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A.- a<lcninn 

C.- cito,.inn 

cilb.- citocromo b 

DNA.- ñcido dcsoxirrib.onucleico 

G.- guanina 

J..la.- millones de ni\os 

mtDNA.- ONA mitocondrial 

NADJI.- nicotinnmidn-adcnin-dinucleótido en su forma reducida 

ND-1-/eu.- fragmento del mtDNA comprendido entre los genes que codifican para 

la NADH subunidad 4 y la lcucina 

NEP.- nodo evolutivo provisional 

PCR.- siglas en inglés de la reacción en cadena de la polir:ncrnsa 

RFLP.- siglas en inglés dc:I polimorfismo en longitud de los fr.ngmentos de 

restricción 

RNA.- ácido dbonuclcico 

S.- transición 

T.- timina 

V.- transversión 



En los últimos arlos la rcgiún Je cnn1rul Jcl l>NA nlitocondriul ha si<lo 

uliliza<la por v;1rius aulores cumo hcrr¡1micntu para el estudio fino Je Ja 

estructura poblacional de las difcrcn1cs especies de tortug¡1s mnrínas y para la 

identificación del t1rigen nutal de algunos indivi<luns. l";ira seguir trnc1enJo un 

uso adecuado Je eslc marcador rnnlccular. es ncces¡1rio conocer algunos Jetallcs 

de su evolución. con el fin de ¡¡pJicur los modelos que más se apeguen a su 

dinámica de cambio. Bajo este contexto. en el presente trnbajo se analizaron los 

patrones de sustitución nucleotidica de Ju región de control mitocondrial de 

tortugas marinas. ulilizando 88 haplotipos difcrcnlcs obtenidos de las siclc 

especies existentes. 

Se estimó que la región de control mitocondrinl de tortugas marinas tiene 

una tasa de sustitución nuclcotidica de 0.17-0.32°/o sustilucioncs/sitio/linajc/Ma y 

no se encontró evidencia de un efcc10 de saturación de mutaciones como c:J que se 

ha reportado para el citocromo b en este grupo de quelonios. La variación en la 

región de control se distribuye de manera homogénea a Jo largo del gen. no se 

ncumuln en los ex iremos 5· y 3 · como ha sido rcporlac..lo en otros venebrados y 

presenta tres pequei\os bloques to1almcntc conservados en todas las secuencias 

analizadas. Por otro lado. no existe una representación homogCnea de los cuatro 

nuclcótidos~ ya que la 0:1dcnina y Ja tiniina son más frecuentes que la citocina y la 

guanina. En cuanlo a tipos de cambio. las transiciones son mo:h comunes que las 

transversiones aunque tan1poco en Cstas se presenta un efecto de saturación aún a 

niveles de divergencia t..JUC abarc;:in hasta más de 60 millones de ;:ii\os. Dentro de 

las transiciones. los cambio~ entre purinas son los más frecuentes. 

A lravés del árbol de genes construido se encontró que existe una marcada 

separación entre los haplo1ipos de Ch1.•lonia myda."í del Atlánlico y del Pacifico. 

que no hay evidencia que apoye el nivel de especie de C. aga ... sizi y que existe 

incertidumbre en Ja ubicación de los géneros Natator y Lepidocht.!lys en las tribus 

Carettini o Chelonini. 



Los 1narcuJorcs 111olcculares se han convenido en hcrra1nientas 111uy útiles 

paru el estudio de la íilogcnin en diferentes niveles jerárquico!. de divergencia 

evolutiva. desde identidad gcnCtica y parcnlcsco. hasta diferenciación entre 

poblaciones o en1rc especies, así corno hisloriu biogcogrúfica y filogenética. 

Dependiendo del nivel jcrolrquico que se quiere cstudi<H, se selecciona el 

marcador molecular más apropiado (Avise. 1994). 

Para utilizar adecuadamente los rnarcadores moleculares es necesario 

conocer sus patrones evolutivos. ya que estos pueden variar entre grupos 

taxonómicos. dentro y entre loci (Avise. 1994). Por ejemplo. las difcrcnlcs tasas 

de cambio llegan a estar asociadas a cierras regiones y no son un fenómeno 

general del genoma; además. la composición nucleotfdica de las secuencias llega 

a variar significativamente entre diferentes loci (Herbert y Easteal. 1996). ror lo 

tanto. para estimar la diferenciación genética entre poblaciones y para reconstruir 

relaciones evolutivas. es necesario elegir los n1odclos matcn1áticos que mejor se 

apeguen n los patrones de sustitución y de composición nucleotidica de las 

secuencias estudiadas (Rzhetsky y Nei. 1995). 

El DNA mitocondrial (tntDNA) posee características evolutivas tan 

particulares. que ha llegado a ser considerado por varios autores corno el 

marcador molecular más cercano a lo ideal para los análisis filogcnéticos 

(revisado en Rand. 1994). Por ejemplo, mediante el análisis del mtDNA se puede 

demostrar si la diíerenciación genética rcOejada en la filogenia ntatriarcal (ya 

que en los organismos con reproducción sexual. esta molécula se hereda sólo por 

vía materna) corresponde con las subdivisiones poblacionalcs y unidades 

taxonómicas establecidas por evidencia etológica o moríológica. Este enfoque es 

particular~cnte útil en los casos donde el análisis etológico o morfológico es 

controvertido o no conclusivo. lo cual es común entre las especies de tortugas 

marinas (Bowen et al .• 1991 y 1992). 



Dentro del mtDNA cxislc unu porción no codificudorn conocida como lu 

.. región de cnntro1··. por dominar ltl rcplicac:iún de este gcnomu y la transcripción 

de los RNAs que contiene. Este frugrncntn evoluciona de tres a cinco veces más 

rápido que el resto del mtl.JNA. quizás por la falta de lirnitncioncs rclncionudas 

con la codificación (Wcnink et 11/., t '194). Se ha demostrado <.1uc el nivel de 

variación g,cnéticu de este fragmento es útil parn el análisis filogenético 

intrnespecifico (llrown et al .• 1993) y varios investigadores lo han escogido como 

herramienta para el estudio fino de la estructura pohlncional de las diferentes 

especies de tortugas mnrinas y para la identificación del origen natal de algunos 

individuos (revisado en Abreu-Grobois et u/,. 1996). 

Hoy en din se cuenta con las secuencias publicadas por diversos autores de 

In región de control mitocondrinl de varias colonias anidadoras de todaS las 

especies de tortugas marinas. sumando más de 85 haplotípos diferentes. los 

cuales han sido compilados y puestos bajo un mismo formato y alineación con el 

propósito de facilitar el acceso a esta información en estudios comparativos 

(Abrcu-Grobois et al .• 1996). 

El presente trabajo utiliza este material con el fin de analizar la dinámica 

de cambio de este gen del mtDNA en particular. ya que como Hillis y Moritz 

afirman (en Zhu el u/ .• 1994). --1a utilidad de un marcador molecular determinado 

siempre se ve afectada por su tasa evolutiva y por sus patrones de sustitución 

nucleotidicaº. 

Las tortugas marinas y los alcances de las técnicas moleculares 

Las tortugas._ma~ina:~ ~parccic.ron hace aproximadamente 135 millones de 

aftas. cvolucio~a~~-~·, ~:~P:~~Ú·r··-dc;:Íii~~-t~rtuga_s. tcrr~strcs. Junto con algunas iguanas 

y serpfcnt~s. · -~o~·:,_:t~S-:~·~u~(~·~.·~·'::·.rC~t~les_ a~~pt.adcis ·al medio. marino que han 

sobrevivido cB~habi'b iy .-C~Jz-~"~; J 9s J ).\Los:· Seis géneros y las ocho especies de 

tortuga~ ~ariÓ~~~<~~~~;~~-J:c~J~;~~~~,~~-C~.~·,~~-~o·-~ fa~ili~s. del orden Tcstudincs (Ta~la 
1). uno de: Í~~~Órd~;;:.~~··:;~d-~~:··~~·~'i"ii"~~~:~-4~···antiguos cuya historia fósil data de hace 

200 m·Ú1o·n~s d·~ 'a"ft'~; .. A-: J¿·,'i~~go d'~'las eras geológicas. el número de especies de 



TABLAI 

Orden Testudines.· Todas las tortugas dukeacuicolas, terrestres y marinas. 

Familia Derrnochelyidac 

Género Dernwc/1dy.1 

Familia Cheloniidae 

Tribu Chelonini 

Genero Chdm1iu 

Género ,1(1raror 

Tribu Carl1tini 

TomadodeBov.tntl'1f, 1993a 

Género Cure/la 

Género Lrpidocl1elys 

Genero Ere1111oc/1dYJ 

Especies: 

D coriaw1 (tortuga laud) 

( · m_rdm (tortuga verde) 

e ugaisi:i(tortuga prieta) 

X Jepmsus (tortuga kikila) 

e raretta (tortuga caguama) 

l o/i1uceu (tortuga golfina) 

L kempi (tortuga lora) 

E. imbricatu (tortuga carey) 



tortugas murinus se hu vis10 incre1nc111ado y disn1inuidn. y Ja competencia hu 

dudo corno resultado lu desaparición <le algunus especies y la dispersión de otras 

(llughcs. 198(>). Las especies que .ahur;i connccrnos se originotron de la pri111cra 

purtc del Eoceno al l•leistuccnn. hace 60 a 10 millones <le nños C"'-1Un.iucz. 1990). 

Estos quclunios se encuentrun n1uy hicn t1daplt1dns ni rncdio n1arino. poseen 

un cuerpo hidrodiná111ico. su cnpoirazún se cncucn1ra rc<lucido y presentan aletas. 

Con10 tienen origen en nrg,anisn1os lcrrcstrcs. respiran por 111c<lio e.le puln1ones. 

sin ernl>argo. cucntun con un sislcnu1 de respiración anaerobia en sus tejidos y 

una distribución preferencial del n:-o.igcno hacia cienos órganos. Esla aduptación 

les permite soportur periodos de tiempo n1uy largos sin salir a la superficie a 

respirar (Bcnnbib y Cruz. 198 J ). Por carecer de un sistcrna de regulación de la 

temperaluru del cuerpo habitan en mures cálidos. u excepción de la tortuga laúd. 

que por haber desarrollado un sistema de termorrcgulación por contracorriente 

similar al de los man1íferos n1arinos. llega a encontrarse ta1nbién en aguas 

templadas (Grecr el u/. 1973). La tortuga laúd es el reptil mas ampliamente 

dis1ribuido, incluso se hn llegado a enconlrar en las costas de la Península de 

Labrador en Aluska (Prilchnrd. 1980). 

Las tortugus verde y carey licncn una distribución puntropical; la tortuga 

eaguarna subtropical; la tortuga golfina lambiCn pantropical pero sin 

encontrarse al noroeste del Allánlico; la tortuga lora se restringe al Golfo de 

México y a las costas del este de Estados Unidos; y por último. Ja tortuga kikila 

sólo se encuentra en las costas del norte de Australia (Ocnabib y Cruz, 1981 ). 

Estas especies pasan la mayor parte del tiempo en mar abierto. en zonas 

donde se alimentan de medusas. tunicados. pastos mnrinos. crustáceos y esponjas. 

dependiendo de los hábitos de cada especie. Cuando las tortugas alcanzan la 

madurez sexual (entre Jos 15 y 30 ai\os de edad. o mñs. según la especie) migran 

hacia las costas para aparcarse y anidar. Algunas de las rutas migratorias usadas 

por estos organismos han sido estudiadas por medio del mélodo de mnrcajc

recaptura. En ciertos casos se han calculado distancias recorridas de hasta 5700 

km (llcnabib y Cruz, 1981 ). 



Gcncrulmcn1e. las lorlugns murinus prcscnlun una gran fidelidad u su playa 

de nnidnción, este fenómeno se ha traludo de explicar por medio de la hipótesis 

llu111ndn de In ºimpronln''. que propone que las hen1bras scxualmcnle maduras 

migran pnrn unidur en su plnyu nnlnl (filopnlria) logrando identificarla por la 

impregnación en su n1cmoria de nlguna caraetcristicu física o química de la 

ntismn (Carr. 1967 en Allnrd et al .. 1994). Opucsla n esta hipó1esis existe In 

llamada ... facilitación social''. que supone que las hembrus neófi1as aprenden de 

hentbrns más cxpcrimenladas con lus que se encuentran en sus zonas de 

alimentación. siguiéndolas hasta las playas en donde estas ülti01ns acostumbran 

anidar. de manera independicnlc ni sitio de nacimiento (lfcndrickson. 1958). 

Si In hipó1esis de Ja impronta resolla verdadera. entonces cada colonia de 

hembras anidadoras consti1uyc una población reproductivamente independiente. y 

por lo tanto. una unidad de manejo polencial. Este hecho ha tratado de ser 

discernido por medio del marcaje tradicional sin mucho éxito. ya que este mCtodo 

aporta poca inforntación al respecto y sólo a largo plazo por el bajo porcentaje de 

recaptura que se obtiene (Smith et al .• 1978). 

La identificación de unidades poblaciones es importante al menos por dos 

razones. la primera es que estas unidades pueden diferir significativamente en un 

nümero de características demográficas de interés para aquellos que manejan el 

recurso. y Ja segunda es que algunas de eslas poblaciones pueden estar en peligro 

de extinción y requieren más atención que otras (Smith et al .• J 978). En una 

escala de tiempo evolutivo corta (tal vez unos cuantos miles de ai'los). Ja 

dispersión de hembras es suficiente para permitir la colonización de hábitats 

apropiados próximos a zonas de anidación establecidas. Sin embargo (como Jo 

muestran datos de recaptura de marcas y datos aportados por estudios con 

mtDNA). el flujo génico mediado por hembras es muy bajo como para tener un 

impacto significativo en la dinámica pobJncionaJ. en una escala de tiempo 

contemporánea. Es decir. si las hembras de una población se agotan. Ja dispersión 

regional no será suficiente para reprovisionar el recurso en una escala de tiempo 

que es relevante para aquellos que tienen en sus manos el manejo de estas 

especies (Bowen l!t al .• l 993b; y Avise, 1995). 
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Además de la evidencia genética actual. los regislros hislóricos indican que 

la sobrecxplotación de poblaciones anidadoras no se compensa a corto plazo por 

reclutamiento- a partir de otras zonas de nnidación (Bowcn et uf .• 1992) como 

aqueJJas de tortuga verde en Oran Caimán. Bermuda y Alto Velo que se 

extrajeron en· los últimos cuatro siglos (Parsons. 1962 en llowen et al .• 1992) y 

como.las .c.olonias de arribazón de tortuga gol fina en el Playón de Mismaloya y 

Picd~a .·dc··TJacoyunquc (Márquez et al .• J 982) que no han sido rccolonizadas por 

reclutamiento natural. 

:·Por. otro lado. poco se sabe del impacto que ha tenido Ja provocada 

disi:ninución _de los níameros poblacionnlcs de las colonias anidadoras sobre la 

comp~sición genética de las especies. Dicha disminución puede causar Ja pérdida 

de variabilidad genética por deriva génica. disminuyendo la adaptabilidad a un 

medio en constante cambio además del consecuc:nte incremento en homocigosidad 

de mutantes recesiy-os parcialmente deletéreos que en poblaciones grandes son 

poco frecuentes (Lande. l 988). 

Este panorama resalla el gran alcance que tiene el uso de marcadores 

moleculares en el estudio de las poblaciones de las especies de tortugas marinas. 

ya que el conocimiento de las mismas. siempre traerá mejoras en Jos planes de 

manejo y conservación de este recurso. 

El DNA milocondrial 

Los marcadores moleculares son cada vez más utilizados para estimar 

parámetros genéticos de relevancia en la biología de Ja conservación. tales como 

nujo génico. estructura poblacional. heterocigosidad. asf como para realizar la 

caracterización genética de unidades demográficas básicas y las discontinuidades 

taxonómicas (Avise. 1995). 

Si uno quisiera especificar las propiedades deseadas para un sistema 

molecular ideal para estos fines. incluiríamos lo siguiente: 
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a) que sen distintivo y ampliamente distribuido. de tal mnncra que puedun 

rcntiznrsc comparaciones homólogos seguras entre una amplia variedad de 

organismos: 

b)que sea fácil de aislar y procesar; 

c) que posen unn estructura genética shnplc, sin caructcrislicus complicadas 

conlo DNA repetitivo, elementos móviles. pseudogcnes o intrones; 

d) que tenga un modo simple de trunsm isión genética, sin recombinación u 

otros arreglos genéticos; 

e) que evolucione rápidamente. 

En un grado significativo. el mtDNA de los vertebrados concuerda con 

todos los criterios mencionados (Avise et cJI .• 1987 y 1995). Es una molécula 

circular, formada por aproximadan1cntc 16 mil pares de bases. codifica para cinco 

protcfnas conocidas. seis marcos de lectura no identificados (Nei, 1987). 13 

RNAs mensajeros. dos RNAs ribosomalcs y 22 RNAs 'de transferencia (Avise et 

al ... t 987). Además de estos genes, posee el área conocida en vertebrados y 

equinodermos como ''región de control'', y conocida como la zona "rica en A+T" 

en Drosoplri/a, la cual tiene alrededor de 0.8 kilobases de largo y parece ejercer 

control sobre In replicación del mtDNA (que inicia en esta región) y la 

transcripción de Jos RNAs (Avise et al.,1987). 

