio (Peterson
y Bartholomew, 1967; Lowry et al., 1992).

MIGRACION

El patron de migracién del lobo marino de California a lo largo de su distribucion
en el Pacifico fue inferido por primera vez por Fry (1939). Con base en censos
realizados durante invierno y verano en la parte sur de California, Fry encontréd
una poblacion mayor durante el invierno, y sugirié una posible migracion de
lobos marinos desde aguas mexicanas hacia California. Bartholomew y Hubbs
(1952) apoyaron esta hipotesis con base en la ausencia de machos adultos en
Isla Benitos durante el invierno, mientras que en las Islas del Canal la poblacién

de machos adultos fue mayor que durante el verano. Ademas, ia cantidad de




hembras en verano excedio a la de invieno en las Islas del Canal (Bartholomew
y Hubbs, 1952). De acuerdo a Bartholomew y Boolootian (1960), la migracion
de los lobos de las Islas del Canal sugiere un movimiento de machos adultos
hacia el norte en otofio y hacia el sur en primavera. Lo anterior se ha apoyado
con observaciones realizadas durante el invierno, cuando la poblaci6n de lobos
en las Islas San Miguel y San Nicolas estaba compuesta exclusivamente por-
machos adultos (Bartholomew y Boolootian, 1960). En la Isla Afio Nuevo,
California, se ha reportado la presencia de machos adultos y subadultos
durante primavera, otofio e invierno. La ausencia de animales durante el verano
se atribuye al movimiento de los mismos hacia el sur, debido a la temporada de
reproduccion (Orry Poulter, 1965). También existen registros de la presencia de
machos adultos y subadultos en la Isla Vancouver en Columbia Britanica,
Canada, durante otofio y principios de invierno, donde los lobos permanecen
hasta la primavera (Cowan y Guiguet, 1956, Hancock, 1970; Bigg, 1973). Atn
cuando [a presencia y ausencia de lobos marinos en diferentes localidades
sugiere un movimiento regular de los mismos, hasta ahora no ha sido posible

establecer un patrén de migracion definido.

- En aguas mexicanas, Aurioles-Gamboa (1988) menciona que, con base en la
informacion sobre el movimiento de los lobos marinos del Golfo de California,
no se puede considerar la existencia de un patrén de migracion definido, sino
que solo se conoce el nivel de dispersion de los animales. En estudios
realizados en diferentes localidades del Golfo de California como Los Islotes,
Farallon de Topolobampo, Isla San Pedro Nolasco e Isla San Jorge, se reportd
que los machos adultos presentan la tasa mas alta de dispersion (52-100%),
seguida por los machos subadultos (50-84%) y los jovenes (34-62%). Las

hembras adultas son la clase mas sedentaria (28-56%).




Existe una tendencia inversa entre la cantidad anual de machos subadultos
comparada con las hembras y machos adultos. La poblacion de machos
subadultos es menor durante la femporada reproductiva, pero aumenta durante
el inviemno. Los jéovenes de ambos sexos se dispersan de forma irreguiar, y se
pueden mover en cualquier direccion recorriendo distancias de hasta 800 Km
(Aurioles-Gamboa, 1988). Sin embargo, se sabe que los lobos marinos del
Golfo de California permanecen en la zona a lo largo del afio, principalmente en
la Region de las Grandes Islas (Aurioles-Gamboa, 1982 y 1988; Zavala-
Gonzalez, 1990; Zavala-Gonzalez y Aguayo-Lobo, 1988).

Al considerar varios censos realizados en la lobera reproductiva Los Islotes (al
sur del Golfo de California), la poblacion presenta dos maximos anuales en
verano e invierno. El maximo de verano resulta de una mayor cantidad de
hembras, mientras que durante el invierno éstas disminuyen y aumenta el
numero de machos subadultos (Aurioles-Gamboa et al., 1983). En el Farallén
de Topolobampo, una lobera reproductiva al sur del Golfo de California, el
comportamiento de la lobera con respecto a la presencia de hembras y machos
subadultos es similar a la encontrada en Los Islotes (Aurioles-Gamboa, et al,
1983).

Los unicos registros concretos acerca del movimiento de los animales son los
basados en el marcaje de organismos. Hasta el momento, no es poco el
esfuerzo realizado con marcas, sin embargo, no se ha logrado entender del
todo el movimiento de estos animales. Se encontré que un individuo marcado
en Los Islotes en verano de 1983 permanecio hasta marzo de 1984 en la fobera
y posteriormente se reavisté en Isla Granito en junio del mismo afio {(Aurioles-
Gamboa, 1988). Una cria marcada en la Isla Margarita se encontré muerta en
una red localizada en la Bahia de La Paz, cuando tenia dos afios de edad

(Aurioles-Gamboa, 1988). Lowry (1985) reporta que un lobo marcado en la Isla
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Santa Barbara, California, en 1983, se encontré muerto en la-costa central de
Oregon en marzo de 1984. Durante el trabajo de campo de este estudio se
localizé en la Isla San Martin a un macho adulto marcado con el nimero 233;
Mark Lowry® identifico la marca como las utilizadas en Seattle, Washington, en
animales adultos, como control de individuos que interactiian con la pesqueria

del salmoén.

ABUNDANCIA

Aunque los primeros censos de lobos marinos no se realizaron en forma
sistematica, es importante mencionar los valores gue se reportaron como el
total poblaéional en diferentes décadas. La poblacion total estimada del lobo
marino de California para fines de los 1950s era de 50,000 a 100,000 animales
(Scheffer, 1958). Los censos realizados en los 1960s arrojaron un total de
39,346 individruos, de los cualeé 6,027 se encontraban en el Golfo de California,
16,150 en la costa occidental de |la Peninsula de Baja California y 17,169 en la

costa de California, EUA, sin ajustes por errores censales (Lluch-Belda, 1969).

La variabilidad en los censos de lobos marinos dentro de una misma localidad
depende en gran medida de la estacion en que se hayan efectuado y del
método empleado. Por tal motivo, se citan sdlo censos realizados durante la

época reproductiva (verano).

Como ejemplo de censos mas confiables se presentan los siguientes. Para
1964, en las Islas del Canal, se obtuvo un total de 34,382 individuos {(Qdell,
1971); en 1968 se registro un total de 15,467 lobos, en Isla Guadalupe, Benitos

% Mark S. Lowry. National Marine Fisheris Service. Southwest Fisheries Science Center. La
Jolla, California, USA.




9

'Centro, Cedros y Natividad (Brownell et al., 1974). Los censos realizados en
1979 en el Golfo de California arrojaron un total de 15,140 individuos y 23,098,
en la costa occidental de la peninsula (Le Boeuf ef al., 1983). Los mismos
autores reportan 14,389 y 14,994 animales para 1981, en el golfo y 1a costa
occidental de la peninsula, respectivamente. El tamafio de la poblacion de lobo
marino durante la década de los ochenta en el Golfo de California, se estimé en
31,393 animales {(Auriocles-Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994). Para la misma
decada se manej6 un total de 80,000 a 125,000 animales como poblacion total
(Antonelis y Fiscus, 1980). Con base en datos poblacionales de 1979 a 1981,
Le Boeuf y colaboradores (1983) estimaron la poblacién total en 145,000
animales. La poblacion de lobos marinos durante 1990 se estimé en 111,016
organismos en las costas de EUA y 74,467 en la costa occidental de ia
Peninsula de Baja California (Lowry et al., 1992); en el Golfo de California fue
de 28,200 individuos a fines de _Ia década de los 1980s (Zavala-Gonzalez, 1990)
y entre 28,300 y 30,770 animales a comienzos de los 1990s (Zavala-Gonzalez,
1993). Recientemente, Lowry y Maravilla-Chavez (2002) reportaron 247,000
animales para las costas de EUA y 71,000 lobos para la costa occidental de
Baja California. En el segundo caso parece no existir aumento, comparado con
lo reportado en 1992, sin embargo, no se incluyeron todas las localidades
reportadas durante 1992,

EXPLOTACION COMERCIAL

Existen muy pocos datos sobre la explotacion del lobo marino con fines
comerciales. Sin embargo, en distintos documentos se proporciona informacion
que muestra el nivel de explotacion al que fueron sometidos tanto en California,
EUA, como en la costa occidental de la Peninsula de Baja California y el Golfo

de California.
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En las costas de California, EUA vy las Islas del Canal, principalmente en la Isla
San Miguel, la explotacion comercial del lobo marino se realizd desde 1800
hasta 1972 (Cass, 1985). Entre 1800 y 1850, cazadores rusos de nutrias e
indios aleutianos mataron de 30 a 70 animales al afio (Ogden, 1933). Scammon
menciona que durante varios afios una gran cantidad de lobos marinos se
sacrificaron en Califomia y Baja California para la produccion de miles de
barriles de aceite y puntualiz6 que se requieren de tres a cuatro animales
adultos para llenar un barril (Scammon, 1874). Con base en las descripciones
de Scammon, se estimc') una extraccion de 9,000 a 15,000 animales, entre 1860
y 1870 (Cass, 1985). En la Isla San Miguel, EUA, se mataron todos los machos
adultos en 1907; durante 1927 en la misma isla se sacrificaron 400 adultos (no
se especifica el sexo) y todas las crias (Bonnot, 1928; citado por Cass, 1985).
De 1908 a 1930 hubo una extraccién permanente no cuantificada (Bonnot,
1831). Se sabe que desde finales de los 1920s hasta Ia aprobacion de la Ley de
Proteccion de Mamiferos Marinos de los EUA (Marine Mammal Protection Act)
en 1972 (Marine Mammal Commission, 1994), se les permitia a los pescadores
comerciales y deportivos matar lobos marinos si éstos interferian con sus

operaciones de pesca {Jones, 1981).

De acuerdo a Zavala-Gonzalez y Mellink-Bijtel (2000) la explotacion del lobo
marino de California en México se puede dividir en cuatro periodos: el
Prehispanico (antes de 1533) cuando los nativos americanos utilizaron al lobo
marino de forma no intensiva, el Colonial (1534-1821) y el Independiente (1822-
1911) cuando la mayor parte de la explotacion la realizaron extranjeros y
siempre asociada a la caza de otros mamiferos marinos; y por Gltimo el periodo
Postrevolucionario (después de 1911) cuando la explotacién se realizd por

mexicanos y norteamericanos para diferentes usos comerciales.
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Desde 1937 y hasta 1955, en la costa occidental de la Peninsula de Baja
California se mataban 180 animales por dia por comparifas norteamencanas,
para la elaboracion de alimento para animales (Abbott, 1939; citado por Cass,
1985; Lluch-Belda, 1969).

En el Golfo de California, el lobo marino se capturd en abundancia en las costas
de Baja California, Sonora y Sinaloa, pero sélo se cuenta con registros sobre su
captura e industrializacion a partir de 1936. De acuerdo a la produccidén de
50,000 Kg de aceite registrada para 19851, Lluch-Belda calculd que se
requirieron 1,000 machos adultos como minimo para la operacion de ese afo
(Lluch-Belda, 1969). EI 6 de junio de 1856 apareci6 en las costas e islas del
Golfo de California el primer permisionario legal a quien por decreto se le
autorizd cazar al lobo marino con exclusividad por ocho afios como una medida
de control contra la matanza que se realizaba- en la zona (Lluch-Belda, 1969).
Dos afios después, aparecid un nuevo permisionario al cual se le autorizo
cazar lobos y ballenas durante 10 afios (Sierra y Sierra, 1977; citados por
Zavala-Gonzalez y Mellink-Bijtel, 2000). Desde 1950 y hasta aproximadamente
1970 existieron concesionarios de Guaymas, Sonora, dedicados a la
explotacién del lobo marino para la obtencion de aceite. Desde el 15 de mayo y
hasta el 15 de julio, los cazadores de Guaymas sacrificaban cada afio a machos
adultos en las mismas localidades, tales como en isla Granito, San Pedro
Nolasco, San Pedro Martir y Angel de la Guarda (Lluch-Belda, 1969). Desde
1942 y hasta 1964 los concesionarios de Sonora cazaron aproximadamente
400 machos adultos por temporada, dentro del Golfo de California (Aurioles-

Gambda y Zavala-Gonzalez, 1994).

Desde 1982 el lobo marino se encuentra en veda permanente (Ley Federal de
Pesca, 1986), situacion gue permiti6 el aumento de la poblacion (Zavala-

Gonzalez, 1990; Lowry et al., 1992). La tasa de crecimiento de la poblacion en
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el Golfo de California, desde 1979 y hasta 1987, fue de 1.89%, (Zavala-
Gonzalez, 1990). Para la Region de las Grandes Islas, el incremento fue de
0.2% desde 1966 y hasta 1991 (Zavala-Gonzalez, 1993). De 1983 a 1990 Ia
tasa de crecimiento anual en las loberas localizadas en EUA fue de 10.2% y en
la costa occidental de la Peninsula de Baja California la poblacion se mantuvo
estable (Lowry et al., 1992).

En la actualidad el lobo marino se utiliza como carnada en la pesqueria del
tiburén (Zavala-Gonzalez y Esquivel-Macias, 1991). También se capturd
ocasionalmente por compaiiias particulares, para delfinarios o acuarios
nacionales y extranjeros, aunque este tipo de permisos se encuentra
interrumpido. Actualmente, soélo las instituciones educativas y de investigacion
pueden obtener autorizaciones_; para la recolecta de muestras bioIc’J"gicas que se

utilicen para estudios especificos de la especie.

La abundancia de los lobos marinos coincide con las areas de mayor actividad
pesquera (Aguayo-Lobo, 1989; Aurioles-Gamboa, 1988; Zavala-Gonzalez y
Esquivel-Macias, 1991; Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994), donde
éstos ocasionan dafios a las artes de pesca y pérdidas en el producto de la
pesca de sierra, baqueta, cabrilla, pargo, corvina (Fleischer y Cervantes-
Fonseca, 1990), jurel y lisa (Fleischer y Cervantes-Fonseca, 1990: Zavala-
Gonzélez et al., 1992), asi como en la pesca deportiva (Hanan et al., 1989). Por
lo anterior, los pescadores consideran al lobo marino como una plaga
(Townsend, 1918, 1919; Stroud y Roffe, 1979; Gallo-Reynoso, 1986; Zavala-
Gonzalez, 1993). Como consecuencia, en ocasiones los pescadores matan
intencionalmente a los lobos (Townsend, 1919; Stroud y Roffe, 1979; Miller et
al., 1983; Lowry y Folk, 1987, Zavala-Gonzalez y Esquivel-Macias, 1991;

Zavala-Gonzalez et al., 1992, Zavala-Gonzalez, 1993; Delgado-Estrella et al.,
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1984), como un intento por reducir la depredacidén de éstos sobre las especies

de importancia comercial.

La interaccion con diversas pesquerias provoca la muerte accidental por
enmallamiento de los lobos. De acuerdo a Harcourt y colaboradores (1994),
existe un porcentaje alto de lobos marinos enmallados (3.9-7.9%) en Los
Islotes, B.C.S. En loberas mas alejadas de poblaciones humanas, como [as
Islas San Miguel y San Nicolas, se ha reportado un porcentaje menor (0.08-
0.16%) en la incidencia de lobos marinos enmallados (Stewart y Yochem,
1987). En un estudio reciente Zavala-Gonzalez y Mellink-Bijtel (1997) realizaron
observaciones en [a parte central y norte del Golfo de California durante 5 arios
(1991-1995); encontraron un porcentaje intermedio de organismos enmallados

en diferentes loberas ( 0 - 2.24%).

Actualmente, uno de los mayores problemas que podria enfrentar esta
subespecie es la interaccion con las pesquerias, por ello algunos investigadores
consideran gue pueden surgir conflictos, en el futuro cercano, en cuanto al
manejo del lobo marino de California en México (Zavala-Gonzalez y Mellink-
Bijtel, 2000).

SISTEMATICA DEL GENERO Zalophus (GILL, 1866)

A lo largo de la historia se han reconocido tres subespecies para el género
Zalophus (Scheffer, 1958 y muchos otros autores) o tres especies diferentes
(Rice, 1998). Especificamente, se frata de un género distribuido en tres zonas
diferentes: Japén, California y Galapagos. En el caso del lobo marino de Japén
existen al menos dos trabajos que apoyan la separacién de este taxa como
especie (ltoo, 1985; Brunner, 2000). Ambos trabajos se realizaron con base en

morfometria craneal de organismos de diferentes localidades. Por lo tanto, se
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puede considerar al extinto lobo marino de Japén (Zalophus japonicus, Peters,
1866) como una especie diferente. Sin embargo, las evidencias no son tan
claras como para considerar al lobo marino de California (Zalophus
californianus californianus, Lesson, 1828) como una especie diferente al jobo
marino de Galapagos (Zalophus californianus wollebaeki, Sivertsen, 1953). El
mismo autor que describidé a esta (ltima especie o subespecie considera que
las diferencias morfologicas son igualmente grandes entre el lobo marino de
Galapagos y el de California, que entre éstos y el lobo marino de Japén
(Silvertsen, 1954; citado pér Rice, 1998). Ademas, existen desigualdades en el
comportamiento social (Eibl-Eibesfeldr, 1984, citado por Rice, 1998} y en las
vocalizaciones (Cenami-Spada ef al, 1991; citados por Rice, 1998). Sin
embargo, en el presente trabajo el lobo marino de California y el de Galapagos

se consideran subespecies.

DIFERENCIACION INTRAESPECIFICA

Uno de los primeros trabajos en que se intenté establecer diferencias entre las
poblacicnes de Zalophus c¢. californianus, fue el realizado por Orr et al. (1970).
Con base en las caracteristicas craneales y }dentarias de 121 machos, se
realizé una comparacion entre la poblacién de California, EUA y el Golfo de
California, México y se encontrd una gran variacion individual en las
caracteristicas craneales sin existir una diferencia significativa entre los lobos

de las dos regiones.

Recientemente, Aurioles-Gamboa y colaboradores (en preparacion), estudiaron
las relaciones entre diferentes poblaciones del lobo marino, con base en
caracteristicas dentarias consideradas como primitivas (presencia de doble o
triple raiz en los poscaninos y/o presencia del sexto poscanino en la mandibula

y el maxilar). Los resultados indican que existen diferencias entre los
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organismos del Golfo de California (incluye islas de todo el golfo e Isla Margarita
en la costa occidental de B.C.S.) y la costa occidental de la peninsula (Islas del
Canal, Cedros, Benitos, Natividad, Asuncién y San Roque}).

El tinico trabajo sobre genética poblacional de esta subespecie, es el realizado
por Maldonado et al. (1995). Por medio de la secuenciacion de un fragmento de
la regiéon control del DNA mitocondrial, compararon tres loberas del Pacifico
(San Miguel y San Nicolas, en California, y Punta Banda, en Baja Califomnia) y
organismos de Bahia de los Angeles en el Golfo de California. Los resuftados
indican una notable distincién filogenética de los grupos Pacifico y Goifo de
California. Este resultado provocé una nueva interrogante acerca de las
relaciones entre los lobos que ocupaban loberas intermedias entre estos dos
puntos analizados, que podrian considerarse extremos de la distribucion
geografica de la subespecie. Es decir, a partir de dicho trabajo no fue posible
inferir el limite de ambos grupos o si la poblacion presenta mas de dos grupos,
lo cual sélo podria probarse al incluir muestras de localidades intermedias a las
utilizadas por Maldonado et al. (1995).

SECUENCIA DE LA REGION CONTROL DEL mtDNA como
MARCADOR MOLECULAR

Las dificultades para determinar los factores que influyen en la dinamica de
poblaciones silvestres han provocado un aumento en el uso de marcadores
moleculares. Una de las herramientas Utiles para este fin es la teécnica de

secuenciacion de la region control del DNA mitocondrial (mtDNA).

En las células animales se puede encontrar una pequefia cantidad de acido
desoxirribonucléico (DNA) dentro de organelos que se encuentran en el
citoplasma, como es la mitocondria. El genoma de una mitocondria es DNA de

doble cadena, circular y relativamente pequefo (16,000 a 19,000 nucledtidos;
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Ovenden, 1990). La informacion genética se encuentra ordenada linealmente
por cuatro nuclettidos diferentes (adenina, guanina, citosina y timina); el orden
de estos nucledtidos es o que se conoce como secuencia. La secuencia de
nucledtidos codifica diferentes proteinas y RNAs de transferencia (tRNA). El
genoma mitocondrial contiene una secuencia regulatoria que no codifica ningtin
producto y se considera mas aproximada a un régimen de seleccion neutral
(Avise et al., 1987, Moritz et al., 1987). Esta region se le conoce como regién
control (Figura 1). En los mamiferos, esta region tiene aproximadamente 1,000
pares de bases (pb), regula la replicacion y la transcripcién del genoma
mitocondrial, y en ella existe un sitio de origen para la replicacion (Taberlet,
1996, citado por Avise, 2000).

