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Resumen de la tesis que presenta Elizabeth Brassea Pérez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Andlisis metagenomico de la dieta de la foca de puerto (Phoca vitulina richardii, gray 1864) en México

Resumen aprobado por:

Dra. Gisela Heckel Dziendzielewski Dra. Yolanda Schramm Urrutia
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

La secuenciacién masiva es una herramienta muy util en el analisis de la dieta de un depredador, ya que
hace posible identificar aquellos taxa que presentan baja o nula detectabilidad por métodos escatolégicos
tradicionales. En México, la dieta de la foca de puerto (Phoca vitulina richardii) ha sido estudiada con base
en restos duros desconociéndose la importancia que algunos invertebrados o peces cartilaginosos tienen
como presa, ya que no dejan restos identificables en las heces. Por lo anterior, el objetivo del presente
estudio es caracterizar los habitos alimentarios de la foca de puerto en México a través de metagendmica,
asi como comparar nuestros resultados con los obtenidos por medio del analisis de restos duros sobre las
mismas muestras. Las muestras fueron colectadas en las islas Todos Santos Sur, San Jerénimo, Natividad
y San Roque, durante la temporada de muda 2014. La construccién de las librerias se realizé mediante la
técnica de dos pasos de PCR, amplificando las regiones 18S ARNr usando oligos para eucariotas y 16S
ADNmt con oligos especificos para cordados y cefalépodos, junto a los indices y adaptadores apropiados
para la secuenciacion. Se utilizaron oligos bloqueadores para evitar sobre amplificar el ADN del
depredador. Las librerias fueron secuenciadas en un equipo MiSeq (lllumina) generando 848,411 lecturas.
El control de calidad y asignacién taxondmica de las secuencias se realizd in silico por medio de
herramientas bioinformaticas. El gen 16S del ADNmt resulté ser el mas informativo en términos de
resolucidn taxondmica. En el presente estudio, se identificaron 49 presas de las cuales 14 correspondieron
a invertebrados, mixinos y elasmobranquios. Al comparar el andlisis molecular con los restos sélidos se
obtuvieron 16 presas en comun entre ambos métodos. Las presas de mayor importancia en los 4 sitios
fueron el lenguado (Citharichthys xanthostigma) y el pez lagarto lucio (Synodus lucioceps). El poder de las
herramientas de secuenciacion masiva amplia el espectro tréfico conocido para la foca de puerto en
Meéxico. El andlisis de los metagenomas es una aproximacién novedosa para el estudio de la ecologia
alimentaria de especies clave en un ecosistema altamente productivo y cambiante, como la Corriente de
California.

Palabras clave: Phoca vitulina richardii, habitos alimentarios, metagendmica, secuenciacion masiva,
México
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Abstract of the thesis presented by Elizabeth Brassea Pérez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Marine Ecology

Metagenomic analysis of the diet of harbor seal (Phoca vitulina richardii, gray 1864) in Mexico

Abstract approved by:

Dra. Gisela Heckel Dziendzielewski Dra. Yolanda Schramm Urrutia
Thesis codirector Thesis codirector

Massive sequencing is a very useful tool for the analysis of predator diets, because it makes possible to
identify those taxa that have low or no detectability by traditional scatological methods. In Mexico the
diet of the harbor seal (Phoca vitulina richardii) has been studied based on hard remains, so the importance
of invertebrates or cartilaginous fish as a prey is unknown, as they do not leave identifiable remains in
feces. Therefore, the aim of this study is characterize the food habits of the harbor seal in Mexico through
metagenomics, and compare our results with those obtained by analysis of hard remains on the same
samples. The samples were collected on Todos Santos Sur, San Jerédnimo, Natividad, and San Roque
islands, during the moulting season in 2014. Libraries were constructed following the two-step PCR
technique; first amplifying the 18S rRNA region using eukaryote specific primers and 16S mtDNA region
using primer specific for chordates and cephalopods with the appropriate indexes and adapters for
sequencing. Blocking primers were used to avoid the amplification of predator DNA. The libraries were
sequenced on a MiSeq (lllumina) instrument, generating 848,411 reads. The quality control and taxonomic
assignment of the sequences was performed in silico through bioinformatic tools. The 16S mtDNA gene
was the most informative in terms of taxonomic resolution. In the present study, 49 preys were identified,
14 of which were invertebrates, hagfish and elasmobranchs. By comparing the molecular analysis of solid
residues with next generation sequencing 16 prey were common to both methods. The most important
prey items of harbor seal in the 4 sites of study were Longfin sanddab (Citharichthys xanthostigma) and
California lizardfish (Synodus lucioceps). The power of next generation DNA sequencing extends the
trophic spectrum known for the harbor seal in Mexico. Metagenomics is a new approach for the study of
the feeding ecology of key species in a highly productive and changing ecosystem, such as the California
Current.

Keywords: Phoca vitulina richardii, food habits, metagenomic, next generation sequencing, Mexico
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1. Introduccion

El estudio de la dieta de un organismo de alto nivel tréfico brinda informacién sobre su papel en
la estructura y estabilidad de un ecosistema (Bowen, 1997). El flujo de energia en una comunidad puede
inferirse a través de las interacciones alimentarias entre los organismos que lo habitan (De Ruiter et al.,
2005). La importancia del estudio de las relaciones tréficas se debe a que la distribucidn, abundancia y
comportamiento de las especies se ven influenciadas por sus interacciones interespecificas (MacArthur,
1995). Como depredador de alto nivel tréfico (Mearns et al., 1981), la foca de puerto (Phoca vitulina
richardii) juega un papel importante en la ecologia del ecosistema en que habita. Por otra parte, al ser
residente de sus colonias (Bigg, 1969; Thompson, 1993), esta subespecie puede considerarse un indicador

local de la presencia de sus presas.

El presente estudio se integra al esfuerzo de conservacién de la foca de puerto (Phoca vitulina
richardii) en México. La determinacién de los habitos alimentarios de una especie forma parte de la
informacidn biolégica base para la conservacién de la misma. Ademas, nos brinda informacién acerca de
la susceptibilidad de un organismo ante un disturbio (Angermeier, 1995; Shultz et al., 2005), su papel en
un ecosistema (MacArthur, 1995), su posicién tréfica (Mearns et al.,, 1981), sus interacciones
(competencia) al explotar un recurso (Bowen, 1997) y puede resultar ser una medida indirecta de la
presencia en el tiempo y el espacio de las especies de interés comercial de las cuales se alimenta (Scheffer
y Sperry, 1931). Al ser un depredador tope con altos requerimientos energéticos (Bonner, 1979; Olesiuk,
1993; Oxman, 1995) la determinacion de la dieta de la foca de puerto es clave en la evaluacion del impacto

que esta subespecie ejerce en un habitat determinado.

En México, la estrategia alimentaria de la foca de puerto es considerada especialista (Durazo-
Rodriguez, 2015), y se alimenta principalmente de peces 6seos y cefalépodos (Elorriaga-Verplancken et
al.,, 2013; Alaman-de-Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015). Estos autores utilizaron métodos
escatoldgicos tradicionales basados en la identificaciéon de estructuras duras en heces para conocer su

dieta.

Existen diferentes métodos utilizados en la determinacién de la dieta de pinnipedos. Algunos de
estos métodos emplean técnicas directas como el analisis de contenidos estomacales; en otros estudios
se aplican técnicas indirectas como los analisis moleculares y de restos de presas en heces (Bowen e

Iverson, 2013). El andlisis de remanentes sélidos en heces para la identificacion de presas de focidos y



otaridos subestima la abundancia de las presas consumidas ya que no todas las estructuras duras son
recuperadas luego de la digestion del alimento; de igual forma se subestima la abundancia de presas con
estructuras fragiles y presas de cuerpo blando (Bowen, 2000). Los resultados obtenidos a partir de esta
técnica se encuentran limitados a especies presa que cuentan con estructuras duras de longitud mayor a
0.5 mm (Dellinger y Trillmich, 1998), por lo que la ingesta de algunos invertebrados y peces cartilaginosos
no se puede registrar. Por lo anterior, es importante integrar técnicas moleculares al estudio de la dieta
de la foca de puerto, que permitan complementar el conocimiento sobre el espectro alimentario de esta

especie en toda su distribucién, y en nuestro pais en particular.

Una aproximacion mas amplia en la identificacidn de la dieta de mamiferos marinos se obtiene a
través del analisis del ADN de las presas contenido en las heces del depredador (Bowen e Iverson, 2013).
El surgimiento de técnicas de secuenciacién de ADN de siguiente generacién ha permitido el desarrollo de
la secuenciacion masiva de alta eficiencia y rendimiento. La metagendmica constituye una disciplina
novedosa que utiliza dichas herramientas para analizar el material genético correspondiente a distintos
taxa de forma conjunta (Xu, 2006). Esta disciplina consiste en la aplicacion de tecnologias gendmicas, como
la secuenciacién masiva y herramientas bioinformaticas destinadas a la determinacién de los miembros

de una comunidad a través del ADN obtenido directamente del ambiente de estudio (Thomas et al., 2012).

La temporada de muda de P. v. richardii ofrece una oportunidad en la colecta de muestras de
heces de esta especie, ya que es la temporada del afio en que hay una mayor cantidad de individuos en
tierra (Tapia-Harris, 2015). De esta forma es posible obtener un mayor nimero de muestras fecales para

el estudio de su dieta (Boily, 1995; Daniel et al., 2003).

El objetivo del presente estudio fue determinar los habitos alimentarios de la subespecie P. v.
richardii durante la temporada de muda a lo largo de su distribucién en México por medio de
metagendmica, y compararlo con los resultados del método tradicional de identificacion de restos duros
en las mismas muestras. Esta innovacion en el estudio de la dieta de la foca de puerto en México permitira
dar a conocer por vez primera aquellas especies presa que hasta ahora no era posible identificar por medio

del analisis de restos duros en heces.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Caracteristicas de la foca de puerto (Phoca vitulina richardii, Gray 1864)

Gray (1864) clasifica a la foca de puerto dentro de la Clase Mammalia, Orden Carnivora, Suborden
Pinnipedia y Familia Phocidae. Algunos caracteres que distinguen a esta familia de los otdridos (lobos
marinos) son: ausencia de pabellén auditivo externo, cuerpo alargado, locomocién en tierra por
ondulaciones del cuerpo e incapacidad de plegar las aletas posteriores por debajo del cuerpo (Berta et al.,

2015).

La especie Phoca vitulina exhibe una variacion en el color del pelaje y un patrén de manchas,
marcas y anillos. La coloracién es de tonos amarillos, marrones (temporada de muda) y grises, con
presencia de manchas claras u oscuras distribuidas uniformemente sobre el dorso del cuerpo y en menor
medida hacia el vientre (King, 1983; Jefferson et al., 1993; Daniel et al., 2003; Tapia-Harris, 2015). Este

patrén de coloracion no difiere entre machos y hembras (King, 1983).

La foca de puerto no muestra un dimorfismo sexual marcado, a diferencia de otras especies de
pinnipedos (Elton, 1927); sin embargo, los machos presentan mayores tallas y peso que las hembras
(Burns, 2002) (Figura 1). Los machos adultos alcanzan tallas de 1.9 m con un peso que oscila entre los 70-
170 kg, mientras que las hembras adultas llegan a medir 1.7 m y pesar de 60 a 130 kg. Las crias al nacer

presentan tallas entre los 70-100 cm y pesan aproximadamente de 8 a 12 kg (Burns, 2002).



Figura 1. Individuo de foca de puerto (Phoca vitulina richardii) en Isla Todos Santos Sur, Ensenada, Baja California,
México (Foto de E. Brassea).

1.1.2 Distribucion, abundancia y habitat de P. v. richardii

En general, los pinnipedos tienden a habitar zonas de alta productividad debido a la abundancia
de presas (Lipps y Mitchell, 1976). El sistema de la corriente de California constituye uno de los ecosistemas
mas productivos en el mundo con una alta diversidad de especies y una gran importancia comercial por
las pesquerias que sostiene. Lo anterior es debido a la influencia de los eventos de surgencias que ocurren

en esta area (Gruber et al., 2012).

La foca de puerto (Phoca vitulina, Linnaeus 1758) es el pinnipedo de mayor distribucion en el
mundo, encontrandose en las costas y complejos insulares del océano Pacifico y del océano Atlantico del
hemisferio norte. Existen tres subespecies: P. v. richardii (Gray, 1864), P. v. mellonae y P. v. vitulina

(Linnaeus, 1758) (Committee on Taxonomy, 2016).

P. v. richardii se distribuye desde la costa oriental del océano Pacifico, a partir de Hokkaido, Japdn

(44° N), hasta la costa occidental del mismo, desde las Islas Aleutianas, Golfo de Alaska (57° N), hasta la



Isla Asuncion, México (27° N), como su distribucion mas surefia (Perrin et al., 2002; Lubinsky et al., en
prensa). Sin embargo, se han reportado avistamientos aislados dentro del Golfo de California en Los
Islotes, Baja California Sur, México (King, 1983; Gallo-Reynoso y Aurioles-Gamboa, 1984). A pesar de contar
con una amplia distribucién hacia el noreste del océano Pacifico, en México su distribucién se considera

marginal debido a su reducida ocupacién dentro del territorio nacional (Torres, 1995).