En cuanto a propiedades evolutivas, el mtDNA: 

a) no presenta introncs. ni secuencias repetitivas, ni pseudogenes o secuencias 

espaciadoras entre genes (Avise et al., 1987), general posee 

relativamente poca variación debido a delecioncs o inserciones (Aquadro y 

Greenbcrg, 1983; y Hoelzcl et al., 199 t ); 

b) se encuentra 1 ibre de recombinación ya que sólo es heredado por vía 

materna, por Jo tanto, a diferencia del DNA nuclear .. las mutaciones que 

surgen en diferentes individuos no son recombinadas durante la 

reproducción sexual (Avise el al .• 1987): 

e) evoluciona en promedio diez veces más rápidamente que el DNA nuclear 

(Brown el al., 1979). Esta velocidad de cambio puede ser provocada por /) 

una alta tasa de mutación debido a que el mecanismo de corrección del 



complejo de replicación es ineficiente o está ausente; o ii) existe una alta 

tasa de fijación debido a la baja limitación funcional en Jos productos del 

mtDNA (citocromos. ubiquinonas., RNAs mensajeros. ribosomales o de 

transferencia) ya que en la célula, por cada genomu nuclear hay varios 

genomas mitocondriales., consecuentemente., cualquier otro cambio en estos 

mültiples genomas no afecta significativamente la función celular (Li y 

Graur. 1991 ). 

Por otro lado. conforme el mtDNA ha sido utilizado como marcador 

molecular para estudios en diferentes grupos, se ha observado que presenta 

particularidades en sus patrones evolutivos. los cuales han tenido que ser 

incorporados en los modelos de estimación de distancias genéticas para hacerlos 

más ütiles y reales (Tamura y Nci, 1993; y Zhu e1 al., 1994). Entre estos patrones 

encontramos: 

a) una composición nuclcotidicu no uniforme; 

b) un mayor nümero de transiciones que de transvcrsiones ( Aquadro y 

Grcenberg .. 1983; llcdgcs et al., 1991; Bowcn et al., 1993a: Brown el al .• 

1993; Tamura y Nei. 1993; Wcnink et ul .• 1994; y Zhu et al., 1994); 

e) una mayor frecuencia de transiciones entre pirimidinas que entre purinas 

(Tamura y Nei, 1993); 

d) diferentes tasas de sustitución dentro de un mismo gen. en panicular se ha 

observado que los extremos 5• y 3' de la región de control son más 

variables que la zona media del fragmento (l-loelzcl et al .• 1991; Dillon y 

Wright. 1993; Tarnura y Nei. 1993; y Wenink el al .• 1994). 

Enfocarse en las particularidades evolutivas del rntDNA puede ayudar a 

comprender mejor Ja historia natural de esta molécula y de los organismos que la 

portan (Rand. 1994 ). 



Antecedentes 

La historia del uso de técnicas rnolecularcs en estudios sobre tortugas 

marinas dntn de 1978. cuando Smi1h y colaborudores utilizaron proleinus 

clectroforéticns de las tortugas verde y cuguumu. descubriendo que éstas lienen 

buja diversidad genética: de 13 proteínas. sólo una resultó polimórfica. En 1982, 

Frair en un trabajo con electroforesis de suero sangufneo. encontró que en varias 

especies de tortugas marinas existe cicrtu vurinbilidad intracspccifica. 

Durante varios af\os no hubo publicaciones sobre evolución molecular y 

filogenia en tortugas marinas. Fue husta los noventa que gracias al dcsaHollo de 

técnicas moleculares tales como la reacción en cadena de Ja polimcrasn (PCR. por 

sus siglas en inglés). surgió una nueva serie de estudios moleculares. 

En 1991. Dowen y colaboradores utilizando el unfllisis del polimorfismo en 

longitud de los fragmenlos de restricción (RFLP. por sus siglas en inglés) del 

mtDNA. demostraron que In tortuga lora es distinta de Ja golfina en filogenia 

matriarcal y que las dos son especies hermanas con respecto al resto de las 

tortugas marinas. La separación de estas dos especies data de la formación del 

Jslmo de Panamá. mientras que la dispersión global de la lorcuga golfina ocurrió 

recientemente. Este estudio corroboró Ja taxonomía de la torluga lora. que es la 

especie de lortuga marina que se encuentra en mayor peligro de extinción .. y 

proporcionó fundamentos científicos que justifican el intensificar el cuidado de 

Ja única población importante a nivel mundial que queda de esta especie,. en 

Tamaulipas. 

En 1992,. Avise y colaboradores encontraron en un estudio con RFLPs en 

Tcstudines, que el mtDNA de las tortugas tiene una tasa evolutiva varias veces 

menor (0.25% Ma) que la convencional para otros vertebrados (2% Ma). Es decir, 

en las tortugas se acumulan diferencias en un 0.25% de los sitios por cada millón 

de aftos que dos linajes permanecen separados. Esta baja tasa de evolución 

también ha sido encontrada en otros organismos que coinciden con las tortugas en 

ser eetotérmicos, en poseer una lenta tasa metabólica y en tener un largo tiempo 

generacional (Martín y Pntunl.bi, 1993). 
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llowen y colnboradorcs ( 1992) investigaron In estructura poblacional global 

y la historia natural de la tortuga verde ulilizando RFLPs de mtDNA. encontrando 

también un bojo nivel de variabilidad y una lenta tasa evolutiva en relación con 

otros vertebrados. Por otro lado. dcmostruron una división filogcnética entre las 

tortugas verdes del Atlántico-Mcditernineo y las de Jos Océanos Indico y 

Pacifico. No obtuvieron ninguna evidencia de una diferenciación genética de la 

forma taxonómica del Pacifico Oriental. considerada por algunas autoridades 

como subespccic (Chclonia mydas u1:c1s.,·i=i) o como especie (C. uxussi;:i}. pero sí 

de una subestructura poblacional geográfica asociada con cada cuenca oceánica. 

De ntancra paralela. Karl y colaborndorcs en el mismo ui\o desarrollaron RFLPs 

de loci nucleares anónimos en tortugas de la misma especie. Este estudio reveló 

que existen tasas moderadas de flujo génico mcdi:i.do por machos a pesar de la 

fuerte estructura genética sugerida por los linajes matrilinealcs. 

Bowcn y colaboradores ( l 993h) rcn"lizaron un estudio con RFLPs de 

mtDNA con el fin de analizar Ja estructura de las poblaciones del Atlántico 

Nororicntal y Mar Mediterráneo de la tortuga c.:iguama. Los resultados sugirieron 

que existe limitación en el nujo g.Cnico contemporáneo entre poblaciones 

regionales, por lo tanto. las hembras tienden a nnid.:ir en sus playas natales y las 

poblaciones anido.doras cstudiadns deberían ser manejadas como unidades 

taxonómicas independientes. 

En 1994. Allard y colaboradores mediante Ja sccucnciación directa de Ja 

región de control de la tortuga verde. lograron obtener importante evidencia que 

también apoya la fidelidad de las hembras anidadoras a su playa de nacimiento. 

En el mismo año 9 Norman y colaboradores desarrollaron una serie de primers 

específicos para la ampliOcación de la región de control en tortugas de Ja familia 

Cheloniidac y las probaron en poblaciones Indo-Pacificas de Ja tortuga verdc9 

encontrando que la región de control evoluciona ocho veces más rápido quC la 

tasa promedio de todo el mtDNA 9 y que la tortuga verde de esta zona presenta 

varias poblaciones diferenciadas con un mfnimo nujo génico de hcmbras9 por lo 

menos. 
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En l 993(n). llowc:n y colnborudorc:s realizaron una filogenia 1nolccular pnrn 

tortugas marinas n1cdiantc la sccucnciución directa del citocro1no b (gen del 

n1tDNA). con el fin de resolver controversias antiguas ncerca de In filogenia del 

grupo y estimar tasas evolutivas. Encontraron que In tortuga kikiln no está tan 

cercannn1cnte relacionada con las Chelonias como se pensaba. que existe una 

pnrnfi\in entre ln tortuga verde y la prieta. y que las tortugns golfinn y lora son 

genéticamente diferentes. Esta misf\la evidencia se usó para proponer que la 

(ortuga carey tiene ancestros curnivoros y no hcrbivoros como lo hnbia sugerido 

el mnpeo filogenético de hábitos alimcntnrios (Oowcn el CJI. l 993a). Con fines 

similares. Dutton y colaboradores ( 1996) secuenciaron In región comprendida 

entre los genes que codifican para la NADll subunidad 4 y la lc:ucina. además de 

la región de control de las ocho especies de tortuga marina. encontrando que al 

unir los dntos de ambos fragmentos con los publicados por l3owcn y 

colaboradores ( l 993a). se corrobora la filogenin producida sólo por los datos de 

citocromo b. 

FitzSimmons y colaboradores ( 1995) analizaron varios loci de 

microsatélitcs nucleares. encontrando que la baja tasa de sustitución en el 

mtDNA de tortugas es similar a la de genes nucleares y que la variación de los 

microsatélites es tnn1bién consistente con los resultados de los estudios previos 

con mtDNA. 

En 1995. Bowcn y colaboradores. mediante la sccuenciación de la región de 

control del mtDNA demostraron que las tortugas caguamas juveniles que se 

agregan para alimentarse cerca de Baja California tienen origen en las colonias 

reproductoras de las playas japonesas. En 1996. Bowen y colaboradores. 

utilizando la misma técnica buscaron el origen de las tortugas carey que se 

alimentan en el Caribe (en su mayorla juveniles). Los resultados mostraron que 

en estas áreas existe una mezcla de organismos con origen en diferentes playas de 

anidación. 
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11 ¡.•fl'#I\. 

Annliznr los patrones de sustitución nuclcutidica Je la región de control del 

mtDNA de tof"lug.as mndnus. 

J>urticulctrc: ... · 

l. Estintar la lasa de sustitución nuclcotidica. 

2. Analizar la distribución de la variación. 

3. Analizar la composición nuclcotidica. 

4. Analizar la frecuencia de los diferentes tipos de sustitución. 

Construir un árbol filogcnético pura et grupo {árbol de genes) basado en 88 

secuencias de la región de control mitocondríal. 
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.*ic."Cll('tH:l(I.\. 

Pura llevar al caho el fH·cscn1c..• trah;qo, se util1.r.~1rn11 las secuencias 

producidas por- diversos autores 1ncJ1¡1nte 1.:I u ... o de proccJi1nicntos y de pri1ncr-s 

difcr-cntcs. las cuales se rnucstran en los Anc,os 1 y 2. Ec;tas fueron compiladas)º 

alineadas por /\brcu-Grnbois y col¡aboradore!'. ( 1996). Las secuencias suman un 

total de 88 hnplotipos difercnles pertenecientes u las ocho especies actuales de 

las familias Dcrmochclyidac )' Chcloniidac. En la Tabla 11 se especifican las 

secuencias usadas así con10 las citas u las fuentes. La designación de cada 

secuencia es In utilizadu por Abreu-Grobois ~ colaboradores ( 1996,. en la cual las 

dos primeras letras corresponden a las iniciales del gCncro y la especie. separadas 

por un guión de lu clave asignada para cada hnplotipo por el propio autor de la 

secuencia,. cuyo apellido aparece separado por una diagonal. 

El origen de cada haplotipo puede ser consultado en fuentes originales. 

Tc1su de .su.vtltuciún n11clf!otidict1 

La tasa de sustitución nuclcotidica de un gen es una medida de: la velocidad 

con que se acumula variación en las secuencias n lo largo del tiempo. Para 

conocerla es necesario estimar el número de difc:rc:ncius nuclcotidicas presentes 

entre dos secuencias (es decir. la distancia genética) y relacionarlo con el tiempo 

de divergencia entre los linajes. 

Para estimar In tasa de sustitución nucleotidica de la región de control 

mitocondrial de tortugas marinas. se relacionaron las distancias genéticas con los 

tiempos de divergencia de los linajes bajo comparación. Los tiempos se derivaron 

de evidencia fósil (Figura 1. adaptado de Uo\.ven et al ... 1993a): 
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FIGURA 1 
Filogenia y tiempos de divergencia en los diversos linajes de las tortugas marinas. 
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• la (n1nilin Dcnnochelyidnc y la protoChcloniiduc se scparuron hace 100 n 

l 50 nlilloncs de ni\os (Mn); 

• In subfnmilin Cnrcttini y In Chelonini hucc SO u 75 Mu; 

• el género Cc1rcttu y el género Lepicluclrelys hace 12 u 20 Mn; y 

• las especies 1-. olivaccc1 )'L. kcmpi hace 4.5 u S Ma 

Se estimaron distancias genéticas entre todas las secuencias disponibles de 

cada par de linajes y se obtuvo el valor promedio. El cómputo de las distancias se 

realizó a través del programa para computadora MEGA (Kumnr et al. 1993). por 

medio del modelo de dos pnn\mctros de Kimura ( 1980) que torna en cuenta que 

existen diferencias en In frecuencia de cambios transicionales y transvcrsionales 

en el mtDNA de vertebrados. n través de In siguiente ecuación: 

D ,.. ~ Jogc ( 1 - [> - Q) - V. logc ( l - 2Q) 

P *" Ns!N 

Q = Nv/N 

En donde D es la distancia gcnCticn. P es In proporción de diferencias 

transicionales. Q Ja proporción de diferencias transvcrsionalcs. Ns el número de 

diferencias transicionales entre dos secuencias. Nv el número de diferencias 

transversionales y N el número total de sitios comparados. 

Una vez estimadas las distancias. se elaboró una gráfica de tiempo de 

divergencia contra distancia genética y se procedió a calcular la pendiente de 

cada punto con respecto al origen. Esto pernlitc derivar la tasa de sustitución por 

medio de la siguiente ecuación. que toma en cuenta que a partir del tiempo de 

divergencia. cada rama acun1ula variación de manera independiente: 

S - D/(2T) 

En donde S es la tasa de sustitución por par de linajes. O es la distancia 

promedio entre las secuencias y T es el tiempo de divergencia entre el par de 

linajes bajo consideración a partir de un ancestro común ( .. nodo evolutivo 

provisionalº .. NEP). Se utiliza una escala de tiempo en millones de anos. 

Para el presente estudio se estimó la tasa global de sustitución por linaje. 

de dos maneras: 
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1) la media de las tnsas que fueron calculadas de manera independiente para 

cadu par de linnjes (Tubln IV); 

2) la pendiente de la porción de In curvn entre el origen y el punto 

correspondiente n In sepnración entre !1. o/ivaceu y L. kcmpi. siguiendo el 

procedimiento usndo por Dowen y colaboradores ( l 993u) (en negritas en la 

Tabla IV). 

Variación y distrib11cidn de la variacld11 

A través del programa MEGA (Kumar et c1I.. J 993) se realizaron 

comparaciones pnrcadas entre todas las secuencias y se co!"putó el número de 

sitios variables e informativos. sin tomar en cuenta a los ºgaps .. (ver Glosario). A 

partir de estos datos. se determinó el número de sitios variables por cada cinco 

sitios y se construyó un hist~grama con el fin de analizar la distribución de la 

variación a lo largo del gen. 

Ya que las secuencias utilizadas se generaron bajo condiciones distintas 

(primers y algunos procedimientos distintos) se encontró una ligera variación en 

la longitud y en la porción de la región de control que representan. Para verificar 

que la distribución de la variación en Ja región de control no fuera influenciada 

por este hecho. se incluyó el cálculo del indice de diversidad de Shannon-\Veaver 

para cada sitio. Este indice es ampliamente utilizado en ecología cuando se trata 

de describir comunidades. ya que toma en cuenta la presencia de variación en el 

número de los distintos elementos presentes en cada sitio n1uestreado y su 

abundancia relativa (Bcgon et al .• 1990). Los cálculos se realizaron mediante la 

siguiente ecuación: 

s 
H - -:E(p;)(log2p 1 ) (tomada de Krebs, 1994) ,_, 

En donde H es el indice de diversidad por sitio- (en cStc caso el indice de 

diversidad nucleotidiea). S es el número de elementos (los diferentes tipos de 

nuclcótidos. es decir. cuatro} y p¡ es la frecuencia de Ja iésimn-base en cada sitio. 
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Se calculó un indice por cuda sitio y se obtuvo un promedio de los mismos 

por cnda cinco sitios. con los cuales se conslruyó una gráfica. 

Compo.vlclún 11ucleotidlct1 

Mediante el programa MEGA (Kuntur el ul .• 1993) se obtuvo In frecuencia 

relativa de cada uno de los cuatro nucleótidos (composición nuclcotídica) en cada 

secuencia analizada. A partir de estos datos se calcularon medias y coeficientes 

de variación para cada género y para el conjunto global de secuencias. 

Se aplicaron pruebas de ji cuadrada para la composición nuclcotidica de 

cada secuencia. En dichas pruebas. la composición observada se compar-ó con la 

composición esperada de 25% para cada uno de los nucleótidos si Ja composición 

fuera homogénea. Las pruebas se realizaron bajo la hipótesis nula de que entre 

los valores observados y los esperados no existen difcr-cncias significativas. 

Tipos de sustitución nucleotidlcu 

Se realizaron comparaciones pareadas entre todas las secuencias y se 

computó el número de transiciones. transversiones y bases idénticas mediante el 

programa MEGA (Kumar et al .• 1993). A partir de estos datos se obtuvieron las 

proporciones observadas de cada tipo de sustitución. Las proporciones esperadas 

se obtuvieron calculando la probabilidad de cambio duda la frecuencia observada 

de cada tipo de base (ver malriz de la Tabla lll). Es importanle aclarar que los 

cambios transicionales y transvcrsionalcs se multiplicaron por dos. ya que eslos 

se pueden dar en un sentido o en otro (por ejemplo de A hacia To de T hacia A). 

Se aplicó una prueba de ji cuadrada bajo Ja hipótesis nula de que las 

proporciones de cada tipo de sustitución observadas y esperados, no son 

significativamente diferentes. 
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Proporción S/V 

Ln llamada proporción S/V es el cociente del nún1cro de transiciones y el 

número de transvcrsioncs encontradas al comparar entre pares de secuencias 

homólogas. Este pnrám~lro nos indica si los transiciones ocurren tnn comúnmente 

como lns trnnsversioncs en un frngn1ento (S/V-1) o si uno de estos dos tipos de 

sustitución ocurre con mayor frecuencia (S/V 1. cuando el número de 

transiciones es superior. o S/V < 1 cuando lo es el número de transversiones) 

(Kumnr et al .• 1993). 