4——— regién control ———p

tRNAT®  csps !
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Figura 1. Esquematizacion de los principales dominios de la region controi del
DNA mitocondrial (mtDNA) de mamiferos (Taberlet, 1996; citado por Avise, 2000).
Existen dos regiones hipervariables dentro de la regidén control, que flanquean una
region mas conservada. En uno de los dominios variables, se encuentran tres (algunas
veces dos) zonas de secuencias conservadas (CSB, por sus siglas en inglés,
‘conserved sequence blocks”). El asa D (D-loop), forma parte de la region control, la
cual es visible bajo el microscopio como un desprendimiento de una de las cadenas
asociado a la replicacion.
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Pueden existir diferencias en la secuencia de nucleétidos del genoma
mitocondrial de dos organismos de la misma especie. La diferencia puede ser
por el tipo o la cantidad de nucledtidos en un sitio dado del genoma; lo que se
conoce como mutacion puntual o de longitud, respectivamente. Los analisis de
variabilidad genética se circunscriben en gran medida a la region control, debido
a que es una zona hipervariable del genoma mitocondrial. Es decir, la tasa de
mutacién es mayor en la region control (Avise, 2000) v, por lo tanto, proporciona
mayor informacién @til para distinguir entre organismos cercanamente

relacionados.

En el mtDNA, la mayoria de las diferencias en la secuencia se deben a
sustituciones, mas que a deleciones o adiciones, lo que hace a este genoma
muy estable en periodos evolutivos cortos. Esta caracteristica favorece la
utilidad del mtDNA como marcador genético para determinar la topologia de

filogenias y la polaridad de cambios de secuencia (Avise, 2000).

Las mitocondrias se encuentran tanto en células somaticas como en las
germinales, por lo que se puede emplear practicamente cualquier célula para
obtener el miDNA. Ademas, la mayoria de los individuos tienen la misma
secuencia en todas sus mitocondrias, lo que se conoce como homoplasmia
{(Avise, 2000).

Con base en experimentos de cruzas en diferentes organismos, se concluyé
que las mitocondrias se heredan estrictamente por via materna (Dawid y
Blackler, 1972, Giles et al., 1980; ambos citados por Ovenden, 1990). La
pequefia cantidad de mitocondrias que se encuentra en la cabeza del
espermatozoide y que se inyecta dentro del 6vulo durante la fecundacién, no
sobreviven en el citoplasma del cigoto. Por lo tanto, el mtDNA se hereda

asexualmente y aparentemente sin recombinacién genética intramolecular.
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Como consecuencia, esta molécula proporciona informacién Gnica para
estudios filogenéticos ya que guarda informacion ancestral (Avise, 2000).
Debido a que los individuos se pueden caracterizar o identificar de acuerdo a un
haplotipo® particular, se pueden considerar como unidades taxondmicas
operacionales (OTUs) en determinaciones filogenéticas (Avise, 2000).

Por lo tanto, a partir de la secuencia nucleotidica de la region control del mtDNA
se pueden inferir diversos aspectos de la estructura y dindmica poblacional.
Algunos de estos aspectos son: dispersion, habitos o regularidades
reproductivas, la historia reciente de las especies y sus relaciones filogenéticas,
asi como su zoogeografia histérica (Avise, 1986).

' Fragmento del genoma mitocondrial con una secuencia nucleotidica determinada.
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HIPOTESIS

Debido a que la reduccién de la poblacion por la explotacion, no fue discreta
sino continua en la mayoria de las loberas, es probable que la poblacién no
presente un efecto de cuello de botella. Ademas, se espera encontrar una
variabilidad genética alta dentro de cada lobera, debido al movimiento continuo
de organismos jovenes entre las loberas, aunque exista una tendencia a la
filopatria por parte de los machos territoriales y las hembras adultas. La posible
estructura genética de la poblacion podria estar en funcién de la distancia
geografica entre las loberas. Por lo tanto, se espera encontrar una diferencia en
. la variabilidad y frecuencia de los haplotipos, entre las loberas del Golfo de

California y la costa occidental de la peninsula de Baja California.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la estructura genética poblacional y la filogeografia de Zalophus
californianus californianus de las loberas reproductivas en las costas de la

Peninsula de Baja California.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la variacién genética de los individuos dentro y entre las
diferentes loberas reproductivas de Zalophus c. californianus, en la costa

occidental de la Peninsula de Baja California y en el Golfo de California.

2. Determinar si existe un efecto de cuello de botella que haya disminuido la
variabilidad genética de los individuos en funcion de la explotacion a la

gue fueron sometidos.

3. Determinar la filogeografia de Zalophus c. californianus en su distribucién

en México, con base en su caracterizacién genética.
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AREA DE ESTUDIO

La zona de estudio comprendidé cinco islas de la costa occidental de la
Peninsula de Baja California (Coronados, Benitos, Cedros, Asuncién y
Margarita) y seis islas en el Golfo de California (San Jorge, Lobos, Granito,
Angel de la Guarda, San Esteban y Los Is[.otes).

La costa occidental de la Peninsula de Baja California es una regién delimitada
al norte por la linea fronteriza con los Estados Unidos de América cerca de la
Ciudad de Tijuana, B.C. (32° 30' Ny 118° 24' W) y se extiende por toda la costa
occidental de dicha peninsula, hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur (22°
48" N y 110° 00' W). Su litoral tiene una longitud aproximada de 1,250 Km y se
encuentra dentro de .la provincia fisiografica de la llanura costera de Baja
California (De la Lanza-Espino, 1991). En esta zona predominan costas y
montafias de clima arido, con precipitaciones en invierno en el norte y en

verano en el sur (De {a Lanza-Espino, 1991).

El sistema de la Corriente de California esta delimitado al norte y al sur por la
Corriente Subartica y la Corriente Norecuatorial, respectivamente (Parés-Sierra
et al., 1997). La transicién de uno a otro sistema se hace en regiones de mezcla
de caracteristicas complejas. De acuerdo a Vélez-Mufioz (1981), Gémez y
Vélez-Munoz (1982; ambos estudios citados por Parés-Sierra ef al., 1997), la
corriente de California se puede dividir en tres zonas: zona del dominio de la
masa de agua subartica, zona de transicion y zona de dominio de masa de
agua ecuatorial. Estos autores sugieren que la zona de transicién se encuentra
frente a la costa norte de Baja California y sur de California (entre los 30 y 35°
N}, la zona de influencia ecuatorial, frente a Baja California Sur desde Punta
Eugenia hasta Cabo San Lucas y la zona de influencia Subértica, de San

Francisco a Cabo Mendocino.
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La corriente de California tiene un flujo de norte a sur de 1,000 Km de ancho,
una profundidad de 500 m y con una velocidad de 25 cm.s™ aproximadamente
(Wooster y Reid, 1963; citados por Millan-Nufez y Lara-Lara, 1995). A lo largo
de la corriente de California se desarrollan surgencias costeras y los estudios
realizados, tanto estacionales como espaciales, han mostrado que las maximas
surgencias se presentan en el sur durante los primeros meses del afo (invierno-
primavera), y hacia el norte a finales de primavera y verano (Reid ef al., 1958:;
citados por Millan-Nufiez y Lara-Lara, 1995).

El promedio anual de productividad primaria para mar abierto es de
aproximadamente 10 mgC.m>.h"", mientras que para las aguas interiores es de
40 mgC.m>.h" (Millan-Ndriez y Lara-Lara, 1995).

El Golfo de California se encuentra ubicado en la region noroccidental de
Mexico, entre los 18° y 35° N. Es un mar marginal de forma alargada con una
orientacién de noroeste a sureste, limitada al oriente por los estados de Sonora,
Sinaloa y Nayarit; al occidente por la Peninsula de Baja California y al sur por
una linea imaginaria entre Cabo San Lucas, B.C.S. y Cabo Corrientes, en
Jalisco (De  la Lanza-Espino, 1991). Es una cuenca marina de
aproximadamente 1,400 Km de longitud, con una superficie aproximada de
210,000 Km?, su maxima amplitud es de 210 Km y se estrecha hasta los 90 Km
al sur de la Isla Tiburdn (Roden y Groves, 1959). El sistema montafioso de Ia
Peninsula de Baja California, con una altitud de 700 a 1,000 m sobre el nivel del
mar, funciona como una barrera de vientos que minimiza la influencia marina
del Océano Pacifico, lo cual ocasiona que el clima dentro del Golfo sea mas
continental que ocednico (Roden, 1964). El Golfo de California se considera una
gran cuenca de evaporacién que gana calor a través de su superficie (Lavin-
Peregrina y Organista, 1988; Paden et al, 1991). Este flujo de calor tiene una

importante modulacion estacional (Ripa-Alsina y Marinone-Moscetto, 1989) por
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lo que se presentan grandes cambios de temperatura (Roden y Groves, 1959;
Alvarez-Borrego y Schwarlzlose, 1979). La temperatura media del aire en el
norte del golfo varia desde 14.8°C en invierno a 31.3°C en verano; mientras que
la temperatura media anual superficial del mar es de 15.9°C en inviemo y

30.6°C en verano (Osuna-Lépez e lzaguirre-Fierro, 2000).

En el Golfo de California, los vientos predominantes, durante inviemo y
primavera, provienen del noroeste. En verano, el patrén se invierte (viento del
sureste) y usualmente produce lluvias en la parte sur. Debido a los vientos
dominantes, los eventos de surgencia se presentan en la costa oriental durante
el invierno y la primavera, y en la costa occidental durante el verano (Alvarez-
Borrego y Lara-Lara, 1991).

La circulacién general del agua se caracteriza por la entrada de agua profunda
y la salida de agua superficial. Como consecuencia de esta circulacion, el agua
profunda rica en nutrientes alcanza la zona eufética y estos nutrientes pueden
ser utilizados por el fitoplancton. Lo anterior hace del Golfo de California un area
subtropical con tasas excepcionalmente altas de productividad primaria

(Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991; Santamaria-Del Angel et al., 1994).

Dentro del golfo se pueden encontrar aproximadamente 100 islas e islotes, de
las cuales 29 estan ocupadas por el lobo marino de California (Aurioles-

Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994).




24

MATERIALES Y METODOS

TRABAJO DE CAMPO: RECOLECTA DE MUESTRAS

La recolecta de muestras se realizé en 11 islas, localizadas a lo largo de las
costas de la Peninsula de Baja California, por medio de la participacién en dos
cruceros organizados por el Instituto Nacional de la Pesca, CRIP-La Paz, a
bordo de embarcaciones de la Armada de México (cafioneros “Altamirano” y
“Juan de Aldama”). El primer crucero abarcé las islas del Golfo de California, del
14 al 25 de julio de 1997, y el segundo cubrié la costa occidental de Ia
Peninsula de Baja California, del 28 de julio al 6 de agosto de 1997. Los
cruceros tenian como finalidad evaluar las poblaciones de pinnipedos, por lo

tanto, primero se censaron los animales.

Las muestras se obtuvieron Ginicamente de crias. El censo previo a las capturas
permitié reconocer las zonas de facil acceso, cercanas a sitios donde se
encontraron mas de 30 crias. Esto se debié al niimero maximo de muestras por
localidad (20 crias) que fue permitido obtener por recomendacion de la
Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP); al
otorgar el permiso No.DOO750.8106/97, para la recolecta de muestras.

En el Golfo de California se censaron 12 loberas reproductivas y se obtuvieron
96 muestras en seis de ellas, con un minimo de 14 y un maximo de 20 por
lobera (o isla). En la costa occidental de la Peninsula de Baja California, se
censaron siete loberas y se recolectaron 81 muestras de tejido en cinco de
ellas, con un minimo de 15 y un maximo de 19 por lobera (o isla). En el Cuadro
1 se presenta la lista de las islas visitadas, y en la Figura 2, los sitios de
recolecta de las muestras. En el Anexo I se pueden ver con detalle los datos de

las muestras, por lugar y en orden cronolégico de visita.
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Se procurd no desembarcar en la zona de captura para evitar la perturbacion de
los animales. Después de desembarcar, los participantes se aproximaron
lentamente y agachados a la zona de crias, caminando a lo largo del cantil o
por las rocas mas alejadas del agua y los animales. Una vez cerca de las
hembras y crias, se hizo una aproximacién rapida hacia ellas. Usualmente, las
hembras se arrojaban al agua y las crias se capturaban tomandolas de las
aletas posteriores. Esta accion se llevd a cabo en aproximadamente cinco
minutos. Cada cria capturada se sostuvo durante menos de un minuto, para
determinar el sexo y recolectar la muestra. Esto consistié en cortar con tijeras
de diseccidn el extremo del segundo digito interior de la aleta posterior
izquierda. Siempre se tomo la muestra del mismo digito, para evitar obtener
muestras repetidas. Las muestras de tejido midieron 1 cm de largo, 1 cm de
ancho y 3 mm de espesor, aproximadamente. Estas se colocaron en un
: ‘-recipiente desechable de cartoncillo y en él se anoté el sexo del individuo al que

pertenecio6 ia muestra.

Cada muestra se lavd con agua destilada y etanol al 70% {Medrano-Gonzalez,
com. pers.)® y posteriormente se coloco en un criotubo de 2 mL, se etiqueto y
se guardé en una hielera con bloques plasticos congelados. Una vez en el
barco, las muestras se colocaron en un termo con nitrégeno liquido (-170°C).
Después, las muestras se mantuvieron en un ultracongelador a -80°C, en la
Universidad Auténoma deBaja California (Unidad Ensenada), para su posterior

analisis.

3 Luis Medrano Gonzalez. Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de
México. México, D.F.



26

Cuadro 1. Islas visitadas durante el trabajo de campo, en el Golfo de California
y la costa occidental de 1a Peninsula de Baja California. Se indican las citas de las
coordenadas.

ISLAS CON LOBERAS COORDENADAS
REPRODUCTIVAS LATITUD LONGITUD
GOLFO DE CALIFORNIA

Rocas Consag ' 31°12 114° 27
Isla San Jorge' 31° 01 113° 1%’
Isla Lobos’ 30° 03’ 114° 29°
Isla Granito'? 29° 34’ 113° 3%
Isla Angel de la Guarda (lobera Los 29° 32 113° 29
Cantiles)'?
Isla Angel de la Guarda (lobera Los 29° 18 113° 31°
Machos)"? :
Islote El Partido? 28° 53’ 113° 02'
Islote E] Rasito'? 28° 49’ 113° 00’
Isla San Esteban'? 28° 43’ 112° 35°
Isla San Pedro Martir'-? 28° 23’ 112° 20’
Isla San Pedro Nolasco'? 27° 58’ 111° 23
Los lslotes’ 24° 35 110° 23’

COSTA OCCIDENTAL DE LA PENINSULA DE BAJA CALIFORNIA
Isla Los Coronados >4 32° 29’ 117° 08’
Isla San Jerénimo® 29° 48’ 115° 47’
isla San Benito * 28° 19’ 115° 33’
isla de Cedros *° : 28° 15’ 115° 15’
isla Natividad * 27° 53 115° 06’
Isla Asuncién * 27° 10’ 114° 22'
Isla Margarita * 24° 29’ 111° 53’

1 Zavala-Gonzalez, 1990; 2 Zavala-Gonzalez, 1993; 3 De Anda-Delgado, 1985;
4 Lowry et al., 1992; 5 Salazar-Godoy, 1989
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Figura 2. Localizacion de las islas donde se realizé la recolecta de muestras de

crias de lobo marino de California.
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TRABAJO DE LABORATORIO

EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

El protocolo utilizado para la extraccion y purificacion del DNA genémico, se
bas6 en el manual y guia corta de Palsball (no publicado), donde esta incluido
el corte del tejido, digestion y extraccion. Dicho protocolo es una modificacion al
procedimiento habitual de la extraccion fenol-cloroformo (Sambrook et al.,
1989). La extraccion del DNA se realizé a partir de un promedio de 40 mg de
tejido. Cada muestra se cortd, por separado, con navajas de bisturi.
Posteriormente, el tejido se mantuvo durante 20 horas en digestion a
temperatura ambiente y con agitacion horizontal, bajo la accién de 40 pl de
proteinasa K (10 mg/mL, SIGMA o Gibco BRL), en 400 plL de solucién
amortiguadora (buffer) de extraccién [NaCl 0.1 M, Tris-HCI 10 mM, pH = 8,
acido etilen, diamino tetracético (EDTA) 1 mM] y 40 ulL de dodecil, sulfato de
sodio (SDS) al 10%.

Se hicieron extracciones con 400 pL de fenol equilibrado, posteriormente 200
uL de fenol equilibrado y 200 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), y dos
extracciones mas con 400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). El DNA
se precipitd en frio en 50 pl de acetato de sodio (3.0 M, pH = 4.8) y 1 mL de
etanol al 100% (-20°C). Después, se lavé en 500 ul de etanol al 70% vy se secd
el DNA por evaporacion a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspendio por
una hora a 37°C en 400 pL de solucién amortiguadora 1X TE (Tris-HC! 10 mM,
pH=8.0, EDTA 1 mM)}.

El tamario, concentracion y calidad del DNA gendmico se estimo por medio de

electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (EtBr,
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10 mg/mL) e iluminados con luz ultavioleta (UV). El tamafio de los fragmentos
de DNA se determiné por medio de un marcador de peso molecular de DNA de
500 pb (Gibco-BRL) y la concentracion se estimé al comparar la intensidad de
la banda objetivo con un electroferograma con diferentes diluciones de DNA de
esperma de arenque (9.7 mg/mL, SIGMA). De las 177 muestras, se obtuvo
DNA de buena calidad y con un alto peso molecular. De un promedio de 40 mg
de muestra se obtuvieron de 48 a 60 pg de DNA (120 a 150 ng/ul).

AMPLIFICACION

Se amplificé el fragmento que comprende la regién hipervariable 1, de la regién
control del mtDNA, por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Se utilizaron dos cebadores (primers o iniciadores de sintesis), el “Tro” y el
“Dxx". Tro se une a la cadena iigera de 5’ a 3’ y se localiza entre los genes de
RNA de transferencia prolina y treonina (tRNAP® y tRNA™). Dxx se une a la
cadena pesada de 3" a 5 y se localiza en la parte central del dominio
conservado del asa D (D-loop) (Figura 3). Las secuencias de los cebadores
son:

Tro: 5 CCT CCC TAAGAC TCAAGG &

Dxx: 3' GTA GAC CAA AGA ATGAAG TCC &

Los cebadores fueron diseflados y proporcionados por el grupo de Ecologia
Molecular del Centro de Ciencia Pesquera del Suroeste {(Southwest Fisheries

Science Center), de La Jolla, California.

La reaccion de la polimerasa en cadena se realizé6 en un termociclador Perkin
Elmer modelo 480. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 pL,
que contenia una masa de 15 a 20 ng de DNA gendmico, 1X de solucién

amortiguadora para Tag DNA polimerasa (Gibco-BRL), que contiene Tris-HCI
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20 mM, pH = 8.4 y KCI 50 mM. Ademas, MgCl; 3 mM (Gibco-BRL), dNTP 200
pM de cada uno, cada cebador a concentracion final de 0.3 pM y una unidad de
Tag DNA polimerasa (Gibco BRL).
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Figura 3. Parte del genoma mitocondriai donde se localizan los cebadores Tro
y Dxx que se usaron para amplificar la region hipervariable 1, de la region control.
Modificado de Taberlet (1996; citado por Avise, 2000).

12s /RNA [o

Las condiciones del termociclador para la amplificacion incluyeron un ciclo de
precalentamiento de 5 minutos a 94°C, seguido de 36 ciclos. Cada uno de estos
ciclos consistid6 en 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de
reincorporacién o acoplamiento de los cebadores a 50°C y 1 minuto y 30
segundos de extensién a 70°C. Se agregaron 2 segundos de incremento por
ciclo en la extensiéon. Por Ultimo, un ciclo de 5 minutos de extension final a
70°C.

La amplificacién de la reaccién de PCR se probé por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 1% tefiidos con EtBr (10 mg/mL) y visualizados con luz UV.
Los productos de las amplificaciones exitosas se limpiaron en columnas de
purificacion (Concert™ Rapid PCR Purification System, Gibco-BRL) de acuerdo

a las especificaciones del fabricante. Por Gitimo, las concentraciones de los
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productos limpios de las amplificaciones, se corroboraron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, antes de iniciar el ciclo de

secuenciacion.