La mayor parte de los esfuerzos de investigacidon realizados en México sobre esta subespecie se
han enfocado a la determinacién de su distribucidn y estado poblacional (Anthony, 1925; Bartholomew y
Hubbs 1952; Brownell et al. 1974; Gallo-Reynoso y Aurioles-Gamboa, 1984; Serrano-Padilla, 1989; Padilla-
Villavicencio, 1990; Loya-Salinas et al., 1992; Torres et al., 1995; Maravilla-Chavez y Lowry, 1996; Lubinsky

et al., en prensa).

Las colonias reproductivas de esta subespecie se encuentran distribuidas desde las Islas Coronado,
Tijuana, Baja California, hasta Bahia Asuncion, Mulegé, Baja California Sur (Lubinsky et al., en prensa).
Como parte de las colonias reproductivas se destacan 9 islas o complejos insulares: Islas Coronado, Islas
Todos Santos, Isla San Martin, Isla San Jerénimo, Isla Cedros, Islas San Benito, Isla Natividad, Isla San Roque

e Isla Asuncidn (Padilla-Villavicencio, 1990; Lubinsky et al., en prensa).

La abundancia total de la subespecie se ha estimado en 330,619 individuos (DFO, 2010; Allen y
Angliss, 2013; Carreta et al., 2014; Kobayashi et al., 2014; Lubinsky et al., en prensa). En México, se
encuentra solamente el 1.46% de esta poblacidn, es decir, alrededor de 4,862 individuos (Lubinsky et al.,

en prensa).

La foca de puerto habita en aguas frias y templadas dentro de sitios con resguardo del oleaje,
principalmente durante la temporada reproductiva (Montgomery et al., 2007; Lubinsky et al., en prensa).
En México, esta subespecie muestra preferencias sobre dreas con sustratos rocosos; sin embargo, esta
condicién puede variar a lo largo de su distribuciéon (Stewart y Yochem 1994; Lubinsky et al., en prensa).
Arias del Razo y colaboradores (2016) encontraron que la foca de puerto en México cuenta con distinta
preferencia de habitat durante invierno y verano. Esta subespecie puede encontrarse dentro de sitios de
facil acceso u éptimos para la alimentacion durante la temporada de crianza y temporada no reproductiva,

respectivamente.

La foca de puerto presenta filopatria, es decir, tiene una tendencia a la permanencia en su lugar

de nacimiento (Harkonen y Harding, 2001). Se ha reportado en otras especies de pinnipedos que esta



tendencia se encuentra relacionada con la fidelidad al sitio de alimentacién, principalmente durante la
temporada reproductiva y la lactancia (Robson et al., 2004; Hoffman et al., 2006). Aunado a lo anterior, la
foca de puerto tiene un radio de dispersion de 30-50 km en aguas contiguas a su colonia (Thompson, 1993;
Harkonen y Harding, 2001); sin embargo, existen casos aislados de individuos que se han alejado hasta
550 km de su colonia (Brown y Mate, 1983). Este Ultimo patrén de movimiento es comunmente observado

en individuos juveniles (Lowry et al., 2001).

1.1.3 Temporadas de reproducciéon y muda

La foca de puerto presenta un ciclo reproductivo anual donde la temporada de nacimientos da
inicio durante el invierno (febrero), aunque esta temporalidad varia regionalmente a lo largo de su
distribucidn (Bigg, 1969; Bigg, 1981; Temte et al., 1991). En México los nacimientos de P. v. richardii tienen
lugar durante el periodo de enero a abril, mientras que la copula ocurre a partir del mes de febrero (Padilla-

Villavicencio, 1990; Loya-Salinas et al., 1992; Fernandez-Martin et al., 2016).

La muda, al igual que la reproduccidn, es un evento biolégico recurrente de gran precisidn para
esta especie (Temte, 1991). Este evento tiene por objetivo generar una nueva capa de piel y pelo por
pérdida y subsecuente sustitucién de la capa de pelo anterior (Stewart, 2002). El periodo de inicio y
término de este evento varia de acuerdo a la localizacidn geografica de las poblaciones. En general tiene
lugar durante la temporada de primavera a otofio (National Audubon Society, 2005). Fernandez-Martin y
colaboradores (2016) estimaron, con base en observaciones en el afio 2012, que en el estero de Punta
Banda (Baja California, México) la temporada de muda inicid a finales de abril (25 de abril) y culminé a
mediados de julio (13 de julio), ocurriendo la maxima proporcién de individuos en muda a mediados de
junio (10 de junio). Tapia-Harris (2015) reportd que para la isla Todos Santos Sur, en 2014 la etapa de muda
ocurrié del 18 de abril al 10 de julio; mientras que en la isla San Roque el inicio de la muda tuvo lugar el 25

de febrero, culminando el 25 de junio.

Se ha observado que durante la temporada de muda el nimero de focas en tierra de las distintas
categorias de edad y sexo es mayor que durante otras temporadas (Stewart y Yochem, 1994; Bonnes et
al., 2006; Fernandez-Martin et al., 2016). Lo anterior responde a una necesidad fisioldgica (Boily, 1995) y

contribuye a una mayor probabilidad de colectar heces para el estudio de sus habitos alimentarios.



El estudio de la dieta durante la muda es clave en el conocimiento de la ecofisiologia de los
organismos. Williams et al. (2007) encontraron que en otaridos la demanda energética, asi como un
aumento en la tasa metabdlica, muestran un maximo durante la temporada de muda. Por lo tanto, esta
temporada tiene fuertes implicaciones sobre los requerimientos energéticos y la dieta de estos

organismos.

1.1.4 Habitos alimentarios de la foca de puerto

La actividad alimentaria de los depredadores tope en los ecosistemas, brinda una perspectiva

Ill

sobre el control “arriba-abajo” de estos consumidores hacia las poblaciones de sus presas (Estes et al.,
2001; Ripple y Beschta, 2004). Zavala-Gonzalez (2000) reportd que los miembros del Suborden Pinnipedia
son considerados consumidores terciarios, alimentandose principalmente de especies de invertebrados y

peces (Kenyon, 1959; Rice, 1968).

Durazo-Rodriguez (2015) encontré que la P. v. richardii en México cuenta con un nivel tréfico de
4.7, el cual situa a esta subespecie como un depredador terciario. La posicion tréfica de la foca de puerto
fue calculada por medio del indice de nivel tréfico descrito por Christensen y Pauly (1992); el intervalo de
este indice es de 1 a 5, donde 1 equivale a la posicidon que ocupan los productores primarios en la red

tréficay 5 corresponde a los depredadores tope.

De igual forma, se conoce que los pinnipedos juegan un papel importante en la estructuracién de
la comunidad de sus especies presa (Power y Gregoire, 1978), asi como en la modificacidn de los habitats

bentdnicos (Oliver et al., 1985).

Existen diversos trabajos realizados sobre la dieta de la subespecie P. v. richardii a lo largo de su
distribucidn en el Pacifico nororiental (Scheffer y Sperry, 1931; Brown y Mate, 1983; Torok, 1994; Brown
et al., 2002; Herreman et al., 2009). La dieta de la foca de puerto es predominantemente bentdnica,
alimentandose tanto de invertebrados, como de peces, incluyendo especies peldgicas de forma ocasional

(Harvey, 1988).



Los esfuerzos de investigacion sobre los habitos alimentarios de esta especie realizados en
localidades de Canada y Estados Unidos se encuentran sesgados hacia el estudio de especies presa de
interés comercial (Familia Salmonidae) (Stanley y Shaffer, 1995) y generalmente son realizados en escalas
espacio-temporales limitadas. Scheffer y Sperry (1931) encontraron especies de invertebrados dentro de
la dieta de la P. v. richardii analizando el contenido estomacal de 100 individuos varados. Los autores
comentan que si bien los invertebrados forman parte de la dieta de la foca de puerto, su ingesta es minima
y posiblemente de caracter incidental. En México se ha encontrado que dentro de la dieta de la P. v.
richardii las especies de cefalépodos son de importancia al igual que los peces oséos (Alaman-de-Regules,

2014; Durazo-Rodriguez, 2015).

El analisis de la dieta de la foca de puerto en México se encuentra limitado a pocos estudios, los
cuales representan las colonias localizadas en el Estero Punta Banda, Islas Todos Santos, Isla San Jerénimo
e Isla Natividad en Baja California; asi como Isla San Roque en Baja California Sur (Elorriaga-Verplancken

et al., 2013; Alaman-de-Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015).

Elorriaga-Verplancken y colaboradores (2013) reportaron que la foca de puerto en Isla Natividad,
B. C. S., es un depredador generalista, de nivel tréfico 4.9, y se alimenta principalmente de peces dseos y
especies bénticas-demersales. Alaman-de-Regules (2014) encontrd que la estrategia alimentaria de este
pinnipedo en el Estero Punta Banda e Isla Todos Santos Sur, B. C. es especialista temporal, de nivel tréfico
4.61, siendo un depredador principalmente ictiéfago de presas bentdnicas. Finalmente, Durazo-Rodriguez
(2015) identifico las presas de P. v. richardii a lo largo de su distribucién en México. La autora reconoce a
dicha especie como un depredador especialista, de nivel tréfico 4.7, y consumidor de peces éseos y
cefalépodos bentdnicos en las islas Todos Santos Sur, San Jerénimo, Natividad y San Roque. Este ultimo
trabajo constituye la base del presente estudio donde se analizaron las mismas muestras bajo distinta

metodologia.

El estudio de la dieta de la foca de puerto en México puede contribuir a la clarificacién sobre el
papel que desempefia esta especie en las costas mexicanas. De igual forma permitira enriquecer el acervo

de informacion bioldgica basica de esta especie en el pais.

Algunas de las especies presa reportadas dentro de la dieta de la subespecie P. v. richardii se

presentan en el Anexo 1.



Se ha reportado que los habitos alimentarios de la foca de puerto cambian a través de las distintas
temporadas inherentes a su historia de vida; asi como a lo largo de su distribucidon (Tollit et al., 1998; Perrin
et al., 2002; Grigg et al., 2009). Estas diferencias tienen lugar debido a la influencia de factores bidticos y
abidticos que afectan la disponibilidad (Grigg et al., 2009) y selectividad de sus especies presa (Harvey,

1988).

En los trabajos realizados en México, se ha encontrado que hay diferencias espaciales en cuanto a
las presas preferidas de la foca de puerto (Alamdan-de-Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015). Arafeh-
Dalmau (2014) encontré que existen diferencias latitudinales significativas en la macrofauna bentdnica de
sitios protegidos correspondientes a las islas Todos Santos, San Martin y San Jerénimo. Debido a este
gradiente latitudinal en términos de la comunidad de especies bentdnicas, la dieta de la foca de puerto en

México puede ser diferente entre colonias.

La foca de puerto es considerada una especie oportunista en términos de sus habitos alimentarios
(Harkonen, 1987; Harvey, 1988). Una pequefia proporcion de sus presas tiende a dominar la dieta; sin
embargo, su alimentacidn fluctia con base en la abundancia de las especies presa en el ambiente

circundante (Brown y Mate, 1983; Tollit et al., 1998).

1.1.5 Métodos implementados en la identificacidn de la dieta en pinnipedos

La diversidad de la dieta de pinnipedos es sensible al método utilizado para determinarla, ya que
cada uno de estos conlleva un sesgo relacionado a la deteccién de cierto tipo de presas (Arim y Naya,

2003).

Durante finales del siglo XIX e inicios del siglo XX fueron publicados estudios minuciosos sobre la
dieta de pinnipedos, con énfasis en focidos y otdridos. La mayor parte de estos estudios identifican sélo
parte de la dieta y no el espectro alimentario del depredador, es decir, no contemplan la totalidad de
especies presa que los pinnipedos consumen. Estas investigaciones cominmente se realizaban por medio
del estudio del contenido estomacal de individuos muertos o sacrificados (Dyche, 1899; Scheffer y Sperry,

1931).
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La comision de pesca en Estados Unidos (United States Fish Commission, 1901) reporta que fue
necesario sacrificar 18 individuos de lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus, Schreber 1776) y 24
individuos de lobo marino de California (Zalophus californianus, Lesson 1828) para el estudio de sus
contenidos estomacales durante la identificacion de la dieta de estas especies. Scheffer y Sperry (1931)
trabajaron en conjunto con cazadores de P. v. richardii, logrando colectar 100 estémagos para la

identificacion de la dieta de la foca de puerto en Washington, Estados Unidos.

En la actualidad, existen diversos métodos para determinar la dieta de un organismo. Bowen e
Iverson (2013) llevaron a cabo una recopilacidon sobre los métodos comiunmente utilizados para la
determinacién de la dieta en mamiferos marinos. Dentro de estos métodos se destaca, por la frecuencia
de su uso, el andlisis de restos no digeridos en heces, por ser de caracter no invasivo y util en términos de

resolucion taxondmica.

Elorriaga-Verplancken y colaboradores (2013) identificaron el 93.61% de las estructuras duras
recuperadas a partir de 11 muestras fecales; estas estructuras correspondieron a 11 presas de la foca de
puerto en Isla Natividad, B. C. S., México. Alaman-de-Regules (2014) reportd 21 presas de la foca en el
Estero Punta Banda e Isla Todos Santos Sur, Ensenada, B. C., identificadas a través del analisis de 1,299
restos sélidos contenidos en 233 heces (el autor reconoce la identidad taxondmica del ~99% de las
estructuras recuperadas). Con el mismo método, Durazo-Rodriguez (2015) identificd 44 especies presa de
este pinnipedo durante la temporada de muda y premuda en México. La autora recuperd 10,954
estructuras duras (n=249 muestras de heces), las cuales fueron identificadas en el 98.18% de los casos.
Durazo-Rodriguez (2015) menciona haber encontrado remanentes de crustaceos; sin embargo, no fue

posible su identificacion.