Se calcularon las proporciones S/V para el conjunto de secuencias por 

medio del modelo de dos parámetros e.le Kimura ( 1980) usando el programa 

MEGA (Kumar et al.. 1993). el cual estima el número de sustituciones 

nuclcotídicas transicionalcs {S) y transversionalcs (V) por sitio para cada par de 

secuencias a través de Ja siguiente ecuación: 

S/V ~ log. (1 - 2P - QJ/log. (1 - 2Q) - V, 

El conjunto de dalos obtenido se resumió en medias e intervalos par& cada 

género y para el conjunto global de secuencias. 

Construcción ele/ árbol de genc.i· 

La reconstrucción de árboles filogcnéticos es un proceso estadístico que 

genera una estimación grá.fica de las verdaderas relaciones evolutivas. Es muy 

difícil conocer el árbol de especies verdadero para cualquier grupo de 

organismos.. sin embargo. posible inferirlo examinando las relaciones 

evolutivas de genes de los organismos en consideración (Kumar et al .• 1993). 

De los numerosos métodos que existen para construir árboles filogenéticos 

a partir de datos moleculares. se utilizó un método de distancia conocido como 

Ncighbor-Joining (Saitou y Nei. 1987 en Kumar et al... J 993) a través del 

programa para computadora MEGA (Kumar et al •• l 993). Recientemente se ha 

probado por medio de simulaciones por computadora que este método es uno de 

Jos más Cíicaccs en Ja obtención de una topología correcta. y que incluso llega a 
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ser superior n los métodos de caracteres discretos o de mñxirnn pursimoniu (Nei. 

1991 en Kumnr et ni .• 1993). 

El ntétodo Ncighbor·Joining es una versión simplificada del método de 

Mfnimn Evolución (Snitou e Jmnnishi. 1989; y Rzhctsky y Nci. 1992 en Kumnr et 

al .• 1993),. en el cual se utilizan medidas de distancia que corrigen para cambios 

múltiples en el 1nismo lugar. en este caso lns generadas a través del modelo de 

dos parñn1ctros de Ki1nura. Se selecciona con10 el iirhol correcto. uquel cuya 

topología n1uestra el nicnor valor de In sun1a (S) de todas las ramas (cxistirún 

2nr-J romas en un ñrhol con m OTUs). 

Rzhetsky y Nci ( 1993 en Kumar rl al .• 1993) han demostrado que cuando se 

utilizan estimucioncs de distancias evolutivas no sesgadas (por ejemplo. las 

producidas a través del n1odclo de 2 parán1ctros de Kimura). la topología siempre 

da el valor esperado 1ntls pequei\o de S. Por lo anterior. el tnétodo de f\.1ini1na 

Evolución tiene un sólido fundamento teórico. 

En el caso del método Neighbor~Joining se examinan diferentes topologías 

y se produce un solo {1rbol final en lugar de computar un valor S paru todas las 

topolog(as. Este mCcodo produce árholes sin raiz a menos que se utilice un grupo 

externo para cncontrarl;1; sin cn1hargo. el progra1na MEGA en auscnci;t de un 

grupo externo (como en este caso). coloca la raiz en el punto medio de la ruta de 

conexión más larga entre dos OTUs del iirboL 

Con el fin de con1probar la confiabilidad del ;lrbol obtenido. se realizó un 

análisis conocido con10 .. hootstrap .. o rcn1ucstrco analítico a través del prograrna 

MEGA (Kumar el ul .• 1993). En esta prueba se rcmuestrcan por simulaciones de 

computadora los nucleótidos usados para el árbol. con remplazo. a partir de las 

secuencias en el conjunto de datos originales. Este rc:mucstrco se repite cientos 

de veces (en este caso 500 veces) y se: determina el número de ocasiones (en 

porcentaje) que cada uno de los brazos del árbol reconstruido se repite en la 

misma posición en las simulaciones. Entre más confiable (robusto) sea el brazo 

del árbol., el valor estará más cercano al 100%. este valor es conocido como nivel 

de confianza según el rcmucstreo. 

22 



Scglin la teoría del rclof 1nolc~ul;.1r. la tas¡¡ de ca1nhio de un gen dcbcria ser 

constante entre los diferentes miembros de un linaje (l.i y Ciraur. 1991) De ser 

asi, al graficar tiempo de divergencia contra distunci¡1 gcnC:ticu. se obtendría una 

linea recta con una pendiente Unica. Sin embargo. se ha dernuslrado en es1udios 

con diversos organis111os. que la tasa de sustitución nu es constante entre Jos 

miembros de un linujc y que ésta disminuye considerablemente conforme se 

co1nparnn grupos más divergentes (> 1 5-20 Ma). provoc.ando qui.: las curvas de 

tiempo de divergencia contra distancia gcnCtica liendun hacia una asintota 

(Avise. 1994; y Bowcn el ul .. l 993a). Se ha sugerido que este comportamiento 

refleja un efecto de hsaturación .. que se debe a i) la existencia de un número 

limitado de sitios variables en el Jocus y ii) estos sitios eventualmente se saturan 

con una proporción máximn de mulacioncs (Avise. 1994}. En la Figura 2 se 

observa que la región de control de las tortugas marinas IlQ. presenta tendencia 

hacia una asíntota. como en el citocromo b del mismo grupo (ver Bowcn et al .• 

l 993a). u pesar de que la tasa de sustitución si disminuye conforntc aumenta la 

divergencia entre Jos grupos. 

El valor de la tasa de sustitución de la región de control varia scgün el 

procedimiento de estimación utilizado (Tabla IV): 

a) Existe una diferencia de un orden de magnitud entre la tasa de 

sustitución cnlculnda para el par de linajes más divergente (nodo entre 

familias Oermochclyidae y Chcloniidae) y aquella para el par de linajes 

más reciente (nodo entre L. olivacea y L. kcmpi). Por lo anterior. resultó 

conveniente obtener i) la media de las tasas sin tomar en cuenta al par de 

linajes más reciente. 0.17% sustitueioncs/sitio/linaje/Ma; y ii) In media 

de las tasas tomando en cuenta al par de linajes más reciente, 0.32o/o 

sustituciones/sitio/linaje/Mu. La desventaja de csla estimaciOn es que no 
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nos pcnnitc obscrvnr In velocidad de cambio del gen en tnxn originados 

recientemente. 

b) Siguiendo el método de Oowen y eolaborudorcs ( l 99Ja). Ja tasa de 

sustitución estimada n partir de Ja porción de Ju curva entre el origen y 

Ja separación entre L. ulivC1ceu y 1-. kempi (que en otros casos resuha ser 

'" porción rnás linc¡tl de In curva). fue de 0.76% 

suslitucioncs/sitio/Jinajc/Ma. con negritas en In Tabla IV (f'"igura 2). Estn 

cstin1nción tiene la Jcsventnja de no ser representativa del grupo en 

general. sin embargo, resultn útil parn fines de comparación con tasas de 

tortugas rnarinas anlcriormcntc cnlcuhtdas mediante este mismo 

procedimiento. 

Como podría cspcrnrsc bajo el conccplu de lirnilación funcional (Li y 

Graur. 1991), In región Uc control prcsen1a una.t¡1sa de sustitución hasta cunlro 

veces mayor a la rcportaUa parn el citocromu b (Buwcn et al .• l 993u) (Figura 3). 

Este resultado concuerda con otros estudios que han indicado que en la región de 

control se tiene una tasn de sustitución de dos u 1 S veces más elevada que en el 

genoma completo (Brov.•n et uf .• J 979; Aquadrn y Grccnbcrg. 1983; Cann et e1l .• 

1984; Vigilant r:I u/., 1991; Quinn. 1992; y Bcrn.alchcz y Danzmnnn. 1993). 

Unu n1ayor tasa de sustitución en Ja región Uc con1rol se explica por el 

hecho de que. a diferencia del citocromo b, esta zona no codifica paru proteínas y 

por lo tanto. no posee las restricciones evolutivas propias de este tipo de loci. 

Presumiblemente. sólo posee sitios de inici<tción parn la replicnción y la 

transcripción (Krcitman. 1983). Aún así. la tasa de sustitución de Ja región de 

control mitocondrial de lortugas n1arinas resulta n1ucho inenor que la de otros 

vertebrados (Tabla V). en algunos casos en un orden de magnitud y en el caso de 

Jos humanos ·en dos. Jo cual coincide con Ja baja tasa evolutiva reportada en 

Testudines por Avise y colaboradores ( 1992). La tasa de sustitución de Ja región 

de control de la tortuga verde estimada por Lahanas y colaboradores ( J 994). 

0.88% sustituciones/silio/linajc/Ma. tiene un valor muy cercano al calculado en 

el presente trabajo segUn el método de Bowen y colaboradores ( J 993a). O. 76% 

sustituciones/sitio/linaje/Ma. La semejanza puede deberse a que ambas tasas se 
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estinuiron pnrtir de dntos gcncrndos por grupos que divergieron muy 

recicnlcmcntc: las torH1gas verdes del Allántico y del f>ncifico en el prin1er caso y 

las especies / •. o/i\•accu y L. ke1npi en el segundo, ambos eventos de separación 

datan de la formación del Istmo de Panamá (Bowcn et ul., 1992 y l 993n). 

Estn baja tasu evolutiva ha sido observada genes nucleares y 

rnilocondriules de otros vertchrudos que coinciden con las tortugas 1nurinas en ser 

cctotér111icos. en poseer un lurgo tic111po generacional, en tener una baja tasa 

n1ctnbólicn y en tener un tamailo corporal relalivunH:nte grande (revisado en 

Rnnd, 1994). 

Los organisrnos cctotérrnicos poseen 1ncnor tasa de rnutación que los 

cndotérrnicos, ya que tienen una tasa n1etahólica rnás lenta )', por lo tanto, 

consurncn n1cnns oxigeno. de tal rnanera se infien: que su DNA presenta menos 

daño c.ausado por rndicalcs oxigeno (Richtl..'r ,., a/. 1988 en 1\vise t.'I lll .• 1992). 

Asimismo. el lien1po g,encrncionul puede tener influcnt:ia en la haja tasa de 

n1utación de acuerdo n la hipótesis que dice 4ue las especie" c<.1n ticrnpos 

generacionales largos poseen un n1cn(1r nún1e1"0 de l"eplicaciuncs <le DNA por 

unidad de tiernpo. lo cual disn1inuyc la prohahilidad de 1nut.aciún. l;.,iste unu 

estrecha relación t.•ntre el til..'n1po gener:.1cional y el t;1111ai\o cnr-por;1l. a n1ayor 

l:.1tnallu co:rpo:ral, rnayol" tiempo generacional Pnr otro L:1<lt.,. se ha observado 4ue 

el tr¡1nspo1"te de prolones a travCs de la n1en1hra11a n1itocondrial interna consun1c 

una buena parte del oxigeno disponible pal"a los animales. In cu.al constituye un 

componente imp(1rt.ante de la tasa n1etabólica. Estudios recientes han demostrado 

que en animales con mayor 111;1su corporal existe una n1cnol" tasa de transporte de 

protones y por lo tanto. su tnsa mctahólica es mcnol" ( Rand. 1994 ). 
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Dl.'itrib11clón de! la ''"rlución 

Se nnnliznron un total de 661 sitios. de los cuales 250 rcsuh.:!ron 

polimórficos y 212 informativos. 

En In literatura ha sido rcportndo que en cetáceos (lloclzcl et al .• 1991; y 

Oillon y \Vriglll. 1993). en primates (Tamurn y Nci. 1993) y en aves cosieras 

(Wcnink et uf .• 19'J4). los extremos 5' y 3" de In región de control son más 

variables que In zonu mcdiu del frugmcnto. En la Figura 4 se observa qu~ lu 

región de control en las tortugas rnurinus no sigue este n1isn10 patrór. de 

distribución de In variación. ya que ésta se distribuye de mnncra más o m~nos 

homogénea n lo largo de toda la porción del gen estudiada. Sin cmbargC". se 

observnn tres pcquc11os hloqucs que se n1ucs1run complc1;:1n1cntc conscrvade>:' en 

la totalidad de las sccucnci:1s (Tabla VJ). Estos bloques pueden corresponda .a 

sitios de unión de prulcinas (Lec 1•t al, J 995), a las zonas de inicio d~ la 

replicación de este gcnnrna o de 1~1 transcripción de ulgunos genes (Succonc ,.¡ J/ .• 

1991 en \Vcnink t.•t al. 1994)~ incluso se pueden dchcr u la prcsenci:::. de 

elementos de lu estructura secundaria de la molCcula (Bnn.\.·n <-'t uf. 198~ en 

lloelzel ''t al .• 1991 ). o Je ¡llgün marco ahicrto de lectura (Sacconc t.'t al. en 

lloclzcl et u/ .• 1991 ). Estos blu4ucs conservados no esto.in relacionados CClr: los 

sitios de unión de los pri1ncrs 111.:"ls co111ünrncnte utilizados y que prod:...:cn 

fragmentos de tan variable longitud. Su presencia podría ~cr útil en el discñ0 de 

primers altan1entc efectivos para la totalidad de las especies de tortugas rnarir:~s. 

La gráfica de indices de Shannon-\\'cavcr (Figur¡1 5) es muy similar .l la 

obtenida a partir de los datos de variación por sitio (Figura 4). dcn1ostrando 4uc 

la heterogeneidad de la longitud de las secuencias analizadas no innuyc en el 

análisis de la distribución de la variación. 
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TABLA VI 

Bloques completamente conservados encontrados en Ja región de control de tortugas marinas. 

lcrbloquc posición 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 

nucleótido C T A T G T A T T A T 

lobloque posición 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420 

nucleólido T C A C G A G A A A T A A G C A A 

lerbloque posición 489 490 491 492 493 494 495 496 497 498 499 500 501 502 503 504 505 

nucleótido T 1\ T T C T G G C C T C T G G T T 



Composición nucleo1/dica 

En la Tabla VII se muestra la composición nuclcotfdicn promedio pnrn cada 

género y para el conjunto totnl de secuencias. Lns pruebas de ji cuadrada 

aplicndns revelan que en todos los cuses. la con1posición nucleotidica observada 

es significntivnmentc diferente a la esperada. es decir. que no existe una 

representación homogénea de los cuntn, diferentes nuclcótidos en el gen. Los· 

nuclcótidos A y T son los más abundantes en lus secuencias analizadas (Figura 

6). tal y como ha sido reportado para la rc~ión de control de otros vertebrados 

como el pez arcoiris (Zhu et ol .• 1994). 

En la Tabla VIII se muestran los valores de coeficiente de variación de la 

composición nuclcotídic¡1 parn cada género y para el conjunto global. Junto con la 

Figura 7, este resultado nos revela que la propon.::iún de los nuclcótidos A y Tes 

mucho tnñs constante dentro del grupo que la <le los nuclcbtidos C y G. 

Los altos niveles de lo-,; nuch..'tllidos /\. y T. y los bajos niveles de los 

nuclcótidos C y G encontrados en este estudio, coinciden con los patrones 

reportados en otros vcrtebrudos que tipicamcnte son deficientes en G y C (Brown 

CI al.~ 1993; Arnason c.•/ c1I .• 1993~ y \VcninJ... c.•t al •• 1994-). 
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TABLA VII 

Composición nucleolidica por género. 

Dcrmoclzelys 35.99 35.09 18.15 10.78 10 

Natator 35.47 32.80 1830 13.50 

Lepidoche/_1s 3ü5 34.33 18.23 13.15 

Eretmoclzelys 33.58 JU8 16.46 15.17 25 

Chelonia 35.35 31.93 18.59 14.15 40 

Carena JHJ irn is.os 14.25 6 

global 34.75 33.40 17.87 14.00 88 

TABLA VIII 

Coeficientes de variación para la composición nucleotidica. 

Dermoclzelys 0.36 0.32 O. 75 1.48 

Natator rn 1.12 6.96 1.60 

Lepidoclzel)'l 207 1.89 2.17 SH 

Eretmoclze/_u 1.61 i.}2 4.24 4.i7 

Clze/onia 1.61 3.76 845 4.36 

Carrlltz 2.84 0.81 6.67 4.36 

global J.17 4.92 SAO 10.10 
... .. 
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FIGURA6 
Composición nucleotidica de la región de control para los distintos generos. 
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Coeficientes de variación para la composición nucleotidica. 
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Tipo.\· ele .s11.v11t11ció11 nuc/co1iclice1 

En In Tnbla IX se presentan lus medias de las frecuencias observadas y las 

frecuencias esperadas de cuda tipo de sustitución. en ella se observa que las 

frecuencias observadas son muy diferentes a las esperadas (Pigura 8). Si Jos 

cambios se debicrun únicnn1entc a lo composición nucleotidica. los tipos de 

sustitución más comunes serian nqucllos que involucrun a Jos nucleótidos más 

frecuentes (A y T). es decir. a Ju transvcrsión A<>T (que en los valores 

obscrvudos resultó lener una frecuencia de cero) y a los pares idénticos A< >A y 

T<>T. Los valores observados nos indican que. efectivamente. los can1bios por 

nuclcótidos idénticos son los más comunes, siendo más frecuentes de Jo que se 

esperaba. f>or otro lado, tal y como ha sido reportado pnrn genes mitoeondrialcs 

de otros vcnebrados. mies como el hombre (Aquu<lro y Grccnbcrg. 1983). 

lagartijas (llcdgcs el al., 1991). aves costeras (Wenínk t•I al., 1994) y peces (Zhu 

el c1I., 1994), las transiciones resultaron ser mucho más comunes que las 

transvcrsioncs a pesar de que las transiciones fueron menos frecuentes de lo que 

se esperaba. Las transiciones entre purinas resultaron ser más comunes que cnuc 

pirimidinas. 