SECUENCIACION

Se utilizé el métode de Sanger (Sanger ef al. 1977) empleando inhibidores de
terminacibn con marcadores fluorescentes para uso del secuenciador
automatico modelo ABl 377 (Applied Biosystems) del grupo de Ecologia
Molecular del Centro de Ciencia Pesquera del Suroeste (Southwest Fisheries

Science Center), de La Jolla, California.

Para secuenciar los productos de la PCR, se amplificaron por separado la
cadena pesada y la ligera de cada muestra por medio de un cicio de
secuenciacion, en el termociclador. Dicho ciclo se optimizd a un volumen final
de reaccion de 12 plL. Los componentes de la reaccién fueron 60 a 100 ng del
producto de PCR limpio de doble cadena, alguno de los cebadores antes
descritos a una concentracion final de 0.25 pM y 2 ulL del reactivo de
secuenciacion BigDye™ (Applied Biosystems). El producto comercial BigDye™,

contiene dNTP’s marcados con fluorescencia y Ampli Tag® DNA polimerasa.

Las condiciones del termociclador para el ciclo de secuenciacién incluyd un
ciclo de precalentamiento de 5 minutos a 95°C, sequido de 25 ciclos. Cada uno
de estos ciclos consisti6 en 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 15
segundos de reincorporacion o acoplamiento del cebador a 50°C y 4 minutos de
extension a 60°C. Por ultimo, un ciclo de 2 minutos de extensién final a 60°C.

El producto del ciclo de secuenciacion se purificé por medio de una

precipitacion en frio en 1.2 pb de acetato de sodio (3.0 M, pH = 4.8) y 28 L de
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etanol al 95%. Se coloco a —20°C durante 30 minutos. Después, se lavo en 250
uL de etanol al 70% y se sec6 el DNA por evaporacion a 50°C. El producto seco
se transportd al laboratorio de Ecologia Molecular del Centro de Ciencia
Pesquera del Suroeste; éste se resuspendié en 3 pL de solucion amortiguadora
de carga 5:1 de formamida-dextrano. Se desnaturalizé a 85°C por 4 minutos y

se colocd en hielo antes de cargar 0.5 ul de muestra en el gel.

La secuencia es un fragmento de aproximadamente 350 pb. En el Anexo II se
reportan las secuencias originaies, las cuales se incluirdn en la base de datos
del GenBank.

ANALISIS DE DATOS

ALINEACION DE SECUENCIAS

Del secuenciador automatico se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de
ambas cadenas (cadenas complementarias), de cada muestra y sus respectivos

cromatogramas.

Por medio del programa de cémputo Sequencher™ 3.0.1., se alinearon los
cromatogramas de las cadenas complementarias de cada muestra. Esto
permitié corroborar cada una, y obtener una secuencia consenso. Se eliminaron
aquellas muestras en las que la falta de claridad de alguno de los dos
cromatogramas impidié la construccién de una secuencia consenso sin bases

ambiguas (bases no determinadas).

Posteriormente, se alinearon sblo las secuencias consenso de todas las

muestras. Aquellos sitios donde se presentd un cambio de base en aiguna
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secuencia con respecto al resto, fueron revisados nuevamente en sus
respectivos cromatogramas, para evitar errores. Una vez alineadas todas las
secuencias, se utilizd el programa UltraEdit-32, para editarlas a una misma
longitud, con el criterio de maxima parsimonia (menor nlimero de cambios).
Como referencia, y para corroborar que se haya amplificado la region
hipervarible 1 de la regiébn control, la secuencia final se compard con la
secuencia completa del genoma mitocondrial de la foca comun (Phoca vitulina),
publicada por Arnason y Johnsson (1992); el nimero de acceso en la base de
datos del GenBank es NC 001325.

La identificacion de los sitios variables entre las secuencias se realizé por medio
del programa MEGA 1.02 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Kumar et
al., 1993).

DIVERSIDAD GENETICA

Por medio del programa Arlequin v.1.1 (Schneider et al., 1997) se obtuvieron la
diversidad haplotipica (/1) y nucleotidica ( 72';1 ) asi como el promedio de
diferencias pareadas entre haplotipos (7). Estos estimadores se calcularon por
lobera (isla) y por grupos de acuerdo a los resultados de la estructura genética

obtenidos en este trabajo (ver Anexo III).

Diversidad Haplotipica

Se define como la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean
diferentes en una muestra. La diversidad haplotipica y su varianza se calcularon

de acuerdo a Nei (1987}, como sigue:
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donde, n es el ndimero de copias de genes (haplotipos) en la muestra, k es el

numero de hap!otipos diferentes y pi es la frecuencia del haplotipo i.

Diversidad Nucleotidica

Es la probabilidad de que dos nucledtidos homdlogos elegidos al azar sean
diferentes. Es equivalente a la diversidad haplotipica a nivel nucleotidico. La
diversidad nucleotidica y su varianza se calcularon de acuerdo a Tajima (1983)

y Nei (1987), como sigue:

k V ~

p.d. i

lezp'pf y . n+l  ~ 2’ +n+3) 4,

4 = V(%) = d
" L . 3(n—-1L 9n(n—1)

donde (;71] es el numero de mutaciones por nucleédtido estimadas que han
ocurrido desde la divergencia de los haplotipos i y j, k es niimero de haplotipos
y pi es la frecuencia del haplotipo i. L es el nimero de nucledtidos en la

secuencia.
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Promedio de Diferencias Pareadas entre Haplotipos

El nimero promedio de diferencias entre todos los pares de haplotipos en ia

muestra, esta dado por:

k
£=2.2 rpd,
i-l j<i
donde c?ij es el nimero de mutaciones estimadas que han ocurrido desde la
divergencia de los haplotipos i y j, K es numero de haplotipos y p; es la
frecuencia del haplotipo i. Este estimador es similar al anterior (diversidad

. hucleotidica) sin normalizar la longitud de la secuencia.

La varianza total de los procesos estocasticos y de muestreo, suponiendo que
no hubo recombinacién entre sitios y neutralidad selectiva, se obtuvo por medio
de:

3n(n+ D)7 +2(n* + n+ 37’

V()= L1(n* —Tn+6)

El promedio de las diferencias pareadas entre haplotipos y su varianza se

calcularon de acuerdo a Tajima (1983).

NEUTRALIDAD

El estadistico D de Tajima se utilizd para evaluar la hipdtesis nula de
neutralidad en el proceso de mutacion (Tajima, 1989), para ello se utilizd el
programa Ariequin v.1.1 (Schneider et al., 1997). Este estadistico compara dos
estimadores del parametro poblacional teta (8); uno se basa en el niimero de
sitios segregantes en la muestra y el otro, en el nimero promedio de las

diferencias pareadas entre haplotipos. La prueba supone que, bajo el modelo
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del alelo infinito (sin recombinacion), ambos estimadores deberian obtener el
mismo valor. Una diferencia entre ambos se interpreta como una poblacién no
neutra (Schneider et al,, 1997). Aunque las diferencias entre los estimadores
usualmente se atribuyen a efectos de seleccion, también pueden deberse a
efectos de cuellos de botella, poblaciones en expansion (no estacionarias) o
heterogeneidad en las tasas de mutacién entre sitios (Tajima, 1993). EI

estadistico D de Tajima se define como:

D= éﬂ’ — 95‘
ﬁar(@x ~-4,)

donde 49; =7, éS = S/Z::O](l/j) y S es el nimero de sitios segregantes
en la muestra. El valor P de la D observada, segun la hipotesis de equilibrio
poblacional y neutralidad selectiva, se calculé bajo el supuesto de una
distribucion beta, limitada por los posibles valores maximos y minimos de D
(Tajima 1989).

ESTRUCTURA POBLACIONAL

Para determinar la posible subdivisién de la poblacién se realizé un analisis
molecular de varianza (AMOVA) jerarquico, por medio del programa Arlequin
v.1.1 (Schneider et al., 1997). Dicho analisis se realizé por medio del indice de
fijacion de Wright, F-estadistico (Fst, Wright,1965; Weir y Cockerham, 1984) y
su andalogo, ®-estadistico (®st, Excoffier et al., 1992). El indice ®st, calcula la
estructura geneética con informacion del contenido alélico de los haplotipos (el
nimero de mutaciones ¢ cambios entre haplotipos) y sus frecuencias (Excoffier
et al, 1992). El indice de fijacién de Wright (Fst), sélo considera la frecuencia
de los haplotipos (Wright,1965; Weir y Cockerham, 1984).
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El nivel de significancia de los componentes de la varianza asociados a los
diferentes niveles de estructura genética, se calculd por medio de
procedimientos de permutacion no-paramétricos (Excoffier et al., 1992), por
medio de 16,000 permutaciones. Esto garantiza menos del 1% de diferencia
con fa probabilidad exacta, en el 99% de los casos (Guo y Thomson, 1992). E}
tipo de permutaciones es diferente para cada componente de la varianza (ver
algoritmos para el AMOVA). El resultado se considerd significativo a un valor de
a = 0.05. Es decir, bajo la hipétesis nula de panmixia, cuando P < 0.05 se

considera que la poblacion esta estructurada.

Para obtener el indice ®st se utiliza la informacion del contenido alélico de los

haplotipos para disefiar una matriz Euclidiana de distancias cuadradas, que se

~calcula antes de iniciar las permutaciones. Para el indice Fst, en cambio, esta

matriz se ignora. Por lo tanto, los algoritmos para el AMOVA jerarquico de
ambos indices (Fst y ®@st), son los mismos. La matriz de distancias que se
utilizo fue la de diferencias pareadas (pairwise difference), que estima el

nimero de nucledtidos diferentes entre dos haplotipos y se define como:
d=n, V(idy=d(1-d)/L

donde, ng es el nimero de sustituciones entre dos secuencias de DNAy L es el

numero de nucledtidos.

El AMOVA jerarquico, para datos haplotipicos, considera tres niveles de
estructura genetica (entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos, dentro

de poblaciones), y se calcuta como sigue:
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Grados de Suma de Componentes de
Fuente de variacién libertad cuadrados (SSD) la varianza
Entre grupos G-1 SSD (AG) n'ol+n ol +c?
Entre poblaciones P-G SSD (AP/WG) no, +o’
dentro de grupos
Dentro de poblaciones N-P SSD (WP) o 3
Total N-1 SSD (T) o;

donde G es el numero de grupos en la estructura, P es el ntimero total de
poblaciones, N es el ﬁ[:mero total de copias de haplotipos. SSD es la desviacion
de la suma de cuadrados de las frecuencias, AG es entre grupos de
poblaciones, AP/WG es entre poblaciones dentro de grupos, WP es dentro de
las poblaciones y SSD (T) es el total de las desviaciones de la suma de

cuadrados.’Las n's y los Indices (Fst, ®st) se definen como:

2 N2
2 SG‘Z“_p -2
N N'—S cP e N
SG :ZZ P’ N = G : " P , n'= g
geGpeg ¥ ¢ P-G G-1 G-1

donde, G es el nimero de grupos en la estructura, P es numero total de
poblaciones, N es el nimero total de copias de haplotipos, N, es el niimero de

copias de haplotipos en la poblacion p, Ng es el nimero de copias de haplotipos

en el grupo g.
2 2 2 2
’ O- 4 O-b ’ O- + O.b
(Qpp) 8 Fop =—5, (Pgc) 6 Fye =- > (Pgr) 6 Fp =1 2
o g, +0, (o
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(PSTYOFsTY O f se calcularon por medio de la permutacion de haplotipos entre
poblaciones, entre grupos. (®sc) 0 Fscy o] por la permutacion de haplotipos
entre poblaciones dentro de grupos. (dCT) 0 FCTy O'j se calcularon a partir de

la permutaciéon de poblaciones entre grupos.

Las distancias genéticas para todos los pares de islas, se calcularon con los
mismos indices (Fst, ®st), por medio del programa Arlequin v.1.1 (Schneider et
al., 1997). Segun la hipétesis de no diferencia (panmixia) entre las poblaciones
(islas o grupos de islas), la distribucién nula de valores de Fst 6 ®st de las
distancias genéticas se obtuvieron al permutar los haplotipos entre las
poblaciones (o islas). El valor de P de la prueba esta dado por la proporcién de
permutaciones que llevan a un valor de Fst 6 dst igual o mayor al observado
(Schneider et al., 1997). El nivel de significancia se obtuvo por medic de 16,000

permutaciones.

La distancia genética entre pares de islas para ambos indices se calculo de la

siguiente forma:

(q)sr) o Fo = 2

Los valores de Fst y ®st de las comparaciones pareadas entre las 11 loberas se
utilizaron como criterio para agrupar aquellas islas en las que no se encontré
diferencia; es decir, en los casos en que no se rechazd la hipdtesis nula de

panmixia o no estructura, a un nivel de significancia de « = 0.05.
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ANALISIS FILOGENETICO

En la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre los haplotipos se
utilizaron tres métodos diferentes: Maxima Parsimonia, Grupos Pareados no
Ponderados usando Medias Aritméticas (UPGMA, Unweighted Pair-Group
Method using arithmetic Averages) y el método del Vecino mas Cercano
(Neighbor-Joining o NJ). En todos los métodos se incluyeron tres grupos
externos para la construccion de los arboles; el lobo marino de Australia
(Neophoca cinerea), el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) y el lobo
marino de Galapagos (Zalophus c. wollebaeki). Sin embargo, sélo el primero se
utilizé para enraizar los arboles, ya que se le considera genéticamente més
alejado de Z. ¢. californianus que el lobo marino de Steller (Wynen ef al., 2001).
Las secuencias del lobo marino de Australia y del lobo marino de Steller se
obtuvieron de la base de datos del GenBank, con nUmeros de acceso
AF384408 (Wynen et al, 2001) y L37027 (Maldonado ef al. 1995),
respectivamente. La secuencia del Ilobo marino de Galdpagos fue

proporcionada por la Dra. Sarah Mesnick®.

Maxima Parsimonia

El arbol filogenético con el método de Maxima Parsimonia se construy6 por
medio del paquete de programas Phylip (Phylogeny Inference Package) version
3.57c¢ (Felsenstein, 1993). Primero se utilizé el programa Segboot, con el que se
obtuvieron 100 submuestras a partir de la muestra original y del mismo tamario
que esta, por medio de un remuestreo aleatorio (bootstrap). En el programa
DNApars se generaron 100 arboles y en el programa Consense se construyé el

arbol consenso.

® Sarah L. Mesnick. National Marine Fisheries Service. Southwest Fisheries Science Center.
La Jolla, California, USA.
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El programa DNApars construye un arbol parsimonioso no enraizado para
secuencias de DNA. El algoritmo corresponde al de Eck y Dayhoff (1966; Kluge
y Farris, 1969; citados por Felsenstein, 1993), analogo al arbol de Wagner.
Ademas, utiliza el método de Fitch (1971; citados por Felsenstein, 1993),
para contar el niomero de cambios de bases necesarios en un arbol
dado. El método del programa DNApars supone que: (1) cada sitio
evoluciona  independientemente, (2) linajes diferentes  evolucionan
independientemente, (3) la probabilidad de sustitucién de una base en
un sitio dado es pequefia, comparada con el tiempo involucrado en la
longitud de una rama de la filogenia, (4) la cantidad de cambios
esperada en diferentes ramas de Ia filogenia no varia tanto como para
que dos cambios en una rama de tasa alta sean mas probables que un
cambio en una rama de tasa baja, (5) la cantidad esperada de cambios no
varian suficiente entre sitios, de manera que dos cambios en un sitio sean mas

probables que un cambio en otro.

El programa Consense incluye grupos que se presentan en frecuencias
menores al 50% de los casos hasta que termina de resolver el arbol, sin
contradecir los grupos mas frecuentes (Felsenstein, 1993). Por lo tanto, los
arboles consenso que aqui se presentan no son equivalentes a un arbol
consenso construido bajo el criterio de consenso estricto (strict consensus) o Ia

regla de mayoria al 50% (50% mayority rule).

UPGMA y NJ

El método de grupos pareados no ponderados usando medias aritméticas
(UPGMA, Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages) y el del
Vecino mas Cercano (Neighbor-Joining o NJ), utilizan matrices de distancia

para generar los arboles filogenéticos. Ambos arboles se obtuvieron por medio
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del paquete de programas Phylip (Phylogeny inference Package) versiéon 3.57¢
(Feisenstein, 1993). Primero se utilizo el programa Seqboot para obtener 1000
submuestras, por medio de un remuestreo aleatorio (bootstrap). El programa
DNAdist calculd 1000 matrices de distancia con el modelo de Jukes y Cantor
(1969). Este modelo supone cambios independientes en todos los sitios y la
misma probabilidad de que un sitio cambie a cualquiera de los tres nucledtidos
alternativos. Con el programa Neighbor se generaron 1000 arboles, a partir de

las matrices y en el programa Consense se construyé el arbol consenso.

UPGMA y NJ utilizan la matriz de distancia entre todos los pares de haplotipos,
para formar conglomerados. Estos conglomerados se pueden interpretar como
el proceso de identificacion de grupos formados por haplotipos "cercanos"
(Weir, 1996). UPGMA define la distancia entre conglomerados como el
promedio de todas las distancias pareadas de los miembros de dos
conglomerados (Weir, 1986). El algoritmo para NJ que utiliza el programa
corresponde al método de Nei y Saitou (1987; citados por Felsenstein, 1993).
NJ construye un arbol a partir de la identificacion de las parejas de haplotipos
mas relacionados (Weir, 1996).

FILOGEOGRAFIA

La filogeografia se determind por medio de la reconstruccion de las relaciones
filogenéticas entre los haplotipos y el sitio de origen de cada muestra. Para ello,

se utilizé la Red de la Minima Separacién (Minimum Spanning Network).
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Red de la Minima Separacioén

La red de la minima separacion (MSN, Minimum Spanning Network), se abtuvo
por medio del programa MINSPNET (Excoffier y Smouse, 1994). Este programa
produce una lista de las conexiones entre los haplotipos, que se infieren de las
mutaciones entre éstos, a partir de una matriz de distancia. Dicha matriz se
calculd por medio del programa MEGA 1.02 (Kumar et al., 1993) con base en el
nimero de diferencias nucleotidicas, en comparaciones pareadas. Las
conexiones entre los haplotipos se utilizaron para producir una grafica. El
resuitado es una red, donde los haplotipos estan unidos por vias parsimoniosas,
y éstos se colocan como nodos y como puntas de las ramas de un arbol
(Excoffier et al., 1992).
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RESULTADOS

ALINEACION Y VARIACION DE SECUENCIAS

Se obtuvieron un total de 170 secuencias sin bases ambiguas, a partir de 177
muestras. Estas secuencias correspondieron a la regiéon hipervariable 1 de la |
region control del mtDNA. El primer residuo de la secuencia final de Z. c¢.
californianus en este trabajo correspondid al sitio 16,325 de la secuencia de
Phoca vitulina (Arnason y Johnsson, 1992; nimero de acceso en el GenBank
es NC 001325).

Las secuencias se editaron a una longitud aproximada de 318 pb, de acuerdo al
tamaro de las méas cortas. Posteriormente, se encontré una zona altamente
variable de 17 pb entre los sitios 105 a 121, donde las bases de timina (T} y
citosina (C) se repitieron en cantidades diferentes (variantes en longitud), en las
muestras (Cuadro 2). La edicion de esta zona, por medio de la insercién de
espacios, podria llevar a resultados diferentes dependiendo de la colocacion de
los mismos. Por lo 'tanto, se elimind el segmento, y la longitud final de las _

secuencias fue de 301 pb (Cuadro 3).

Se encontré un posible caso de heteroplasmia en la secuencia de 9 muestras
(As5, As8, Be7, Cab, Cd3, Cd5, Cd6, Cd7, Cd10), en el sitio 19. Esta se detectd
al encontrar bases diferentes en el mismo sitio de las cadenas
complementarias, pero se elimind al cambiar la base de guanina (G) a citosina
(C), ya que esta ultima corresponde a la base que presentaron las secuencias

consenso del resto de las muestras,
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Cuadro 2. Ejemplo de algunas secuencias entre los sitios 105 a 121, donde se
encontrd la zona variable de timinas (T) y citosinas (C). Notese la cantidad de espacios
(--) necesarios para editar las secuencias a la misma longitud, con respecio a la
secuencia mas larga (Gr10).