Cottrell et al. (1996) pusieron a prueba la efectividad de este método en términos de la
recuperacion de estructuras duras utilizadas en la identificacién de la dieta de la foca de puerto, mostrando
gue cuenta con una eficiencia de hasta el 54% de recuperacién de otolitos de peces teledsteos. Los autores
encontraron que existen diferencias significativas en la recuperacion de otolitos entre las especies de
peces que fueron parte de la dieta en cautiverio. Como ya se menciond, dentro de la dieta de la foca de
puerto existen presas de cuerpo blando, las cuales no pueden ser detectadas a través de este método
(Scheffer y Sperry 1931). A la par, se ha encontrado que la diversidad de la dieta identificada en heces es
menor a la determinada por contenido estomacal, debido a la degradacién de las estructuras de las presas

durante la digestion (Scheffer y Sperry, 1931; Arim y Naya, 2003; Sheffield y Grebmeier, 2009; Rivera,
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2011). Estos resultados muestran que bajo este método, la identificacion de la dieta se encuentra limitada
a presas que presentan estructuras duras con variacion interespecifica, y a la proporcién en que sus restos

son recuperados.

Dentro de estudios mas recientes, Bowen e Iverson (2013) llevaron a cabo una recopilacién sobre
los métodos comunmente utilizados para la determinacion de la dieta en mamiferos marinos. Los autores
encontraron que la implementacién de técnicas moleculares (por ej. ADN de presas en muestras fecales)
genera resultados con mayor exactitud en términos de resolucién taxondmica de las especies presa que

componen la dieta de un organismo.

Deagle et al. (2009) encontraron que existe una diferencia significativa entre las proporciones e
identidad de especies presa identificadas a través de métodos convencionales, y métodos de
secuenciacidon masiva metagendmicos para el lobo fino de Australia (Arctocephalus pusillus pusillus,
Schreber 1775). Los autores concluyen que la aplicacion de métodos de secuenciacion masiva basados en
la estrategia metagendmica expandird el alcance de muchos estudios ecoldgicos-moleculares, en

particular, estudios relacionados con interacciones tréficas.

La metagendmica es frecuentemente aplicada cuando se tienen muestras heterogéneas de ciertas
comunidades de interés que se desean identificar (Wooley et al., 2010). Esta estrategia emplea métodos
de secuenciacidon masiva y bioinformatica que permiten obtener la identidad taxondmica de fragmentos
de ADN correspondientes a la dieta de un depredador (Deagle et al., 2009). Esta herramienta ha sido
utilizada en Phoca vitulina para la identificacion de familias de herpesvirus en organismos sujetos a
rehabilitacion (Bodewes et al., 2015). Muy recientemente Deagle y colaboradores (2013) estudiaron la
dieta de P. v. richardii en cautiverio y encontraron que es posible identificar el ADN de presas en heces
utilizando herramientas de secuenciacién masiva (por medio de tecnologia lon Torrent PGMTM). Los
autores también reportan que las proporciones de las secuencias obtenidas son diferentes a la proporcion
de las presas ingeridas (en términos de masa), por lo tanto, a través de esta metodologia no es posible

cuantificar el alimento consumido.
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1.2 Justificacion

La conservacién de ecosistemas marinos requiere de estudios interdisciplinarios que permitan
resolver problemas bioldgicos especificos. Gracias a la sensibilidad de sus poblaciones, los pinnipedos
pueden ser utilizados como bioindicadores de cambios en el ambiente o degradacidn de un habitat (Trites,
1997; Moore, 2008). Estos disturbios pueden ser estudiados a través del monitoreo de los habitos
alimentarios, comportamiento y abundancia de las poblaciones de pinnipedos (Bengston y Laws, 1985;

Trillmich y Ono, 1991).

Identificar el espectro alimentario de la foca de puerto es importante, ya que consume presas de
interés comercial (Durazo-Rodriguez, 2015), compite con la pesca regional (Scheffer y Sperry, 1931), posee
un alto nivel tréfico (Mearns et al., 1981; Pablo, 2009; Elorriaga-Verplancken et al., 2013; Alaman-de-
Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015) y muestra sensibilidad a los cambios en el entorno que habita

(Trillmich et al., 1991; Trites, 1997).

La alimentacion de la foca de puerto en México hasta ahora ha sido caracterizada a partir de la
identificacion de restos duros. Este tipo de analisis podria estar subestimando elementos de la dieta que
pudiesen ser de importancia para la foca de puerto (Dehn et al., 2007). Aunado a lo anterior, la informacion
sobre la dieta de esta subespecie en México es muy reciente (se conoce a partir de 2013) en contraste con
otros paises. El analisis de la composicidn de la dieta de P. v. richardii por métodos metagendmicos permite
identificar un mayor numero de especies presa, en comparacion con los analisis de contenidos
estomacales y restos duros en heces. Esta herramienta molecular constituye un método de cardcter no
invasivo y novedoso en el estudio de los habitos alimentarios de la foca de puerto en nuestro pais. Por lo
anterior, el presente estudio permitird aumentar el conocimiento sobre las especies presa que consume

la subespecie P. v. richardii en México.

Debido a que las focas de puerto permanecen todo el afio en sus colonias reproductivas, son
excelentes indicadoras de la abundancia regional de sus especies presa (Harkénen y Harding, 2001). Por
lo tanto, P. v. richardii es clave en el disefo de estrategias de gestidn ambiental a escala regional. Aunado
alo anterior, la foca de puerto es considerada prioridad para la conservacién en México (SEMARNAT, 2000)

y se encuentra sujeta a proteccidn especial (NOM-059-SEMARNAT-2010).
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1.3 Hipoétesis

S&== Por medio de la metagendmica se detectan mas presas en la dieta de la foca de puerto que por

medio de la identificacién de restos sdélidos en heces.

S&=s= Existen diferencias en las especies de presas consumidas por la foca de puerto en las distintas

colonias muestreadas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

S&=s= Caracterizar la dieta de la foca de puerto en México por medio de aproximaciones

metagendmicas durante la temporada de muda

1.4.2 Objetivos Particulares

S& = |dentificar las especies presa de la P. v. richardii mediante metagendmica de amplicones.

S&s= Comparar los datos obtenidos por metagendmica con resultados previos de las mismas

muestras analizadas por medio de la identificacidon de estructuras duras en heces.

S&= Comparar la dieta entre las colonias de focas en las islas Todos Santos Sur, San Jerénimo,

Natividad y San Roque.
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2. Metodologia

2.1 Area de estudio

El drea de estudio comprende cuatro de las principales colonias reproductivas de la foca de puerto

en México: Isla Todos Santos Sur, Isla San Jerénimo, Isla Natividad e Isla San Roque (Figura 2).
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Figura 2. Sitios de colecta de heces de la foca de puerto en México (temporada de muda 2014).

La Isla Todos Santos Sur se localiza frente a las costas de la ciudad de Ensenada, Baja California, a
18 km del continente (Samaniego et al., 2007). Se localiza entre los 31°48'7" Ny 116°47'29" W. Se reconoce
por su importancia como area de reproduccién y ruta migratoria de mamiferos marinos (Arriaga-Cabrera

et al., 1998). Las aguas aledafas a esta isla presentan una alta productividad primaria (Olivos-Ortiz et al.,
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2012) y un relieve submarino heterogéneo (Lankford, 1997). La Isla Todos Santos cuenta con playas donde

predomina el sustrato rocoso y canto rodado (Arias del Razo et al., 2016; Lubinsky et al., en prensa).

La Isla San Jerénimo se localiza frente a las costas de la Bahia El Rosario, Municipio de Ensenada,
Baja California (29°47'29" N, 115°47'32" W). Su distancia mas préxima a la costa es de 9.7 km (Samaniego
et al., 2007) y se reconoce como un darea de alta productividad primaria y secundaria, con surgencias
permanentes de alta intensidad, marea semidiurna y profundidad de 0 a 200 m (CONABIO-CONANP-TNC-
PRONATURA, 2007). Su costa esta compuesta por playas rocosas, playas de arenay canto rodado (Lubinsky

et al., en prensa), y tiene una plataforma continental somera (Arias del Razo et al., 2016).

La Isla Natividad se localiza frente a las costas de Punta Eugenia, Municipio de Mulegé, Baja
California Sur, a 9.3 km del continente (Samaniego et al. 2007) (27° 52' 43.9674"N, 115° 11' 22.3434"W).
Esta isla presenta combinaciones de sustrato de playas con arenay grava, o bien, de roca y cantos rodados
(Arias del Razo et al., 2016; Lubinsky et al., en prensa). Forma parte de la Reserva de la Biosfera El Vizcaino,
y se encuentra en una zona con profundidades que van de los 0 a los 200 m con surgencias permanentes
de alta intensidad (CONABIO-CONANP-TNC-PRONATURA, 2007). Otro aspecto de importancia es que este

sitio llegd a presentar los bancos mas ricos de abulén y langosta de Norteamérica (INE, 2000).

La Isla San Roque se localiza frente a la Bahia de Asuncidn, Municipio de Mulegé, Baja California
Sur, a 1.9 km de la costa (Samaniego et al., 2007) (27° 8' 50.5314" N, 114° 22' 36.516" W). Se considera de
importancia, ya que forma parte de la Reserva de la Biosfera El Vizcaino y cuenta con una zona nucleo de
440 ha. Conforma el habitat de reproduccién y desarrollo de fauna marina (INE, 2000; Samaniego et al.,

2007).

2.2 Muestras fecales de Phoca vitulina richardii

La colecta de muestras se realizé durante la temporada de muda del afio 2014. Se eligié esta
temporada por ser aquélla en que la mayor cantidad de individuos permanece mas tiempo en tierra debido
a sus necesidades térmicas (Feltz et al., 1966), lo cual aumenta la probabilidad de colectar muestras
fecales. Se obtuvieron un total de 80 muestras, 20 por colonia, las cuales fueron colectadas en fresco (2200

mg). Las fechas de colecta se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Islas y fechas en que se realizaron las colectas de muestras de heces de P. v. richardii.

Localidad Fecha No. de muestras
31-mayo-2014 3
Islas Todos Santos
02-junio-2014 17
Isla San Jerénimo 31-mayo-2014 20
Isla Natividad 02-junio-2014 20
07-abril-2014 18
Isla San Roque
09-abril-2014 2

Las muestras fueron almacenadas en tubos Eppendorf y preservadas en RNAlater’
(aproximadamente 1 ml) para evitar la degradacion del ADN contenido en éstas. Posteriormente las
muestras fueron homogenizadas manualmente con el fin de redistribuir el ADN contenido en las heces de
forma mas equitativa (Deagle et al., 2005; Deagle et al., 2009; Thomas, 2015). Las muestras fueron
transportadas al laboratorio para su almacenamiento dentro de un ultracongelador a -76°C. El tiempo en
que fueron preservadas las muestras vario entre islas desde unas cuantas horas (Natividad y San Jerénimo)

a dias posteriores al momento de la colecta (Todos Santos Sur y San Roque).

2.3 Analisis molecular

Las muestras fueron centrifugadas a 20,000 x g por 3 minutos con el fin de precipitar la matriz fecal
en un pellet y decantar el RNAlater” sobrenadante. Se determiné el peso himedo del pellet de cada
muestra y se procedio a la extraccion del ADN total contenido en las heces colectadas para cada sitio de

estudio.

Debido a las diferencias en términos de tiempos de preservacién y degradacion del material génico

de las muestras, se llevaron a cabo dos protocolos de extraccién.
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2.3.1 Método de extraccion de ADN por kit

Se utilizé el kit de extraccién QlAamp DNA Stool Mini Kit de QIAGEN (Maryland, E.U.A.) (Anexo 2)
para las muestras cuya preservaciéon fue inmediata a su colecta. Para ello se siguié el protocolo del
fabricante para el aislamiento y deteccidon del ADN de patdgenos en heces. La temperatura y tiempo de
incubacién de las muestras fueron estandarizadas a 50°C por 5 y 10 minutos durante la primera y segunda
incubacién respectivamente. Los productos de extraccion fueron confirmados a través de una
electroforesis en gel de agarosa (1.5%), por 60 minutos a 60 V. La cuantificacién del ADN extraido se llevd
a cabo de forma visual utilizando como referencia las concentraciones de ADN reportadas por Abadia-
Cardoso (2006). Con base en la concentracion de ADN (ng/ul) obtenido se realizdé una alicuota de cada
muestra a una concentracidén aproximada de 20 ng/ul para su posterior amplificacién via reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

2.3.2 Método de extraccion de ADN por sales (“Salting-out”)

Se llevd a cabo a través de una modificaciéon al protocolo descrito por Aljanabi y Martinez (1997)
(Anexo 3), aplicandose sobre aquellas muestras cuyo tiempo de preservacion fue tardio (2-7 dias) y
pudiesen presentar mayor degradacion en términos del contenido de ADN. La incubacién de las muestras
se realizd a una temperatura de 50°C durante 30 minutos. Al igual que en el protocolo anterior, los
productos de extraccion fueron confirmados a través de una electroforesis en gel de agarosa (1.5%), por
60 minutos a 60 V. La cuantificacion del ADN extraido se llevd a cabo de forma visual utilizando como
referencia las concentraciones de ADN reportadas por Abadia-Cardoso (2006). Ya que se trata de un
método que no elimina del todo compuestos orgdnicos e idnicos, este protocolo requiere de un
tratamiento posterior a la extraccion. Por lo anterior, se empled el kit de purificacion de PCR QlAquick de
QIAGEN (Maryland, E.U.A.). Se tomaron alicuotas de cada muestra a una concentracién aproximada de 20

ng/ul para su posterior amplificacién por medio de PCR.
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2.3.3 Seleccidn de productos de extraccion

Antes de proceder a la formacion de las librerias de ADN se evalud la viabilidad de las muestras,
en términos de su contenido de ADN de presas, mediante la amplificacién de los productos de extraccion
obtenidos. Para ello se utilizd el par de primers Cyb-6 (Citocromo b) (Enriquez-Paredes, 2016; datos no

publicados) correspondiente a peces teledsteos (Familia Sciaenidae):

CB6_F 5- TGAAGCAACCGCAACCAGTCC-3’ y CB6_R 5-AGCGGAGAATGGCGTAGGCG-3’

La confirmacién visual de los productos de amplificacion se hizo a través de la técnica de
electroforesis (gel de agarosa al 1.5%) con apoyo de un fotodocumentador (transiluminador UV de BIO-
RAD®). Se tomaron los positivos de esta prueba como criterio de seleccion de muestras. Fueron
seleccionadas 4 muestras fecales por isla, dando un total de 16 muestras fecales. Estas muestras

corresponden a individuos diferentes en cada sitio de estudio.