La proporción S/V varia umpliamente entre los vertebrados. desde valores 

cercanos a uno (Wenink el ul., 1994) hasta proporciones altamente sesgadas hacia 

transiciones (32: 1 ). segun se ha reportado en aves (Edwurds y Wilson. 1990), 

peces (Brown et al .• 1993) y 1namiferos (Moritz et al .• 1987). Para poblaciones de 

tortuga verde del Gran Caribe. la proporción reportada pnra los 12 haplotipos 

encontrados en Ja zona. fue de 1O:1 (Lahanas el al., 1994). lo cual concuerda con 

los altos valores encontrados en el presente trabajo. analizando 40 haplotipos de 

este género (Tabla X). En general, los valores S/V se encuentran muy por arriba 

de la unidad. lo cual significa que existe un evidente sesgo hacia las transiciones. 

La única excepción es el género Nutalor, Jo cual puede deberse al reducido 

número de secuencias analizadas para este género (n-2). 

No hay una razón clara para explicar Ja alta proporción de transiciones en 

la evolución del mtDNA. Su presencia en RNAs de transferencia. en genes 
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codificndorcs de protcfnns y en sccucncius no codificadoras (Brown et al .• 1982 

en Aquudro y Grccnbcrg. 1983). sugiere que en parte se puede deber al proceso 

mutaciorHtl per se más que n selección en contra de las transversiones. esta idea 

tiene hase en el sesgo lransicionnl producido por n1edio de un modelo de 

construcción que aplica consideraciones quirnicas (Topal y Fresco. 1976 en 

1\4uadro y Grccnbcrg. 1983). Sin embargo. algunos uutorcs han ohscrvudo que en 

genes nuclcures las predicciones de los modclus de Topal y Fresco cstdn en 

conflicto con los datos obtenidos. Kunkcl )' Loch (1991 en lledges et CJI .• 1991) 

sugieren que un candidato efectivo para cxplicur el sesgo mutacional. es la DNA 

polimcrasa mitocondriul. ya que ha sido demostrado que es cinco veces menos 

exacta en la replicación que la DNA polimcrasa nuclear; sin embargo. queda por 

examinar el hecho de que la baja fidelidad de esta enzima intervenga en los 

caminos que llevan al sesgo transicional. 

Por otro lado. además de que I¡¡ tasa de sustituciones transicinnalcs es más 

veloz que la de sustituciones transversionalcs en comparaciones entre linajes. 

poco divergentes. la curva de transiciones llega a niveles de saturación más. 

rápidamente que la de transvcrsioncs (Bo"ven t::t al .. 1993a). En la región de 

control de las tortugus marinas tampoco se observa un efecto de saturación en la 

tasa de sustituciones transicionalcs aún a niveles de divergencia mayores a Jos 60 

!\-1a (Figura 9). Esta observación contrasta marcadamente con los resultados de 

Bowcn y colaboradores ( l 993a) que encontraron saturación en las tasas de 

cambios transicionales del citocromo b e.Je las tortugas n1arinas a partir de unos 

40 I"v1a. Una posible explicación pudicru ser que. con excepción de los bloques 

conservados (Tabla VI}. la proporción e.Je la región de control libre de 

restricciones evolutivas es muy extensa y no se alcanzan a saturnr de 

sustituciones aún después de Jos 100-150 Mu de divergencia de las fnrnilias 

llcrmochclyidae y Chcloni idae. Esta observación concuerda con la distribución de 

la variación en prácticamente toda la región de control del mtDNA de estos 

t'rganismos. en vez de estar localizada en zonas especificas como ocurre en otros 

taxa. 
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TABLA IX 

Frecuencias observadas y esperadas para cada tipo de sustitución. 

1ipodc1ustitución A<>G T<>C A<>T A<>C T<>G C<>G 1 A<>A T<>T C<>C G<>G 

Íl«ueru:ia obmvada (%) 4.83 396 0.00 IJ8 063 0.27 33.JI 29.99 14.JI 11.ll 

Íl«ucnciaC!pcradaW•) 9.73 11.93 23.21 1241 9Jl soo 1207 11.ll J.19 t.96 

TABLA X 

Proporciones SN por género. 

Dermochelys 2.23 1.00. 4.03 

S<1tm1ir 0.6 0.40. 0.81 

lepidochelys 5.22 2.01-6.34 

Eretmochelys 4.37 0.33 -9.22 

Chelonia 14.09 1.00. 29.15 

Careua 7.33 0.00 • 16.53 

global 4.14 0.33. 29.15 

~ 
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Relación entre 1iempo de divergencia y porción de cambios lransicionales en Ja región 
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Arbol Je genes 

En In F'iQurn 1 O se muestra el árbol generado mediante el análisis 

Neighbor-Joining,. a pnrtir de has 88 sccucn~ias de In región de control 

mitocondrinl utilizÓdas en el presente trnbnjo. Sobre cada rama se encuentra el 

nivel de connanzn según et rcmucstrco (en porcentaje). lo cual permite probar la 

robustez del arreglo topológico. 

Los patrones de agrupación producidos reOcjan cercanamente lo sistcmútica 

de tns especies comúnmente ntoncjndn (Tabla 1). aunque con algunas variaciones: 

a) en la tribu Chclonini encontramos una separación relativamente amplia 

entre los hnploti pos de C. mydas del Atlántico y del Pacífico. esta 

marcada separación entre hnplotipos de di fercntes cuencas oceánicas 

representa un razgo importante de los procesos evolutivos y confirma Jo 

descrito por Bowcn y colaboradores ( J 992) con base en el análisis de 

RFLPs del mtDNA; 

b) para apoyar unn separación a nivel de especie entre C. mydas y C. 

agasslzi. se esperarla encontrar al menos. un nivel de distancia genética 

similar en magnitud al encontrado entre L. olivac~a y L. kcn1pi, sin 

embargo· se observa que los haplotipos de C. niydus del raciíico se 

encuentran ntás relacionados con el haplotipo de C. agusslzi (marcado 

con una flecha en la Figura 1 O) que con los de C. myda.s del Atlántico. 

Este patrón concuerda con el reportado por Bowen y colaboradores 

e J 993a) con base en el unál is is de la secuencia del citocromo b y por 

Dutton y colaboradores ( 1996) con base en el análisis de diez secuencias 

de la región de control; ambos autores sugieren que C. agassizi es sólo 

una forma mclan{stica de C. mydas y que éstas se encuentran separadas 

únicamente a nivel poblaeional. los resultados del presente trabajo 

corroboran esta conclusión; 

e) el género Natator se encuentra ubicado en la tribu Chclonini. de acuerdo 

a lo reportado por Dutton y colaboradores (1996). y a diferencia de lo 
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encontrado por ao,vcn y colaboradores t l 993a) quienes le ubican dentro 

de la tribu Carcttini: 

d) el género Lepldoche/ys se encuentra dentro de Ja tribu Chelonini al 

contrario de lo reportado por Oowen y colaboradores ( l 993a). y por 

Outton y colaboradores ( 1996). en ambos estudios. este género se 

encuentra dentro de Ju tribu Carcttini y presenta una estrecha relación 

con los géneros C.'uretta y Erctmochclys: 

e) existe una clara distinción entre las especies L. olivaceu y L. lccmpl tal y 

corno lo reportan Oowcn y colaboradores 11991) a partir del análisis de 

RFLPs del rntDNA. llowcn y colaboradores ( J 993a). y Outton y 

colaboradores ( 1996): 

f) en la tribu Cnrettini encontramos una proximidad entre Jos géneros 

Carclta y Erctmochc/ys. de acuerdo con los trabajos de Bowen y 

colaboradores ( J 993a) y de Dutton )' colaboradores ( J 996). y en 

discordancia con la clasificación filogcnética basada en análisis 

morfológicos (J-lendrickson. 1980): 

g) los haplotipos R. s. T y U del género Eretmochclys se encuentran más 

relacionados con las Carcltu que con las Erctmochelys ya que provienen 

de individuos híbridos Carctta-Erctmot:he/y.'r' (Bass et al.. J 996) y 

representan un aspecto de Ja evolución de las tortugas marinas que no 

será discutido en este trabajo. 

Existen ciertas disparidades en cuanto al arreglo topológico obtenido en 

éste y en otros trabajos (Hcndrickson. 1980: Bo'""en et al .• l 99Ja; y Dutton et al .• 

1996). entre las cuales resalta Ja ubicación imprecisa de secuencias provenientes 

de los géneros Notator y Lepidochc/ys dentro de las tribus Chelonini o Carcttini. 

Esto nos hace recordar que los análisis de filogenia tienen cierto grado de 

incertidumbre y que ésta sólo puede abatirse haciendo una ampliación del análisis 

o usando varios procedimientos. Por ejemplo. evaluando la consistencia ·de los 

resultados obtenidos de analizar un mismo conjunto de secuencias bajo diferentes 

métodos de construcción filogenética; o incorporando varios loci en un mismo 

análisis. 
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Los resultados aquí obtenidos. en lo que respecta a conlrnd ice iones con 

otras publicaciones. sugieren Ja posible existencia de topologíDs allcrnativas a 

las comúnmente aceptadas. Será necesario fealizar análisis adicionales para 

verificar o validar estas observaciones. 

FIGURA 10 (siguiente página) 

Arbol filogcnético generado por el método Neighbor-Joining9 basado en 

distancias genéticas obtenidas mediante el modelo de dos parámetros de Kimura 

entre los 88 haplotipos estudiados. 

Nota: 

-L•s asignaciones de los h•plotipos concuerd•n con l•s especificaciones de la Tabla 11. 

-L• escala en el fondo a la izquierda se encuentra en unidades de distanci• genl!rica. 
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1) Lu región de control 1nitncond1 ial de tortugas n1arinas 11ene una t<-1~a de 

sustitución nuclcntidica de 0.17-0 3:2'% ~usti1ucioncs/s11iu/linajc/Ma. con hase 

en MR haplotipus pcrlcnccicntcs a las siete especies existentes~ esta tusa resulta 

1nuyor que la repur1uda para el c1tncro1nn h de tur1ug,us 111arinus (0.1-0.:? 

sustituci"l~itio71inajc/M¡t) y menor que la reportada pnrn lu región de 

control de otros vcncbrados. 

2) No se encontraron evidencias de saturación en las lasas de sustitución para la 

región de control de tortugas marinas 

nntcriormcntc para el citocromo b. 

diferencia de lo reportado 

3) Ln vnriación de lu región de control se encuentra distribuida de manera 

homogénea a lo largo del gen. ni contrario de la acumulación de ta variación en 

los extremos 5 · y 3 · reportada para otros vertebrados. 

4) Se presentan tres pequeños bloques completamente conservados entre las 88 

secuencias analizadas. 

5) Los cuatro nuclcólidos no se encuentran representados hontogéneantenle en la 

región de control de las tortugas marinas. siendo los más nbundantcs los 

nuclcótidos A y T. La proporción de los nuclcótidos A y T es más constante 

dentro del grupo que la de los nuclcótidos C y G. 

6) Las transiciones son n1ás comunes que las transvcrsiones. Las transiciones 

entre purinas son 1nás comunes que entre pirin1idinas. 

7) No se observa un efecto de saturación en la tasa de sustitución transicional aún 

a niveles de divergencia mayores a los 60 Ma. 

8) Existe una marcada separación entre los haplotipos de C. mydus del Atlántico y 

del Pacifico. 

9) Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan lo concluido en ·otros 

trabajos de genética molecular: debido a la escasa diferenciación. que existe 

entre ellas. C. ugassizl no es más que una población melanistica de C. mydas. 

1 O)Existe incertidumbre en ta ubicación de los géneros Nototor y Lepidochely.~ en 

las tri.~Carettini o Chclonini. 

"• 
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Aruino Mcidu.- Bloque c~tructur.al de l<1<> prutcin<1s cuyos grupos funcionales son 

el grupo ¡uninn y el CitThoxiln. unidos ¡iJ 1nis1110 fllo111u de carbono (en los a.

amino ácic.Jns). 

Alincachín.- El parcarnicnto de dos secuencias homólogas. 

Amplif"icación.- Multiplicación del numero de copias de un gen o secuencia de 

DNA. comúnmente por medio de la J>CR. 

Codific•ción.- (Ver traducción). 

Código genético.- Sistema de codincación en el DNA nuclear y mitocondrial. por 

medio del cual conjuntos de tres nucleótidos (codones) en genes estructurales 

especifican cada uno de los an1ino ácidos que serán expresados al 1raducírse el 

gen a proteínas en el transcurso de Ja trunscripción. 

Complejo de replicación.- Conjunto de moléculas que llevan al cabo el proceso 

de síntesis de DNA. 

Dclcción.- La remoción de una o 01ás bases de una secuencia de DNA. 

Deriva génic•.- Fluctuación de frecuencias alélicas de generación a generación. 

causada por eventos azarosos~ tales como muestreo de gametos. 

Divcrgcnci•.- La división de una unidad taxonómica en dos. 
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DNA.- Un polimcro m~crom-olcc.;lor de nuclcótidos unidos en el que el residuo 

de azúcar es la dcsoxirribosa. usualmente de doble cadena. El acarreador de la 

información genética· en todos los cueariontcs. procariontes y en varios virus. 

Elcclroforcsi•.- Una técnica que separa partículas disueltas o coloides sujetas a 

un campo eléctrico de acuerdo a sus movilidades. La movilidad clcctroforética 

depende del tamafto. geometda tridimensional y carga eléctrica de la partlcula. 

Elemento móvil.- Una secuencia que se puede mover en el genoma de un 

organismo. 

Enz.imaa de restricción.- Aquellas que cortan cadenas dobles de DNA en 

pequen.as secuencias de nuclcótidos especificas. 

Estructura - secundaria.- En ácidos nucleicos. la estructura de la molécula 

producid& por'. 1.a. formación de puentes de hidrógeno entre amino ácidos o 

nuclcótidos. respecti~amcnte. 

Extinción.- El fin de un linaje evolutivo. 

Fenotipo.- Caractcristicas observables controladas genéticamente e influenciadas 

por el medio. 

Flujo génico.- Incorporación de genes en el "pool" génico de una población a 

partir de una o más poblaciones. 

Fragmento• de restricción.- Fragmentos que resultan después de aplicar enzimas 

de restricción a una molécula de DNA. 
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Gap.- Simholos de edición que son insertados en secuencias durante el proceso 

de alineamiento y que compensan la ocurrencia de inserciones o deleciones 

supuestas. 

Gen.- Una secuencia de-DNA o RNA gCn·ó~ico que es esencial para una función 

especifica.. 

' ,,-· ' ., . 
Genoma .. - Mater:iaÍ genético c~mpleto que po_s'cc_ ~na célula o un individuo. 

Grupo parafilético.- GrúpO_' de especies que incluye la especie ancestral pero no 

todas las especies dcsccindicntcs conocidas. 

. . ' ' 

Haplotipo .. - CoinpoSié:.ión. alélica ·de uno.º algunos genes bajo investigación. 

llctcrocigosidad.-· Una fficdida de variación genética en una población. calculada 

como la frecuencia m_cdia de ,hctcrocigotos sobre todos Jos loci (hetcrocigosidad 

observada). 

lfomocigosidad .. - Estado diploide con alelos-idénticos en uno o más Joci. 

Inserción.- Una n1utación en la cual uno o más nuclcótidos son insertados en una 

secuencia de ONA. 

lntrón.- Segmento de DNA que es remoVido durante la transcripción del gen en 

un proceso de maduración del RNA. 

Limitación runcional.- Grado de intolerancia caracterlstica '""de un sitio o un 

locus a sustituciones nucleotfdicas; 

Loci.- Plural de locus. sitio en un cromosoma donde un gen particular o un 

segmento de DNA está localizado. 
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M•rc:o de lc:c:lurJ1.- Sccucncin linear de codoncs en un gen que codifica para 

proteínas. que indica el comienzo con un codón de iniciación y el término con el 

codón correspondiente. 

M•rco de lcclura abicrlo.- Una secuencia de DNA que es potencialmente 

traducible n una protcfna. 

Mlc:ros•lélitcs.- Cadenas dC nuclcótidos muy cortas (una a seis bases) repetidas 

en "tandcm••. 

Atulanlc dclclérco.- Mutnción'quc reduce la adecuación de' sus portadores. 

Nuclcólido.- Una· molécula compuesta por una base de nitrógeno ... -un azúcar y un 

grupo fosfato. Cualquiera de los bloques básicos d_c construcció~ de los ácidos 

nuclciCQS. 

OTU.- Siglas en inglés de la Unidad Taxonómie~ Opcracion'al. Cualquiera de las 

unidades taxonómicas bajo estudio. 

Par de bases.- Un nuclcótido en una caden~· d
0

~ _ácido n~cle~Co que se une por un 

puente de h idrógcno a un nucleótido de Ja otra Cndená de· acuerdo a las reglas de 

pareación entre una purina y una pirimidina. 

PCR.- Siglas en inglés de la Reacción- en Cad~-nzi de. Ja Polimcrasa. Método de 

amplificación de una secuencia de O.NA a partir d~--~·czC~:~·s -~~'-~uri_fi~adas. 

. . . . . 
Pirimidina.- Un tipo de base nitrogenada prC:Sc.nte ·en Jos_ nuclcótidos. compuesta 

por un solo anillo. Las pirimidinas en el DNA ·so,n la ··citocina (C) Y. 18 timina (T). 

mientras que en el RNA son Ja C y el uracilo (U)°. 
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rolimorlismo.- Existencia de dos o nuis genotipos para una cnractcrística dada 

dentro de una población. 