SECUENCIAS

MUESTRA | &' _ 3
Gr10 TAGTATCTTTTTTTTTTCCCCCCCCATGTAC
Be7 TAGTATCTTTTTTT -- CCCCCCCCCATGTAC
Es3 TAGTATCTTTT - CCCCCCCATGTAC
Ls5 TAGTATCTTTTTTTTT--CCCCCCCCATGTAC
5j20 TAGTATCTITTTTT ---mmmmmeem CCCCTATGTAC
As4 TAGTATCTTTTT -----emnee CCCCCCTATGTAC
As11 TAGTATCTTTCTCT------- CCCCCCTATGTAC
0 1 1 1 3
0 0 1 2 1
SITIO 1 5 1 1 8

Se encontraron un total de 33 haplotipos (Cuadro 4) a partir de 19 sitios

variables. El 100% de las sustituciones fueron transiciones. En el Anexo 1 se

puede ver el haplotipo asignado a cada muestra.

Cuadro 3. Ejemplo de una secuencia completa de la regién hipervariable 1 de la
region control del DNA mitocondrial de Z. c¢. californianus. Direccion 5' a 3' de la
muestra Co7 (Isla Coronados), que corresponde al haplotipo HO1. El sitio 1 equivale al
16,325 de Phoca vitulina (Amason y Johnsson, 1992),

Secuencia de la Muestra Co7

41

81
121
161
201
241
281

CACCATCAAC
CCCTGACATG
ACCCCTACTG

TTGATGGTTT

GATTGATTTT
TCAAATACTA
GTCCACGAAG
CCCTTGTGAA

ACCCAAAGCT
ATTAAACTCC
TGCCACCATA
GCCCCATGCA
ACATGATGAC

TAACTTCTTG
CITGATCACC
AAGTGTACCT

GACATTCTAA
CCACATTCAT
GTATCTATGT

TATAAGCATG
ATAACTTCAA

ATACAAATGT

AGGCCTCGAG
C

TTAAACTATT
ATATACCACT
ACATCGTGCA
TACATATCAT
ATAATTTGAC
AATTCACTTA
AAACCAGCAA
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Cuadro 4. Parte de la secuencia de los 33 haplotipos, donde se presentan los

19 sitios variables; éstos estan marcados con el nimero correspondiente dentro de la
secuencia de 301 pb. Cada punto significa que no hay cambio con respscto al

haplotipo HO1.

SITIO VARIABLE
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DIVERSIDAD GENETICA Y NEUTRALIDAD

lL.a probabilidad de que dos animales de la muestra (33 haplotipos) presenten
haplotipos diferentes (diversidad haplotipica) fue de 91.83% (s® = 0.82%). El
valor mas alto corresponde a Isla LLobos (95.24% + 4.03) y el mas bajo (75% +
10.71) a Los Islotes (Cuadro 5). La diversidad nucleotidica total fue de 1.18%
(s® = 0.867%). El valor méas alto corresponde a Isla Lobos (1.45% + 0.85) y el
mas bajo (0.62% + 0.42) a Los Islotes (Cuadro 5). E!l nimero promedio de
diferencias entre todos los pares de haplotipos (promedio de diferencias
pareadas entre haplotipos) fue de 3.57 (s* = 1.82; Cuadro 5). El valor mas alto
corresponde a Isla Lobos (4.36 £ 2.28) y el mas bajo (1.88 + 1.13) a Los Islotes
(Cuadro 5).

Los resultados de los estimadores de diversidad geneética por grupos (ver Anexo
I}, se presentan én el Cuadro 6. La parte norte del Golfo de California presenta
los valores mas altos para los ifres estimadores, y la parte sur del Golifo los

valores mas bajos.

En todos los casos (loberas o grupos, Cuadros 5 y 6) la D de Tajima no fue
significativa (P > 0.3). Por lo fanto, no se rechazé la hipétesis nula de

neutralidad.

La distribucién de los haplotipos y sus frecuencias relativas por grupos (ver

Anexo III}, se presentan en el Cuadro 7.




Cuadro 5. indices de diversidad genética (t s?) y prueba de neutralidad de Tajima de once loberas reproductivas del lobo marino de
California. El orden de las loberas corresponde a su posicion geografica.

=
a Y

Coronados 12 6 81.82 + 9.57 0.89 + 0.63 298 +1.68 7 1.1258 P =0.853
Benitos 17 6 78.68 £ 7.51 0.97 £0.60 2.91 +1.61 7 1.4036 P =0.809
Cedros 19 7 8421+ 473  110+0.66 3.32+£1.78 8 1.56432 P = 0.930
Asuncién 15 7 856.71+ 573 1.15 £ 0.70 3.47 +1.87 9 0.9466 P =0.813
Margarita 16 6 85.83 £ 4.70 0.99 + 0.61 298+ 1.64 7 1.4455 P =0.915
Los Islotes 16 7 75.00 £10.71 0.62+0.42 1.88£1.13 5 0.8052 P=0.777
Esteban 15 8 83.81 £ 8.52 0.92 £ 0.58 276 £1.55 10 -0.3880 P =0.373
Cantiles 12 6 87.88 + 595 1.06 + 0.66 3.18 £1.77 8 0.8030 P=0.773
Granito 13 6 85.90 + 6.33 1.24 +0.75 3.74 £2.02 11 0.2268 P =0.593
Lobos 15 11 95.24 + 4.03 145+ 0.85 4.36 £ 2.28 12 0.7087 P =0.749

10 90.00 + 4.28 1.23+£0.72 3.69+£1.95 13 0.0249 P =0.523

San Jorge 20,

Cuadro 6. Indices de diversidad genética (+ s?) y prueba de neutralidad de Tajima por grupos. El Pacifico incluye desde Coronados
hasta Margarita {ver Cuadro 5), Golfo Sur (Los Islotes), Golfo Centro (Esteban, Cantiles, Granito, Lobos) y Golfo Norte (San Jorge).

bgrupo)

Pacifico 79 13 8247 = 2.05 1.03 +0.60 3.11+1.63 10 1.4257 P =0.913
Golfo Sur 18 7 75.00 £ 10.71 062 +0.42 1.88 £1.13 5 0.8052 P =0.777
Golfo Centro 55 19 89.49+ 275 1.20 + 0.69 3.62 + 1.86 14 0.5431 P = 0,708

49 P = 0.523

)

Golfo Norte 2 10 90.00 + 4.28 1.23+£0.72 3.69+1.95 13 0.02

33 0595

Total:

8
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Cuadro 7. Distribucién de haplotipos por grupos y sus frecuencias relativas (%),
valores entre paréntesis.

5 (6.33) 8 (50.00) 6 (10.90) 2 (10.00)
17 (21.50) 2 (12.50) 1(1.82) 5 (25.00)
1(1.27) 1 (6.25) 1(1.82) 0
8 (10.10) 1 (6.25) 0 0
21 (26.60) 2 (12.50) 0 0
1(1.27) 0 15 (27.3) 2 (10.00)
3 (3.80) 0 0 1 (5.00)
1(1.27) 0 0 0
18 (22.80) 0 0 0
1(1.27) 0 0 0
1(1.27) 0 0 0
1(1.27) 0 0 0
1(1.27) 0 0 0
0 1(6.25) 0 0
0 1 (6.25) 0 0
0 0 5 (9.09) 0
0 0 4 (7.27) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 2 (3.64) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 2 (3.64) 0
0 0 2 (3.64) 0
0 0 2 (3.64) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 1(1.82) 0
0 0 6 (10.90) 2 (10.00)
0 0 2 (3.64) 1 (5.00)
0 0 1(1.82) 1 (5.00)
0 0 0 4 (20.00)
0 0 0 1 (5.00)
0 0 0 1 (5.00)
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ESTRUCTURA POBLACIONAL

Con base en los valores de Fst y ®st de las comparaciones pareadas entre las
11 loberas (ver Anexo Ill) se encontraron 4 grupos bien definidos: Pacifico,
Golfo Sur, Golfo Centro y Golfo Norte. El grupo del Pacifico incluye las Islas
Coronados, Benitos, Cedros, Asuncion y Santa Margarita; el Golfo Sur esta
representado por Los Islotes; Golfo Centro incluye la Isla San Esteban, lobera
Los Cantiles en la isla Angel de la Guarda, Isla Granito e Isla Lobos. El Golfo

Norte esta representado por isla San Jorge.

Las comparaciones pareadas entre los grupos resultaron significativas, en todos

los casos, para ambos indices (Cuadro 8). En general los valores de Fst y dst

se pueden considerar relativamente altos. Existen diferencias entre los dos

estimadores, en todas las comparaciones.

Cuadro 8. Valores de Fst y ®st en comparaciones pareadas entre los
cuatro grupos (cuadrante inferior), y sus valores correspondientes de P (cuadrante
superior), los cuales se calcularon por medio de 16,000 permutaciones al azar. En
todos los casos se rechazé la hipétesis nula de panmixia (no estructura), a un nivel de
significancia de P < 0.05.

Fst=0.1210
Dst = 0.0950 P=0.000 P=0.035

Fst=0.1285 | Fst=0.,1187 : P=0.006
Pst=0.1736 | dst=10.1479 P=10.043

Fst=10.0828 | Fst=0.1001 | Fst=0.0491
Ost=0.1317 | Ost=0.0759 | Dst=0.0427
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El AMOVA entre los cuatro grupos preestablecidos muestra una division de la
poblacion estadisticamente significativa para ambos indices (Fst = 0.1095,
P < 0.001; @s t= 0.1387, P < 0.001), y el porcentaje debido a la varianza entre

los cuatro grupos fue de 10.95 y 13.87%, respectivamente.

Los resultados del AMOVA jerarquico atribuyen cerca del 90% (89.02% para el
estimador Fst, Cuadro 9 y 85.59% para ®st, Cuadro 10} del total de la varianza

molecular a la variacion de los haplotipos dentro de las islas.

En ambos AMOVAs (Cuadros 9 vy 10), el indice de fijaciéon Fsc, que se obtuvo
por la permutacién de haplotipos entre poblaciones dentro de grupos, resuitd no
significativo. La permutacion de poblaciones entre grupos (Fct) fueron

significativos con los dos indices (Cuadros 9y 10).

Cuadro 9. Analisis molecular de varianza (AMOVA) jerarquico entre cuatro
grupos (Pacifico, Golfo Sur, Centro y Norte), por medio del indice de fijacion de Wright,
Fst. El valor P se calculd a partir de 16,000 permutaciones al azar.

Fuente de Gradosde Sumade Componentes Porcentaje

.variacion libertad Cuadrados de la varianza de variacion
Entre

grupos 3 7.103 0.05211 10.93
Entre islas

dentro de

grupos 7 2.997 0.00024 0.05
Dentro de

las islas 159 67.506 0.42457 89.02

Total 169 . 77.606 0.47691
Indices de fijacion: :

Fsc = 0.0006 P =0.462 £ 0.004

Fst =0.1098 P = 0.000 + 0.000

Fct =0.1093 P = 0.000 + 0.000
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Cuadro 10. Analisis molecular de varianza (AMOVA) jerarguico entre cuatro
grupos (Pacifico, Goifo Sur, Centro y Norte), por medio del indice de fjacién
d-estadistico (st). El valor P se calculé por medio de 16,000 permutaciones al azar.

Fuentede Gradosde Sumade Componentes Porcentaje

variacion libertad Cuadrados de la varianza de variacion
Entre

grupos 3 33.890 0.2525 13.47
Entre islas

dentro de

grupos 7 ‘ 13.067 0.0176 0.94
Dentro de

las islas 159 255.125 1.6046 85.59
Total 169 302.082 1.8747

Indices de fijacion: _
Fsc = 0.0109 P =0.290 + 0.003
Fst = 0.1441 P = 0.000 £ 0.000
Fct =0.1347 P = 0.000 + 0.000

ANALISIS FILOGENETICO

Existe una congruencia en la relacion de los haplotipos entre el arbol de
Maxima Parsimonia (Figura 4) con respecto a UPGMA y NJ (Figuras 5 y 6,
respectivamente) y entre ellos mismos. Es decir, con los tres métodos las
grandes ramas estan formadas por los mismos haplotipos; como ejemplo
obsérvese la rama formada por los haplotipos H19, H18, H20, H23, H21 y H22.

La topologia del arbol consenso con los tres métodos presenta niveles bajos en
los valores de remuestreo (< 50%) en la mayoria de los nodos (Figuras 4,
5y 6). Se puede observar que el haplotipo de Z. ¢. wollebaeki se agrupa junto

con los haplotipos de Z. ¢. californianus (Figura 4 y 6).

Ninguno de los tres métodos (Maxima Parsimonia, UPGMA y NJ) da como

resultado una marcada diferenciacion geografica. Sin embargo, algunos clados
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estan formados por haplotipos que corresponden en su mayotia a un grupo o
zona geografica; por ejemplo, los haplotipos H29, H30, H31, H32 y H33,
corresponden al Golfo Norte y Golfo Centro; también H24, H25, H26, H27 vy
H28, pertenecen al Pacifico y dos de ellos (H24 y H27) los comparten con el
Golfo Sur.

En las dos primeras grandes ramas de la Figura 4 (de H19 a H22 y de H15 a
H12, respectivamente) se pueden encontrar haplotipos compartidos por los
grupos Golfo Centro, Golfo Norte y Pacifico, mientras que en la siguiente rama
(de HO2 a H10) existen haplotipos de todas las zonas. Dichas ramas también se

pueden observar en las Figuras 5 y 6.

En la Figura 6, se observa que los haplotipos que corresponden at Golfo Centro
(H29, H30, H32, H33) y Golfo Norte (H31 y H33), son ramas basales o

ancestrales.
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Figura 4. Arbol consenso de 33 haplotipos de Z. ¢. californianus, por medio del
método de Maxima Parsimonia, a partir de 100 arboles. Los nimeros en los nodos
indican los valores de robustez del remuestreo. El sitio de origen de cada haplotipo se
puede ver en el Cuadro 7.
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Figura 5. Relacién genética entre 33 haplotipos de Z. ¢. californianus, por medio
del método UPGMA. La distancia genética se calculé a partir del método Jukes-Cantor,
entre todos los pares de haplotipos. La ubicacién de los nodos es proporcional a la
distancia genetica entre los haplotipos. Los valores del remuestreo, en cada nodo, son
gesucl}ado de 1000 réplicas. El sitio de origen de cada hapiotipo se puede ver en el

uadro 7.
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Figura 6. Relacion genética entre 33 haplotipos de Z. ¢. californianus, por medio
del método Neighbor-Joining. La distancia genética se calculé a partir del método
Jukes-Cantor, entre todos los pares de haplotipos. L.a ubicacion de los nodos es
proporcional a la distancia genética entre los haplotipos y al orden de aparicion de los
mismos. Los valores del remuestreo, en cada nodo, son resultado de 1000 réplicas. El
sitio de origen de cada haplotipo se puede ver en el Cuadro 7.
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FILOGEOGRAFIA

Con base en la red de la minima separacion (MSN, Minimum Spanning
Network), se grafico la relacion entre los haplotipos a través del niomero de
cambios entre ellos, asi como la frecuencia de fos mismos (Figura 7). En esta
red se puede observar que los haplotipos H1, H8, H27, H12 y H17 son los que
presentan las frecuencias mas altas. En la mayoria de los casos, la diferencia
entre los haplotipos esta dada por una sola mutacion, excepto en la parte
inferior izquierda de la red, donde el nlimero de cambios entre haplotipos esta
dado por dos o tres mutaciones. Los haplotipos de los grupos externos estan
separados de los de Z. c¢. californianus por 30 6 35 cambios, cuando se trata de
diferentes especies (Eumetopias jubatus y Neophoca cinerea, respectivamente)
y s6lo por 6 cambios o mutaciones, cuando se refiere a una subespecie (Z. ¢.

wollebaeki).

En la Figura 8 se presenta el mismo gréfico, donde cada haplotipo esta
marcado con colores que indican el sitio de recolecta de la muestra, con base
en los cuatro grupos gque se encontraron en el analisis de la estructura
poblacional. En este caso, cada color tiende a agruparse en sitios diferentes
dentro del grafico. Sin embargo, los mismos colores muestran una divisién de la
red en la parte media, donde la agrupacion de los colores es mas clara en la
parte izquierda del grafico que en la parte derecha. Es decir, se puede observar
un grupo mas estructurado a partir del origen del haplotipo (color) en la parte
izquierda del grafico que en la parte derecha. También se puede observar que
los grupos externos se encuentran asociados a haplotipos que pertenecen al

Golfo Centro y Golfo Norte exclusivamente.



o8

Z. ¢. wollebaeki

@ Eumetopias jubatis
35
Neophom

Figura 7. Red de la minima separacion (Minimum Spanning Network), donde se
muestran {os 33 haplotipos de la muestra de Z. ¢. californianus (170 individuos). Cada
circulo representa un haplotipo; dentro de cada uno estd marcado el nimero y su
frecuencia, entre paréntesis. Los circulos pequefios representan a un individuo. Las
marcas transversales entre los haplotipos indican el nimero de mutaciones entre ellos.
Las lineas rectas se originaron por relaciones directas y las lineas curvas son
relaciones alternativas. Los circulos negros representan a los grupos externos y en la
discontinuidad esta marcado el nimero de mutaciones entre éstos y el haplotipo méas
cercano de Z. c. californianus. Los grupos externos incluyen al lobo marino de
Galapagos (Z. ¢. wollebaeki), el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) y el lobo
marino de Australia (Meophoca cinerea).
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Figura 8. Red de la minima separacion (Minimum Spanning Network), donde se
muestran los 33 haplotipos de la muestra de Z. c. californianus (170 individuos). Cada
circulo representa un haplotipo y el tamafo su frecuencia. Los circulos grandes son 10
6 mas individuos, los medianos de dos a nueve individuos y los pequefios un individuo.
Los circulos negros representan los grupos externos (ver Figura 7). Las marcas
transversales entre los h aplotipos indican el nimero de mutaciones entre ellos. Las
lineas rectas se originaron por relaciones directas y las lineas curvas son relaciones
alternativas. Los colores indican el lugar de colecta de la muestra. El Pacifico incluye
las islas Coronados, Benitos, Cedros, Asunciéon y Santa Margarita; el Golfo Sur esta
representado por Los Islotes; el Golfo Centro por la Isla San Esteban, lobera Los
Cantiles en la Isla Angel de la Guarda, Isla Granito e Isla Lobos; el Golfo Norte esta
representado por Isla San Jorge.
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En la Figura 9, se puede observar un patrén filogeografico claro, cuando el MSN
se utiliza para presentar la diversidad haplotipica por zona, donde la presencia
del haplotipo en cada zona esta marcado con negro, y la ausencia con circulos
vacios. Los haplotipos H1 y H6 estén presentes en todas las zonas y son los
que presentan las frecuencias méas altas. En todas las zonas hay
representantes de los dos grupos de haplotipos (izquierda y derecha del
grafico). El Golfo Centro presenta la mayor diversidad de haplotipos y el Golfo
Sur la menor. La parte inferior izquierda del MSN esta presente sélo en el Golfo

Centro y Golfo Norte.
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Figura 9. Las graficas en el mapa muestran la red de la minima separacion
(Minimum Spanning Network), por zona. El arreglo de los haplotipos es similar a los de
las Figuras 7 y 8. Cada gréfica tiene marcados en negro los haplotipos que se
encontraron en dicha zona. El Pacifico incluye las islas Coronados, Benitos, Cedros,
Asuncion y Santa Margarita; el Golfo Sur esta representado por Los Islotes; el Golfo
Centro por la Isla San Esteban, lobera Los Cantiles en la Isla Angel de la Guarda, Isla
Granito e Isla Lobos; el Golfo Norte esta representado por Isia San Jorge.
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DISCUSION

ALINEACION DE SECUENCIAS

Cuando existe variacion en longitud entre las secuencias (individuos), éstas se
editan por medio de la insercién de espacios (Cuadro 2), hasta conseguir la
misma longitud en todas las secuencias con respecto a la secuencia mas larga
(Gr10). Sin embargo, en el fragmento altamente variable que se encontr6 entre
los sitios 105 y 121 de todas las secuencias, la colocacidon de los espacios no
es facil de decidir. En algunas secuencias, la mutacién se puede interpretar
como una insercién, una eliminacién o una sustitucion; si los espacios se
colocan de una u otra forma. Si se toma como ejemplo la secuencia de |a
muestra As11 (Cuadro 2), se puede observar que el sitio 111 no presenta
cambio con respecto-a la primera secuencia (Gr10). Si los cuatro espacios (que
hay en la secuencia de As11) se colocaran entre los sitios 109 y 110, para
alinear la C (sitio 110 de As11) con la C de fa primera secuencia (sitio 115 de
Gr10), entonces la T de As11 corresponderia a una transicién con respecto a la
secuencia de Gr10. Lo anterior se interpretaria como una diferencia entre Gr10
y As11, cuando tal vez no existe. Ademas, se sabe que la evolucion
extremadamente rapida de algunos genes mitocondriales puede resultar en
convergencia, lo que crea confusion en las relaciones filogenéticas (Dowling et
al., 1990). Este problema parece ser particularmente complejo en la variacién
en el nimero de copias de las secuencias repetidas en tandem (Dowling et al.,
1990), como es el caso del fragmento que se encontré entre los sitios 105 y
121. Por lo anterior, se eliminé dicho fragmento, ya que ésta se considera la

medida mas conservadora.
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Es importante mencionar que las repeticiones de citosinas y timinas no se
pueden atribuir a problemas durante la amplificacion o a la falta de resolucién
de los cromatogramas. En todos los casos, las cadenas complementarnas de
cada muestra empataron al 100%. Esta misma zona ha sido detectada en

diferentes especies de pinnipedos (Lento, com. pers.)’.