2.4 Construccion de librerias en dos pasos de PCR para secuenciacion masiva

La amplificacion de los productos de extraccion se realizd mediante el método de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) punto final en dos pasos (Anexo 4). El primer paso consistié en la
amplificacion de la regién gendmica de interés junto a un adaptador de secuenciacién de la plataforma
Ilumina® (San Diego, E.U.A.), el cual permite llevar a cabo el segundo paso de PCR. El segundo paso tuvo
por objetivo afiadir los adaptadores P5/P7 de la plataforma MiSeq® Illlumina® y la secuencia

correspondiente al cédigo de la muestra (indices).

Durante esta segunda amplificacion, el oligo correspondiente a los adaptadores P5/P7 e indices se
unié a la secuencia complementaria del primer de secuenciacién permitiendo la realizaciéon de este
segundo paso de PCR. Los adaptadores P5 y P7 cumplen la funciéon de hacer compatible el producto final
de la amplificacion con los oligos fijados en la celda de flujo utilizada durante la secuenciacién por sintesis

en el equipo MiSeq® (Figura 3).

Dr. Luis Enriquez Paredes
Universidad Auténoma de Baja California
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Adaptador de secuenciacion

/ / Locus de interés

5!’
5!’

Adaptador de lllumina P5/P7

indice ‘

—
(A) Amplificacion del Locus de interés por PCR
(B) Adicion de adaptadores e indices por PCR
(C) Templado final

Figura 3. Método de PCR en dos pasos para la secuenciacion de amplicones utilizando la plataforma de lllumina®
para el equipo MiSeq.

Para la identificacion de las presas fueron seleccionados tres loci correspondientes a cordados,
cefalépodos y eucariotas. Los amplicones correspondientes a cordados y cefalépodos muestran homologia
con la regidn 16S del ADN mitocondrial (16S ADNmt) (Deagle et al., 2009). El amplicon referente a
organismos eucariotas se encuentra disponible dentro del Earth Microbiome Project (Gilbert et al., 2014)
y es homoélogo a la regién 18S del ARN ribosomal (18S ARNTr). Los oligos o “primers” fueron sintetizados

por SIGMA® (Toluca, México). Los detalles se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Primers utilizados dentro del primer paso de PCR punto final. En verde se destaca la secuencia
correspondiente al locus de interés (region 16S ADNmt y regidon 18S ARNTr).

"
3 Amplicén Secuencia del primer (5’-3’) Pares de
S bases
chord Chord F ~188
ordata TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGAGAAGACCCTRTGGAGCT
= Chord R
§ Chordata ~189
P GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTNGGTCGCCCCAAC
< | cephalopod | Ceph F ~313
] a TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGACGAGAAGACCCTAWTGAGCT
Cephalopod | Ceph R ~314
a GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAATTACGCTGTTATCCCT
Illumina_Euk_1391f
< Eukaryota ~233
= TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTACACACCGCCCGTC
n<= Hlumina_EukBr
§ Eukaryota GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTA ~234
C

Para evitar sobre-amplificar el material génico de la foca de puerto durante el primer paso de PCR
se utilizaron primers especificos que bloquean estas secuencias (Vestheim y Jarman 2008; Gilbert et al.,
2014). El primer bloqueador utilizado junto al amplicon de cordados cuenta con 32 pares de bases y ha
sido probado en estudios recientes sobre la dieta de P. v. richardii en cautiverio (5'-
ATGGAGCTTTAATTAACTAACTCAACAGAGCA-C3-3’) (Deagle et al., 2013). El primer bloqueador utilizado
junto al amplicén de organismos eucariotas cuenta con 32 pares de bases y reduce la amplificacién de
secuencias correspondientes a mamiferos (5-GCCCGTCGCTACTACCGATTGG-ideoxyl-ideoxyl-ideoxyl-
ideoxy-ideoxyl-TTAGTGAGGCCCT-C3-3’) (Gilbert et al.,, 2014). Los grupos 2'-deoxiinosina
(didesoxinucleétidos ddNTP), asi como el espacio 3C (extremo 3’) inhiben la extensidn y consecuente

amplificacion del ADN del depredador.

Con la finalidad de reconocer cada muestra por sitio se utilizaron los indices de Nextera XT de la
plataforma Illumina® (Oligonucleotide sequences® 2016 Illumina®, Inc.), siguiendo la estrategia de
construccion de lecturas pareadas “paired-end”. Por lo anterior, los 3 amplicones cuentan con el mismo

indice dentro de cada muestra (Figura 4).
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(1) indices “Forward”

(A) F1_S510_CGTCTAAT
{ (B) F2_S511_TCTCTCCG

(C) F3_S502 CTCTCTAT
(D) F4_S503_TATCCTCT

(2) indices “Reverse”

(A) R1_N710_ CGAGGTG
(B) R2_N711_ AAGAGGCA
(C) R3_N712_GTAGAGGA
(D) R4_N714_ GCTCATGA

Figura 4. indices utilizados para la realizacién del segundo paso de PCR. La letra F hace referencia a los primers sentido
(“forward” 5°-3’); la letra R representa los primers antisentido (“reverse” 3’-5’).

En la Tabla 3 se presentan los detalles de los primers utilizados para llevar a cabo el segundo paso
de PCR, éstos incluyen los adaptadores P5 y P7 de lllumina® junto a un indice y fueron sintetizados por

SIGMAZ® (Toluca, México).

Tabla 3. Primers “forward” y “reverse” utilizados para el indexado de las muestras durante el segundo paso de PCR.
En azul se resalta la secuencia correspondiente al indice o codigo de la muestra.
Primer Clave Secuencia

Forward S510 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTCTAATTCGTCGGCAGCGTC
Forward S511 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTCTCCGTCGTCGGCAGCGTC
Forward 5502 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTCTATTCGTCGGCAGCGTC
Forward S503 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATCCTCTTCGTCGGCAGCGTC
Reverse N710 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGCCTCGGTCTCGTGGGCTCGG
Reverse N711 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCTCTTGTCTCGTGGGCTCGG
Reverse N712 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCTACGTCTCGTGGGCTCGG
Reverse N714 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATGAGCGTCTCGTGGGCTCGG

La confirmacién visual de los productos de amplificacion se hizo a través de la técnica de

electroforesis (gel de agarosa al 2%) con apoyo de un fotodocumentador.
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2.5 Purificacién, normalizacidn y cuantificacion de librerias

Se utilizé una placa de normalizacidn del kit SequalPrep™ (96) (Invitrogen™, Carlsbad, California,
E.U.A.) para realizar la limpieza y normalizacién de los productos del segundo paso de PCR, llevandolos a
proporciones equimolares (1-2 ng/ul). Para lo anterior se agregaron 10 pl del producto de PCR
correspondiente a cada amplicén por muestra. Posteriormente se anadié el mismo volumen de Binding
Buffer, se mezcld 6 veces con la pipeta y se dejé incubar a temperatura ambiente por una hora. Este paso
permite la unién del ADN a las paredes de los pocillos en la placa, por lo que es importante no tocar esta
area durante el seguimiento del protocolo. Luego de la incubacidn se retiré el liquido de los pocillos. Cada
pozo fue lavado con 50 pul de Wash Buffer mezclando 6 veces y descartando el sobrenadante. Finalmente
se eluyeron las muestras agregando 20 ul de Elution Buffer; cada muestra fue mezclada 6 veces dejandolas
incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego de la incubacién, las muestras se cargaron en una

nueva placa para PCR de 96 pocillos.

Se cuantifico la cantidad de ADN en el 12.5% de las muestras de forma aleatoria. De igual forma,
se formaron tres metamuestras correspondientes a los tres amplicones de interés en tubos tipo Eppendorf
(1.5 ml). Para ello se agregd 10 ul de cada muestra por amplicén (160 pl en total). A partir de lo anterior
se formd una metamuestra general con aproximaciones equimolares de cada amplicon; para ello se
agregaron 20 ul de cada metamuestra dentro de un tubo tipo Eppendorf de 1.5 ml (60 pl en total). Se
procedié a cuantificar por fluorescencia utilizando el equipo Qubit® 3.0 de Invitrogen™. Para esto se
prepararon las muestras junto a dos estandares siguiendo el protocolo descrito para el kit Qubit® dsDNA
BR Assay de Molecular Probes® (Invitrogen™). La cuantificacion se realizé con el fin de probar si
efectivamente las muestras fueron normalizadas y conocer la concentracién final de las metamuestras.
Finalmente la metamuestra general fue llevada a una concentracion de 2000 pM utilizando agua

desionizada (H,O dde) y la siguiente relaciéon de concentraciones:

ng
pl 6
[nM]= g x 10 (1)
660 ol X No. de pares de bases del amplicdn
1 nM = 1000 pM (2)

La metamuestra correspondiente al amplicén de eucariotas se afiadié en mayor concentracion (2-

3 nM) a la metamuestra general con respecto a los otros amplicones. Lo anterior debido a que este
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amplicdn detecta una mayor riqueza de especies y, por tanto, requiere un mayor nimero de lecturas para

representar la totalidad de identidades taxonédmicas que contiene.

2.6 Secuenciacion de las librerias en el equipo MiSeq®

Se llevé a cabo la desnaturalizacién del ADN contenido en la metamuestra general utilizando el kit
MiSeq® Reagent V2 de 300 ciclos de Illumina®. Este paso es necesario para llevar a cabo la separacion de
la doble cadena de ADN en cadenas simples. Se afiadieron 10 pl de la metamuestra general (2000 pM) y
10 pl de hidréxido de sodio NaOH (0.2 N) a un tubo Eppendorf (1.5 ml), mezclando brevemente.
Posteriormente, se incubd la muestra por 5 minutos a temperatura ambiente (18 °C). Luego de incubar se
incorpord la muestra junto a 1.980 ml de Buffer MiSeq V2 Hyb dentro de un tubo Falcon (15 ml), mezclando

brevemente (2000 pl de muestra a 10 pM).

Se utilizd la libreria PhiX como control de la secuenciacidn por sintesis cominmente empleada por
equipos de la plataforma de lllumina®. Para desnaturalizar esta libreria se agregaron 2 ul de PhiX, 5 ul de
NaOH y 3 ul H,0 dde dentro de un tubo tipo Eppendorf (1.5 ml). La solucién se homogenizé brevemente
y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 990 ul de Buffer MiSeq

V2 Hyb a un tubo falcén (15 ml) junto con la solucidn de PhiX (1000 pl de muestra a 20 pM).

Se formaron diluciones (8 pM) de cada libreria en tubos Eppendorf (1.5 ml) independientes
utilizando el Buffer MiSeq V2 Hyb. Finalmente se prepard la solucién de trabajo incorporando 950 pl de la
metamuestra diluida (8 pM) y 50 ul de la dilucién de PhiX (8 pM). Se cargaron 600 pl de solucion de trabajo
dentro del cartucho de MiSeq Reagent Kits v2 para dar inicio a la secuenciacion dentro del equipo MiSeq

de lllumina® (Anexo 5).

La secuenciacidn de la metamuestra se realizé a través del equipo MiSeq” de Illumina®. Para ello
se utilizaron los reactivos del kit MiSeq® Reagent V2 de 300 ciclos junto a una celda de flujo nano “nano
flow cell” (con capacidad para generar 1 millén de lecturas). El sistema MiSeq” utiliza la estrategia de
secuenciacién por sintesis (SBS) y constituye un método eficaz en términos de tiempo de manejo (~14

horas).
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Para programar el equipo MiSeq” se proporciond al sistema un documento con extensién .plt
denominado hoja de muestra o “sample sheet” con la informacién base para el reconocimiento de los
indices de cada muestra. La “sample sheet” fue disefiada con ayuda del software lllumina® Experiment
Manager 1.11.0. Finalmente se cargaron 600 pl de la libreria total al cartucho de reactivos y se procedio a

iniciar la corrida. La longitud esperada de cada fragmento es de 150 pares de bases (pb) sin alinear.

2.7 Implementacion de herramientas bioinformaticas

2.7.1 Obtencion de archivos

Las secuencias fueron descargadas de la nube BaseSpace™ como archivos con extensidn .fastq.
Este tipo de formato permite ver el valor de calidad asignado a cada nucledtido de cada secuencia. El valor
de calidad “Quality Score” (Q) se define como una propiedad relacionada logaritmicamente con las

probabilidades (P) de error que surgen durante la deteccién de un nucledtido en la secuenciacion.