Pool génico.- Total de genes de una población sexual dada. 

Pscudogcn.- Segmento de DNA sin función que exhibe hontologia en su 

secuencia con un gen funcional. 

rurlna.- Un tipo de base nitrogenada presente en los nuclcótidos y compuesta 

por dos cstl-ucturits en forma de anillo unidas. Las purinns en el DNA y en el 

RNA son la nde'nina (A) y In guanina (G). 

H.cconablnación.- Lo situación que surge después de un evento de ·•crossovcr·•. en 

el cual se producen nuevas combinaciones de alelos. 

H.cgión codificadora.- Aquellas zonas del DNA usadas en el proceso de la 

transcripción. la cual lleva a la producción de una proteína. 

Reloj molecular.- Hipótesis que dice que en un gen dado secuencia de DNA. 

las mutaciones se acumulan a una lasa aproximadamente constante en todos los 

linajes evolutivos, en tanto que el gen o la secuencia guarden su función original. 

Replicación.- Proceso de síntesis de DNA a partir de un patrón. 

RNA.- Polímero rnacromolccular de nucleótidos unidos. en el cual el azücar 

residual es una ribosa. Usualmente de una sola cadena. 

ltNA mensajero.- Una molécula de RN~ que c:s p_roccsadn a partir de un RNA 

transcrito primario y usado para traducción en amino ácidos. 
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RNA ribosomaal.- El RNA que constituye los compuestos estructurales de un 

ribosoma. 

H.NA de tr•nsfcrcncia.- Pcqucnn molécula de RNA-quc conticne_.un anticodón. 

un sitio de unión para un anlinO dcido especifico y· sitios de rcconocim~ento ·para 

In interncción con ·el ribosomn -y la enzima que lo une a su ·amino dcido 

especifico. 

Sitio informativo •• Sitio con· al menos dos diferentes tipos de nuclcót_idos. cada 

uno rcpr.esc~_tad~-· ·a.1. ,menos dos veces. Poseen utilidDd para el análisis 

fitogcnétiC:O. 

Sirio ,·ad.ab'l~':C~it:ió dentro del DNA que es ocupado por un nu.clcótido dif~rcintc 
cntfc .~Ds s~~~.;nci~S. comparadas. 

Sustitución nuclcotidica.- Mutación en la cual un nucleótido· es sustituido por 

otro. En evolución. la sustitución de un nuclcótido por otro que tléga a ser fijado 

en una población. 

Tasa de fijnción.- Número de alelos que alcanzan In frecuencia de 1 (100 por 

ciento) en una población por unidad de tiempo. 

Tasa de mutación.- Nümcro de mutaciones por locus o sitio nuclcótido por 

unidad de tiempo. 

Tasa de sustitución.- Número de sustituciones nucleotfdicas por sitio nucle6tido 

por unidad de tiempo. 

Tiempo generacional.- Tiempo de duración promedio entre dos generaciones 

sucesivas. Algunas veces definido como la edad promedio de l~s progenitores a la 

que dan lugar a su descendencia. 
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Topologfa ... Pntrón de las ramas de un árbol filogcnético. 

Transcripción.- Sintcsis de una moléculn de RNA u pnrtir de un pntr6n de DNA. 

Transición.- Ln sustitución de unn purinn por una purinn o unu pirimidina por 

unn pirimidina. 

Transvcrslón.- Ln sustitucióri de una purino por una pirimidina o viccvcrsn. 
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Alineamiemo múlriple de las secuencias comple1as de haplo11pos represenlalil'os de cada una de las es!'(cies de lonugas marinas. El mio 
de los haplolipos u11hzados en eslc 1raba¡o puede rcconslruirse con base en d Anexo 2. De manera adicional. se mueslran subrayados los diferentes 
primm ulilizados para la producción de estas secuencias \tomado de Abre11-Grobois el uf. 1996) 
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1: 

5'tt)t.!1::atct ~lcontl 
CC/LJS255 ----CAACAT GTW.TT--- TA::c:r.rr.ri c:-::;:;:::GiJ c:~:,;J;._; :.;,:,::-;..:::::::;: .;.;:;..::¡;¡.¡ :::;.,:::;:;..::;.. ¡:;:::;:A,J,iCA ACiUrt:ilC 200 
CC/LJ5254 ----CAACJ;T GTAAñ.iT--- ihCCTA.iñiT c:c:c::cG:G c:c;..;:A'jAA '!AA:r.:::cr.: ;.;.;;;.,e-::;..-¡ e:;..:;:;..::;.. iCGir.CA'!CA ACiiAiTTAC 
CC·A/Bowen ---------- ---------- ---------- ---------- --------·- ---------- --------·- ---------- --··-····· ------·-·-
CC/OtJtton ----CAACAT GTAAATT--- iA·:CiitiAij Cic:::;::::;;,j ;:::;..;..:;.:;;;., :;,.;:;..:::;..: M:A::-rA-: ::;..:;:;:.;::A :::;:;,:;..¡c.; A:i!Aii'7A': 
CH-7/Enc41 r---GiCCAC ACAAAüAñC w::cr,:...;,;-:: C':C";J·:c~:·::; e:;...;:;.:;..; :;...;:;..::::::;: .;;..:;..::::;..-: ::,;::;:,;::,; i:J:::;::;.:CT A':7':'Aii'TAC 
CM-1/Encal r---GTCCñC ACAAACTMC :.:.:e:-;..;;,.:; :::;:-::.::::;:: :::.;x:;::;;...; :;...;:.;::::.: ;._;:,;:::.;-: ::;.::;:;.,::;.. ::::;:;..:rt:c: ;..:7j;..m;.,c 
CM-TAC/Al! i·-·GTCCñC AC'AAACTAA':. 7A:C:AAA";7 :::-::G:::~:G :::.:.;,:.;::;;._; :;._;-;:;.,;:::::: ;..;..:;..:::;,,--;: ::;.:::;:;,,:-;;,, :7G:;..:;..;:r A'.T.'A7nAC 
CM·JPNa/No -·-·-·-·-- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --·-·-·-·
CM-SG3R/No ·----·---· ----·----- ---------- ---------- ---------- ·--------- ---------- ---------- -----·---- -···-····· 
CM·SGBR/lio ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------ --- ---------- ---------- ---------- ---------· 
C!HPa/~or ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------ --- ---------- ---------- ---------- ---------
CM-fl.AWObr -·-·-----· ---------- --·------- ---------- ---------- ·-·--- --- ---------- ---------- ---------- ---------
CM·JVAa/No ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---- ----- ---------- ---------- -------·-· ----------
CM-AT/Dutt r---::;rccti: ,;cAA:;cr;.,.:,: :;,::,~:;...;,;:: c:c:::;::::;:: ,:::.:v..:;,::,;.;1 :.;..;:~.: ·~,: ;...:,:;..:::;..-: ~:r.: :,:;..::;.. :::,:;..:.;:r:: .;:;¡;.,nr;,,c 
CM·PA/Outt i·GiCCACGC ACh.~':iM: :;..:::;..;A:: :::::;:::,:: :::;~:...:;..~.~...:, ::;..;:::: ¡,: ;._;:;..:::;..-: .::;..::;:;..::;,, :::;:;.,:;.,::: ;..:;:::.;¡¡¡.;: 
CA/Outton i·GiCCACG: ACAAA·::;..r..r: :;..::¡;._;;..:; ::-::~::~:~ :::.:...;:;..:,_;,; ;:,;.;:.; ::;..: ;...;:;..:::;.,-: ::;,::,:;.::;,, :::,;;,,:;..::':' ;..::;:;.r:i'A:: 
EI-A/Bass ·-·------- ---------- ··-------- ····------ -·-----·-- ---------· ---------- ---------- ---------- ---·--·--· 
EI-F/Bass ---------- ---------- ---------- ---------- --·-----·- -·-·---- --------·- ------·--- ---·--·-·· -·-·-·-··· 
EI·O/Ba.55 ---------- ---------- ---------- -·---·-··· ··--·----- -·---· --- -·-------- --------·- --·--·---· ---------
EI·fl/Sa.55 ---------- --------·· ---------- -·-----·-- ---·-·---- ---------· ----·----- ------·-·- ---------- ··--·····-
EI/O:.itton CG-CCA.;:;,,c .;j;...;;.::--- :;..:::::;,:;i.:: ::::;..:::::, :::;..;:;..:,;.,: :.~_:,:.;:::~: ;,;:;,:::;..-:- :-:;..:::;:.;::.; :::;:.;:;.;:: ;.:;:;.,:¡;;..: 
LO·l</Brise ---------- ---------- ---C7i;..;:: ::::;::::;::; :;.:;.;..:,;~M :;._;:;,:~:;: ;..::;..::;-:,;-: ::;..:~:;..::;.. :::;:.;:;..¡:-: ,;::-;;,,~¡;.: 

LO/Outton -G-CCAA':G'l' Aimt:--- :.;:·:¡-;;...;:: e::::::::¡;:-:, :;..:;._;:;.,~;...:,e;..;:;,~:~;.: .;::.;:::.;-: ::;.:::;:,;::;, ::::;:;,,:;,,::-; .;:¡¡;,,¡¡¡;,,e: 
LK-LKJB/BJ ---------- ---------- ---~¡:;..::- c:c:-:;:-:-::;:::; e;,:;...;:;.::,;.;., :;./,:;.,·.::;..: ,;::.;:::-;..-: ::;.:-:;:,;::-;,, i7~:A:A:CT .;c:r;.,;.rAC 
LK/Dutton CG-CCMCGT GiAAr.CT--- :.;:cr::;..;: :::-.:::;:::,;-:, :;,:;..;..:;..~;v.. :;...;:-~.3::;.: ;,,::-;.:-::.;-: :;.;::;:,;::;.. :;-::;:;..:.;;:; 1i:::iA77'TA: 
ND-A/FitzS ·-·------- --------·- -·-------- ···-----·- ·-------·- ---·-----· ---·----·· ···------- ----·-·--- --·····-·
NO·C/fitzS ---·------ -·-·------ ---------- ··-·------ ---------· ---·-----· -----·---- ··-------· ----·---·- ··-·-·-··· 
NO/Dutton CGiCCAA:AC .;cmi::--- :.:..-:::.:..:;..¡e c:c-¡~:r.::;::; e::;.;..:.;:;;..~ ¡;...;::;::::j: ;..;:~:::.:..-: ::.:.:.;:;..::;.¡¡:.:;..::;..re; A:iiAiTiA= 
OC~A/Outto ----CAACAi ATAAACT-·· i'A:TiTATii CiC7C'..:c::.;¡:; cc:AAMG.;G :p.;,¡:;:·:c;,,: ;._;:;..::;.;.:: :::;..::;¡,;::;.. :c;;::;:A:7·: A777ATiTG: 
OC-PA/Outt ----CAACAT AiAAJ..CT--- :Ar:i7TAT:i e:::-:,::-:.:,:,; CCC;.;.;..A;;;.-:, :A.A:G::~;,,: ;,;.e;.:::;.;.·:: ::;..:~:A::;,, t:G:::;:;:.;r;c A':'TíAiiiGC 
OC-AT/Outt ----CAA.CAT AiAAAC:--- ¡,:.,crnr.•n c:c:cccG:G CCC;..;..AA;jh~ CM:ú:cc.:..: M.1.:A':iMCC C:Mi:J1'h-;':.; ::::;:~:.;-::-: AmAmGc 



~ 

cae]' Nor~an ec al., 1994. Pr 1:ter iCF.5 
cctLJ52S5 CAcr;..Gctt.iA TGhiCAGTAA iCi:G1'CGAT ¡h,;¡:;ü:;c: ¡:;;.:..;..::;..:-;.. .:...:...'i..;:::;..:¡ AA.Tiii'l'..Ai AA-r.::c:n -1,;~;;:;..:;..! GACTAT!kTA JOO 
CC/L35254 CACTA·jCf..iA TGATCAGii\A :G;:GTC~A: ";M:::G;..:': :¡;.,;.,;..:;.,¡.;.. ;.;;.;.t.:-A";j AA7777'JCAi M-AC'iG7";"; -rr.J7iA:Ar GA:TATiA7A 
CC·A/Bo.ien --·iAGCATA iGAiCAJ'!'M TG7TG7C:iAi :;...;7:7:~~::- ¡7,".}v\~,¡7;._.-_ ;,;,.;\·;¡ •• ;..;-; ;._;:::Ti.:kT ;.;.,.;,r:-::;777 -:-:.::,e:;..:;.; G:.CTA'!i;..:;. 
CC/Dutton CACiAJCATr. iGAiChJT;.;. iJ::G::~·,¡ :;v,¡¡:J-:.::.:: ::;;.;,:;,:.~ ;.;.;..;:7-A:: ,·..;,:¡::;.:,;:;,;.-,;::e::: -::..sr::A:;..¡ Ght:ATiATA 
CH-7/Encal CAAiAGCAiA 7GAC:;..:;:.;,; :;;:¡;...;:;..:;; ¡e;,;::::;:;:: e:;._;,;:.;:-;..,!_;,!._!_;::;..:::;;,;:::;.:,;: ;.;,-;..<;.:::: .¡;_;:;.;..e;,:: ~J..":A!TAA'; 

CM·l/Encal CAATAGCATA iGAC:A:;TM 7GiTM:;,-:;: :c,;-;::-.;c:: :::;.,;.;,:,!.".'-.; !;._;,:;..::;..:: ~;...;:¡:;..:,;: ¡..;,-r.-:;;::: --;J...;:;.;..:,;¡ G/.Jt7Ai7fV..fj 
C:-i·iACIAll CAA":AGCAiA 7GACCA:;:-;..'1 ::;-;;,;;,.:;.,~; :.:;.;¡;:..:;:;·~: :-;;..;._;:.A:-;, 1··.:.;,.\,;-;:;,:: ::;;,;:;:,;:;.: ;.,;...;..-:;.::: -:;.;.:AA:;.:: G;.;..":A':'!AAG 
Cl'!-JPNa/:;o --~:;..:;:;..:;.. 7GACc:..:;:;...; ::;;;;...;:;,:;: ;:;;..-;7;:;:;::. ·::;..;.;:;..:-- ,!_;,;:·._;-;;;.,-;: .:...:;.::::;:.;: ;...;-;.,;.::;.::: .7;._;7;...;c;..: GAA".'A77MG 
CM-liGER/?lc ---:nz;..:;.. 7G.;:c;..;:;..; ::;::¡\,;:;..::;: ::;;-;::·:;~·:: :.:;.;;.,:.,;:::.~ ;._;,;--::.;:: ;...;;..::::;:;..: .;;,-;.-::.::: -::...;:,:.,;,:;: :;;.;..:ñi!A..;G 
CM~SG9R/1;o ·--r;,-;:;..:,; iGA:c;.,:;:;..; :::;:-;;.,,;:;..::;: ;:;¡,;;;.:;::;:: :::...!~",':;..::;!, ~.:.,,·,-·::;,,:: :;¡._;::::;:;.:;..;-;..-:A::: -;;...;:;.;,:;..: GAA":Al.AAG 
CM-FPa/Nor ---:;.,:;:;.:;,;:;;,::A:;:;..;:~::;.;,:¡,:;;;.:;,;:::~:;.':::;..;..!.:;..:--;._;_;,;;¡:;;..:: ~¡._;;;:;.:;,: ¡.;..;...;;,::: -:;._;:-:;:;:;.;; GAA7A7:AAG 
O!-HA'ii/N:ir ---·-;-;..:.e;..:;.. :0;,:c;.:;:;.;, ::.::.;,;:;.:.: ::;;..:::;:;~·:: ::;..~.~.:;.:: .. ; ;..:\.;--::.;:: :;:.;.,::-~;,:;..: M·t..-:r.::: -:.:;;..::,:.:;: ":.M'!ñiif.)\G 
CM-..T\.'Aa/~;o ~--r;,:;:;.:,; :G;..:c;..;:;:;...; ::;::A.;:,;-;: ::;,;:::G:;:: ::;._;,:._::;-;~:. ;...;,!.--;:.;:: :;._;:::;..:;..: ;.;.-.;-:;.,::: -:.:._;:;.;.:;.:: :;;.;..;;,.¡r;,;.,:; 
C!o!·AT/D:i~: c;,,;7;.,:;:;;-;¡, ;:,,;;:;,;:;~;..;, :.:;::;"·,:;,;: :;;,;:::;~:. ::_·;¡.j._: .. :,7.-..-, :._: .• ;·-::;.;: ;.,;,_;::;.:;.,: ;_;:; .. ;;..::: -:!,;,:;._;:;.,; GAA7A7iAAG 
C~·FA/Di.:tt Ch'.:iA:.:,;7,; :ü;.:;:,;'.3:i..;, ::;-;-;;._;:·~~: ::;;,:¡-;:;~:: :;,· .. :...;,,;:·.! ;.;._; -::.;:: e!~\::~;::.;:;_; .. ;.;,;::: -:~;:;:..:,;: :,.;;..:.;7jA.;~ 