Por otra parte, se encontrd que el 100% de las sustituciones fueron
transiciones. Esto no concuerda con lo reportado para Z. ¢. californianus (71%
de fransiciones, Maldonado et al, 1995). Sin embargo, en estudios
intraespecificos, cuando se analizan secuencias de la regidn control del mtDNA,
la proporcion de transiciones con respecto a las transversiones, es muy aita ( >
90%, Greenberg et al., 1983; Thomas et al., 1990). De la misma forma, Wynen
et al. (2001) reportan valores de 90 a 100% de transiciones en secuencias de la
regidbn control, cuando realizaron comparaciones intraespecificas de 13
especies de pinnipedos (familia Otariidae, a la que pertenece Z ¢
californianus), y de 33.3% sélo en una especie de la misma familia. Ademas, se
han reportado valores diferentes en cuanto al porcentaje de transiciones en
secuencias del lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus), tal vez la especie
mas cercana a Z. ¢. californianus. Wynen ef al. (2001) encontraron que el 100%
de las sustituciones fueron transiciones; mientras que Bickham et al. (1996)
reportaron una proporcion de 25:4 transiciones por transversiones, es decir,
84% de las sustituciones fueron transiciones. Estas diferencias son similares a
las diferencias reportadas entre el trabajo de Maldonado et al. (1995} y este

estudio.

’ Gina M. Lento. School of Biological Sciences, University of Auckland. Auckland, New
Zealand.
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DIVERSIDAD GENETICA Y NEUTRALIDAD

La diversidad haplotipica global (0.9183) sugiere que los linajes mitocondriales
han tenido suficiente tiempo para evolucionar y diferenciarse. Lo anterior resulta
en una proporcion aita de haplotipos exclusivos para cada zona (Cuadro 7),

que difieren entre ellos por muy pocas bases (r, = 0.0185 + 0.0067).

La diversidad haplotipica global del presente estudio (7 = 0.9183 + 0.0082), es
similar al valor reportado por Bickham et al. (1996) para el lobo marino de
Steller (0.927). Aunque este estimador no fue reportado por Maldonado et af.
(1995) para el lobo marino de California, la diversidad nucleotidica concuerda
con el resultado de este trabajo. Para las loberas del Pacifico se reporté una
diversidad nucleotidica de entre 0.405 y 1.708 (Maldonado et al., 1995), que
corresponde a n, = 1.03 + 0.60 (Cuadro 6). Los mismos autores reportaron una
diversidad nucleotidica de 1.021 para Bahia de Los Angeles, en el Golfo de
California; en este estudio la zona mas cercana corresponde a las islas del
grupo Golfo Centro (n, = 1.20 + 0.69, Cuadro 6).

La diversidad genética es mas alta en el Golfo Norte, seguida del Golfo Centro,
Pacifico y Golfo Sur (Cuadro 8). Esta gran diversidad en el Golfo Norte y Golfo
Centro, puede estar asociada a la permanencia de los individuos en esta zona
durante mucho tiempo, debido a que el Golfo puede funcionar como una trampa
para especies templadas que mantienen poblaciones aisladas subtropicales
(Norris y McFarland, 1958; Barnes, 1985; ambos citados por Rosel y Rojas-
Bracho, 1999). Ademas de dicho aislamiento, pudo haber ocurrido mas de una

incursién de lobos hacia el golfo, durante diferentes eventos.

Por otro lado, cuando existen niveles bajos de diversidad haplotipica, éstos

pueden ser resultado de un efecto fundador o de una reduccion de la poblacién,
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aunque despues se recupere demograficamente. Un ejemplo claro es el de Ia
foca elefante del norte (Mirounga angustirostris), la cual se cazé durante el
siglo XIX; en 1884 los coleccionistas encontraron y extrajeron 153 focas, por lo
que la poblacidn se consideré casi extinta (Bartholomew y Hubbs, 1960: Hoelzel
ef al., 1993). El mismo autor estimé, por medio de un modelo de simulacion, la
cantidad de individuos a partir de los cuales se recupero demograficamente la
poblacion y reportdé un total de 10 a 30 individuos (Hoelzel et al., 1993).
Actualmente, existen aproximadamente 127,000 focas (LeBoeuf y Laws, 1994;
citados por Hoelzel, 1997), pero la diversidad haplotipica es de 0.420 (Hoelzel
et al., 1993).

Con base en la diversidad genética que se encontré en este estudio, se sugiere
que la caza y aprovechamiento del lobo marino de California, tanto en el goifo
como la costa occidental de la peninsula, durante los siglos XIX y XX, no parece
haber afectado de manera importante a la poblacién.

Aunque no existe una prueba especifica para establecer si una poblacién
- experiment6 un cuello de botella, a partir de un analisis del mtDNA es posible
detectarlo indirectamente por medio de la variabilidad. Es decir,- el nivel de
variabilidad en el mtDNA durante un cuello de botella se reduce drasticamente
porque el genoma mitocondrial es muy sensible a los cambios en el tamafio
poblacional. Lo anterior se debe a que el nimero efectivo de genes en el
mtDNA es una cuarta parte del nuclear (Brown et al., 1979). Por esto, el tiempo
de fijacion de un haplotipo (mtDNA) es menor que para los genes nucleares y la
pérdida de variabilidad para este genoma es mayor durante un cuello de botella
(Harrison, 1989). Por lo tanto, se esperaria una reduccion importante en el nivel
de variabilidad de la poblacién si ésta hubiera sido reducida drasticamente o

durante un periodo prolongado, como ocurrié con la foca elefante del norte, la
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cual se cazd hace aproximadamente el mismo tiempo que el lobo marino de

California.

Otra explicacion sobre la aparente ausencia de un efecto de cuello de botella,
puede estar relacionada con las caracteristicas del mismo marcador. Es decir,
debido a que el mtDNA se hereda por via materna, este resultado sélo se
refiere a la explotacion que se haya realizado sobre las hembras. Por lo tanto, si
la explotacion fue dirigida principalmente a los machos, es probable gue el
efecto de la misma no se manifieste por medio de un analisis con MDNA.
Aungue los registros sobre la explotacion del lobo marino de California no son
tan especificos como para confirmar esta hipotesis, tampoco se puede
descartar. Algunos documentos mencionan una extraccion dirigida hacia los
machos (Bonnot, 1928; citado por Cass, 1985; Lluch-Belda, 1969: Cooper,
1985) y en otros se menciona que buscaban a los organismos mas grandes
(Scammon, 1874; Cooper, 1985), que para esta especie son generalmente los
machos. La hipétesis anterior se puede apoyar en los resultados obtenidos por
Hoelzel et al. (1993), con la foca elefante del sur (Mirounga leonina), por medio
de secuencias de mtDNA. Estos autores reportaron que la poblacidén de foca
elefante de la isla britanica South Georgia, cerca de Argentina, no parece haber
sufrido un cuello de botella, debido a que la poblacion no fue intensamente
explotada, en particular las hembras (McCann, 1985 citado por Lyrholm et al.,
1996). Por lo tanto, es importante realizar estudios con un marcador nuclear
antes de asegurar que la explotacion no causo un efecto de cuello de botella en

la poblacién.

Por otro lado, los resultados a partir del estadistico D de Tajima muestran que la
poblacion del lobo marino de California, en todas las loberas estudiadas, se
encuentra en equilibrio. Es decir, no existen evidencias de presion de seleccién

en la interpretacion de los resultados (Tajima, 1993).
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ESTRUCTURA POBLACIONAL

El valor maximo para los indices Fst y dst es uno y el minimo es cero. Aunque
ambos indices se usan para determinar la estructura de una poblacion, pueden
existir diferencias en el valor de los dos estimadores, debido a la forma en que
se emplean los datos para calcular cada indice, de tal manera que es factible

mejorar la interpretacion de los resultados.

Debido a que ®st se calcula con informacién nucleotidica de los haplotipos y
sus frecuencias (Excoffier et al, 1992), este indice detecta la estructura mas
facilmente cuando ha existido suficiente tiempo para que las poblaciones
diverjan y se manifiesten las diferencias (Escorza-Trevifio y Dizon, 2000). De la
misma forma, Fst solo considera la frecuencia de los haplotipos (Wright, 1965;
Weir y Cockerham, 1984), por lo que detecta diferencias mas facilmente,
cuando no ha existido suficiente tiempo para que los haplotipos diverjan y
cuando la distancia interhaplotipica es pequeia (Escorza-Trevifio y Dizon,
2000).

Por lo tanto, una posible explicacién sobre las diferencias entre los resultados
significativos de los indices Fst y ®st en las comparaciones pareadas entre islas
(ver Cuadro Illa del Anexo III), puede ser que la estructura o diferenciacion es
reciente. En este caso se encuentran Los Islotes vs. Coronados y Asuncion;
Lobos vs. Coronados; San Jorge vs. Asuncioén, Esteban y Granito, marcados en
gris {Cuadro IIfa), donde la diferencia es significativa con Fst, pero no con ®st.
De la misma forma, Baker y Medrano-Gonzalez (2002) mencionan que el indice
Fst puede ser mas sensible para detectar estructura cuando se trata de
haplotipos cercanamente relacionados o entre algunos haplotipos divergentes
introducidos por migracion, particularmente cuando el nGmero de haplotipos

exclusivos es pequefio. Por lo tanto, es probable que la falta de resolucion con
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el indice ®st para detectar la estructura se deba al flujo génico entre las

localidades antes mencionadas durante diferentes eventos historicos.

El nivel de estructura entre los cuatro grupos (Fst = 0.1095, dst = 0.1387) se
puede considerar relativamente alto; es dos o tres veces mayor que el

reportado para el lobo marino de Steller (Fst = 0.05, Bickham et al., 1996).

Los indices de fijacién Fct resuitaron significativos, y los indices Fsc fueron no
significativos en el AMOVA jerarquico con ambos estimadores (Fst y ®st,
Cuadros 9 y 10 respectivamente). La Fct significativa indica que los haplotipos
dentro de cada regién, sin subdividir en islas, son mas parecidos entre ellos,
que comparados con los de cualquier otra regién (Escorza-Trevifio y Dizon,
2000). Otra interpretacion a la Fot significativa es que los grupos son reales,
pero la subdivision dentro de ellos (las islas), no (Excoffier et al., 1992). En el
mismo sentido, la Fsc no significativa indica que, al comparar los haplotipos de
cada isla con los de otras islas dentro del mismo grupo, éstos no son mas
parecidos entre ellos mismos (Escorza-Trevifio y Dizon, 2000). Segtin Excoffier
y colaboradores (1992), el resultado no significativo de la Fsc apoya la
existencia real de los grupos, mientras que los haplotipos dentro de cada isla no
constituyen un grupo “real” si éstos se comparan con otras islas. Por lo tanto, la
formacion de grupos disminuye la variacion de 89.02% y 85.59% (porcentaje de
variacion dentro de las islas, para los indices Fst y ®st, respectivamente) a
0.05% y 0.94% (porcentaje de variacion entre islas dentro de grupos, para los

indices Fst y ®st, respectivamente).

E£n general, la estructura que se encontré en este estudio, concuerda con lo
publicado por Maldonado et al. (1995). Ellos concluyeron que los organismos

del Pacifico (San Miguel y San Nicolas, California y Punta Banda, Baja
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California), son filogenéticamente distintos y que existe una gran divergencia

entre éstos y los lobos de Bahia de los Angeles, en el Golfo de California.

Existen trabajos con otras especies donde se han encontrado poblaciones
estructuradas dentro del Golfo de California. Aunque el limite depende de las
diferencias ecol6gicas y la dinamica de las especies en cuestién, la mayoria de
los ejemplos encuentran un limite en la region de las grandes islas (Angel de la
Guarda y Tiburon). Correa-Sandoval y Carvacho (1992} encontraron una
divisioén en la distribucion de 271 especies de cangrejos braquiuros, con base
en el andlisis de cimulos (cluster analysis) y el método de Peters. Ellos
mencionan que las grandes islas actian como barrera de sur a norte, con una
. Tetencion de 69%, dejando pasar sélo 75 de las 263 especies que forman la
taxocenosis meridional. En el sentido opuesto, el efecto de la barrera es
minimo, sin llegar al 10%. Lo anterior se atribuye a la existencia de una barrera
biogeografica producida por las constantes surgencias en la zona de las
grandes islas (Correa-Sandoval y Carvacho, 1992). También se ha reportado la
existencia de estructura en poblaciones de dos especies de camarén dentro del
goifo, por medio de alozimas. Las muestras de ambas especies se recolectaron
en el Golfo de Santa Clara (norte del golfo), Guaymas (centro del golfo) y
Mazatlan (sur del golfo). En Penaeus stylirostris la estructura fue mayor
(Fst = 0.372) que en P. californiensis (Fst = 0.182; De la Rosa-Vélez of al.,
2000).

De la misma forma, se reporté una fuerte estructura (bst = 0.556, P < 0.001;
Fst = 0.536, P < 0.001) en poblaciones del pez de tres aletas Axoclinus
nigricaudus, con base en un estudio de secuenciacion de la region control del
mtDNA (Riginos y Nachman, 2001). Los mismos autores mencionan que la
poblacion esta dividida en tres zonas: norte del golfo (San Luis Gonzaga, Bahia

de los Angefes, Puerto Lobos y Puerto Libertad; estas dos ultimas localidades
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estan en la costa este), este del golfo central (Bahia Kino y Caleta Venecia), y

oeste del golfo central (Punta Chivato, La Paz, Bahia de los Muertos).

Un ejemplo mas comparable con Z. c. californianus, debido a su gran capacidad
de desplazamiento, es el referente a la ballena de aleta (Balaenoptera
physalus) que a pesar de no presentar una poblacién estructurada dentro del
Golfo de California, es una poblacion aislada de la poblacién de la costa
occidental de la Peninsula de Baja California y California, EUA. Recientemente
se reportd que las ballenas de aleta del Golfo de California constituyen una
poblacion aislada, con un evidente tamario efectivo de la poblacion pequefio
(400 individuos, Urban-Ramirez, 1996; citado por Bérube et al, 2002), con

niveles bajos de variacion nuclear y mitocondrial (Bérubé et al., 2002).

Por otro lado, la presencia de estructura en una poblacion de organismos gue
facimente pueden recorrer grandes distancias, como lo es el iobo marino de
California (~2,000 Km), en una region pequefia, como el Golfo de California, se

puede explicar por medio del andlisis de su biologia.

~ El lobo marino de California presenta periodos de lactancia largos, donde la
demanda energética de las hembras con cria impide que éstas se alejen
demasiado de la lobera para alimentarse ( < 2 dias, Garcia-Rodriguez, 1999).
La lactancia tiene una duracién de 6 a 12 meses (Odell, 1975), aunque en
algunos casos puede prolongarse (Peterson y Bartholomew, 1967; Riedman,
1990; Francis y Heath, 1991). Las hembras dan a luz una cria por temporada y
la amamantan durante 4 a 5 dias antes de salir al mar a alimentarse {Heath,
1989). Después, alternan viajes de alimentacion con periodos de
amamantamiento en tierra (Antonelis et al., 1990; Heath ef al., 1991). Ademas,
los partos son anuales (Riedman, 1990), lo que hace poco probable que la

hembra cambie de lobera, una vez que alcanza la edad reproductiva. Lo




71

anterior podria resultar en un comportamiento filopatrico por parte de las
hembras. Sin embargo, esto podria ser cierto sélo para las hembras en edad
reproductiva y, por lo tanto, se podria tener un flujo génico por medio de las
hembras jovenes, que homogeneice el tipo y frecuencia de los haplotipos, si
éstas migraran desde sus lugares de nacimiento y se reprodujeran en otras

loberas.

Con base en censos realizados en diferentes épocas del ano, se sabe que la
abundancia y composicion por edad y sexo puede variar en una misma lobera
(Fry, 1939; Bartholomew y Hubbs, 1952: Cowan y Guiguet, 1956; Bartholomew
y Boolootian, 1960; O y Poulter, 1965; Hancock, 1970; Bigg, 1973; Aurioles-
Gamboa, 1982 y 1988; Aurioles-Gamboa ef al., 1983, Zavala-Gonzalez, 1990 y
1993; Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994: Garcia-Rodriguez, 1999).

Sin embargo, es probable que el movimiento de organismos entre loberas con
efectos en el intercambio genético (reproduccion), sea muy bajo.
Recientemente, se han reportado altos niveles de filopatria para hembras y
machos, en Los Islotes, B.C.S. (Hernandez-Camacho, 2001). Lo anterior se
concluyé con base en un estudio donde se marcaron cinco generaciones de
crias, y se registraron sus movimientos durante 14 afios, por medio de censos.
De 190 crias marcadas, solo tres individuos se observaron en otras loberas
reproductivas; dos de ellos (hembra y macho) regresaron a Los Islotes para
reproducirse cuando alcanzaron la edad reproductiva y se les volvié a observar
en anos subsecuentes, El tercer individuo era una hembra que se encontré
como aduito, amamantando a una cria, en la Isla San Esteban (Hernandez-
Camacho, 2001). El tnico registro previo de flujo génico es un caso reportado
por Aurioles-Gamboa (1988) de una hembra marcada en Los Islotes cuando
cria, y registrada como adulto amamantando a una cria en lsla Margarita. Lo

anterior apoya el hecho de que el movimiento de animales entre las loberas no
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siempre estara relacionado con la actividad reproductiva. De ser asi, resultaria

en la ausencia o disminucién de la estructura de la poblacién.

Garcia-Rodriguez (1999) encontré diferencias en Ia composicion del alimento
de siete loberas reproductivas del Golfo de California, lo que sugiere que los
individuos de cada lobera acuden a sitios distintos para alimentarse. E
movimiento de los lobos entre sitios parece estar asociado a la busqueda de
alimento (Garcia-Rodriguez, 1999) y, por lo tanto, estos lugares no deberian
encontrarse muy alejados de su lugar de nacimiento. Garcia-Rodriguez y
Aurioles-Gamboa (1997; citado por Garcia-Rodriguez, 1999) estimaron un area
de alimentacién de los lobos en Los Islotes de aproximadamente 81 Km de
radio. Sin embargo, Garcia-Rodriguez (1999) menciona que en el centro y norte
del Golfo de California estos radios de dispersién asociados a actividades
alimentarias podrian ser menores (< 20 Km) debido a la cercania de las islas, Ia
diferencia en la composicién de Ia dieta y la alta concentracién de nutrientes en
las zonas cercanas a los sitios de reproduccion (Santamaria-Del Angel et al.,
1995; citados por Garcia-Rodriguez, 1999; Alvarez-Borrego, 1983, Alvarez-
Borrego y Lara-Lara, 1991). Lo anterior sugiere que es poco probable que los
animales jovenes (hembras y machos) se reproduzcan en una lobera diferente
a la de su nacimiento, y cuando ocurre, es probable que la nueva lobera no se
encuentre muy alejada de la de origen. Esto es especialmente cierto dentro del
Golfo de California (norte y centro), donde se encontré una subdivision de la
poblacion en loberas con una cercania geografica mayor que entre algunas
loberas de la costa occidental de Ia peninsula. Por lo tanto, este
comportamiento podria explicar la filopatria de las hembras y la estructura de la

poblacién que se reporta en este estudio.

Con base en la explicacién anterior, parece poco probable que las loberas de |a

costa occidental de la peninsula no estén estructuradas. Es decir, que desde
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Coronados hasta Margarita no se hayan detectado diferencias, cuando la
distancia entre estas loberas, en algunos casos, es mayor que las del Golfo de
California. En este aspecto, es poco probable que las hembras del Pacifico
presenten un comportamiento tan diferente a las del golfo, donde la filopatria no
exista. La falta de alimento podria ser uno de los factores que las obligara a
moverse. Sin embargo, las zonas donde se encuentran las loberas del Pacifico
son tan productivas como algunas del golfo (Lynn y Simpson, 1987; Millan-
Nufiez y Lara-Lara, 1995). Ademas, las evidencias demuestran gue en Isla San
Miguel en California, que es comparable a la productividad en el Pacifico
mexicano (Lynn y Simpson, 1987), el radio de alimentacién de los lobos es de
aproximadamente 44 Km (Bonell y Ford, 1987 y Feldkamp et al., 1989; citados
por Garcia-Rodriguez, 1999), lo que indica que los animales tampoco tendrian

que recorrer mucha distancia para encontrar alimento.