Q=-10log,, P (3)

Por lo anterior, un Q valor de 20 representa la probabilidad de que una base sea mal asignada de

cada 100, lo cual nos da una precision de asignacion del 99%.

Los archivos obtenidos de la secuenciacidon han pasado por un primer filtro de calidad llevado a
cabo por el equipo de secuenciacidn. Las secuencias contenidas en cada archivo fueron demultiplexadas
de forma automatica por el equipo MiSeq’. Este paso se realizd con base en el indice de cada secuencia,

el cual corresponde con cada muestra por sitio.

2.7.2 Filtrado de secuencias

Se utilizé el valor de calidad como criterio para filtrar y eliminar aquellas secuencias que no

cumplen con este principio (Q<25%) (software FastQC). El kit de secuenciacion utilizado (MiSeq® Reagent
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V2 de 300 ciclos) genera lecturas de 151 pares de bases (pb) por cada extremo bajo la estrategia “paired-
end” formando fragmentos de 300 pb en total. Las secuencias se procesaron por oligos sentido y
antisentido de manera independiente para eludir artefactos o resultados no fidedignos ya que algunos de

los casos se obtuvieron amplicones mayores a 300 pb.

Para este andlisis las secuencias sentido y antisentido fueron reducidas en longitud utilizando el

lenguaje de programacién Perl (BioLinux) (Figura 5).

@ Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 5. Seleccion de secuencias por valor de calidad. (1) Ejemplo del valor de calidad promedio de las secuencias
de una muestra dada utilizando el Software FastQC. (2-3) Lecturas filtradas y reducidas correspondientes a los oligos
sentido y antisentido respectivamete. (pb) Pares de bases.

A manera de control las secuencias fueron alineadas (unién de oligos sentido y antisentido)
utilizando QIIME, este recurso funciona como conector en el analisis de secuencias (“pipeline”). QIIME es
operable desde la terminal del sistema operativo de Bio-Linux y se basa en el lenguaje nativo de
programacion de Phyton 2. Para la alineacién se utilizé el método “fastg-join” (Aronesty, 2011). Este
método emplea un algoritmo basado en distancias cuadraticas para asignar valores de calidad de anclaje

a cada alineacion.

Las secuencias obtenidas de ambas estrategias fueron comparadas para constatar que los

resultados obtenidos corresponden a las mismas presas.
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Los archivos filtrados (“single-end” y “paired-end”) fueron modificados a formato FASTA utilizando
QIIME. A partir de este paso se aplicd el mismo procesamiento de datos a las secuencias alineadas y no
alineadas de forma independiente. El nimero de secuencias obtenidas por archivo fue calculado con

ayuda del lenguaje de programacién BASH (BioLinux).

2.7.3 Limpieza de secuencias

Las secuencias filtradas fueron demultiplexadas por amplicon con el fin de evaluar de forma
independiente los resultados obtenidos por locus de interés. En la Tabla 4 pueden apreciarse los
fragmentos correspondientes a los amplicones de interés y sus posibles combinaciones para el caso de los

oligos degenerados:

Tabla 4. Ordenamiento de datos para la agrupacion de secuencias por locus. Ejemplo dado para la muestra uno de
Isla Todos Santos Sur (TS1).

Muestra Sentido Secuencia del amplicén Grupo taxonémico

TS1 Forward CGAGAAGACCCTATGGAGCT Chordata

§ § g TS1 Forward CGAGAAGACCCTGTGGAGCT Chordata
§ g 'g TS1 Forward GACGAGAAGACCCTAATGAGCT Cephalopoda
§ — § TS1 Forward GACGAGAAGACCCTATTGAGCT Cephalopoda

TS1 Forward GTACACACCGCCCGTC Eukaryota

TS1 Forward CGAGAAGACCCTATGGAGCT Chordata

TS1 Forward CGAGAAGACCCTGTGGAGCT Chordata

@ TS1 Reverse CCTAGGTCGCCCCAAC Chordata

?‘3 TS1 Reverse CCTTGGTCGCCCCAAC Chordata

'7% 2 TS1 Reverse CCTGGGTCGCCCCAAC Chordata

2 z TS1 Reverse CCTCGGTCGCCCCAAC Chordata
g ;é: TS1 Forward GACGAGAAGACCCTAATGAGCT Cephalopoda
g TS1 Forward GACGAGAAGACCCTATTGAGCT Cephalopoda
§ TS1 Reverse AAATTACGCTGTTATCCCT Cephalopoda

TS1 Forward GTACACACCGCCCGTC Eukaryota

TS1 Reverse TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC Eukaryota

Los archivos generados para cada amplicén fueron depurados de lecturas repetidas. Para ello se
colapsaron las secuencias redundantes y se concatenaron los archivos correspondientes al mismo

amplicon. Por lo tanto se generaron 6 archivos con extension .fasta para cada muestra por sitio bajo la
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estrategia “single-end”. Los archivos generados corresponden a los 3 grandes grupos de interés: Chordata,
Cephalopoda y Eukaryota (para ambos sentidos). Para el caso de las secuencias alineadas se generaron 3

archivos con extensidn .fasta para cada muestra por sitio.

Los analisis anteriores se llevaron a cabo utilizando el lenguaje de programacion BASH y Perl

(BioLinux).

2.7.4 Eleccion y filtrado de una base de datos

Se tomd como referencia la base de datos NT (Nucleotide) de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), la cual cuenta con la informacién génica contenida en
GenBank®. Esta base de datos comparte informacion con las organizaciones European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) y DNA Data Bank of Japan (DDBJ), por lo que GenBank® es una de las bases mas

completes de nucleotidos a nivel mundial (Figura 6).
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Figura 6. Registro de secuencias contenidas en GenBank® de 1982 a 2016.
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Dentro de la base NT existen 37,688,485 secuencias, algunas son redundantes y corresponden a
distintos genes de diversos taxa. La base NT se encuentra disponible en:

ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/db/FASTA/ y fue descargada desde la linea de comandos en BioLinux.

Se extrajeron las secuencias correspondientes a los genes 16S mitocondrial y 18S ribosomal de
todos los taxa contenidos dentro de la base NT. Se generaron dos bases de datos independientes relativas
a cada gen; para ello se utilizé el lenguaje de programacién BASH. Las bases fueron formateadas usando
los comandos del paquete Blast+ de NCBI. Este Ultimo paso es necesario para formar archivos contra los
que se pueda contrastar de forma masiva un archivo FASTA (“BLAST”). Lo anterior para llegar a la

identificacion de las secuencias de interés.

2.7.5 BLAST local e identificacion de presas

Se llevo a cabo un “BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)” local usando los comandos del
paquete Blast+ de NCBI. Cada archivo fue comparado con las bases de datos generadas almacenando en
tablas la informacién resultante. La identidad taxondmica de las secuencias se realizé de forma manual

identificando cada Gl con su asignacidon taxondmica en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El Gl

corresponde a un tipo de identificador de secuencias el cual se forma por una serie de digitos que se
asignan consecutivamente a cada registro de secuencia en NCBI. Con el fin de optimizar el cbmputo se
excluyeron durante el “BLAST” aquellas secuencias que alinearon menos de 100 pares de bases (Boyer et
al., 2012). De igual forma fueron omitidas aquellas coincidencias con un porcentaje de identidad menor al
96%. El valor de identidad asignado se establecié luego de analizar un estudio previo sobre la dieta de la

foca de puerto a través de herramientas de secuenciacion masiva (Deagle et al., 2013).

Se determind el nimero de secuencias por identidad taxondmica con el fin de evaluar su
proporcién dentro de cada archivo generado. En el Anexo 6 se resume de forma gréfica el procesamiento

de los datos anteriormente descrito.


ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.7.6 Presas identificadas por métodos convencionales y moleculares

Las presas obtenidas a través de la secuenciacién masiva fueron comparadas con las presas
identificadas a partir de remanentes sdlidos en heces por Durazo-Rodriguez (2015). Para ello, se analizaron
las mismas muestras a través de ambos métodos. Se tomaron en cuenta el total de presas encontradas
por ambos métodos durante la temporada de muda (premuda para Isla San Roque). De igual forma se

consideraron las presas identificadas para cada sitio.
2.7.7 Anadlisis estadisticos

2.7.7.1 Lecturas obtenidas por muestra

Para comparar el nimero de lecturas generadas por muestra durante la secuenciacion se utilizé la
prueba Chi? de Pearson (X?) por tablas de contingencia (prueba no paramétrica) con un nivel de
significancia de a=0.05. Para ello se utilizaron Unicamente las lecturas que pasaron los filtros de calidad
dentro de cada muestra por sitio. El andlisis fue realizado en la plataforma R 3.1.3 (R Core Team, 2015)

mediante el comando chisg.test. El valor del estadistico X? se obtiene de la ecuacion:

xzii(ff—”z (@)

Donde f, y f. corresponde a las frecuencias observadas y esperadas respectivamente, con p-1vy g-
1 grados de libertad (p= No. de renglones, g= No. de columnas). La frecuencia esperada se obtiene de la

siguiente funcién:

1:mi * fmj

fo= (5)
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Donde fmi y fmj son las frecuencias marginales de los datos y N el nUmero total de elementos dentro

de la tabla.

2.7.7.2 Riqueza de presas de la foca de puerto en México

Con el fin de conocer si la riqueza de presas (S) es distinta entre los sitios de estudio y entre
individuos de la misma colonia se realizé la prueba X2 de Pearson (a=0.05) por tablas de contingencia. Se
utilizaron los datos correspondientes al nimero de especies identificadas por muestra y por sitio. El analisis

fue realizado con ayuda de la plataforma R 3.1.3 (R Core Team, 2015) y la funcién chisq.test.

La riqueza de presas observada por sitios fue contrastada con la riqueza esperada utilizando el
estadistico de Chao2 (Chao, 1984). Los resultados fueron representados de forma grafica mediante curvas
de rarefaccién. La rarefaccién es un método de interpolacién no paramétrico cominmente empleado en
la comparacidon de la riqueza presente en distintos sitios (Gotelli y Colwell, 2011). Asimismo este
estadistico es considerado el estimador menos sesgado para muestras pequefias (Colwell y Coddington,
1994). La prueba de Chao fue realizada con ayuda del software EstimateS 9.1.0 (Colwell, 2013) de acuerdo

a la expresién:

12
Chao2=S+

2*M

Donde L se refiere al nimero de presas Unicas dentro de una muestra, S corresponde a la riqueza

y M al nimero de presas que se observan Unicamente dentro de dos muestras.

2.7.7.3 Andlisis sobre la incidencia de las presas de la foca de puerto

La composicién de la dieta y la importancia de cada presa dentro de la misma fueron evaluadas a
través del porcentaje de frecuencia de ocurrencia (%FO). El %FO es la proporcidon de la frecuencia relativa

con que aparece una presa dentro de la dieta de un depredador (Hynes, 1950). A esta proporcién se le
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asocia una probabilidad de ocurrencia del taxon dentro de una muestra. Una de las ventajas en la
aplicacion del %FO para el estudio de la dieta a través de métodos moleculares es que se basa en la
presencia y ausencia de las especies presa y no en su abundancia. El porcentaje de frecuencia de

ocurrencia se calculé de la siguiente forma (Garcia-Rodriguez y De la Cruz- Agliero, 2011):

%FO= x 100 (7)

Y105
)

Donde Oj representa la presencia (O;j=1) de un taxén i en una muestra fecal j; U corresponde al
nimero de muestras fecales analizadas para un sitio. A partir de la %FO se categorizé el alimento

consumido como incidental (25% de ocurrencia en las muestras), secundario (75%) o preferencial (100%).

Para comparar la frecuencia de ocurrencia de las presas consumidas en cada sitio se utilizd la
prueba X? de Pearson (a=0.05) por tablas de contingencia. Los datos fueron ordenados con base al %FO
total por sitio (4 muestras por sitio), considerando el total de presas identificadas como parte de la dieta
de la foca de puerto en México. Se asignd un valor de %FO=0 a las presas no observadas dentro de alguno

de los sitios.

De igual forma se utilizé esta prueba para determinar la importancia del tipo de alimento que
compone la dieta de la foca de puerto. Para ello se generaron dos categorias del alimento: vertebrados e
invertebrados. Se calculd la frecuencia de ocurrencia de cada categoria por sitio para su comparacion.

Ambos analisis fueron realizados en R 3.1.3 (R Core Team, 2015).

Se recopild informacidn referente al nivel tréfico, talla y ambiente de las especies presas
identificadas a través de las herramientas bioinformaticas. Los datos fueron obtenidos de las bases:
FishBase (Froese y Pauly, 2016), CephBase (Wood, 2016), EOL (Wilson, 2016) y SealifeBase (Palomares y
Pauly, 2016).
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2.7.7.4 Similitud del espectro tréfico

El traslape de la dieta en los cuatro sitios se determind con base en el indice de Jaccard (l;). Este
indice nos muestra la similitud en el tipo de alimento consumido en cada colonia. Se basa en la relacién
gue existe entre las presas compartidas y las presas exclusivas de cada sitio. El indice de Jaccard resulta de

la expresidon (Moreno, 2001):

(9)

a+b+c

Donde:

a= numero de especies exclusivas del sitio A

b= numero de especies exclusivas del sitio B

c= numero de especies presentes en ambos sitios Ay B

El intervalo de valores dado para este indice es: 0 < I; < 1, donde I;=1 nos indica que los sitios
guardan la misma composicion de presas e 1;=0 nos muestra que no hay presas compartidas entre los sitios.