CA/D:.ittcn 
El·A/SaH 
EI-f/e~ss 

EI-Q/Bass 
EI-?.IEa~s 
EI/Ci.:ttor: 

e;..:;;;...~:;..¡;; -:G.;::.;::;:,;,; :e::;.;.:,;:;:::;.::::;~:: ::.:._;_;:;: .. ! .;,!_;::--!.:: ::;;..,;:::;,:;.,:- ;;_;-.;-:,;::: -:;.;:A.;:;.: ;:;;..;;,;::A.;:; 
----:AGc;..:;, ;e;,:.:;.,:;:;..~ :,;::,~:-:.;;: :;.;:-::~;.:: :.:...~.: .. ;·:.:.;. .. :._: .. :,--::;:: ::;~::::,;:.!.: ,;,;-.!.:::;::: ·.:...~.;::,;:;.: 3,;;:,;::r.iA 
---:,;:;:,;;,; ::;.;::::;::;:.;; :,;::::;::::;,·1: :;,,.;::::;:: -;.'._~;: ·:.·.;. ;.~.,----,-,:: .. :::::;..:.;: .:V.-1\.:::;::: .;..,;,;::;;:;,: ;;;..::;..:¡A";A 
---ii..'.;:.;:;.. :~.;::::;:;:1°1-' ¡,;::~:;.:;,;: :;,,.;:::~.!.:: ;;._: .. ;; ... :,:.; .!;..:,-.::;..:: ::;:;::::.;:,;: ,;,;-;.,::::;::: -;..!.;::;..:,;: ::;A::A77~r;; 

-·-,.·-· _, .. -.... ,. ... --------·- -··------- --···-·- . ····---·-· ··----· ··~ ... ------ ···--· .. ·- -·-·--·-· ••• 11'1.r.M,t\ , -'ti••"-' .r."\ '.•" J, • .,::'I, , ....... •••J., . • ".'~".". ·.• ..... ._ . .., .... , • °'• •. •.-,. "·"·"• t\,'\".''\., .¡ • •. ",.• •· ,,"•"• JI\. 11'1. ,/'1.1'1 ................ --·-----·'·•·--.---·--··------- -· ......... --·-- ·-·---·-·- .. ··----- ···--·-·· -·--·---· 
•"••"-''-'"" '""""""'"" ,r •• J•·-'°'• '""'··•'·"'·· .i".'".•._r-.··· ,._._., •• , .• ,,. •· '""·"• .'V\"r .•• .i ••• •r.".t'I··"•"• "'"'·'""'"" 

LO-K/Br1se CG":"7;,:;::_;,:1i ;e;;,;;_;,_:;,\:,:;,::.::-:~;;: :t"",:;:.: .. ,. •. _. •. ····--··-- ··----·-·- .. ·--·--- --·--···- ............ . "•"•"•°'•· ·• .. r·.•., .• r,t\. ,..,.,.,,,,.,,, •• • •• r'..,.."J";. "''''•"''"'" 
LOIOu:t.or. :c::;..:;c,;:,; ::;;,::;..:;:;_; :;,::::;:::;;,: :;..:,::-:;_,-:: :.:.;;:,:;.;.;. ;.;;.;.::_;:: ;..~::-:~;..:,;: ;._;.;.:::::::-::;,::,;,;.,.;::;;.;;,;¡:,;-:A 
LK-LKJS/ec CA'.:T.;:;:;,;;; ;::,,;-;:~;,:;:;...:, ::;:;:;;::;;.,; :;..,;;::::;;,:: ::;._: .. ;:.:.-;-- ;.;._:._;:::;.;,; ,!_;::::.;:;..: ;.;.-;..:;;..::: --:;..:.::;.;.;.: :;;.;.;;,.::,;iA 
LK/Dutto:i CAC":'AGCA";ñ iGA:c,;:;:.;;.. -;;;::::.:::;;..·; :;.;,:::::.!.":: ::;..;.;:;,:-- :..;,!_;:::;...:..: .:...;::::;..:,;: ,;;..-,;::-;..:::- -:;..;::;..;;..: :;;._;;,;:r.;:;i. 
!lD-A/f1tzS ·------·AA 7Gñi:,;::;;;...; -;:,;,;:;::::;,-,; :-;,,.;:-;;;...;:: ::;'"!_;:.;;.;, ;...;;._;::,;::,; ;;.;,:.~:;.,::;..:- :;..-:A;.;;::· -:;.,,;::;..:;.; G;..;:;..:;A:G 
llD-C/Fit::S --------;.;, :c,;r:G:;:-;..,¡ :G:;..::;:::c;;..¡ :;.;..-:::¡,,.;:: ·::;'\.!'J::;..;.;; ;...:..,;.;,::;..::;.. ; . ..;,!:,:;..::;.: :,;-:;..:;.,::: -:;.;..:-:;.:,;: ;:;.;;.:,;:-:;,::; 
NO/Dutton r:;,:;,-rs·:,;:;.. ::;;,¡ce;~;;...;:::.:;.;:;:::;; .. : :;...:,:::,;;..:: ::;..;..;:.:..:-- ;..:..;,;::.;::- ;..:..;.:,:;,::.;: e,;--;,:;.::: -:;...!.::ii:r.: ~:;,:¡;..:~ 
OC·AIDutto c;,c¡;..:::AiA 7A:.::A:;:;...~, :.;::;..::::;:: :;v,:-;:::;;..:: :;..;;.;..:1·,;;...; iA--7i-;..:: ;.;.::;.:;..:,;-; ;.,;..:;,:;..::;..::; -;:;.;..:;.;.:;..¡~::;,¡c.;¡,; 

OC·PA/Outt CAC':A'JCATA ¡;.,¡::-;,;:;:;.,;:..:.;:¡;,:e:;:: ;;...;::::::.:.:: :-;...;;.;.:;,:;,;.. :;;-.-;-;.;..:: ;..;.::;..:-:,;: ;._;-;;,:;..::;._; -:;...;¡;.,;..:;,: e,;:¡;;::;,:,; 
OC-AT/Dutt ChC:j,J:h':h iA:c:-;..:.:;..;.. ¡;,77;,,:c:.:: -:;¡..;,:::·::.;..:: ;;._:._~_;:;,:;.;, :;..--::-.;:: ;._;::;..:.;~;..: .;;..:;..:;,::;,:; -:.;,;:;._;.:,;¡: -:,,;::A::J.:,; 



s·g~ aaat3at~~ 11~_2~)' iülud et dl., l~j4. P:1:-~r t.:ir::~i 
CC/\.ll(ll 0.-GGtr.~-;.. -:---AAGAAt~ AAr.iG;..1;..:;:., ~:;;..:;;;-;..;.;.;. :::w..::;..:: r.::C":cMr::t ;.::GMU.:tci; iC~c;..~1AA'! ~~::t..-r=1C t:f..~'::tr.Ct 'cu 
CC/L35254 CA·G~iA--A i--;.DCAAíG ;..;..;.::,;.,:;..•;.. G~;..c.;..:;..;.;.;.. 7,;.;.;..::;..r: ;..::c:c;.;..cc r.iGAA!f·.':":G -;;;..:;..;;-:;.;..: ;..~".!::;..me Ttr.~CAG': 
cc-AIBO'olen c;..-;..J¡;..--;.. •--AAiAA':G ;v.;:;:;;.,:;..::; e:;;.,:;.:;..;..;;.. ::;...~;:r::;..:¡ ;..::c:c~;.:c: r.1:.~:;..::c :::r.:A~t..;: r.c;:1;.,n1c :n.~nCAAc 
CC/Dutton CA-GGTA--A 7--AAiAAiG AAA7GAi.;:;, ~~;:,;¡;x;;. ::r..~...;::-::x:: A7TC7CAA':C ;..¡;;.;.";'A:'':':; TCACA~'!'AAi A".;,Ji7A7TIC rtAffiCAGC 
CFTJ::ni:al CA-Gñ~G--~ ii-AA;.;-;¡c ;.;..;,:.;;;.-_:;.r;.. ¡;-:,;.,:;;;;.,;.;.,.; ::;..:...;,::;..:: ;.,:;,:7:.::..;:: ;.:s;.;.:;;,7:;; ::.;:;..-;:;..;..; J..",.,Gi:.;:¡¡c CAAr.i-~G~ 
CM·l/Enea1 CA-GAC'.i--A ¡¡.;,,;,;.:..e;::; ¡._;x:v;..:;..:;. G:.;::i:f.J...Vi ::;.:,,;::-:;,:: ;.::.:..::::.;;..:: ;..:J.;.;¡,;::~ :;::,;:.;:;:.;..;: :~::;,:;::e CTN.A!-;wc 
ot-ifo.C/All CA-Gt\GG··A 71-:.:...:..AG:~ ¡...:v..:3;..:;..:;, ~:;..::;:;.;.;._; ::;..;.;1::;.,::: ;..:;..:::M::: t..:~;.;..::..:t:; :::;..:;..:.¡;.;..: ¡:j~::;..:-;--::: C:NJ..1-;..~:: 

CH-J~i.arno Cti.·G~;i.--G ::-;v..;;.,::;:::; ;w..:~.~:;..:;.. 7.~;..:;..:;.._;;,.; ::~;..:..:::..:: :..:;..:::r..:..:: ~::~~;.::r.::-:; ::r.-:;..~:r.;..: :~:;¡:;;.:-;:e::;.;.;.;.;..~.: 

oi-NGBRm~ c;.,-G¡.,sr-.--;.. -;;-w.;~:.; ;.;;..::;..:,;:;, 3~,\:; .. :;...!.;;, ::;;;..:::;.:: ;..::..:::;..;.~: ;..:::;..;:;..::~ ::;..:ss:;.;.-r :ss::;..:::: -;:;..;;.:-;.;..e 
O!·SG9?/:l>I c;,-g.J;.,--;:. :r-;.;;.;..:;:3 ;.;..;..:.:::..:;..:;.. ·:.~;:;,:;.._:..;.~ ::;._;;;::;..:: ;.,:;.·:::;..;:: ;;; ~.:...;:-;.::-:. ::;,:;..:;:;..;,: :-;-;::;..:::e ;r~;.;;t-Aúi:: 

O!·fPa/Sor CA·G.:.GA·-;; ;i-A;..;..;~;;:; A.;A";GA7M:.; :o:,;.-:: .. :;..;..~,;. -;-;;.;;..::;.:: ;.:-,\:::;;..:: ;.;:,;..;,-;;,::G ::;.:;.;-;;..;; ;:;~;;,;::::: !iMA":·AG:: 
0\-~.A'°'/~ot c.;,.-::;;._::;.;,.--;.. ::-;.;.;..;.-:.:J ;.;..;::,;.:;..:;, :J~.:..:.;:.:..;,:.,.:.. ::;.;._:..::;.:: .;:.~.:::.;;..:: ;..:~.;.:..:;.::: ::::..:.;:.:.:...;: ::;:.::;..:::::; 7':AA';':-~:i': 
~-J'~t..al?'o c.:..-c;.:;;..--;.. ::-;..;w.'3:::; ;...;.;::;;..:.:,:; ~:~:,;;..::¡._:..~.; ::;.;..;::;.:: ;..:;..:::;~;:: ;..::¡.;..:;,::j ::;,::.;:;:;..;::::.~::;,::¡e ::r-..:.:;j-;.-:;c 
et-11.il'C'Jtt c:..-Gñ.G"";·-r.. :7-;.._:.._;;,.:;¡~ ¡._;.;:::;;:;..:;., ·,~:<;..:;,_;_;;,. ::;.;....:.::;.:: ;..:::::~~.:: ;.,:::;;....;:;.,::s ::.:..:;..-;::;.,.;.: :~)::;..:::e c:;.;...;¡-ti.::;c. 
CM-?il.l~'Jt': c;..-G;.::;;.,--;., -::-M.~.Aj::. ;.;.;..::,;.::;..:~. ~.~;:; .. :;..;.;;.. ::;.; .• ;~::.::: ;.,:;.:::;..;:: ;.::;.:,;..:;.,::J ::;..:;..:.:;.;,.: ::;-;::;..:::e Ci'.í-M"!-t..Gt 
C~ltluttO;\ c;..-;;p,SA--j., ::-;...;.~;,::;::; ;.._!:,:~;.,:;;:,:.. """.,.:~ __ :..:;....;;.;, ::;.~··-~~:;..:: ;.,:.:..::·:;.,.;:: r..::.\~::;..::j 7:!.:t..J:;._;: ::,::;::;.::-;-:: 7-:'AA7r-AAC 
El-MS3s~ 

E!-f/E~ss 

El·Q!Bass 
EI-Rlaass 
E!ID~:to~ 

e,;-;::;:;..--;.:--;._;~;..;::;;.; .. ;::;~:; .. :;.--;~; .. :;...;:;..::;.;,-:,:;..~::;..::,::;...!_:..:;..::.;.~\:;..::::;::;..:;.~:;.;..: :,::;J::;..:::::: 7:fl.J:-:::ti.'.;:: 
::;-;::;;:;..--;.. :--;..;:.;..;::; ;..;....;::;:;,:; :,~.:..:;...;:;., ::.:.:..::;:;. . .;:: ;..::::::;..~x: ;..:~.~;.::;.,::~ :~;.:~.~:;....:..: ~;~::;::::: ::~~::i:~:;c 

c;..-c--:,:.;--;., :--~..:..~.:...;:.: ; .. ~~;::;::;:;.-:-;., ~:..::.,:;.;:;., ::;...:.::~.:..:: ;..::::·;.._;.;: ;.,::.!..::..:.;::: ::.:.:!.j:;....;: ~~;::,;:::: 7¡;..~::c.:i~c 

cr.-c:;-:;.--;; -:--;,,-,;;..:..;:; ;;;;.:~·;1:;.,:;, ···;..:.:.; .• :._; :··:;.,.: ... ·,~ i'I:: .~:::-:;..;:: ;,::;._;:;1·:., ::.;:.:..-:,:;..!.: ;~~::;.:;:: r:.;-:,;:-Ji:;.:: 
CA·G.J:.:..--.; >-.:....:1:.;..;:j :..zi.:·.:-:.:..:.:;· .. :, .-:..·¡,~;.;\:;.. ::~.~~:;....:..:: ;..:::::;.;._~.: :..:~!_:.:;.,::; ::;..:;.~:;.;.:: ::~::.:..:::: :r;i.~:::,;:J: 

LO-l''./Bn~e .:...:i.-J.:..:c--;.. : --.;.;:;.J:,:; ;..:..:1:3;::,::. ·. ·,·. ·.-:..:.:..:._: .. :\ ::;x,~:;.:~: ;..:: --AA.;,:: ;: ~:..;:;..::- ::;,:;..:.:;...;: ~~::;.:::: ;:,;:.::e;..;: 
l.O/tl1>ttC:'I ~.ri-:;p,:;J--;.. :--;.;..:;.,;7; ;.:.;..:~;.,-;;,:;.. · ;,_,·,::..,· ... :.;, ::;..;>.; ... ,,.,:: ;..:::::::;:: ;..:::.;..-;;,:~- ::;..:~~:;.:...: ·-:;::;,:::: ::;..:;¡:::;.;.: 
LK-!.!OB/So ;.;...-:::;:;.--;. :--.~.;-r;,--:,::; ;._:...;:~ñ:;.."'.":., - :..·;..::._;;.,.; :-:;~.~ ·:;..:: .:,:::::;..;_: ~: _.;,;:;.,::~ :::..:.;3:,;.;: :;:;::;.,::::::A~::~;,~: 

Ll\/Di.;ttor; ;.. •• ¡:;:;:;.. •• ;.. :--.;,;:;,-;-;:; ;.;.~-.:~;..:¡,:;.. ~ .:..:.:,:;..;.;.; ::;..:..:..::;,:: ~.::.:: :;.,.:..~: .:..:;;..;:;..::~ ::,;:,;::;:.:...;: :~:;::;..:::: ;:;.,::;::e;,::;: 
~m-A/fl.t:S c;..-GJif..-·fi ;.,7.;,::;,;..;.,:~ ;..;.;,::;;.,:;.::1 :,,:.,:;..:;._:.;..; ::;.;..;:~;..:: ;..:;.:::;...;:: ;.,:j;.;::.:::; :.:;.,:,;~:.:...;: ::;:;::;.:::: ::;..::-;-:-¡;.,;;: 
tttl-C/f1ttS Ch-GG:;..--; ;:-;..:;..:,;..:~ ; .• ;,;:~;,:;,:;, ~~:.~;.:-;;._;.;.; ::;.;._;::~.:: ~.:;;:::;.;..:: ;:.4; ... :..:;.:::; ::;..:.;:;:;.,.;::~~::;.:::e 7í'A~CT7'..'X 
?~0/Duttcn CA-:Jj:;..--;.. ::-M<J::; ;.;;,:::,;..:;;:;; ~.~~:;..::;.;.;....; ::;.;...:..::;.,:-: ;.:;.,:::;.;.:.: ;..::;;v\:;..::'J ::.:..:.;:;:;...;: :~~::;..-::¡: ::r.:-::::rr..c: 

~ 

DC·A/Vlltto GA-G.~;,;--,; ,;7;,:;:;:-;.;::; ;.;.;,:;.;,:-;.;.,: ;._:;,;:;,:;..:.,:;. .~:.:...;.;::;.:: .:.:-:.:-;-:.:...;.;: ;..:::;:..,;:,;:-::; ::;..:,;:;-:;..:: ::::::.;:::;.. ::M:;":':"?-.':' 
oc-?;./oua G?i-Gr.:;,--;.. ;..:;.-;:;:;,,;.:-; ;..;...:..:; .. ;;:;.,;..: ;..:,;..:;..:;.;;:;.. -::.~.;...\::;,:: ;..::.,--::r..;;1: ,;::;~;.,:;.,::3 :::;,:;,.~:;,:: :::;;:;;..:::;.. TIAA::-:-:;,-; 
OC-AT/Outt c;,-Gr.iA--.:.. A:ñ'.;G";AA7G ;.;,,;..-;;.;;;;...;..: ¡.,_;; ·;,:;;..:;. ·~:;.,,:..;,::;.,:: ~ii~i::M.;: :.:s;..;:.;i::; -::::-.;:.;~:.:.:: :~~::;..::;;.. "77AA:¡;jJ.i-;' 



"' ... 