De acuerdo a lo anterior, hay por lo menos dos explicaciones probables acerca
de la ausencia de subdivision en la region del Pacifico. Por un lado, siempre
existe la posibilidad de que haya una subdivision en la poblacion y que
simplemente no se haya podido detectar por la falta de una muestra de tamafio
adecuado, en relacion a la abundancia poblacional. Es decir, la potencia del
estimador para detectar estructura se puede incrementar al aumentar el tamario
de muestra, pero la potencia también depende de otros factores como la
abundancia de la poblacién y la tasa de dispersion (Taylor ef al., 1997). Estos
autores demostraron que para un mismo tamafio de muestra, cuando la
cantidad de hembras en edad reproductiva es pequefia, la potencia de los
estimadores Fst y ®st se incrementa atin cuando la tasa de dispersion sea alta
(Taylor et al., 1997). Por lo tanto, si se compara la abundancia del lobo marino
del California dentro del golfo (31,393 animales; Aurioles-Gamboa y Zavala-
Gonzalez, 1994) y el tamario de muestra (n = 91), con respecto a las loberas de

la costa occidental de la peninsula con una abundancia aproximada de 71,000
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lobos (Lowry y Maravilla-Chavez, 2002) y 79 muestras, se puede suponer que
la potencia de los estimadores es menor para detectar estructura en la

poblacién del Pacifico que en la del Golfo de California.

Otra explicacion probable sobre la no estructura de las loberas del Pacifico es
que el establecimiento de éstas como las conocemos ahora, sea un evento mas
reciente que el establecimiento de las loberas del golfo, y el tiempo no ha sido

suficiente para que existan diferencias entre los linajes maternos.

La segunda hipétesis, planteada en el péarrafo anterior, se fundamenta en

eventos climaticos histéricos.

Existen evidencias de que el fenomeno climatico ENSO (El Nifio-Southern
‘Oscillation), es capaz de provocar efectos negativos en diferentes especies de
pinnipedos, entre ellos Z. c. californianus. Algunos de los efectos documentados
son: bajos niveles de fertilidad en hembras (Arias-Schreiber y Halliday, 1999;
Soto y Arias-Schreiber, 1999), aumento en la mortalidad de adultos (Arias-
Schreiber y Halliday, 1999; Zagzebski et al., 1999), incremento en la duracion
de los viajes de alimentacion (Crocker et al., 1999; Milette et al., 1999; Soto vy .
Arias-Schreiber, 1999), disminucién del crecimiento de las crias y aumento de la
mortalidad de las mismas (Arias-Schreiber y Halliday, 1999; Boness ef al., 1991;
Delong et al, 1991; lverson et afl, 1991; Morris et al., 1999; Soto y Arias-
Schreiber, 1999; Zagzebski ef al., 1999).

Sin embargo, este fendbmeno también puede causar un movimiento de los
animales hacia zonas mas alejadas del Ecuador (hacia el norte en el hemisferio
norte o hacia el sur en el hemisferio sur), por el movimiento de sus presas
habituales. Ejemplo de lo anterior, son los trabajos de Allen et al. (1999) y Arias-

Schreiber y Halliday (1899). Otros ejemplos especificos sobre el lobo marino de
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California son los trabajos de Morris et al. (1999), y Huber (1991), que
corresponden a efectos de El Nifio 1997-98 y 1982-83, respectivamente. Los
resultados de los primeros autores sugieren que, durante El Nifio, las hembras
de San Miguel, California, dieron a luz a sus crias en la Isla Afio Nuevo, que se
ubica a unos 400 Km al norte de la primera, en la Bahia de Monterey (Morris et
al., 1999). En el segundo trabajo, se realizaron censos semanales en diferentes
puntos del centro de California (cerca de San Francisco) y se encontré un
aumento de animales durante 1983, El incremento fue de 54% en Islas Farallén,
125% en Point Reyes, 240% en Bodega Rock, y ademas se observaron 116
lobos inmaduros en Double Point, una zona donde no se habifan registrado
animales (Huber, 1991). Este evento es raro ya que ocurrié también durante Ia
época reproductiva, cuando normalmente esta zona es abandonada por los
animales que intentardn reproducirse mas al sur. Ademas, en los censos se
encontraron animales que habian sido marcados en San Miguel y San Nicolas,
en las Isias del Canal (unos 800 Km al sur). En estas islas, Delong vy
colaboradores (1991) encontraron que durante la época reproductiva de 1983 y
1984 las hembras disminuyeron, mientras que aumentaron nuevamente en
1985 y 1986. Este cambio temporal en la distribucion de los lobos entre las dos
zonas (las lIslas del Canal, la parte central de California), coincide con el
fendbmeno ENSO y parece ser resultado del movimiento hacia el norte de sus

presas (Pearcy y Schoener, 1987; citados por Huber, 1991).

Por lo anterior, podemos hipotetizar que las loberas de la costa occidental de la
Peninsula de Baja California, en algiin momento de su historia, experimentaron
un evento similar que redujo a la poblacién y al mismo tiempo obligé a los
animales a migrar hacia el norte, en busca de sus presas. Para apoyar lo
anterior, se requeriria tener conocimiento de fenémenos ENSO antiguos y de
larga duracion, lo que obligaria a los lobos a permanecer por varias

generaciones reproduciéndose en alguna zona , antes de regresar a recolonizar
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las loberas que fueron abandonadas, y de esta forma evitar la estructura de la

poblacion actual.

Algunas evidencias sefialan que el fenémeno ENSO se puede rastrear hasta
1,368 aiios atras. Quinn (1990) sugirié que los efectos de El Nifio en el Pacifico
occidental se extiende hasta Etiopia, donde se puede relacionar con los
registros de sequia debido a los niveles del Rio Nilo. Con base en el registro de
estos niveles, se hizo una reconstruccién sobre los eventos de El Nifio desde el
afo 622.

Recientemente, la atencién se ha centrado en un fenémeno parecido a El Nifio,
pero con un efecto mas prolongado, Ia Oscilacion Decadal del Pacifico, (PDO, -
Pacific Decadal Oscillation). Este fenémeno esta relacionado con la ubicacion
del centro de baja presién de las Aleutianas, donde los registros sugieren un
cambio de sefial en un intervalo mayor a los 5 afios. Por ejemplo, los cambios
se han presentado en 1925, 1931, 1939, 1947, 1959, 1868, 1977 y 1989
(Overland et al., 1998). La localizacion del centro de baja presion de las
Aleutianas es el principal indicador del sistema climatico del Pacifico norte
(Overland et al., 1998). La fase positiva de PDO se manifiesta de manera
similar que los efectos de ENSO (Mantua, 1998), y dichos efectos se propagan
hacia el sur, hasta zonas subtropicales, pero aparentemente no alcanzan el
Ecuador (Miller y Schneider, 1998). Sin embargo, parece que existe una zona
de transicion a la altura de Vancouver, Canada, donde los efectos negativos
son opuestos. Es decir, cuando en la parte norte las condiciones son
favorables, en el sur son desfavorables y viceversa. Lo anterior se ha registrado
en relacion a la abundancia del salmén (Mantua, 1998). En otro estudio
realizado en el norte del Pacifico, se encontrd otra posible zona de transicién
entre el este y oeste de las Islas Aleutianas. Springer (1998) reportd

decrementos de camarén, aves y pinnipedos (foca comlin, loho marino de
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Steller, lobo fino del norte), entre 1980 y 1990, en diferentes zonas de las Islas
Aleutianas y el Mar de Bering. Sin embargo, en el caso del lobo marino de
Steller se observé que durante la misma década que disminuyd la poblacién en
el oeste de las Aleutianas, la poblacién aumentd en el este del Golfo de Alaska
(Springer, 1998).

El estudio de los efectos del fendmeno PDO es relativamente reciente y por io
tanto, es dificil de analizar directamente con los movimientos de la poblacion del
lobo marino de California. Sin embargo, la existencia de fenémenos climaticos
como ENSO, pero de mayor duracién como PDO, puede apoyar la hipétesis de
una reciente recolonizacion de las loberas en la costa occidental de la peninsula
de Baja California, debida a la migracion y permanencia de los animales en una
zona diferente a su distribucién actual. Por lo tanto, es una posible explicacion a

la falta de estructura en las islas del Pacifico.

Por otro lado, debe existir una explicacion para justificar la permanencia de los
lobos dentro del Golfo de California, en el tiempo hipotético en que los del
Pacifico migraron a otra zona. La posible explicacion es que El Nifio no tiene un
efecto negativo dentro del Golfo de California. Aurioles-Gamboa y Le Boeuf
(1991) compararon el efecto de El Nifio 1982-83 en loberas de 7 o.
californianus en la costa occidental de la Peninsula de Baja California (Isla
Margarita), y 4 loberas dentro del Golfo de California (San Jorge, San Pedro
Nolasco, Topolobampo, Los Islotes). Estos autores encontraron una reduccién
del 50% en la produccion de crias, una reduccion de hembras parturientas
durante la época reproductiva y una reduccion de machos subadultos durante el
invierno siguiente, en Isla Margarita. Mientras que en las loberas del golfo, no
se encontraron diferencias en la produccion y mortalidad de crias, el nimero de
hembras reproductivas en el verano, ni en el nimero de machos subadultos en

invierno, cuando se comparé con afios anteriores y posteriores a 1983




78

(Aurioles-Gamboa y Le Boeuf, 1991). Ademas, desde el punto de vista
oceanografico, se ha reportado un incremento en la productividad del Golfo de
California durante los afios ENSO (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991: Bray y
Robles-Pacheco, 1991). Por lo tanto, es probable que el mismo fenémeno
climatico haya provocado que los lobos del Pacifico migraran, mientras que los

del Golfo de California permanecieran.

Por otro lado, debido al marcador que se usé (mitocondrial) en este estudio, los
resultados de una poblacién estructurada se deben exclusivamente a la
ausencia o poco intercambio genético por parte de las hembras. Es necesario
utilizar un marcador nuclear que permita comparar los resultados (mitocondrial
vs. nuclear) y determinar si existe o no flujo génico por parte de los machos.
Otra forma para determinar si existe migracién diferencial por sexos, a partir de
mtDNA, es utilizar muestras de organismos adultos (O'Corry-Crowe ef al., 1997;
Escorza-Trevifio y Dizon, 2000). A pesar de esto, la poblacién se encuentra
estructurada y por lo tanto, los grupos se deben considerar como unidades
distintas, para cuestiones de manejo. Moritz (1994) define a las unidades de
manejo (MU, por sus siglas en inglés) como a aquellas poblaciones con una
divergencia significativa en las frecuencias alélicas, en loci nucleares o
mitocondriales, sin importar la diferenciacion filogenética de los alelos. También
menciona que el reconocimiento de dichas MUs es fundamental para un manejo
apropiado a corto plazo, donde las MUs son las unidades légicas para

monitorear a una poblacion y realizar estudios demograficos (Moritz, 1994).

Se debe prestar especial atencién a la poblacion del Golfo de California, debido
a la menor abundancia de organismos (31,393 lobos; Aurioles-Gamboa vy
Zavala-Gonzalez, 1994) y una mayor estructura, con respecto al Pacifico
(71,000 lobos; Lowry y Maravilla-Chavez, 2002). Es importante mencionar que

los grupos Golfo Centro y Golfo Norte pueden ser especialmente vulnerables
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debido a que se ha reportado mayor frecuencia de osteoartritis y leptospirosis
en estas zonas. Aurioles-Gamboa y colaboradores encontraron mayor
frecuencia de osteoartritis en craneos de lobos, en las islas ubicadas en el
centro y norte del golfo, con respecto al resto de la poblacion del golfo y
Pacifico. La deformacion de la mandibula, en algunos casos, fue tan marcada
que podria tener efectos negativos en la alimentacién (Aurioles-Gamboa ef al.,
2002). Ademas, parece existir una clina con respecto a la presencia de
Leptospira interrogans, donde la enfermedad es mas frecuente en la parte norte
del Golfo de California (Acevedo-Whitehouse et al., 2001). La leptospirosis es
una enfermedad comin en el lobo marino de California que puede causar
partos prematuros, aborto y problemas renales (Acevedo-Whitehouse et al.,
2001). Sin embargo, estos hechos no se deben considerar como evidencia de
problemas genéticos en la poblacién, debido a la gran variabilidad genética que

presentan.

Por otro lado, el grupo Golfo Sur, representado tnicamente por Los Islotes,
también se puede considerar vulnerable, debido al aparente aislamiento y por
ser la zona con menor variabilidad genética. Ademdas, la cantidad de
organismos es pequefia (291 individuos, Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzilez,
1994) y se han reportado altos niveles de filopatria para ambos sexos
(Hernandez-Camacho, 2001). Otra evidencia que puede aumentar la
vulnerabilidad de esta lobera es la presencia de una menor sincronia del estro
entre las hembras, con respecto a localidades al norte del golfo como la lobera
Los Cantiles, en la Isla Angel de la Guarda (Garcia-Aguilar y Aurioles-Gamboa,
en preparacion). Es decir, esta tendencia puede aumentar el aislamiento de los
lobos de Los Islotes debido a que puede limitar el intercambio de individuos con
loberas cercanas y en un caso extremo entre los organismos de la misma

lobera. Dicha subdivision llevaria a un proceso de deriva génica.
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ANALISIS FILOGENETICO

El arbol de Maxima Parsimonia es el que requiere el menor numero de cambios
evolutivos para explicar las diferencias observadas entre los haplotipos. Es un
método cualitativo, porque depende del tipo de nucleétido (A, T, G, C), en una
posicion dada (Avise, 1994). Se considera como un analisis exploratorio, gue
permite obtener un criterio de optimizacién con el cual se puede comparar la
topologia de arboles que utilizan métodos de distancia (Hillis, 1998). Segin
Avise (1994), siempre se debe incluir una aproximacién cualitativa, debido a
que la topologia de un arbol aporta informacion sobre la distribucién del estado
del caracter a lo largo de las ramas y por lo tanto, le proporciona una mayor
capacidad de prueba y de explicacion (Avise, 1983; Baverstock et al., 1979;
Patton y Avise 1983, citados por Avise, 1994). En este caso, la topologia del
arbol de Maxima Parsimonia (Figura 4), es congruente con los arboles UPGMA

y NJ (Figuras 5 y 8, respectivamente).

El método de Maxima Parsimonia utiliza los sitios variables para construir el
arbol consenso. Sin embargo, cuando la cantidad de sitios parsimoniosamente
informativos es insuficiente, no es posible obtener un arbol consenso. Nei y
Kumar (2000) mencionan que los sitios parsimoniosamente informativos son
aquellos gue por lo menos presentan dos tipos diferentes de nucleétidos y cada
uno esta representado al menos dos veces. En este estudio se encontraron 19
sitios variables (Cuadro 4), de los cuales s6lo 12 son parsimoniosamente
informativos. Por lo tanto, no fue posible obtener un arbol consenso a partir de
1,000 arboles parsimoniosos. Sin embargo, se logré obtener un arbol consenso
a partir de 100 arboles parsimoniosos, pero los valores de remuestreo fueron

muy bajos (>50%), por la misma razoén.
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En los métodos de distancia, como UPGMA y NJ, los sitios filogenéticamente
informativos son todos los sitios variables (19 en este estudio), e incluso los
sitios invariables pueden tener informacion filogenética (Nei y Kumar, 2000). Por
lo tanto, se pudieron obtener los &rboles consenso para ambos métodos, a

partir de un remuestreo de 1,000 réplicas.

La escasa resolucion filogeografica y los valores bajos de remuestreo, también
se pueden explicar por la poca cantidad de sitios filogenéticamente
informativos. Nei y Kumar (2000) mencionan que cuando se construyen arboles
a partir de secuencias de genes polimorficos de una especie, como en este
trabajo, los valores de remuestreo son generalmente bajos, aun cuando las

relaciones sean confiables.

Aungue no es un objetivo de este trabajo, es pertinenete mencionar que la
inclusion del haplotipo del lobo marinc de Galapagos (Z. ¢. wollebaeki) entre los
haplotipos del lobo marino de California (Z. ¢. californianus) apoya la falta de

-diferenciacién a nivel de especie entre ambas subespecies.

l.os métodos UPGMA y NJ son métodos cuantitativos; en éstos se calculan las
distancias evolutivas para todos los pares de haplotipos, y la relacién entre
estos valores se utiliza para construir el arbol filogenético (Nei y Kumar, 2000).
El método UPGMA supone una tasa de evolucién igual a lo largo de todas la
ramas del dendrograma, por esto, cualquier heterogeneidad real no se puede
detectar (Avise, 1994). Sin embargo, UPGMA es una buena aproximacion
fenética, debido a que tiende a reducir los efectos del error estocastico de la
estimacion de la distancia genética, al promediar la distancia (Nei, 1987).
Contrario al método anterior, NJ permite tasas desiguales de cambios

moleculares entre las ramas (Avise, 1994). Por lo tanto, por medio del método
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NJ se puede obtener una mejor resolucién del orden de aparicion de los

haplotipos.

En el anaiisis con el método NJ (Figura 8) los haplotipos distribuidos en el Golfo
Centro (H29, H30, H32, H33) y Golfo Norte (H31, H33) se pueden considerar
como haplotipos ancestrales, debido a’ que estdn unidos con los grupos
externos. Los nodos internos de las tres grandes ramas centrales presentan
poca resolucion, lo que hace dificil la interpretacién de la evolucién de los
haplotipos. Esta falta de resolucién en los nodos internos se puede interpretar
como una radiacion répida de haplotipos (Wynen et al., 2001). Sin embargo, en
este caso la falta de resolucion puede deberse al flujo génico durante diferentes

eventos historicos entre los grupos.

FILOGEOGRAFIA

La red de la minima separacién (MSN, Minimum Spanning Network), se
construye bajo el principio de un arbol parsimonioso de Wagner, pero ésta
utiliza los haplotipos como nodos y puntas de las ramas, en lugar de
“Unicamente como puntas de las ramas (Excoffier y Smouse, 1994). El arbol
parsimonioso de Wagner y la MSN son formas alternativas de presentar los
mismos datos, pero la red explica mejor la conexién entre los haplotipos
(Excoffier et al., 1992). Ademas, se puede obtener informacién sobre la
estructura poblacional y hacer inferencias sobre la filogeografia (Donnelly y
Tavaré, 1986, Takahata, 1988; Excoffier y Langaney, 1989; Excoffier et al.,
1892; Crandall y Templeton, 1993; Excoffier y Smouse, 1994; Wenink ef al.,
1996; Encalada et al,, 1996. Redenbach y Taylor, 1999; Escorza-Trevifio v
Dizon, 2000). Por lo tanto, se considera una mejor aproximacion para estudios a

nivel intraespecifico (Excoffier y Smouse, 1994).
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Es importante mencionar que gran cantidad de la informacion que se obtuvo de
la poblacién del lobo marino de California a partir del estudio de su estructura y
diversidad genética, se puede interpretar a partir del MSN. Por lo tanto, se
puede considerar como una muy buena aproximacion exploratoria previa a un

andlisis poblacional a largo plazo.

El heche de que la mayoria de las conexiones entre los haplotipos esta dada
por una sola mutacion (Figuras 7 y 8) hace suponer que no hay haplotipos
perdidos. Mas de una mutacién entre haplotipos puede indicar péerdida de los
haplotipos por deriva génica, seguida de una expansién, o bien, un tamano de
muestra insuficiente donde no estan representados todos los haplotipos
existentes. Sin embargo, la porcién de la red que conecta haplotipos mediante
dobles o triples mutaciones, representa haplotipos que solo se encuentran en el
Golfo Centro y Golfo Norte (Figura 8). Si consideramos la cantidad de lobos en
esa zona (no mayor de 20,000 animales; Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzalez,
1994) y el tamafo de muestra para la misma (n=75), comparados con la
cantidad de lobos en el Pacifico (71,000; Lowry y Maravilla-Chavez, 2002) y un
tamafio de muestra casi igual (n=79), es poco probable que dicho problema
haya sido influido por el tamafio de muestra. Es decir, se esperaria que la
cantidad de haplotipos faltantes fuera mayor en el Pagifico, si se tratara de un
problema de tamario de muestra insuficiente. Sin embargo, no se puede
descartar la idea de que la diversidad haplotipica sea mayor y, por lo tanto, el
tamario de muestra realmente sea insuficiente. Otra probable explicacion al
hecho es que la poblacion del Alto Golfo (Golfo Centro y Golfo Norte), se haya
reducido drasticamente en algin momento de su historia. Lo anterior concuerda
con la observacion descrita por Rosel y colaboradores (1999), sobre el arreglo
lineat de los haplotipos, como se observa en la parte media del grafico, desde el
haplotipo H23 hasta H32 (Figura 7), que corresponden al Alto Golfo. Ellos

mencionan que este tipo de arreglo se puede interpretar como una fuerte deriva
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génica en una poblacién demograficamente pegueria, en algin momento de su
historia (Rosel et af., 1999).