El analisis fue realizado con ayuda del software EstimateS 9.1.0 (Colwell, 2013).

2.7.7.5 Comparacion de la dieta obtenida a través de la metagendmica y analisis de

remanentes sélidos en heces

Las presas identificadas dentro del presente estudio fueron comparadas con las presas reportadas
por Durazo-Rodriguez (2015) en las mismas muestras. Se determiné la frecuencia de ocurrencia (%FO) de
cada taxdn a partir de matrices de presencia y ausencia para cada muestra en ambos estudios. Lo anterior
con el fin de evaluar si la incidencia de una presa dentro de la dieta es semejante o disimil entre los

métodos de analisis.
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El traslape de la dieta entre ambos trabajos fue representado de forma grafica utilizando
diagramas de Venn de acuerdo a la teoria de conjuntos. Los graficos fueron realizados en la plataforma R

3.1.3 (R Core Team, 2015).

La riqueza de presas registrada por ambos métodos para cada sitio de estudio fue contrastada
utilizando la prueba X? de Pearson (a=0.05) por tablas de contingencia. Se utilizaron los datos
correspondientes al nimero de especies identificadas en cada sitio por ambos métodos (restos duros y

amplicones). El andlisis fue realizado con R 3.1.3 (R Core Team, 2015) y la funcién chisq.test.
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3. Resultados

3.1 Seleccion de muestras

Se obtuvieron 80 muestras fecales de la foca de puerto en cuatro islas en México (20 muestras por
sitio). Del total, inicamente 23 muestras contenian material génico integro para su analisis. A partir de los
productos de extraccion fue posible confirmar la presencia de ADN de presas correspondientes a peces
teledsteos de la Familia Sciaenidae. Con base en el criterio anterior, fueron seleccionadas cuatro muestras

por isla (16 en total).

Los productos de extraccién con mayor concentracién de ADN corresponden a los sitios Isla San
Jerénimo e Isla Natividad (25 ng/ul + 2.12). Las muestras de las islas Todos Santos Sur y San Roque
mostraron bajas concentraciones de ADN dentro de los productos de extraccidn (6.75 ng/ul £ 1.76). Estas
ultimas concentraciones son suficientes para llevar a cabo la amplificacion mediante el protocolo de PCR

en dos pasos.

Las muestras seleccionadas a las que se hara referencia en el contenido de este documento se
etiquetaron con base en el sitio de colecta, por ejemplo, Isla Todos Santos Sur (TS) y al niUmero de muestra
que le corresponde (TS1: muestra nimero 1 de Isla Todos Santos Sur). En el caso de Isla San Roque se
utilizaron las muestras correspondientes a la premuda (Durazo-Rodriguez, 2015), por lo que su etiqueta

se distingue con una “b” luego del nimero de muestra (por ejemplo: SR6b).

3.2 Amplificacion de productos de extraccion

Se logré amplificar las regiones de ADN 16S mitocondrial y ARN 18S ribosomal relativas a los tres
grandes grupos de interés: Chordata, Cephalopoda y Eukaryota. Las muestras TS39 y SR16b no
amplificaron ADN de cefalépodos dentro de acuerdo a la confirmacidn visual (gel de agarosa 2%) (Figura

7).



35

S] SI SJ] SI TS TS TS TS
SSESTEESSEA08 30381 3] .01

SR SR SR SR N N N
43b 16b 14b 6b 30 24 21 17

Blanco
Escalera

500 pb

Chordata 16S mt

300 pb

150 pb

SR SR SR SR N N N ‘SJSJSJSJTSTSTSTS
43b 16b 14b 6b 30 24 21 ER B e 540301 38 3] 01

-

T rrrTe
- -

=
S
o9
\O
—
<
e
Q
joF
—
<
<
o
Q
@)

SR SR SR SRESNEENE N« N S] SI Sy 8] TS TS TS TS
43bli6b el Ab=6h S (O REF 0B =B SR 578 550 40 39 - 38 . 31 (]

[ |

500 pb

1
0

150 pb

Eukaryota 18S r

Figura 7. Confirmacién visual de los productos del segundo paso de PCR (5 ul) correspondientes a muestras fecales
de P. v. richardii. Gel de agarosa al 2% (120 V, 90 min).

3.3 Normalizacidn y cuantificacion de librerias

Los productos de PCR fueron normalizados a una concentracién aproximada de 0.55 ng/ul £ 0.14.
Las concentraciones obtenidas se encuentran por debajo de las esperadas al utilizar el kit SequalPrep™.
Lo anterior no compromete los resultados obtenidos, ya que la preparacién de la solucién de trabajo

requiere de concentraciones de un orden de magnitud menor (pM). La concentracién de ADN de las



36

metamuestras no es constante entre amplicones. La metamuestra de Eukaryota fue sobrerepresentada
dentro de la metamuestra general, ya que este amplicdn logra detectar un mayor nimero de identidades

taxondmicas con respecto a los otros loci de interés (Figura 8).
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Figura 8. Concentraciones de ADN obtenidas a través de la cuantificacion por fluorescencia.

Se obtuvo una libreria (8 pM) a partir de 48 productos de PCR, éstos corresponden a las 16

muestras amplificadas para cada locus.

3.4 Secuenciacion masiva

La secuenciacion de las muestras llegd a término después de 22 horas, generando 1,340 archivos
(514 MB). Luego de 318 ciclos se generaron 16 archivos con extensién .fastq (161.37 MB) correspondientes
a cada muestra por sitio. Se obtuvo un total de 931,872 lecturas, logrando un rendimiento del 93.2% de la

capacidad de la celda de flujo.

El 91.4% de los resultados (848,411 lecturas) cumplié con los requerimientos del control de calidad
realizado por la plataforma de lllumina® Base Space (Q=30%). Un valor de calidad >230% se refiere a que
existe una probabilidad del 0.001% de asignar de forma equivoca un nucleétido dentro de cada 1000. Se

logré indexar el 85.7% de las secuencias obtenidas luego de este primer control de calidad.
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Durante los ciclos 150-175 se observd que las secuencias generadas contaban con valores de
calidad menores al 25%. Por lo anterior, la proporcidn de secuencias que no logré pasar el primer control

de calidad se generd durante la etapa media de la secuenciacion.

Al demultiplexar las secuencias por muestra, las islas que presentaron mas lecturas fueron Todos

Santos Sur y San Roque (Figura 9).
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Figura 9. Lecturas obtenidas por cada muestra fecal colectadas dentro de los sitios: islas Todos Santos Sur (TS), San
Jerénimo (SJ), Natividad (N) y San Roque (SR). El eje X corresponde a las etiquetas de cada muestra, ej. (TS) clave del
sitio, (1) muestra nimero 1.

El 52.82% de los datos obtenidos corresponden a lecturas sentido (5’-3’), mientras que el 47.18%
son lecturas antisentido (3’-5’). En todos los sitios, las secuencias sentido relativas al amplicén de cordados
fueron sintetizadas en mayor proporcién con respecto a los otros loci (a excepcién de la Isla Natividad). En
contraste, las secuencias antisentido del amplicdn de eucariotas se encontraron en mayor proporcion
dentro de las muestras. No se encontraron diferencias significativas entre las lecturas obtenidas para cada

sitio de estudio (X?= 44, p=0.39).

La longitud promedio de las lecturas fue de 151 pares de bases (pb), este resultado se observd
tanto para las lecturas sentido como antisentido. Se obtuvieron valores bajos de calidad (Q<25%) en el
extremo 3’ de algunas secuencias, por lo que fueron cortadas las Ultimas 30 bases de cada secuencia. Por
lo anterior, el andlisis de la dieta se realizd con lecturas de 120 pb, analizando de forma independiente las
lecturas sentido y antisentido. Sélo en el 13.55% de las secuencias lograron alinearse las lecturas pareadas
(sentido y antisentido). Las identidades taxondmicas obtenidas a partir de este resultado fueron

contrastadas con el andlisis de las secuencias sentido y antisentido de forma independiente a manera de



38

control. Las presas identificadas a través de las secuencias alineadas coinciden con el 45.83% de las presas
en Isla Todos Santos Sur (TS), el 45.15% en Isla San Jerénimo (SJ), el 14.28% en Isla Natividad (N) y el 31.03%
en Isla San Roque (SR). Como resultado de este control las secuencias correspondientes a las presas
tuvieron un valor de identidad del 99% aproximadamente. La longitud promedio de alineacién de las
secuencias durante el BLAST fue de 189.1 pb (£54.45) en TS, 218.5 pb (+62.15) en SJ, 109 pb (£2.65) en N
y 150.89 pb (£30.37) en SR. A partir de la las secuencias alineadas se identificaron 25 presas, las cuales

corresponden al 51.02% de las presas observadas en el analisis de las secuencias sentido y antisentido.

3.5 Riqueza de presas (S)

Se analizaron 727,020 lecturas para la identificacion de la dieta de la foca de puerto. Se
encontraron 267,794 secuencias Unicas las cuales fueron contrastadas con las bases de datos locales al
momento de hacer el BLAST. A partir de estas secuencias se obtuvo la identidad taxondmica de 49 presas
dentro de la dieta de la foca de puerto en México. Estas presas corresponden a 30 familias de peces

teledsteos, elasmobranquios, moluscos, crustaceos y cnidarios.

La regién 16S mitocondrial (165 ADNmt) aporté mayor informacién al presente estudio en
términos de riqueza de presas identificadas para la dieta de la foca de puerto. Dentro de esta region se
identificaron 32 presas correspondientes al marcador de cordados y 26 presas para el marcador de
cefalépodos (incluyendo algunos peces). A diferencia de lo anterior, utilizando la regién V9 del gen que
codifica para la subunidad 18S del ARN ribosomal (185 ARNr), se lograron identificar 15 presas relativas al

amplicén de eucariotas.

En general, la region 185 ARNr mostré un mayor nimero de inespecificidades al momento de llevar
a cabo la identificacion de las presas. Un gran nimero de identidades taxondmicas fueron asignadas
durante el BLAST local utilizando esta region. Los grupos identificados correspondian en mayor proporcion
a microorganismos e invertebrados relacionados con el posible alimento de las presas de focas, es decir,
posibles presas de presas (poliquetos, nudibranquios, ofiuros, entre otros). Por otro lado, las especies de
peces identificadas a través del locus 18S ARNr mostraban coherencia con las presas de foca que se
identificaron por medio de la regién 16S ADNmt, pero sélo a nivel familia. Este problema no se detecté en

la identificacién a nivel de género y especie del grupo correspondiente a invertebrados.
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3.5.1 Isla Todos Santos Sur

Se identificaron 24 presas a partir de cuatro muestras fecales de la foca de puerto (Anexo 7). De
acuerdo a la prueba X? no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la riqueza de
presas observada para cada una de las muestras (X?=3.16, p=0.37). Los detalles de la riqueza de presas

obtenida se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Riqueza de presas (S) de la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur (TS).

Muestras (S) por muestra (S) por sitio
TS1 17
TS31 12
24
TS38 10
TS39 9

La riqueza de presas observada es menor a la estimada por el estadistico Chao2 en la Isla Todos
Santos Sur durante la temporada de muda. Ambas estimaciones no alcanzan la asintota dentro de las
curvas acumulativas de especies. Estos resultados sugieren aumentar el nimero de muestras fecales para

esta colonia (Figura 10).
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Figura 10. Curva de acumulacion de especies observadas (linea continua) y estimadas (linea punteada) para la dieta
de la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur. El eje de las abscisas indica el nimero de muestras utilizadas para
este analisis.
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Las presas con mayor incidencia dentro de las muestras fueron Chilara taylori (congriperla
moteada), Citharichthys xanthostigma (lenguado aldn) y Synodus lucioceps (lagarto lucio). Las familias
Paralichthyidae, Octopodidae, Hexagrammidae, Sciaenidae, y Pleuronectidae representaron el 64.64% de
la dieta para este sitio. En promedio, las presas de la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur presentan un

nivel tréfico de 3.54+0.58 y una talla de 33.33£20.23 cm.

Con base en la incidencia de cada presa se observd que existe una preferencia alimentaria por
consumir especies de hdbitos demersales (63%) y peldgicos (25%). Lo anterior sugiere una conducta
alimentaria dirigida a la deteccion de presas de poco movimiento asociadas a algun tipo de fondo. El 63%
de las presas consumidas por la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur corresponde a peces teledsteos

(n=4) (Figura 11).

W Cephalopoda

m Cnidaria
Crustacea
63% M Elasmobranchii
Myxinidae
Teleostei

Figura 11. Proporcién de los principales grupos consumidos por la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur, Baja
California, México.

Dentro de los invertebrados, el género Octopus tuvo mayor incidencia dentro de las muestras
fecales de la foca de puerto. Los grupos Cnidaria y Crustacea se encontraron igualmente representados
dentro de las muestras. En general, los invertebrados representaron el 29% de la dieta de la foca de puerto

en Isla Todos Santos Sur.