CC/LJ5255 TCATCACGAG AAATAAGCAA CCCiiGiTAG TAAGAiACAA CAiTACCAGi iTCAGGCCCA ·iTAAG-TCA TAiCGiACAi AA-CiGATCi AiTCTGGCCi 500 
CC/LJ5254 TCATCACGAG AAAiAAGCAA TCCT7G!iA~ iAAGATACAA TA':'iA::;;.:¡7 ¡;c;;,:;;cc,; -iiMG-TCA TGiCGTACAi AA-C:GAiCT Ai.C7GGCCT 
CC-A/Bc10en TCATCACGAG AAATAAGCAA CCCiiGiT.:.G TAAGAiA:AG CAiiñCCJ.Gi iiCAGG:CCA -:TAAG-7CA ':'ATCG:A:Ai AA-CTG/,.TC7 AtrcrGGCCT 
CC/Outton TCATCACGAG AAAiAAGCAA CCCTiGj7AG ¡;,;.,:;;.,-;;.,:;..;., CA77J.:::r.G: 77::;,,:;:;:::cr. -7iAAG-7~A iAiCGTACAi AA-CiGATC7 AiiCi:iGCCT 
CM-7/E:ical TAtTCACGAG AAATAAGCAA CCCi"rGiiA3 iAAGAiACAA CA77ACCAG7 ::c;...;:;::cA TTCAA7-("7G :~:G:A:A7 AAT77':jATCT AiTCTGGCCi 
CM-1/E:ical iATTCACGAG AAATAAGCAA CC:TTGiiAG j;J..GA7ACAA c;.,:¡;.,:c:..:;: i7CAA:;:cc,; ::c:AGi-C:G :GG:GTA:Ai AAiT7GATCi AiiCTGGCCT 
CM-TAC/All TAiiCACGA~ ;.;.J;iAAGCAA C~CTiGiiM':. ¡;._;:;;1:A:M CAiiA1:c,;J: i:·:,t,;..:;::·:c,, ¡¡:;;..:;:-·:::; ::rGc:r:r.cr.: MiTi~AiCT AnC7tiGCCT 
CM·JPNa/No TAiTCACGA'.i AAt..";AA';CAA CCCTiGiiAG :AA'.iA:r.:.;A :,;::;..::,;:,; ::c;.z:::A ::e,;:;:-:::; :GG:·:;:,;:;..: ;.;.:¡;:;.:e; AiiC:GGCCT 
O!-N:GBJ:l/No TAiiCACGAG ;.;.;,.¡;...;:;:AA c.:c::G:::;:; ¡;.,.;-:,,;:;..:;._; :;..:¡;..::;..:,¡ :::;.;..~:::;.. :::,;:;:-::;.. ¡..;:;::;:;.,:;..: ;.,.;¡;¡:;;..:::: Ai:'CT~CT 
O!-SGER/llo TATiCACGA'.i ;.,;..;.,¡;,;,.G:;..; CCCi7'.i77A'.; 7¡.,;.,:;;,:;..;:.¡.;.. e;.;:;.::;.::;: :::,;;.:;:::A 77:.;.;:-:7:; ¡:;:;::;:;..:;,: ;.;..:e::;,;::;¡ llTTC:GGCCT 
O!-rPa/Nor 7AiiCA:GAG ;.;.;..:;.;,r:,:;.,;., 7CC:7G77AG :;.,;:;;,;,;:;.;. :;:..::;..::.;:,: :::,;:;:;:::;.. :::.;.;;-:¡:; :;;:;::;:;,:,;: ;.;.7¡7:;;..::7 A";iCTGGCC7 
Ol-HAR/Sor i.t.iTCAC:GAG ;.;;..¡;.;.Ge;,;.. c::77:;;¡,;:; :il..;G;..:,;:;..;, :,;:;;.::;.,:;: :::,;:;:;:::,; :;:;..:;:-;;;.. :,;:;:::;:;..:;.,: ;..;.::::;;.:CT A:iCTGGCCi 
CM-JVA~/!lo iAiiCACGAG /..AATMGCAA CC:i7G77A'.i :;.;..:;,;;;..:;...; :;..:-:,;:::,;:;¡:::,;:;:;:ce,;;;¡,;:;:-:-:;..;,;:;::;:;..:.;: ;..,;:::GA:CT A7:CTtÑCCT 
CM·AT/Dútt TATTCACGAG AAA7M"::::...; :::::::;:;;.:; :;.;..:;;.,¡;..:;..;, :;..::;..:e,;:;: :::;..;:;:,::;., :r:;,:;:-c:'.i ::;:;:e;;,:,;¡ ;.;..::7GA:Ci AiiC?WCCi 
CH-PA/D'Jtt TATTCACGAG ;..;.,;.,-;;,;.::;:;..; c::::;s;:-,;:; :;...:.:;;.,:;.:;.;.. c;.:;,;:,;:;.:;7 :::,;:;:;:.::;.. :::;.;:-::,; ¡;..:;::;:;..:;.,: ;..;:::~iCT A7TCTIÑCCT 
CA/Outton TAiiCACGAG ;..;.;,7¡._;::,c;.,;., c::::Gi7A'.i :;..;..:::,;:,;:,;;., :.:..::;..::.:..:;: :::;,:;::::::,; 777,;:;:-::A :.:..::::::;;,:;:..: AACC:GA::7 A77CiGGCCT 
EI·Al9ass tCATCA":GAG ;.;;.:;...;:;:;.;, ::.:-;:::,::,;:; :;.;.::;;,:,;:;..,; c;.,::r.::;.:;¡ :::.;::::,::e;.,-::.;.;:-¡¡,; :::,G:::::r.:A: ;.;.-::GA7':7 Ai";CTGGCCi 
EI-f/Sass TCAiCACGAG ;..;;,¡;._;:;:;.;, c:c7;:;7¡,;::: ;;._;:;;;:;.,:,;¡. :.:..::;..::;,~: :::.;::::;:::,; --::;.;.:-::;.. ¡~:;:::::,;:;.: .:..;-:¡::,,;:=:- r.:::r::GCCi 
F.t-0/Bu' TCA7CACGAG ,v..;.:AAGCM cr:c::::,;r;,-; ¡,·.;,-:.~.:,;:,;;.,e;,-;¡;-:,.,:;: 77-,-,:;-.::.::; .¡¡;.;.;--;¡;, :::::::::::;,;:,;: ;.,;.,-::::::.:..::: A7iCTGGCCT 
EHl/Bass TCAic;..:GA'.i ;.;,;.,7;.¡.,·:;:;.,;.. CCCTiG7T.;'.; 7;._;:;;..:,;:1v¡ c.:..r:;,:_·;ur ·;¡_;._.\:;:::.:..-::;.,;,:;-::;.:.:..re::::.;:,;: ;.;-c:G:..::i A:iCiGGCCi 
EI/Duttcn iCATCACGAG JV..ATMiCiiA :::-;::;::;..:; :;.;..~;..:;..:;.;. .:;.,::;..::;.,~: ::~~~:;:::;.. -:;;.;..:-::;..:~~::~:;..:;..:;:._;-:::;;.:e: .;r::7~CC: 

LO-IC/Brue 7CATCA:G.;: ;.,;.;..r;.;,:;c;.,;., :e::::;:¡,;.; e;.;..:;;,:;..:,;.;::.:..::;.::;..~::::.:..:;:;:::,;::;..;.;--::;.. e:;,;:~:;..:,;: ;.;-::G.:..;:: A77C:GGCC: 
LO/D'JttO:l iCAiC'A·:GAG AAA";r..;:;:;v, i'.:77,:;¡7;._; :;.;..:::;..:A:,•,_;:;..;;;.::.:...,: :::;.-;:,:::;, ;;:,_:._;--:-;-;, ::;,;:::,;;.,:.:.: ;.;.,.:;:;;..¡:::; Ai7C:GGC~ 
LK-LIC3B/9o rc;..:c;..:G;..J ;.,.;,;1;.,.:,:;:,;.; ce::::.::;...:. ,:;,_;~;.:;e~;. :,;::;.:: :,;_.:.:: ·~ ~=-:~;.. ::;.;.;- -::.:. :.:.:::.:,;:;..: ,;.;-.::-:..;:~: ;..::cr~:;::-: 

LK/C'J:ton iCA";CACGñ'.i ¡..;.;,;,;;.,:;:;..A e::;;:;;;;..,; u,_;::;;.:,;:·~;,;::;,;:;..::;.;: :::.!_:..-;:::;, ::;,;,.;--::;. :;.::~:;,:;.: ;_;-::-;;..:::;.:¡:::;:;e·:: 
ND·A/f1tzS iAAiCACGAG AAJ.,;;.;.,-:,.:;.;., :c:77Gi7lv\ :;.;,:;7;_;:3;, -:,;:¡;..::;.-:,; :::;._;:;-:::,; :::;...;--:::; ;:;:;::;;,;:;,: ;..;¡,_:.7:;;.;:¡ A'i:C:G-GCC7 
NO-C/f1tzS TAATCfl':GAS AA:..7AAGCAA cc:iiGiiM :.~;.,:;:,;.;·::;.; :;.::.:..::;..:;: :;:;.;,3:::,; ;¡¡;._;--:¡.:; :GG:G;r.:;.; ;..:...;;,::;..;:::: ATi:iGGCCT 
NO/Dutton TAATCACGAG AAATAAGCAA CCCTiGi7AA r;.;..:;,;:r.:':iA 7¡.,7¡;.:::;..:,: :::MGiCCA ¡¡¡;._;--:;:; :%.::;:;..:..;¡ ¡,,;.;.;.;;:;;,¡:¡ Aii:7:;GCC: 
OC-A/Outto TAATCACGAG IJ..ATAAG:AA CC'Ci7GT:AA ;.;..A'".,A7ACM :r.::;..:7,;:;: :-::,;:;.:;::e,; .7;;,_;;,-c;;. c.:;;.:.:;:r.:;..: AA-C!GA:T:' A:-7CTGGCCT 
oc-PA/Outt TAAiCACGAG AAATAA'.iCAA CCCiiG77AA ;.;.;..GAiACAA ;;,::;..:¡;,:;: ¡::,;:;:;:ccA -:¡;..;;,-e;;., CGA:G:A:A: ;..,;-c:GA.Tii A!TC:GGCCi 
OC·AT/Outt TAATCACGAG mTAAGCAA CCCiTG77AA ;,;,.;:;;..:;..e;.;, TAiiA:-;;.:;¡ ¡;:;..:;:;::::;. -¡¡;..;.;-::¡;., CGACGiACAT AA-C';':;.;¡-;¡ Aii'CiG.:i:CT 



CC/Ll5255 CTCGTTG-TT TTTTCAGGCA CATTAA'".J\TA A·TAAAGTTC ACTCG'!TCCT CTTTIJAA'..G CCTCTGGTTA ········-· AATGAGTTCT ATACATTAAA 100 
CC/Ll5254 CTGGTrGu'"Tl TTTTCAGGCA CATTAACGCA G-TAMG!TC iti!~trCC":' crnNV•Ja~ CCTCiGGiiG CAAGT----A AATGAG'iTCT ATA~T!W 
CC·A/Bowen CTGGiTG·iT TmCAGGCA CATTAAGGTA G·iAAA.Gi'iC AiiCGiTCCT CiT!;.J...AAGG CC'TC'iGG·-· ·-······-· ·-········ ·-········ 
CC/Outton CiCGi'iG-TT i1T1CAGGCA CAiTAAGGTA G-TA.MGiiC AT:CGnC:CT CT1'iAAA.?.GG cc:CT(.~A ---------- AAiQ..";t!Ci AiAc;m;.JJt 
CM-7/Encal CTGGTTA-GC TTTTCAGGCA CATACAAGiA G-:AACGi7C ATiCGrr::c Cl:iMAAGG CCiiiGGí.'G cw.:~~:TG MiGAGTTC'i AiACATTGM 
OH/Eneal CTGGTTA-GT rrt'iCA%C:A GA':'ñCAAGiA A·CGA':GiiC ;.,::cr:i¡:c::: CiiiAAA.;~ CC":''i.G~T7G -------·-- MTGAGTrC'i AiAC/.."!iW 
Ot-TAC/All CiGGiTA-GT iTTTCAGGCA CATA':MGTA A-CGACGiiC A7:crr::-cc c·:-::;.;.;.;,c:; CCii!GG;.G ---------- AAiGAGi1'C1 ATACAnw 
CH·JPNa/N.J CiGGTiG-n CTTiCAGXA c;,.:tt:AAA!A ü-:AA:G:7C h7iC~7i'C:i c:r.AAAA.GG cc:::cG":íG ---------- AA:GA::ijj':':' AiACAi!AAA 
~-NGSR/N:> Ci~T!G-jC T;'j7CA::i~CA CAiA':;.JJ.iA G-iM::G::: .;::::,7jC:'7 ':'777A.t.;..;.:;:, cc:-:::,:,:::, ---------- AAiSh';i":Ci AiAJ.TIW 
CM-SGSR/No CiGGTiG-T7 ccr¡c;,:;c;c,; c,;¡;,';A..:..A:A ;,-cG.;::;:7: ;..::c:,::::7 ::::-;..;;....;:;:; c::¡;:;s:-:-:; ---------- AA:G;,G::CT ATA~rrAGA 
01-fPa/Nor CiGGiiG-Ti' -n¡c.;:,:,-;:,\ Ci1ii1':.Mil':;., G-iM:;;-::: ;..r:-.:·;::c·:: ::::,i,;.JV1'.:7. CC:7iGGi7G ---------- M:GA:;r.Ci A7ACATiAGA 
OHl.A~/Nor CTGGi!G-iC nrrc;..:;ccA c,;¡;.:::AJ.,M;, ,;-¡;.;::::;;;·: ;,77c~:;:~: :::-::-,;;..,;;..:;:; 1:::-:;G,:;:::; ---------- ,;;¡;.:;;.7.:CT AiACAi!AAA 
CM-JVAa/No CiGGi"!G-TC ii':'7CAG:.:,; c.;:.;:¡..;.;;;;, G-:;;.::;::: ;..:::~:::::: ::::,;.!_;.;:;:; ::::::;::;¡::, ---------- ;.;.¡:;.;s:it: AiA~AiiAAA 
CM-AT/Outt CiGGriA-Gi i77iCAG:;c,; CAiACAA:;:;.. .;-:::;;..::;::: ;..:::G::c:: c:¡:,;r.:;;..:;:; :::::::;:;¡::; ---------- ;..;::;,;:;¡¡:r ;,rACATTAAA 
CM·PMOutt crc:,nG-iC TT7iCAGG:A c;..:;;:¡.;..:..:A A-:;,x::-:.::: ;..:::::.::::: ::::;..;.;...;:,:; :::::::::.::.:::; ---------- ;...;:~;..~cr A"':ft':.;..iTAAA 
CA/Outton CTGGiTG-iC il.iCiDGC;.. c;.,:;.:;J._;:;.. ;.,.e;.,;.:-:.::·: .;:::,:i:;c:: ::::,;.:.;...;::;:; c-::::c.::;::::; -·-------· AA:::;.;:;r::-: AiAO.!':AAA 
EI·AIBass CiGGiiG-7i ¡¡;¡c,;::;::;c,; c,;:;:;.;,;::G ~-:;.;.,;..:::;:::- r.:::,;7:::7 7777,;;..:;,;:::;:; e::~::;::;::,; ----------;._;:::;,;:::;¡:e; ,;;;.,c;.,¡jAAJt 
EI-f/B.us CTGGiiG-:: :i:::;,:,:;::;, ::;.::::;;.;..::-:. :;-:;.;,;,.:;::: ;..::::;.::-;-::- ::::;.;...;.;:,3 :::::::;G::;., ---------- ;...;::;;..:;:¡e; 1'.ir.CAiTAAA 
EI-Qfl!ass CTGGi7G-Ti 7iTrc,;:::;:::;::;.. CA:cc.;,;;;:; G-7.:...;.;::;:7: .;:;:;..::::: :¡:;;._;;._;~j Ci:;~~::.; ---------- .;;.;3.;GiT~ >i7~CAirAAA 