Por otro lado, la cantidad de mutaciones entre un haplotipo y otro puede ser una
medida indirecta del tiempo de divergencia entre haplotipos (ver Figura 7 y la
- cantidad de mutaciones entre Z. c¢. californianus y los grupos externos). De
acuerdo al registro fésil, el grupo de los lobos marinos (Subfamilia Otariinae, a
la que pertenece Zalophus, Eumefopias, Neophoca, Phocarctos y Otaria),
divergieron hace aproximadamente 3 millones de afios (Ma; Kim ef al., 1975;
Repenning, 1976; Repenning et al., 1979; Miyazaki et al., 1994). Sin embargo,
existe una relacion mas cercana entre Zalophus-Eumetopias (Wynen et al,
2001) y Neophoca-Phocarctos (Morejohn, 1975; Barnes ef al.,, 1985, Bininda-
Emonds ef al., 1999; citados por Wynen ef al., 2001). Por lo tanto, la separacién
entre Z. c¢. californianus y Z. c. wollebaeki, debié haber ocurrido recientemente,

o, de hecho, estar ocurriendo.

Desde el punto de vista de la interpretacion filogeografica, se puede considerar
que los haplotipos con frecuencias altas pueden ser los mas antiguos en la
poblacion, porque han tenido suficiente tiempo para acumular mas copias
(Donnelly y Tavare, 1986; Excoffier y Langaney, 1989; Crandall y Templeton,
1993; Excoffier y Smouse, 1984). La mayoria de los nuevos haplotipos derivan
de los haplotipos con altas frecuencias, por lo que se espera que los haplotipos
antiguos presenten mayor cantidad de uniones (Donnelly y Tavaré, 1986;
Crandall y Templeton, 1993; Excoffier y Smouse, 1994). Por lo tanto, se
esperaria que los haplotipos mas frecuentes y con mayor nimero de
reticulaciones fueran los ancestrales y los menos frecuentes y menos

reticulados serian los haplotipos derivados.
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Los haplotipos con mayores frecuencias son H1, H6, H27, H12 y H17; pero sélo
H1, H6 y H27 presentan la segunda caracteristica, que es la de mayor cantidad
de reticuiaciones (Figuras 7 y 8). Otra caracteristica de los haplotipos antiguos
es que estan presentes en la mayoria de las zonas, cuando la poblacion se
encuentra subdividida (Takahata, 1988; Excoffier y Langaney, 1989); en este
caso, la caracteristica la cumplen H1 y H6, mientras que H27 esta ausente en el
Alto Golfo (Figura 9). Los grupos externos también pueden ayudar en la
busqueda de los haplotipos antiguos. En este caso, los grupos externos no
estan asociados a ninguno de los haplotipos antes identificados (H1, H6 6 H27).
Sin embargo, los tres grupos externos se encuentran en la parte izquierda del
grafico, mas cerca del haplotipo H27, si se consideran como dos clados
diferentes la parte izquierda y derecha del MSN. Por lo tanto, se pueden
considerar como ancestrales los tres haplotipos antes mencionados (H1, H6 y
H27), pero éste Oltimo podria ser el mas antiguo, por encontrarse en el clado al

que estan asociados los grupos externos.

La existencia de dos clados dentro del MSN se apoya en la idea de Rosel ef al.
(1999), quienes mencionan que se puede distinguir entre uno o multiples
eventos de colonizacién, si en una zona de la poblacién subdividida se
encuentran haplotipos relacionados y polarizados en la MSN. Esto se puede
observar claramente en la Figura 9, donde parece que existieron al menos dos

incursiones diferentes de organismos desde el Pacifico hacia el Golfo.

Ademas, desde el punto de vista de la estructura poblacional, se pueden
observar dos clados diferentes en la Figura 8. La parte izquierda del MSN se
puede interpretar como una estructura mas fuerte, debido a que los haplotipos
de cada sitio ocupan zonas diferentes. En forma contraria, la separacion de los
colores en la parte derecha del grafico, no es muy clara. Lo anterior se puede

interpretar como un mayor tiempo de permanencia de esos haplotipos en cada
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zona, que permitié la formacién de una estructura mas fuerte en el lado

izquierdo, lo cual concuerda con la idea de que puede ser el clado mas antiguo.

El hallazgo de que los tres grupos externos se encontraron asociados a
haplotipos que pertenecen al Golfo Centro y Golfo Norte exclusivamente
(Figura 8), concuerda con algunas caracteristicas dentarias del género
Zalophus. Recientemente, Aurioles-Gamboa y colaboradores (en preparacion),
estudiaron algunas caracteristicas consideradas como primitivas (presencia de
doble o triple ralz en los poscaninos y/o presencia del sexto poscanino en la
mandibula y el maxilar), para explorar la posible existencia de poblaciones
derivadas vs. primitivas. Aunque a separacion de las zonas que ellos usaron no
corresponden completamente con la estructura que se presenta en este trabajo,
los resultados (datos sélo para hembras) indican que Galapagos presenta las
. frecuencias mas altas de caracteristicas dentarias primitivas, seguidas por el

Golfo y despues el Pacifico.

En un intento por explicar la filogeografia histérica de la poblacién del lobo
marino de California, con base en la distribucién de los hapiotipos por zonas

. (Figura 9), se propone lo siguiente:

De acuerdo al registro fosil, se considera que los pinnipedos se originaron en el
norte del Pacifico Oriental (Oregon), durante el Oligaceno Tardio ( 27 a 25 Ma;
Mitchell y Tedford, 1973; Berta, 1991; citada por Berta y Sumich, 1999). El
primer otarido reconocible pertenece al Mioceno medio (11-12 Ma) y se
encontré en el norte del Pacifico (Berta y Deméré, 1986; citados por Berta y
Sumish, 1999; Repenning, 1976; Barnes et al., 1985). El grupo de los lobos
marinos divergieron como un linaje distinto hace aproximadamente 3 Ma (Kim et
al., 1975; Repenning, 1976; Repenning et al., 1979; Miyazaki ef al., 1994). La

dispersion de los otaridos hacia el hemisferio sur ocurrié durante diferentes
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eventos, hace aproximadamente 5 Ma (Repenning ef al, 1979) a través del
Corredor del Pacifico Este. Dicho Corredor fue una corriente de aguas frias que
conecté los sistemas de la Corriente de California y de Pert, formado por la
migracion de las isotermas hacia el Ecuador durante el Plioceno, cuando se
habia cerrado el Corredor Centro-Americano o Panamefio (Davies, 1958;
Repenning ef al., 1979). El Corredor del Pacifico Este probablemente persistio
hasta el Pleistoceno Tardio, con avances y retrocesos durante las eras
glaciares e intergiaciares. Dichos periodos de expansién permitieron la
dispersion de especies hacia el Ecuador y subsecuentemente se aislaron por
aguas calidas, lo que resulté en una evolucién vicariante (Davies, 1958;

Repenning et al., 1979).

De acuerdo a lo anterior, la explicacién mas acertada sobre el origen del lobo
marino de Galapagos, es la propuesta por Auricles-Gamboa y colaboradores
(en preparacion). Ellos mencionan que el lobo marino de Galapagos se origind
a partir de la poblacion del lobo marino de California y que pudo haber ocurrido
durante uno o varios periodos glaciares. Es probable que durante estos
eventos,-el lobo marino de California haya llegado hasta Galdpagos, Io que dio
origen a una nueva subespecie (Zafophus californianus wollebaeki: Scheffer,
1958). Sin embargo, también es probable que una vez que el periodo glacial
termind, el lobo marino de California regresé a su distribucion anterior, pero una

parte de la poblacién permanecié en Galapagos.

L.os animales provenientes de Galapagos colonizaron el Golfo de California y la
costa occidental de la Peninsula de Baja California. La poblacién del goifo
permanecio ahi hasta ahora y es por ello que es la zona con la que actualmente
existe mayor relfacion con los lobos de Galapagos. Por su parte, la poblacion de
la costa occidental de la peninsula experimentd un movimiento masivo de

individuos, provocado por el aumento en la temperatura (ver discusion sobre |a
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estructura poblacional), lo que obligé a los animales a permanecer en otra zona
por varias generaciones. Posteriormente, en el pasado reciente, regresaron a
su distribucion previa, pero la recolonizacién se hizo a partir de una poblacion .

homogeneizada.

Una de las caracteristicas de la MSN dificii de explicar al observar la
distribucion de los haplotipos por zonas (Figura 9), es la presencia de dos
probables clados, uno con mayor estructura (izquierdo) que el otro (derecho). El
clado derecho podria haber existido desde la colonizacion a partir de la
poblacion de Galapagos o puede tratarse de al menos un segundo evento de
incursién hacia el golfo, por parte de la poblacion del Pacifico. El establecer el
tiempo de divergencia entre los haplotipos de ambos clados, podria ayudar a
despejar esta incégnita. Sin embargo, la tendencia actual en los estudios
filogenéticos es la de evitar este tipo de analisis, debido a que los resultados
pueden ser mas confusos. Lo anterior se debe a la faita de un registro fésil
completo y por lo tanto, a la dificultad para establecer una tasa de mutacion
confiable para una especie determinada. Ovenden (1990) menciona que €l
grado de diferenciacion en el mtDNA entre grupos aislados, se puede utilizar
para estimar el tiempo desde que éstos eran una sola poblacién. Sin embargo,
estimar la divergencia de esta forma, requiere de una gran exactitud en la
calibracién de la tasa evolutiva del mtDNA (Ovenden, 1990). Por lo tanto, es
necesario utilizar con reserva esta aproximacion, debido a que en la mayoria de
los taxa no existe una calibracion en la tasa de cambio del mtDNA vy las que se
pueden encontrar en la literatura, varian en varios 6rdenes de magnitud (Nei,
1987).

Por Ultimo, el conocer la relacion entre los haplotipos de Baja California y los de
California, EUA, podria ayudar a explicar el origen del clado derecho. Si los

haplotipos de California tuvieran una mayor relacién con los haplotipos del clado
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derecho, se podria pensar que dicho clado fue un segundo evento de incursion
hacia el Golfo de California. Ademas, el aumentar la cantidad de muestra
proveniente de Galapagos podria corroborar o refutar lo anterior. Si todos lo
haplotipos que se encuentren en Galdpagos permanecen méas cercanos al
clado izquierdo, también se puede apoyar la idea de la existencia de una
segunda incursion al golfo desde el Pacifico. Por lo tanto, es necesario
considerar una mayor cantidad de muestras de las tres localidades (California,

Baja California y Galépagos), para tener una visién mas clara de la filogeografia
de Z. ¢. californianus,
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CONCLUSIONES

En general, Ia estructura que se encontré en este estudio, concuerda con
el resultado del trabajo previo y preliminar de Maldonado et af., 1895, en
el sentido que la poblacién esta subdividida. No obstante, gracias a la
reticula muestral mas cerrada aplicada en este estudio, se determiné que
dicha poblacion esta subdividida en cuatro grupos bien definidos { Fst =
0.1098, P < 0.05; &st = 0.1441, P < 0.05):
a. Pacifico (islas Coronados, Benitos, Cedros, Asuncién y Santa
Margarita)
b. Golfo Sur (Los Islotes)
c. Golfo Centro (Isla San Esteban, lobera Los Cantiles, en la Isla
Angel de la Guarda, iIsla Granito e Isla Lobos)
d. Golfo Norte (Isla San Jorge)

Los cuatro grupos en los que se encuentra dividida la poblacidn del lobo
marino de California en su distribucion en México, se deben considerar
como Unidades de Manejo independientes, en planes de conservacién a
corto plazo. La poblacién del lobo marino de California que se encuentra
en el Golfo de California es la mas vulnerable, debido a la menor
cantidad de individuos y una mayor subdivisiéon de la poblacion, con

respecto a la costa occidental de la Peninsula de Baja California.

Los resultados no son concluyentes sobre un posible efecto de un cuello

de botella, por causa de la explotacion.
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La separacion de los haplotipos de Z. ¢. californianus (lobo marino de
California) con respecto a Eumetopia jubatus (lobo marino de Steller) y
Neophoca cinerea (lobo marino de Australia), es mayor que entre el
primero y Z. ¢. wollebaeki; lo que indica que la separacién de esta dos

subespecies es reciente o esta ocurriendo.

El lobo marino de Galdpagos (Zalophus c¢. wollebaeki), estda mas
relacionado con los lobos marinos de California (Zalophus c.
californianus) del Golfo de California (Golfo Centro y Golfo Norte), que

con los que pertenecen al grupo Pacifico.

Se apoya la hipotesis del origen del lobo marino de Galapagos propuesta
por Aurioles-Gamboa y colaboradores (en preparacién), quienes
mencionan que éste se originé a partir de una poblacion del lobo marino
de California, durante varios periodos glaciares. Posteriormente, el lobo
marino de California regresé a su distribucién previa. A partir de lo
anterior, se propone que la poblacién del Golfo de California ha
permanecido ahi desde la primera incursion de organismos, aungque han
existido una o varias incursiones posteriores de organismos desde el
Pacifico; mientras que los de la costa occidental de la Peninsula de Baja
California (grupo Pacifico) experimentaron un movimiento hacia otra
zona, donde permanecieron por varias generaciones antes de regresar a

su distribucion previa.
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PERSPECTIVAS

Para un mejor entendimiento de la estructura poblacional del lobo marino de
California (Z. ¢. californianus) en su distribucién en México, se propone
continuar el estudio de secuencias de mtDNA a partir de una mayor cantidad de
muestras por lobera, especialmente en la region de la costa occidental de la
Peninsula de Baja California. Lo anterior puede permitir corroborar la ausencia
de estructura o rechazarla. Ademas, es importante realizar un estudio que
incluya muestras de loberas localizadas en Estados Unidos, para conocer la
posible relacién entre las zonas. También es necesario aumentar el ntimero de
loberas que se encuentran en el Golfo de California, para delimitar mejor las

subpoblaciones dentro del golfo.

Aunque la subdivisién de [a poblacion a partir del mtDNA es congruente con los
resultados obtenidos a partir de diferentes aproximaciones no genéticas, es
importante considerar un marcador nuclear que permita mejor la interpretacién
de la estructura de la poblacion. Un marcador nuclear (microsatélites) también
podria proporcionar mas informacién acerca de un posible cuello de botella en

. la poblacion.

En estudios posteriores se podrian incluir muestras de organismos adultos, que
permitieran establecer si existe migracion diferencial por sexos o utilizar un

marcador nuclear para compararlo con los resultados del mitocondrial.

La filogeografia historica de la subespecie se podria interpretar mejor al
comparar haplotipos de California, Baja California, Galapagos y Japén (a partir
de muestras de museos y/o colecciones particulares). También es necesario
aumentar la cantidad de muestras provenientes del Golfo de California, que

permitan establecer si la diferencia de mas de una mutacion entre algunos
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haplotipos, se debe a la pérdida de los mismos en la poblacién, o la falta de un

tamario de muestra suficiente en este trabajo.
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ANEXO I.

Datos de la recolecta de muestras por lugar y en orden cronoldgico de visita, Se
indican las coordenadas de la zona de recolecta en cada isla, el sexo y el
haplotipo.

Isla Granito Isla Angel de la Guarda (Los Cantiles)

Fecha: 16/VII/97 Fecha: 16/VIl/97

Zona: 29°34'N, 113°32' W Zona; 29°30' N, 113°26' W

Muestra Sexo Haplotipo Muestra Sexo Haplotipo
Gr1 H 5 Ca1 M 33
Gr2 M 12 - - -
Gr3 H 32 Ca3 H 12
Grd H 32 Ca4 M 12
Gr5 H ue Cab M -—-
Gr6 M 12 Cab H 7
Gr7 M 5 Ca7 H 14
Gr8 H --- Ca8 M 14
Gr9 M 6 Cag M 29
Gr10 M 20 Ca10 M 12
Gri1 M 12 Cal1 M 29
Gr12 H 12 Cal2 M 29
Gr13 M 30 Ca1l3 M 6
Gr14 H 6 Cal4 M 33
Gr15 H 6




Isla San Jorge
Fecha: 17/VU/G7
Zona: 31°01'N, 113°14.6' W

Isia Lobos

Fecha: 18NI/97
Zona: 30°02.9'N, 114°29.3' W

Muestra Sexo Haplotipo

Muestra Sexo Haplotipo

Sji H 31
Sj2 H 23
Sj3 H 22
Sj4 H 4
Sj5 H 4
Sj6 H 4
Sj7 H 1
SjJ8 H 1
SjJ9 H 12
S10 H 1
Sj11 H 6
Sj12 H 4
Sj13 M 33
Sj14 M 1
Sj15 H 1
Sj16 H 6
Sj17 M 19
Sj18 H 18
Sj19 H 33
Sj20 M 12

Ls1
Ls2
Ls3
Ls4
Ls5
l.s6
Ls7
Ls8
Ls9
Ls10
Ls11
Ls12
Ls13
Ls14
Ls15
Lsi18

IEEILIEITIEITIIIIZEZT

33
33
18
12
18
33
12
1
22
21
32
§)
15
29
3

113



114

Isla San Esteban
Fecha: 21//11/97
Zona: 28°41'N, 112°34.5'W

Los islotes
Fecha: 24/NNI/97
Zona: *

Muestra Sexo Haplotipo

Muestra Sexo Haplotipo

Es1
Es2
Es3
Es4
Es5
Es6
Es7
Es8
EsS
Es10
Es11
Es12
Es13
Es14
Es15

EEETEIXLTIZEIIEEIEEZEZ

13
13
11
11
12
29
32
12
33
12
12
8
12
12
6

Is1 M 6
Is2 H 27
is3 M 6
is4 M 6
Is5 H 24
Is6 M 6
Is7 M 6
Is8 M 1
Is9 M 10
110 M 6
ls11 M 1
I1s12 M 7
1s13 M 9
Is14 H 6
I1s15 M 6
Is16 H 27

(*) No se tomaron las coordenadas exactas. La captura se realizé en la Unica zona

con crias.
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Isla Coronados (sur) Isla Benitos (centro)

Fecha: 29/VII/97 Fecha: 1/VIlI/97

Zona: 32°23.49'N, 117°14.61°'W  Zona: 28°18.62' N, 115°34.31' W

Muestra Sexo Haplotipo Muestra Sexo Haplotipo
Co1 M 24 Be1 M 27
Co2 H --- Be2 M 17
Co3 M 25 Be3 H 24
Co4 M 24 Be4 H 27
Cob M e Be5 H 17
Cob H 7 Beb M 17
Co7 M 1 Be7 M 27
Co8 H 1 Be8 M 1
Co9 H 27 Be9 H 27
Co10 H 1 Be10 H 26
Cot1 M 1 Be11 M 27
Co12 H - Be12 M 6
Co13 H 1 Be13 M 27
Co14 M 17 Be 14 M 1
Co1d M 17 Be15 M 17

Be16 no identificado 24

Be17 no identificado 27
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Isla Cedros Isla Asuncion

Fecha: 2/Vill/97 Fecha: 4/Vill/97

Zona: 28°22.19'N, 115°12.20'W  Zona: 27°06.61'N, 114°17.64' W

Muestra Sexo Haplotipo Muestra Sexo  Haplotipo
Cd1 H 17 As1 H 2
Cd2 M 17 As2 H 16
Cd3 H 27 As3 H 27
Cd4 M 1 . As4 H 24
Cd5 H 1 As5 H 17
Cdé H 28 AsB H 6
Cd7 H 27 As7 H 1
Cd8 M 17 As8 H 27
Cd9 H 17 As9 H 17
Cd10 H 23 As10 M 1
Cd11 H 27 As11 M 17
Cd12 M 27 As12 M 27
Cd13 H 1 As13 M 1
Cd14 M 27 As14 M 27
Cd15 M 24 As15 M 1
Cd16 M 12
Cd17 M 1
Cd18 H 23
Cd19 H 17
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Isla Margarita
Fecha: 8/VII/97

Zona; *

Muestra Sexo Haplotipo
Mg1 H 23
Mg2 H 1
Mg3 M 27
Mg4 M 24
Mg5 H 27
Mg6 H 17
Mag7 H 17
Mg8 M 1
Mg9 H 24

Mg10 H 6
Mg11 M 6
Mg12 M 17
Mg13 M 27
Mg14 M 17
Mg156 M 27
Mg16 H N

(*) No se tomaron las coordenadas exactas. La captura se realizé en Bahia Almejas.
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ANEXO II.