El 24% de la dieta corresponde a presas que por la naturaleza de sus tejidos no son detectables o
identificables a través del tamizado y recuperacién de estructuras duras en heces. Las especies Chrysaora
fuscescens (ortiga del Pacifico), Soestia zonaria (salpa), Raja inornata (raya de California), Infraorden
Brachyura (cangrejo) y Eptatretus stoutii (mixinido del Pacifico) fueron identificadas por primera vez en

este estudio.
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3.5.1.1 Comparacion entre métodos de identificacion de presas en Isla Todos Santos Sur

Tanto el andlisis de remanentes sélidos como la identificacién de ADN de presas en heces
mostraron que la foca de puerto se alimenta en mayor frecuencia de especies de peces teledsteos, masque
de los invertebrados. En cuanto a las presas icticas, ambos métodos coinciden en la importancia de
Synodus lucioceps y miembros del género Citharichthys dentro de la dieta de la foca de puerto. Tanto en
el método por identificacidn de restos duros como por metagendmica, el género Octopus es considerado
la especie de invertebrado mas recurrente dentro de las muestras y, por ende, de mayor importancia

dentro de la dieta.

La riqueza de presas identificadas por muestra fue distinta entre ambos métodos (Anexo 8). En
todos los casos se registré un mayor nimero de presas por medio de la identificacion del ADN contenido
en heces. Se encontraron diferencias entre la identidad taxondmica de algunas especies asignadas por
ambos métodos. Un ejemplo de lo anterior es la especie Citharichthys sordidus reportada por Durazo-
Rodriguez (2015) la cual se identifico como Citharichthys xanthostigma por medio de la presencia de su
ADN en las muestras. Asimismo, dentro del andlisis de restos sélidos no fue posible asignar el epiteto
especifico al género Octopus. A través de herramientas de secuenciacidon masiva fue posible identificar las
especies Octopus californicus y Octopus rubescens como parte de la dieta de P. v. richardii en Isla Todos

Santos Sur.

La muestra TS39 mostré resultados negativos a cefaldopodos en la confirmacién visual de los
productos de extraccion vistos en un gel de agarosa (2%) utilizando un fotodocumentador. Sin embargo,
tras la secuenciacidon se obtuvo informacién correspondiente a un miembro de este grupo (Octopus
rubescens). Al contrario, las muestras TS31 y TS38 fueron positivas ante la prueba visual, mas no se
encontré evidencia de cefalépodos dentro de la dieta por medio de analisis moleculares. Cabe destacar
que dentro de estas dos Ultimas muestras Durazo-Rodriguez (2015) recuperé estructuras duras relativas a
este grupo (picos de calamar y pulpo). Dentro de las muestras TS1 Y TS39 el calamar de California

(Doryteuthis opalescens) fue detectado Unicamente a través del andlisis de restos sélidos.

Al considerar la totalidad de las muestras, la riqueza de presas identificadas en Isla Todos Santos
Sur es la misma a través de restos duros (n=42) y el analisis metagendmico (n=4). La diferencia en la dieta
entre ambos métodos se encuentra en las identidades taxondmicas identificadas (especies diferentes) y

no en su numero (Figura 12).
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Sebastes spp. Atractoscion nobilis
Citharichthys sordidus Chrysaora fuscescens
Citharichthys spp. Citharichthys
Glyptocephalus zachirus xanthostigma
Hippoglossina stomata Crangon sp.
Lepidopsetta bilineata o . Doryteuthis opalescens
Doriteuthys opalescens Eptatretus stoutii
Orthonopias triacis Genyonemus lineatus
Oxyjulis californica Infraorden Brachyura
Oxylebius pictus Octopus californicus
Physiculus rastrelliger Raja inornata
Radulinus asprellus Sardinops sagax
Symphurus atricauda Soestia zonaria
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Figura 12. Especies identificadas dentro de la dieta de la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur, Baja California,
México. (A) Indica el nimero de presas identificadas por Durazo-Rodriguez (2015) (n=42) que no se comparten con
el presente estudio. (B) Indica las presas identificadas de forma exclusiva con el andlisis metagendémico (n=4). (C)
Indica el nUmero de presas que ambos métodos comparten. (D) Representa la riqueza de presas identificadas a partir
de restos sélidos y metagendmica por muestras en comun. (E) Localizacidn geografica de Isla Todos Santos Sur.

Al comparar la frecuencia de ocurrencia de las presas identificadas por ambos métodos se observé
gue con el mismo tamafio de muestra (n=4), las especies de importancia son S. lucioceps (lagarto lucio),
M. pacificus (platija escurridiza) y O. rubescens (pulpo rojo del Pacifico) (Figura 13-A). La proporcién de
presas de importancia dentro de la dieta cambia al incluir la totalidad de muestras analizadas por cada
método (n=42 por remanentes sélidos, n=4 por analisis metagendmico; Figura 13-B). Al ampliar este
tamafio de muestra se destaca la importancia de una especie mas (C. taylori) dentro de la dieta. Por lo
anterior, la incidencia e importancia de cada presa depende del tamafio de muestra y el método

implementado para identificarla.
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Restos duros H Metagendmica

Figura 13. Proporcion de frecuencia de ocurrencia (%FO) de las presas de la foca de puerto identificadas a través de
restos duros y metagendmica, en la Isla Todos Santos Sur, Baja California, México. (A) Indica la frecuencia con la que
ocurren los taxa presa identificados a través de ambos métodos (n=4). (B) Indica la frecuencia con la que ocurren los
taxa presa identificados a partir de remanentes sélidos (n=42) y herramientas metagendmicas (n=4).

La importancia de las especies C. xanthostigma, Atractoscion nobilis (corvina blanca), Raja
inornata (raya de California) y Xystreurys liolepis (lenguado cola de abanico) dentro de la dieta de la foca
de puerto estd siendo subestimada por el método de tamizado de heces debido a su falta de deteccidn.
Su frecuencia de ocurrencia en las heces indica que su ingesta puede ser considerada como alimento

secundario, o bien, preferencial ya que se les observa en 100% y 75% de las muestras analizadas.

3.5.2 Isla San Jerénimo

Se identificaron 26 presas a partir de cuatro muestras fecales de la foca de puerto (Anexo 9). De
acuerdo a la prueba X2 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la riqueza de

presas observada para cada una de las muestras (X?=0.963, p=0.81, Tabla 6).



Tabla 6. Riqueza de presas (S) de la foca de puerto en Isla San Jerénimo (S)J).
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Muestras (S) por muestra (S) por sitio
SJ49 14
SJ55 11 26
SJ57 16
SJ58 13

La rigueza de presas observada es menor a la estimada por el estadistico Chao2 en la Isla San

Jerénimo durante la temporada de muda. Ambas estimaciones no alcanzan la asintota dentro de las curvas

acumulativas de especies. Estos resultados sugieren aumentar el nimero de muestras fecales para esta

colonia (Figura 14).

No. de especies

Figura 14. Curva de acumulacion de especies observadas (linea sdlida) y estimadas (linea punteada) para la dieta de

la foca de puerto en Isla San Jerdnimo. El eje de las abscisas indica el nUmero de muestras utilizadas para este

analisis.

Las presas con mayor incidencia dentro de las muestras fueron Atractoscion nobilis (corvina

blanca), Citharichthys xanthostigma (lenguado aldén), Citharichthys stigmaeus (lenguado pecoso),

Porichthys notatus (sapo cabezdn) y Synodus lucioceps (lagarto lucio). Las familias Ophidiidae, Sciaenidae,

Paralichthyidae y Pleuronectidae representaron el 45% de la dieta para este sitio. En promedio, las presas

de la foca de puerto en Isla San Jeronimo presentan un nivel tréfico de 3.69 +0.57 y una talla de 37.08

+18.83 cm (Anexo 10).
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Con base en la incidencia de cada presa se observd que existe una preferencia alimentaria por
consumir especies de habitos demersales (69%) y pelagicos (15%). Por lo anterior, la foca de puerto en Isla
San Jerénimo se especializa mas en el consumo de especies asociadas al fondo que especies de nado mas

rapido que habitan la columna de agua.

El 77% de las presas consumidas por la foca de puerto en Isla San Jerénimo corresponde a peces

teledsteos (n=4) (Figura 15).

M Cephalopoda
M Cnidaria

Mollusca

77% M Elasmobranchii
Myxinidae

Teleostei

Figura 15. Proporcién de los principales grupos consumidos por la foca de puerto en Isla San Jerdnimo, Baja California,
México.

Dentro de los invertebrados las especies de cefalépodos Octopus rubescens (pulpo rojo del
Pacifico) y Doryteuthis opalescens (calamar de California) tuvieron mayor incidencia. Los grupos Cnidaria
y Mollusca se encontraron igualmente representados dentro de las muestras. En general los invertebrados

representaron el 15% de la dieta de la foca de puerto en Isla San Jerénimo.

El 16% de la dieta correspondio a presas que por la naturaleza de sus tejidos no son detectables o
identificables a través de estructuras duras en heces, pero si por métodos moleculares. Estas fueron
Chrysaora fuscescens (ortiga del Pacifico), Raja inornata (raya de California), Fam. Veneridae (bivalvo) y

Eptatretus stoutii (mixinido del Pacifico).

Se identificaron las especies Icelinus cavifrons e Icelinus quadriseriatus (charrascos) como posibles
presas de consumo incidental, o bien, como posible alimento de las presas de la foca de puerto debido a

su baja frecuencia de ocurrencia en las muestras y talla reducida (8.9 cm).
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3.5.2.1 Comparacion entre métodos de identificacion de presas en Isla San Jeréonimo

Ambos métodos mostraron que la foca de puerto se alimenta en mayor frecuencia de especies de
peces teledsteos en contraste con otros tipos de presas. En ambos analisis se destaca la importancia del

pez lagarto lucio (Synodus lucioceps) dentro de la dieta de la foca de puerto en Isla San Jerénimo.

Las especies Octopus rubescens (pulpo rojo del Pacifico) y Doryteuthis opalescens (calamar de
California) fueron detectadas en el 75% de las muestras por medio del andlisis metagendmico. Asimismo,
el pulpo rojo del Pacifico y el calamar de California fueron detectados en el 50% y 75% de las muestras
tamizadas respectivamente. En ambos métodos el pulpo y el calamar son considerados las especies de
invertebrados mas recurrentes dentro de las muestras y, por ende, de mayor importancia dentro de la

dieta.

La riqueza de presas identificadas por muestra fue distinta entre ambos métodos. En todos los
casos se registré un mayor nimero de presas por medio de herramientas metagendémicas (Anexo 10). Al
igual que en la Isla Todos Santos Sur, en Isla San Jerénimo se encontraron inconsistencias durante la
identificacion de las presas al comparar el epiteto especifico asignado por cada método. Esta diferencia

fue observada dentro de las especies de lenguado y pulpo identificadas.

La muestra SJ58 mostré resultados positivos a cefaldopodos en la comprobacién visual en gel de
agarosa (2%) utilizando un fotodocumentador; sin embargo, tras la secuenciacién no se obtuvo
informacidn correspondiente a miembros de este grupo. Estos resultados son congruentes con los
registros de picos de cefalépodos dentro de las muestras. Unicamente la muestra SJ55 diferia entre
métodos de identificacion. Lo anterior debido a que el calamar de California no fue detectado a través de

estructuras duras, pero si por la presencia de ADN remanente en las heces.

Las especies Lepidopsetta bilineata y Cymatogaster aggregata fueron identificadas Unicamente

por medio del analisis de restos duros en heces.

En general, la riqueza de presas identificadas en Isla San Jerénimo es la misma a través de restos
duros (n=72) y metagendmica (n=4). La diferencia en la dieta entre ambos métodos se encuentra en la

identidad taxonémica de las presas y no en el nimero de especies registradas (Figura 16).
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Atherinops affinis Atractoscion nobilis
Citharichthys sordidus Chromis punctipinnis
Citharichthys spp. Chrysaora fuscescens
Cymatogaster aggregata Citharichthys xanthostigma
Engraulis mordax Eptatretus stoutii
Lepidopsetta bilineata Fam. Veneridae
Lyopsetta exilis Kathetostoma averruncus
Oxyjulis californica ; i i Larimus pacificus
Porichthys myriaster Lepophidium sp.
Sebastes spp. Parophrys vetulus
Seriphus politus Pleuronichthys verticalis
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Symphurus atricauda Raja inornata
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Figura 16. Especies identificadas dentro de la dieta de la foca de puerto en Isla San Jerénimo, Baja California, México.
(A) Indica el nimero de presas identificadas por Durazo-Rodriguez (2015) (n=72) que no se comparten con el presente
estudio. (B) Indica las presas identificadas de forma exclusiva con el anélisis metagenémico (n=4). (C) Indica el nimero
de presas que ambos métodos comparten. (D) Representa la riqueza de presas identificadas a partir de restos sélidos
y metagendmica por muestras en comun. (E) Localizacién geogréfica de Isla San Jerénimo.

Como se observa en la figura anterior, no fue posible detectar las especies de peces Lepidopsetta
bilineata (lenguado del Pacifico) y Cymatogaster aggregata (perca) con métodos moleculares, aunque

éstas fueron identificadas a través del analisis de restos duros.

Al comparar la frecuencia de ocurrencia de las presas identificadas por ambos métodos se observé
que bajo el mismo tamafio de muestra, las especies de importancia son C. stigmaeus (lenguado pecoso),
P. notatus (sapo cabezdn), S. lucioceps (lagarto lucio), C. taylori (congriperla moteada), D. opalescens
(calamar de California) y O. rubescens (pulpo rojo del Pacifico). La proporcion de presas de importancia
dentro de la dieta cambia al incluir la totalidad de muestras analizadas por el método de tamizado de
heces. Al ampliar el tamafio de muestra se destaca la importancia de P. notatus y G. lineatus (corvineta

blanca) dentro de la dieta (Figura 17).
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Figura 17. Proporcion de frecuencia de ocurrencia (%FO) de las presas de la foca de puerto identificadas a través de
restos duros y metagendmica, en la Isla San Jerénimo, Baja California, México. (A) Indica la frecuencia con la que
ocurren los taxa presa identificados a través de ambos métodos (n=4). (B) Indica la frecuencia con la que ocurren los
taxa presa identificados a partir de remanentes sélidos (n=72) y analisis metagendmico (n=4).