EHt/BaS5 C'!GG':'iG-ii iii7CAjG';'.;.. ".:.;::;.~\:;;.,:.; .:..-:,;.~_;·~::: .;::~'~::,::: ::::;.;.;...;·;~ .:::::~:;::.;----·-----,;.;:::;;..:;:-;e: ;.¡;.:;.:¡m 
tlJDutton CTGGiiG-ii 7TiiCAC~(,; cn:..:c.;;..::~ j-;;...;.;3::: .;:-::,;::::"'.' 7:::~..:.=v;.:.:::; ::::e:-:;::;::.; ---------- M::;;.:::;::c:- ,;:.;:AT:AAA 
LO-K/Brl!<;! CTGG"'l7G-:"7 "'lT7iChG:i::;.. ·::A¡:;,.;:;:,:;., A-:::;,;.;:;::-: ,;::::;::ce: :::-:;._;,;;.:::;:; c::;7.:;::;:::::; :A::;;,---;;.. .;.;7:::;;..~;¡c¡ AiA:ATiGAA 
to/Outton C'rGG'i"':G·G: :r.:::;..::;J::;.. :;..::M:.::;:;.. ;,-7:;;._;J:::: ;..::-::;::::: ::::::;.;.;.;..sj :::::~j7jJ :.;:c..:..·--::.. AA:G;..~:ici ATr.c.:..nGAA 
LK-LKJB/Bo C-:GGiiG·jj -;r;;c;,;..::;:;.. :;.,:;;..~_:..'j:;.. A-iGiJ.~::: ;.,::.~j::c: ~·::;;..t._;¡.:;:; ::::::;:.:::A ·-------·- ;..;..::;;.:;r:G A.":A:Ai!m 
LK/Outton CiGV1":G-iT ::irc;,..;::;,:c. :.;::;...;,;:.:.:.. J..·::i.v.:.::c ;,:;e~::::: ::::;,;_;x:,J :::::~::.; ---------- ;._;::;.;:;.-:-t: ;.,:;;:;..;:AAA 
ND-l\/fitzS CiGGiiG-iC ;:;:e,\:;:.;:,; :,;;;..:;._;:;:;.. ,;-:;_;:G;:: ,;::::;::-::-: :::;;,;.,.!Xj ::::-:,:;:;:-:::: -·-------- ,;.;::;;..:;:;e: ;.::c:A::;.;:.A 
ND-C/Fitzs C"l'GGi:c-:c ;-;-;;e;.-:;:;:.; c.;:,;:;..;:;:;.. .:..-:.:...;:e,.::: .:..:::::;::::: ::::;..;...;.:..:;·:, cc1:::::.:::.::G ---------- ;..,;::;;..:;:-rC'i ;..¡cc;..jo.;.¡.. 
ND/Dutton CTG'J77G·:c 7Ti'iCA:;:;:,; CAiA:;...;:;:,; A-:M::¡::c ;;::::;::¡:: ::::.;;,.;..;:;(; ::::::;:;;¡;; --------·- ;._;::;;.:;r:c: A:CCA:O..!Ji. 
OC-A/Dutto ctGGiT'V-':"i TiTiCA.;:-;:.:.. :.:..¡;..;:.;e:.:.. :-:~;.;.,3::: .:..:::~::::: ::::¡.;._;,:._:;-.., :'::::::;:;::- ·---·--·-- ;.;.:::;.;:;::e:- ;.,:~r!A!A 
OC-PAJOutt C1GGTTG-TT ':"TiiCAA:;:;.. ~;;¡;v;c.;:;;., ;-::;;...;:;::: ;..;:c::;:::c¡ e::;;.;.:,,;::;:; c::::c:G~7- ---------- ;..;::;.;-;¡:e-: Aif..CA7!AiA 
OC·AT/Outt CTGGTiG-rr r:r-:c;;.:;::i; c,;:;.;.:.;r:;,; ¡.;:;;...;::;:-:: ;..:::G::;:: ::::;.;.;.;.z :c;::GG"';j- --------·- ;.;.:;::;.;:;":":':: Ar;,cAiiA!A 

"' " 



3'!.!.!..n! cc.gtatscca illS' Mlard et aJ.. \Cf•H. Priee: HOCM.l 
J'ccgtatqcca tcauatl]u cat9cat95' Not::-.an et dl., l~H. Ptie.ec TCEl.6. 

tin de la secuencia )' > 660 
CC/l..))25-S iTT~TAACCi GGCATACGGi GGTT':'T;..trr GCA'!ATASTA GT~mí.! 'l'C'!CTTTGTG cont inUa 358 ba~es rr.h > 
CC/L35254 iiTATAACCT GGCATACGGi GGT!iTA':'tT GC:.;iG:GGiA G;'Ci'ti!TIT TCTCTI!GTG t:cnutní:a C04 buu J.!3 > 
CC•AIBo..,en -·-·-····· ........... ····-····· ···-······ ·········- ·--·--·--- -
CCIMton 1171'······ ·••••·•··· ·········· ••·····••• ·····•··•• •·••·••••• · 
C'.-1/tr.ca.L T';'7t<.·---·- ---······· ·········- ······--·· .......... ·····-···· • 
ry,.\/tn::AL -;;-;;., •••••• -·-······· ••••••••·• •••••••••• ••·••••••• •••••••••• • 
Ol-t;..::n\U :¡:;..~r.;..:c:-r G;c;.,:;.,:c;sr ;..í'7::r~.r:~: r.~;..¡p..r;..r;;~ ·.rrrrrr:r:: TC7C7G:G:i -
(°~·,1t!->a/No Ti7hTAA(C1' ------·-·· •••••••••••••••••••• ·--------- ---------- • 
OHl';B~IN~ 777;;7~'"'.':: ··-·-····· ••••••·•·• •••••••••• •·•••••••• •••••••••• • 
C~·SGB?.lt:::i 7-r:;.,::..r..:-n •••••••••• ·•••••·•·• ••••••·••• ··•••••••• ····-····· • 
IY.·fh/Not 111i\iM'::'!' --········ ··------·· •••••••••• •••••••••• •••••••••• • 
(Y.-F.r.íi/Not 7i";";.oAA:C: ---···--·- ••••. ----- ............................... . 
O"i·JVA.l/NC T7U.7~t.\C'i ............ ····-····- ··-··-·--- ····--···· ··•······· • 
tl';-,;Tftl\itt T:7;, ..•••• •••••••••• ·········- ·······-·· -···------ -··-····-- • 
'"!<!·?:..1rr..itt 1::; ....... -···-···-- -·--······ ·····••··· ·······--· ·········- -
c,;1rr.:tton 77¡,; .••••• --········ ····-····- ·------··· ·······--· -········· • 
tl-~/E1s! :-;--;;.,ii-.,;:;:c; •••••••••• •••••••••• •••••••••• ········•· ········•· • 
:.i·fl8ass 1:¡;.::·;...;:CT ····--·-·· ··--······ •••••••••• --···--··· ............ -
EI·0/8i!H Ti!A"."M~CT ·······-·· º•······· .......... ····--···• ····-----.- · 
i.l-~lllaH 'trtf.."i~::c-: ·····----- -·-···--·- ·--------- --------·· ·····--·-· -
tll!Jutton n::..------ ---------- ---------- ---------- ········-- ............. . 
L.O·!UBnse T':'7~:.;;.i::cr G·:;CA:-A.CG.:;T A.::iii:íA. ·7 ••••••••••• ····------ --·-··---- • 
t.OID:Jtto~. i'!tt..-····· · ·•····•·• •········ · ·········- ····•••·•• •••••••••• • 
LlH.Y)BIBc 11ii\7~Cr. G:;':~:":GG: f.~-;·::~.~7· •·•••·•••• •••••••••• ·········- • 
LKf Out ter. i"í-;":,. - ---- ·····----· • • ·-- -- •• • --· -······ • - •••••••• •••••••••• • 
NtH1/f1t?S iT7/,¡;...;:;;:-. ·······-·· ••••·••••• ·······-·· •••·•••••• •••••••••• • 
ND-C/f1tzS ¡¡¡:..r.:...;rr::- ······---- •••••••••• ·········- ..................... . 
NO/Out ton rr:;. •••••• -·-·---·-- •••••·•••• -······--- ···------· ·······--- • 
OC-11./0utto ¡¡¡;., ...••• ·····-···· --········ ········-· ·••••••••• ·······-·· • 
DC·i'Altlvtt iT't1·o ·•••• ·-·-······ ••·••••••· ·········- -·-······- ·········- -
t'C·Ai/Outt 'íii?.·----- ·······-·· ··-······· -········· ····-····· •••••••••• • 

"' <> 
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Com!"'sición nucleolidica ~ sitios 1·ariables de los diferentes haploti¡ios de la región de control de las especies de tonugas 
marinas(tomado de :\btcu Gmboisel u/., \q<}6). 

pcs1crnn: 

haplo\\po 
CCIL35255 
CC/LJ525; 
CC-A!Bowen 
CC-B/Bowen 
CC-C/Bowen 
CC/ Outtor. 

Caretta care/la 

i111m212 mmm1 11mm» »»5'ífü %G 
smimoó 5oceo11i11 nmm12 ll4GG11111 133 
1~02~qo~4: t.:114~~r.21 ~1:1s12eet~ :.~2e3íH234 5;1 
CGTCTGT·ñT TTG:GA::;~.:G GCACGCA-AT ñTCTT·--·· -AA 
7A •• CAC .. C .- ... G .. TA .T.TATGG~C G.T..GCAAG TGG 
---- ... 1'.1. --P.Cil •• iG.;; K.G ..... G. G.'!-- ...... --
---- ... AT. --AC .. ! .. A ........ G. G.T-- •••••• --
----.AX. --AC .. TG.ñ h ... A...G. GCT·- .... . 
TA.T ....... -AC .. T .. A ........ G. G.! ........ •• 

Dermcochelys coriacta 

posición: 

haplot\po 
OC· A/Out ten 
DC-B/Dutton 
DC-C/Dutton 
DC-'O/\)uttor: 
DC-E/Outton 
OC·F/Outton 
OC·G/Out ton 
OC·H/Outton 
OC·PAIOutton 
OC·AT/Outton 

J 12 22333 
1456 88136 
5001 02694 
/\GGA GCTTA 
..... ! ... 
.. AG ;.. .•• G 
... G A ... G 
... G .... G 
... G A .. CG 
... G A.C.G 
.... A ... G 
CA.- A ... G 



::! 

C/1elonia mydas 

p
051

c!On: llllll 11111122 mamu wmm2 mi1JJJJ JJJJJlHHI rnw1111111111111111m111111 
emoooooo Hll8902 2341115!66 m1niaee m01m6 m11m166 6nsmoa 12211m1 1111111111 '' 

h•plctipo 1161ltl619 10192112 S89C411!2l \;13467)11 6111011l9 211ll!l!lll BD2ll41!Cl 216134!01 1231161690 69 
Cll-1 /[ncol ·TAA··G>CA AG>GCGAA •G·M"GM TTA·'7A7AC AAAGA'.CAC cA;C!ICr.A'.A CGGA~AGCT :cGGCATCA cCTTTGWTG GA 
CM·l/Encal ............... A.G .. .T ... T ...... G ....... ; .... A.G ... ··········A· 
CM·21Encal ·········· ..... A.G ... ..G. ..r .... T. ..G .. .T. .A.G ... ··········A. 
CM·l/Er.cal ·········· ... 7A.G ··•···· ····· .. r .... : ....... G ....... T ....•. o ... ----·----- A. 
CM-4/Encal .............. TA.G ....... ..: .... 1 .... TG .... r .... A.G ... ----·-···· •• 
CM·l/!ncal . . . . . . . .. . . . . .. .. . . . . . . . . . ........................... •••••••••• •• 
CM-6/Encal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . .. . . . . . .. . . . . . . ....•... •••••••••• A. 
CM-8/Encal . . . . .. . . . . .. G . . . . . . . . .. . . . . . . .. ...... •••••••••• A. 
CM-9/Encal .. • . . . .. . . . ...... G . . . . . . . . . . . . . ....... T. . ......•. •••••••••• A. 
CM·IO/Enca . . .. . . . . .. G . . . . . .. .. •...•..... T....... . ... ·. . ..... •••••••••• A. 
CM·ll/LílCO .. . .. . . . ... G ....... A.. . . . . .. . . . . . . .. . . ..•...... •. ··········A. 
c.'!·12/Enca ...... . .. G .. . .. T ........ . ............. ··········A. 
C"·ll/Er.ca .. ..A.G .A.. .. ...... r. . .. G ...... r .... A.G ... ----------A. 
CM-14/Erca ..... ' ... A.G .A.... ·····. .r.. AG ··" ... A.G ... ··········A. 
ClHl/Enca .. ..iñ.G .c... .r .... :. . .. G.. .: .... A.G ... ··········A. 
o!-16/Enca .. ..A.G .A.. . ••. ; .;. · .. G .... .: .... A.G ... ··········A. 
CM·Jl/Enc,, .... ..H J,. .7 ...... G .A.. .7 ... A.G ... ··········A. 
CM·lB/Enca .......... . .. G.. .7.. .. r... G. .: ...... G ... ··········A. 
CM·CAC/All G.. ...... ..A.G. ..:. .r ..... G.. .r ....•. G .•• ··········A. 
CM·CGC/All G........ .A.G. ..G. .. .. : .... :. . .. G ...... 7 .•.. A.G ... ··········A. 
CM·TAC/W G ............. TA.G. ..: .... 7 ...... G. ..T •... A.G •.. ··········A. 
CM·TmMl G ............ TA.G. ..: .... : ...... :G ........ ! .... A.G ... ··········A. 
CM·JPNa/No .••• .. •••• ·······G .TA ... G ..... : ... AGT .. T .. :r .... G.G : ... e.cm ..•. r •. i. ··········A. 
CM·JfNb/J'o •••• .. •••• ·······G .. G.··T .. ce. ..: .. GA.7 ..... rrG ... GT' :AA.CCGT .... A.r.c .. ---------- AG 
CM·NGBR/tlo .••• .• •••• ·······G .. G.··TA .... G ... G. T .. A.T .. 7 7GTT.A.G.TG TAA ... GT ..•• A.T .• T. ··········A. 
CM·SGBRINo .••• .. •••• ·······G .. G.··T. ..G. : .. ; ... A.7. 1 .. r:. : .... CGTTC CTAA.G.1. •••••••••• AG - -------"= .G.-< .. G .. G. c .. 7 ... A.7 .. i .Gi';' ....... i ..... G:T~ ."rAA.G.T. --········ AG 

.c ...• ··"'·'· •..• ~.... ~.,..,.,. TAA.G.: . ............. AG 

CM-fPb/Nor .••• .. ··········-o... ·' .. r .. A.T..T T.;T.. . '·····º"' .TAA.G.r. ---------- •• 
CM·fPa/llO: .••• .. •••• ·······G" .: .... c .... e; G;.A.r. 1 .. rr..;.G .. r ..... GTT· ··'·'···· ---------- "° 
CM·H/IW/Jlor .••• •. •••• ·······G .. G.--r .... : ...... G: GG.A.i ... ,;;G ... G., ¡;,,;.ccGr .... AAT .. T- ---------- '· 
CM·GOC/Not .--· .. •••• ·······G .. G.--: ... ce... .r .... :.. .!TG .. GTG ;;,,;.CCG1 .. •. A.T.C7. ··········A. 
CM·LAW:Ot .••• .. •••• ·······G .. G.··•··· ce... ,; .u ... G>TG .. GTG rAA.CCGT ...... :.cr. ··········A. 
L'l·NoC/J'or .••• .. •••• ·······G .. G.··T ... e:... .: .... : ... c:rG ... G>G TAAG:CGT. ...•. r.cr. ··········A. 
CM-JVAal'lO .···, •••• ·······G .. G.··T .. ce.. ..: .A.7 ..... 1'.G .. GTG ;;,,;.c:>l ....•. :.cr. ·····-----A. 
CM·JVAb/NO •••• .. •••• ·······G . G.··T. .. c.. ..r .. A.T ..... r:G .. G7G :~~.CCGT .... A.7.CT. ··········A. 
CM·SoK/Not .·•• .. •••• ·······G .. G.--1. .. ce.. ..A.r ..... Tro .. GTG rM.CCG7 .... A.T.CT. ··········A. 
CM·AT/Mt ! ......... G.G •. A.G. A.·· ...... G·. ..rr. .r ....... G. ..: ... A.G .. G ··········A. 
ClHA/Oott G···GTCCAG .TTA!ACG G.G.··1 ... c.. '" ... A.T ..... r.G ... '1G r;..;.ccsr ........... ··········A. 



... 
"' 

posición: 

haplotipo 
El-A/Bass 
EI-B/Bass 
EI-C/Bass 
EI-0/Bass 
EI-E/Bass 
El-F/Bass 
EI-G/Bass 
El-H/Bass 
EI-1/Bass 
EI-J/Bass 
EI-K/Bass 
EI-L/Bass 
El-M/Bass 
EI-N/Bass 
EI-0/Bass 
El-P/Bass 
El-Q/Bass 

l:'rrtt1wrf1r(11 im/iric'llln 

2222222222 222222222222 2i11iim1 JJ4444444 444smm mm 
1111222223 3444556668€8 9012344445 682556666 7772222334 444555 
3467023675 €02345126245 8266945679 911454689 0234578012 57Bl7B 
ACAGGACCTC ACAA--GGTAAC AAGGTAGTAA CGiAGATTT AGGTGATGGT ACT!GA 
•. G .................... G ........ T.C ......... C .......... A. 
.. GA ................... G ........ ;-.c ......... C ••••.••••• A. 
•• G ............... - ............. T ........... C .......... A. 
..... G ................................................. .. 
.. G ............... c .... G ........ r.c ......... c .......... A. 

,.;.. ...... . 
.. ;.. ....... ········· .•..•.• T •• 

T.G ............... C .... G ........ T.C ......... C .......... A. 
.. G ............... C ............. T.C ......... C ..... . 
•• G ••••••••••••••• C ••••••••••••••• c ......... c ..... . 
•• G ............... C ............. i.C ......... CA ......... A. 
.. G ............... C ............... C .... .. 
.. G ............... C .... G ........ T.C ......... CA ......... A. 

••••••••••••••••••• G ••••••••• 
.. G ............... C.G. T .c ......... C .......... A. 
• • G •••••••.••••••• C ••• !.C ......... C .......... A . 

El-alpha/Bass ....................................... c. 
El-beta /Bass .................. C ............. T.C ......... G .......... A. 
El-gamrna/Bass .. G ............... C ............. T.C •• G ...... C .......... A. 

El/Dutton 

EJ-R/Bass 
E!-5/Bass 
EI-T/Bass 
El-U/Bass 

.. G .......... G .... C ... ! ......... T.CG ........ C .......... A. 

.T .. AGTTCT GTT.ATAA.TGT ... AA.ACCC .AC.A.G.C .AT.AGAAAC G!CCA. 

.T .. AGTTCT GTT.ATAA.TGT ... AA.ACCC .AC.A.G.C .AT.AGMAC G!CCAG 

. T .. AGTTCT GTT .ATAA .• GT ..• AATACCC .AC.A.G.C .AT .AGAAAC GTCCAG 
• T .. AGTTCT GTT.ATAA. TGT ••• AA.ACCC .AC.A.G.C .AT.A •• AAC GTCCAG 

Nota 
·losguioncssignifican"gaps" 
·los puntos significan bms idtnucas 
-\asposicioncssclccn\crt1calmcntc 
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