Secuencias originales de los 170 individuos. EI nombre indica el origen de la
muestra (isla o lobera) en orden alfabético y el nimero de organismo. Ejemplo:
As1 es la muestra uno de Isla Asuncion.

001 Asl
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
. CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTTAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
002 As2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAGTGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
003 As3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
- CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
004 As4
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
005 AsS
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
006 As6
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
007 As7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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008 As8
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

009 As9
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTICTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

010 As10
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

011 Asli
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

012 Asl2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

013 As13
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

014 As14
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

015 AslS
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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016 Bel
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

017 Be2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCITTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

018 Be3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCTATGTACATC
GTGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATG
ACATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAG
TCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
019 Be4
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

020 Bes
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

021 Be6
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCOCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATT TTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

022 Be7 .
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTITTCCCCCCCCCATGTAC
ATCGTGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATG
ATGACATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACT
TAGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCT
C

023 Bel
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTITTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTIGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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024 Be9
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCA'I"TAGTGGT’ITGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CA’I‘AAC"I'TCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

025 Beid

CACCATCAACACCCAAAGCT GATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA.
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTCCCCCCCATGTACGTCGT
GCATTAGTGGT’I‘TGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCT“I‘GATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

026 Bell

CACCATCAACACCCAAAGCT GATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACT_ACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATITGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCAC'ITAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

027 Bel2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
'CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

028 Bel3
CACCATCAAC_ACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCATGTACATCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAAT’ITGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC ‘
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

029 Bel4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATG GTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAAC’ITCAAATAA'I‘TTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

030 Bels
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCAC'ITAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

031 Belé6
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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032 Bel7
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

033 Cal
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

034 Ca3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

035 Ca4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

036 Cab
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

037 Ca7?
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGCTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

038 Ca8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGCTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

039 Ca9
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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040 Cal0
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

041 Call
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

042 Cai2 :
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTIAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

043 Cal3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
'CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

044 Cal4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

045 Cd]
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

046 Cd2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

047 Cd3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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048 Cd4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

049 Cd5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

050 Cdo6
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACGAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

051 Cd7
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

052 Cds8 '
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

0653 Cd%
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

054 Cd10
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

055 Cd11
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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056 Cd12
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

057 Cd13
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACITAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

058 Cd14
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTFACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

059 Cd15 ;
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

060 Cdl6 '
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATFCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

061 Cd17
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

062 Cd18
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

063 Cd19 '
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC



126

064 Col
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCTATGTACATC
GTGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATG
ACATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAG
TCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
065 Co3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

066 Cod
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

067 Cot
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

068 Co7 .
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

069 Co8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

076 Co9
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

071 Col0
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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072 Coll
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

073 Col3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTITTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

074 Col4d
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

075 Col5

© CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

076 Esl
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

077 Es2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

078 Es3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTCCCCCCCATGTACATCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

079 Es4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTCCCCCCCATGTACATCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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080 Es5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTAOGTCGT
GCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

081 Esé
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTITCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

082 Es7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

083 Es8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

084 Es9
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

085 Esl0
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
« TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

086 Esl1
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

087 Esi2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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088 Esl3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATC'ITTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGG'I”TTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACT TAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

089 Esi4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCT"I‘TTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCAC?TAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

090 Esl5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTT'I"TTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAA'ITTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAA_ACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

091 Grl ‘
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

092 Gr2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAA'ITCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

093 Gr3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
. TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGAT’I‘TTACATG’ATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

094 Gr4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTI‘AGT
CCGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

095 Gré
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTT‘GATACAAATGTAATTCACTFAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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096 Gr7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
097 Gr9
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
098 Gr10
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATACATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTTTTCCCCCCCCATGT
ACATCGTGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACA
TGATGACATAACTTCAAATAACTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCA
CTTAGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTAC
CTC
099 Gril
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
100 Gri2 :
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
101 Gri3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATGACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC
CGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
102 Gr14
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
103 Grl5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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104 Is1
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACT TCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

105 Is2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

106 Is3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

107 Is4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTITTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

108 Is5
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

109 Is6
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
“TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

110 Is7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

111 is8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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112 19
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

113 Is10
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

114 1511 .
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTITTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
1151512
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

116 Is13
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTEC

117 1514
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

118 1515
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

119 Is16
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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120 Ls1
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

121 Ls2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

122 Ls3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

123 Ls4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

124 Ls5 :
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTTTCCCCCCCCATGTA
CATCGTGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACAT
GATGACATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCAC
TTAGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACC
TC

125 Ls6
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

126 Ls7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

127 Ls8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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128 Ls9
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

129 Ls10
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCTATGTACATC
GTGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATG
ACATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAG
TCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
130 Ls12
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

131 Lsl3
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
. CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

132 Ls14
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGCTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

133 Lsl5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

134 Ls16
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

135 Mgl
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTCCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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136 Mg2
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

137 Mg3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

138 Mg4
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

139 Mg5
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCCCCCATGTACA
TCGTGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGA
TGACATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTT
AGTCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
140 Mg6
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTFGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

141 Mg7
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

142 Mg8 ,
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCCTATGTACATC
GTGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATG
ACATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAG
TCCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
143 Mg9 :
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCTATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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144 Mgi0
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

145 Mgl1
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

146 Mgl2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

147 Mgl3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTCCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
148 Mgl4
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTCTCTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

149 Mgl5
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

150 Mglé
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

151 §j1
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATGACTTCCTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC
CGCGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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152 2
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCCATGTACATCGT
GCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

153 §j3
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTCCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

154 Sj4
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

155 8j5
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

156 Sj6
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

157 Sj7
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

158 Si8
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

159 Sj9
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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160 Sj10
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
- CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

161 Sj11
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

162 Sj12
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAACACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

163 Sj13 _
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

164 Sj14
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

165 Sj15
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

166 Sj16
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

167 $j17
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATGACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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168 Sj18
CACCATCAACACCCAAAGCTGATATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTCCCCCCATGTACATCG
TGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAACTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAACTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

169 Sj19
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTACCACCATAGTATCTTTTTTCCCCTATGTACGTCGT
GCATTAGTGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGAC
ATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGACACAAATGTAACTCACTTAGTC
CACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC

170 Sj20
CACCATCAACACCCAAAGCTGACATTCTAATTAAACTATTCCCTGACATGATTAAACTCCCCA
CATTCATATATACCACTACCCCTACTGTGCCACCATAGTATCTTTTTTTCCCCTATGTACGTCG
TGCATTGATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCATGATTGATTTTACATGATGA
CATAACTTCAAATAATTTGACTCAAATACTATAACTTCTTGATACAAATGTAATTCACTTAGT
CCACGAAGCTTGATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGTGAAAAGTGTACCTC
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ANEXOQO I11.

JUSTIFICACION DE LA AGRUPACION DE LAS ISLAS

De acuerdo a los resultados de las comparaciones pareadas de Fst y ®st entre
las 11 loberas (Cuadro IITa), se agruparon aquellas islas (o ioberas) en las que
el valor de P, en alguno de los dos indices (Fst, ®st), no fuera estadisticamente
significativo bajo la hipdtesis nula de panmixia (P < 0.05, en donde se considera
que la poblacidn esta estructurada). En este caso se puede observar que las
islas que bajo este criterio permanecen agrupadas, generalmente también
presentan una mayor cercania geogréfica. En el Cuadro Ila, se pueden
distinguir facilmente los grupes, donde Ias loberas estan colocadas de acuerdo
a su ubicacion geografica; desde el norte de la costa occidental de la peninsula,

hacia el sur, seguido de [a parte sur del golfo y hasta el norte del golfo.

El dnico resultado que no cumple el criterio de agrupacion propuesto, es la
comparacién entre Coronados y San Jorge (marcado con lineas diagonales en
el Cuadro Illa), ya que para ambos indices los resultados fueron no
significatives. Sin embargo, al agrupar a San Jorge con el resto de los
integrantes del grupo del Pacifico (desde Coronados hasta Margarita), el
resultado fue significativo (Prst = 0.001; Pog = 0.001). Por lo tanto, se
mantuvieron separados. Ademas, el agruparlos no tendria significado biolégico,
porgue se encuentran en los extremos de la distribucion. Es poco probable que
ia ausencia de diferenciacién entre estas loberas, se deba a la migracion de
hembras entre ias mismas, debido a los resultados significativos entre San
Jorge y las ocho islas (Granito, Cantiles, Esteban, Los Islotes, Margarita,

Asuncion, Cedros y Benitos), localizadas geograficamente antes de Coronados.
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El resultado no significativo entre Coronados y San Jorge, puede deberse a la
falta de potencia en los estimadores, debido a un tamafio de muestra pequefio

o a eventos historicos; ambas hipotesis se tratan en la discusion.

El resultado de las comparaciones pareadas, donde alguno de los dos indices
no resulté significativo, estan marcados con gris en el Cuadro Hla. Estas
diferencias en la significancia pueden deberse a diferencias en la forma de
calcular los indices, que se tratan en la discusién. Sin embargo, para justificar el
criterio de agrupacién de las islas, se probaron otras posibilidades en la

asignacion de grupos.

Debido a que Los Islotes resuitd no significativo para el indice ®st, tanto con
Coronados como con Asuncion (Cuadro Ilia, marcados en gris), podria incluirse
en el grupo Pacifico; pero el calculo resulté significative (Cuadro 1llc). De la
misma forma, Isla Lobos podria incluirse en el grupo Pacifico, debido al
resultado de la comparacion con Coronados (Cuadro 1lla, marcados en gris);
pero el célculo resultd significativo (Prg = 0.001; Pegt = 0.002). También San

Jorge podria incluirse en el grupo Pacifico, debido al resultado de la

comparacion con Asuncion (resultade no significativo para el indice ®st; Cuadro -

Illa, marcado en gris), pero el resultado fue significativo (Prs = 0.001;
Past = 0.001, Cuadro 8).

San Jorge también podria incluirse en el grupo del Golfo (todas las islas del
golfo, excepto Los Islotes), por el resultado de la comparacién con Esteban vy
Granito (Cuadro Illa). Sin embargo, el resultado fue significativo (Pgg = 0.0086;

Post= 0.043), cuando se probd esta posibilidad (Cuadro IIb).



Cuadro IIla. Valores de Fst y ®st en comparaciones pareadas entre las 11 loberas (cuadrante inferior), y sus valores
correspondientes de P (cuadrante superior), 1os cuales se calcularon por medio de 16,000 permutaciones al azar. Los valores significativos
(P < 0.05), bajo la hipotesis nula de panmixia (no estructura), estan marcados en negritas. Notese que el orden de las loberas corresponde

con su distancia geografica.

Coronados Benitos Cedros Asuncion | Margarita Islotes Esteban Cantiles Granito Lobos San Jorge
Fst P0.092 | P0315 | P0.550 | P0.205 | P0.007 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.008 | P0.095
Coronados | ey | P0.084 | P0290 | P0.746 | P0O313 | PO.165 | P0.0I8 | P0.016 | P0.042 | P0.050 | P0.226
0.0652 P0.647 | P0.716 | P0.792 | P0.004 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.000
Benitos 0.0905 P0.598 | P0231 | P0.540 | P0.007 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.005 | P0.001
0.0086 | -0.0198 P0948 | P0.744 | P0.001 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.002 | P0.009
Cedros 0.0147 | -0.0255 P0.727 | P0.880 | P0.022 | P0.001 | P0.001 | P0.004 | P0.013 | PO0.008
-0.0191 | -0.0272 | -0.0392 P0.813 | P0.019 | P0.000 | P0.000 | P0.000 | P0.007 | P0.040
Asuncion | 00472 | 0.0245 | -0.0366 P0.776 | P0.124 | P0.005 | P0.003 | P0.017 | P0.030 | P0.068
_ ‘ it 'i'Hu | P0.096 | P0.000 | P0.000 | P0.005 | P0.003 | P0.010
Margarita 3.1 i P0.063 | P0.000 | P0.000 | P0.004 | P0.013 | P0.010
0.1433 | 0.1498 P0.001 | P0.003 | P0.023 | P0.004 | P0.006
Islotes 0.2035 | 0.1299 P 0.000 | P0.000 | P0.007 | P0.001 | P0.037
) 0.1849 | 0.1418 0.1790 P0336 | P0374 | P0.170 | P 0.008
Esteban 0.1289 | 0.3086 | 0.2266 0.2256 P0.577 | P0.240 | P0.069 | P0.053
0.1456 | 0.1655 | 0.1292 0.1483 | 0.0099 P0.145 | P0.514 | P0.025
Cantiles 0.1527 | 0.2944 | 0.2359 0.2594 | -0.0198 P0.118 | P0.309 | P0.030
0.1612 | 0.1673 | 0.1359 0.0921 | 0.0034 | 0.0388 P0.140 | P0.019
Granito 0.0957 | 0.2543 | 0.1796 0.1452 | 0.0214 | 0.0550 P0.157 | P0.375
087 0.1214 | 0.0848 0.1126 e P 0.330
Lobos 0.1505 | 0.1102 0.1762 P 0.103

. i 0.1247 | 0.070% 0.1001

San Jorge é/j;%% 0.2123 | 0.1239 0.0759

[A4?
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Otro problema a resolver es el caso de Isla Lobos, donde no se encontrd

diferencia con San Jorge ni con el resto de las loberas del Golfo Centro

(Esteban, Cantiles, Granito); en el Cuadro Illa estd marcado con lineas

verticales. Un analisis posterior muestra resultados similares cuando Isla Lobos

se agrupa con San Jorge, ¢ con el resto de las loberas del Golfo Centro

(Cuadro 1iIb). Por lo tanto, Isla Lobos podria incluirse en los dos grupos; sin

embargo, se opté por colocarlo en el grupo Golfo Centro, por las siguientes

raZones:

1)

2)

Desde el punto de vista biologico, existe mayor probabilidad de que Isla
Lobos se encuentre mas relacionada con las loberas del Golfo Centro, dada
la cercania geografica (ver Figura 2). Ademas, existen evidencias de una
estructura trofica (ver Discusién), donde se encontré una similitud en la
composicion alimentaria entre Isla Lobos, Granito y Cantiles (Garcia-
Rodriguez, 1999). Dicha estructura tréfica esta sustentada en diferencias

oceanograficas en las zonas.

Desde el punto de vista genético, debido a que no se detecté una estructura

entre Isla Lobos y el grupo Golfo Centro (Cuadro IlIb), pero si al agruparlo

con San Jorge (Cuadro Illb), es probable que la gran diferencia entre San
Jorge y Golfo Centro, sea lo que de cémo resultado una diferencia
significativa. Por lo tanto, se justifica la permanencia de Isla San Jorge como

un grupo aislado del Golfo Centro.
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Cuadro IIlb. Valores de Fst y ®st, con sus valores de P correspondientes;
cuando se agrupa lsla Lobos con San Jorge o con las loberas del Golfo Centro
(Esteban, Cantiles, Granito). Los valores de P se calcularon por medio de 16,000
permutaciones al azar. Los valores significativos (P < 0.05), bajo la hipétesis nula
de panmixia (no estructura), estan marcados en negritas.

Comparaciones Indices Valores de P
San Jorge + Lobos vs. Fst=0.0430 | P=0.004
Granito + Cantiles + Esteban ®st=0.0330| P =0.044
San Jorge vs. Fst=0.0491 | P =0.006
Lobos +Granito + Cantiles + Esteban | ®st=0.0427 | P =0.043
Lobos vs. Fst=0.0155| P=0.188
Granito + Cantiles + Esteban Ost=0.0482 | P =0.063

Un caso similar a isla Lobos, es isla Margarita; ésta no es estadisticamente
diferente al resto de las islas del Pacifico {Coronados, Benitos, Cedros,
Asuncién), pero tampoco se detectd diferencia con Los Islotes (Cuadro 1lla,
lineas horizontales). Por lo tanto, Margarita se puede agrupar taﬁto con Los
Islotes, como con las loberas del resto del Pacifico. Sin embargo, cuando se
compararon Los Islotes vs. el Pacifico (Cuadro Illc), se encontrd una estructura
estadisticamente significativa, y cuando se compararon Los Islotes + Margarita
vs. el resto del Pacifico, unc de los dos indices no detecté estructura (dst =
0.0195, P = 0.14004, Cuadro 1llc). La no deteccidon de estructura entre
Margarita y el resto de las loberas del Pacifico, con valores de P no
significativos (Cuadro Illc), puede ser la causa de que no se detecte estructura
en el indice ®st, cuando Margarita se agrupa con Los islotes (Cuadro Ilic). Por
lo tanto, la menor estructura entre Margarita y el resto del Pacifico, que entre
Margarita y Los Islotes (Cuadro Illc), justifica que se incluya a Margarita con el
resto de las loberas del Pacifico y Los Islotes permanezca como ofro grupo
separado. Desde el punto de vista biolégico, la posible explicacion del
aislamiento de Los Islotes esta relacionado con un alto nivel de filopatria de
hembras y machos (ver Discusion) y una diversidad genética baja, comparado

con el resto de las loberas (ver Resultados).
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Cuadro Illc. Valores de Fst y ®st, con sus valores de P correspondientes;
cuando isla Margarita se compara de diferentes formas. Los valores de P se calcularon
por medio de 16,000 permutaciones al azar. Los valores significativos (P < 0.05}, bajo
la hipétesis nula de panmixia (no estructura), estan marcados en negritas.

Comparaciones Indices Valores de P
Los Islotes + Margarita vs. Fst=0.0525 P =0.004
Coronados + Benitos + Cedros + Asuncion | ®st = 0.0195 P =0.140
Los Islotes vs. Fst=0.1210 P = 0.000
Margarita + Coronados + Benitos + dst=0.0950 | P=0.015
Cedros + Asuncién ‘
Margarita vs. Fst=-0.0142 | P =0.658
Coronados + Benitos + Cedros + Asuncion | @st=-0.0301| P =0.866
Margarita vs. Fst=0.0557 P =0.096
Los Islotes dst = 0.0924 P =0.063

Con base en lo anterior, los grupos son:
1. Pacifico: Coronados, Cedros, Benitos, Asuncién y Margarita.
2. Golfo Sur: Los Islotes.
3. Golfo Centro: Esteban, Cantiles, Granito y Lobos.
4. Golfo Norte: San Jorge.

Para corroborar la formacion de los grupos, se utilizo el programa
BoundaryRank (Martien, 2000; Martien y Taylor, en revisién). Dicho programa

utiliza datos de secuencias de mtDNA para jerarquizar los posibles limites de

- ~diferentes localidades de donde provienen las muestras, a pariir de la

probabilidad de que exista flujo génico. El analisis jerarquico de cumulos se
realiza con base en similitudes genéticas y para ello se utilizan los Qalores P de
la prueba de permutacion de v* (Roff y Bentzen, 1989), como medida de
similitud genética entre un par de unidades putativas. El valor de P representa
la probabilidad de obtener un valor mayor o igual que el valor observado de o
si las muestras de dos localidades diferentes provienen de la misma poblacién.
Por lo tanto, el valor de P es en realidad una medida de la similitud genética. La

principal suposicién de este método es que existe aislamiento por distancia
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géogréﬁca. No supone una dispersién igual a lo largo de la distribucion o que
las poblaciones o grupos sean iguales en abundancia (Martien, 2000; Mattien y

Taylor, en revision).

El analisis se inicia al definir cada sitio de recolecta como una unidad hipotética
y coloca limites entre cada par de unidades adyacentes. Los limites se eliminan
uno por uno comenzando con el limite menos probable. En cada paso se
calcula el grado de similitud genética entre todas las unidades remanentes. Por
ello dicho valor disminuira a medida que las unidades con mayor similitud
genética se agrupen. El resultado de dicho analisis se presenta a continuacion
con un grado de similitud final de 0.002, donde los paréntesis representan el

orden de agrupacion:

(Coronados, {(Benitos, (Cedros, Asuncién)), Margarita))
Los Islotes
((Esteban, (Cantiles, Lobos)), Granito)

San Jorge

w0 N~