La importancia de las especies A. nobilis, C. xanthostigma y R. inornata no es apreciada bajo el
método de analisis de estructuras duras debido a la dificultad de su identificacion o deteccién. Su
incidencia dentro de las muestras nos habla de la frecuencia en que estas especies son consumidas por lo

gue su ingesta puede ser considerada como alimento secundario, o bien, preferencial.

3.5.3 Isla Natividad

Se identificaron 21 presas a partir de cuatro muestras fecales de la foca de puerto (Anexo 11). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la riqueza de presas observada entre las

muestras (X?=15.216, p=0.002, Tabla 7).

Tabla 7. Riqueza de presas (S) de la foca de puerto en Isla Natividad (N).
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Muestras (S) por muestra (S) por sitio
N17 19
N21
21
N24 8
N30

En la Isla Natividad, la riqueza de presas observada es menor a la estimada por el estadistico Chao2
durante la temporada de muda. Ambas estimaciones no alcanzan la asintota dentro de la curva
acumulativa de especies. Estos resultados sugieren aumentar el nimero de muestras fecales para esta

colonia (Figura 18).
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Figura 18. Curva de acumulacién de especies observadas (linea continua) y estimadas (linea punteada) para la dieta
de la foca de puerto en Isla Natividad. El eje de las abscisas indica el nimero de muestras utilizadas para este analisis.

Al igual que en Isla Todos Santos Sur, las presas con mayor incidencia dentro de las muestras
fueron C. taylori (congriperla moteada), C. xanthostigma (lenguado aldn) y S. lucioceps (lagarto lucio). Las
familias Paralichthyidae (30.77%), Pleuronectidae (23.07%), Batrachoididae y Hexagrammidae
representaron el 84.62% de la dieta para este sitio. En promedio, las presas de la foca de puerto en Isla

Natividad presentan un nivel tréfico de 3.68+0.50 y una talla de 38.33+16.94 cm.
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Con base en la incidencia de cada presa se observd que existe una preferencia alimentaria por
consumir especies de habitos demersales (81%). Lo anterior sugiere una conducta alimentaria dirigida a la

deteccidon de presas de poco movimiento asociadas a algun tipo de fondo.

El 85% de las presas consumidas por la foca de puerto en Isla Natividad corresponde a peces

teledsteos (n=4) (Figura 19).
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Figura 19. Proporcion de los principales grupos consumidos por la foca de puerto en Isla Natividad, Baja California
Sur, México.

La frecuencia de ocurrencia de invertebrados dentro de la dieta fue igual, por lo que no se destaca
nungun taxon en términos de consumo. En total, los invertebrados representaron el 10% de la dieta de la

foca de puerto en Isla Natividad.

El consumo de peces cartilaginosos y crustaceos representa el 10% de la dieta. Por la naturaleza
de sus tejidos estas presas no son detectables o identificables a través del tamizado y recuperacion de
estructuras duras en heces. El hallazgo de las especies R. inornata (raya de California) Hemisquilla
californiensis (camarén mantis) contribuye al conocimiento de la dieta P. v. richardii en Isla Natividad, ya

que amplia el espectro tréfico conocido para este pinnipedo.

Se identifico a la especie Icelinus cavifrons (charrasco cabeza bacha) como posible presa de
consumo incidental, o bien, como posible alimento de las presas de la foca de puerto debido a su baja

frecuencia de ocurrencia en las muestras y talla reducida (8.9 cm).
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3.5.3.1 Comparacion entre métodos de identificacion de presas en Isla Natividad

Tanto el andlisis de remanentes sdlidos como la identificacién de ADN de presas en heces
mostraron que la foca de puerto se alimenta en mayor frecuencia de especies de peces teledsteos sobre
los invertebrados. En cuanto a las presas icticas, ambos métodos coinciden en la importancia de Synodus
lucioceps y miembros del género Citharichthys dentro de la dieta de la foca de puerto. El género Octopus
no fue detectado a través del analisis de restos sdlidos en heces. Asimismo, este género tiene la misma
frecuencia que Hemisquilla californiensis al analizar las muestras por medio de herramientas
metagendmicas. La importancia de un grupo sobre otro dentro de la dieta no puede estimarse bajo los

métodos implementados para la identificacién de presas.

La riqueza de presas identificadas por muestra fue distinta entre ambos métodos (Anexo 12). En
todos los casos se registré un mayor nimero de presas por medio de la identificacién del ADN contenido
en heces (a excepcién de N24). Al igual que en otras islas se encontraron inconsistencias durante la
identificacion de las presas al comparar el epiteto especifico asignado por cada método. Esta diferencia

fue observada dentro del género Citharichthys.

Dentro de la muestra N21 no se registraron estructuras duras; sin embargo, fue posible identificar
7 presas por medio de herramientas moleculares. Por medio de la metagendmica, se lograron identificar
especies presa de cuerpo blando o susceptible a la digestidn, las cuales no es posible identificar a través
de métodos convencionales. Por lo tanto, el presente estudio complementa los esfuerzos previos sobre la
dieta de este pinnipedo en Isla Natividad. Las especies Leptocottus armatus, Ophidion scrippsae, Oxyjulis
californica, Porichthys myriaster y Porichthys notatus fueron detectadas Unicamente por medio de

estructuras duras en heces.

La riqueza de presas identificadas en Isla Natividad es distinta a través de métodos convencionales

(n=53) y metagendmica (n=4) (Figura 20).
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Figura 20. Especies identificadas dentro de la dieta de la foca de puerto en Isla Natividad, Baja California Sur, México.
(A) Indica el nimero de presas identificadas por Durazo-Rodriguez (2015) (n=53) que no se comparten con el presente
estudio. (B) Indica las presas identificadas de forma exclusiva con el anélisis metagenémico (n=4). (C) Indica el nimero
de presas que ambos métodos comparten. (D) Representa la riqueza de presas identificadas a partir de restos sélidos
y metagendmica por muestras en comun. (E) Localizacion geografica de Isla Natividad.

Al comparar la frecuencia de ocurrencia de las presas identificadas por ambos métodos se observé
que con el mismo tamafio de muestra, las especies de importancia son S. lucioceps (lagarto lucio), C. taylori
(congriperla moteada), Prionotus stephanophrys (rubio volador) y P. notatus (sapo cabezdn). La proporcion
de presas de importancia dentro de la dieta cambia al incluir la totalidad de muestras analizadas por cada
método (Figura 21). Al ampliar este tamafio de muestra se observa una disminucion en la frecuencia en
que P. stephanophrys ocurren en el total de muestras. Por lo anterior, la importancia de algunas especies

como presas potenciales es distinta entre métodos de identificacién y es sensible al tamafio de muestra.
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Figura 21. Proporcion de frecuencia de ocurrencia (%FO) de las presas de la foca de puerto identificadas a través de
restos duros y metagendmica, en Isla Natividad, Baja California Sur, México. (A) Indica la frecuencia con la que
ocurren los taxa presa identificados a través de ambos métodos (n=4). (B) Indica la frecuencia con la que ocurren los
taxa presa identificados a partir de remanentes sélidos (n=53) y analisis metagendmico (n=4).

La importancia de las presas A. nobilis (corvina blanca), C. xanthostigma, Atractoscion nobilis
(corvina blanca), R. inornata y Zaniolepis frenata (cepillo espina corta) esta siendo subestimada por el
método de tamizado de heces debido a la falta de deteccién de las mismas, o bien a la dificultad de su
identificacion. Su incidencia dentro de las muestras nos habla de la frecuencia en que estas especies son
consumidas por lo que su ingesta puede ser considerada como alimento preferencial (A. nobilis y C.

xanthostigma) o secundario (R. inornata y Zaniolepis frenata).
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3.5.4 Isla San Roque

Se identificaron 29 presas a partir de cuatro muestras fecales de la foca de puerto (Anexo 13). De
acuerdo a la prueba X? no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la riqueza de

presas observada para cada una de las muestras (X>=0.174, p=0.98, Tabla 8).

Tabla 8. Riqueza de presas (S) de la foca de puerto en Isla San Roque (SR).

Muestras (S) por muestra (S) por sitio
SR6b 15
SR14b 15
29
SR16b 17
SR43b 16

En Isla San Roque la riqueza de presas observada es menor a la estimada por el estadistico Chao2
durante la temporada de muda. Ambas estimaciones no alcanzan la asintota dentro de las curvas
acumulativas de especies. Estos resultados indican que debe aumentarse el esfuerzo de colecta para esta

colonia (Figura 22).
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Figura 22. Curva de acumulacion de especies observadas (linea sdlida) y estimadas (linea punteada) para la dieta de
la foca de puerto en Isla San Roque. El eje de las abscisas indica el nUmero de muestras utilizadas para este analisis.
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Las presas con mayor incidencia dentro de las muestras fueron Chilara taylori (congriperla
moteada) Citharichthys sordidus (lenguado arenero del Pacifico), Citharichthys xanthostigma (lenguado
alén), Hippoglossina stomata (lenguado bocdn), Pleuroncodes planipes (langostilla roja), Raja inornata
(raya de California), Sardinops sagax (sardina Monterrey) y Synodus lucioceps (lagarto lucio). Las familias
Ophidiidae, Sciaenidae, Paralichthyidae y Pleuronectidae representaron el 45% de la dieta para este sitio.
En promedio, las presas de la foca de puerto en Isla San Roque presentan un nivel tréfico de 3.53 +0.59 y

una talla de 36.69 £29.45 cm.

Con base en la incidencia de cada presa se observé que existe una preferencia alimentaria por
consumir especies de habitos demersales (71%). Por lo anterior, la foca de puerto se especializa mas en el

consumo de especies asociadas al fondo que especies de nado mas rapido que habitan la columna de agua.

El 76% de las presas consumidas por la foca de puerto en Isla San Roque corresponde a peces

teledsteos (n=4) (Figura 23).
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Figura 23. Proporcién de los principales grupos consumidos por la foca de puerto en Isla San Roque, Baja California
Sur, México.

La frecuencia de ocurrencia de invertebrados dentro de la dieta fue igual, por lo que no se destaca
un género sobre otro en términos de consumo. En total, los invertebrados representaron el 21% de la

dieta de la foca de puerto en Isla San Roque.

El 20% de la dieta corresponde a presas que por la naturaleza de sus tejidos no son detectables o
identificables a través del tamizado y recuperacién de estructuras duras en heces. Los taxa Pleuroncodes

planipes (langostilla roja), Raja inornata (raya de California), Hemisquilla californiensis (camarén mantis),
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Sicyonia laevigata (camardn roca), Crangon sp. (camaron), Infraorden Brachyura (cangrejo) y Penaeus
vannameij (camardn blanco) son presas Unicamente identificables a través de métodos moleculares. Por
lo anterior, el presente estudio logré ampliar el conocimiento sobre el espectro tréfico de la foca de puerto

en Isla San Roque al implementar herramientas metagendmicas para el analisis de la dieta.

Se identificaron las especies Icelinus cavifrons (charrasco cabeza bacha) y Triphoturus mexicanus
(linternilla) como posibles presas de consumo incidental, o bien, como posible alimento de las presas de

la foca de puerto debido a su baja frecuencia de ocurrencia en las muestras y talla reducida (7-8 cm).

3.5.4.1 Comparacion entre métodos de identificacion de presas en Isla San Roque

Ambos métodos mostraron que la foca de puerto se alimenta en mayor frecuencia de especies de
peces teledsteos en contraste con otros tipos de presas. El lagarto lucio (Synodus lucioceps) y el lenguado
arenero del Pacifico (Citharichthys sordidus) fueron las Unicas especies de importancia comun entre ambos

métodos.

La especie Octopus rubescens (pulpo rojo del Pacifico) fue detectada en el 25% de las muestras
por medio de herramientas metagendmicas (muestra SR6b). Asimismo, el pulpo rojo del Pacifico fue
detectado en el 25% de las muestras tamizadas (muestra SR43b). La incidencia de las especies de
cefalépodos dentro de las muestras no es constante entre los métodos implementados para estudiar la
dieta. Por medio del analisis de restos sélidos el género Octopus es considerado el invertebrado de mayor
recurrencia dentro de las muestras y, por ende, de mayor importancia dentro de la dieta. Sin embargo, al
identificar las presas por su ADN obtuvimos que la especie Hemisquilla californiensis (camarédn mantis)
presenta una mayor incidencia dentro de las muestras con respecto al pulpo. Por lo anterior, la
recuperacion de estructuras duras en heces podria estar subestimando la importancia de otras especies

de invertebrados dentro de la dieta de la foca de puerto.

La riqueza de presas identificadas por muestra fue distinta entre ambos métodos (Anexo 14). En
todos los casos se registré un mayor nimero de presas por medio de herramientas metagendmicas. Se
encontraron inconsistencias durante la identificacién de las presas al comparar el epiteto especifico

asignado por cada método. Se logroé clarificar el epiteto especifico para especies de los géneros Sebastes,
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Zaniolepis, Octopus y Citharichthys que no habia sido posible asignar mediante la identificacién de sus

restos duros en las heces.

No fue posible detectar las especies de peces Porichthys notatus (sapo cabezén)y Symphurus
atricaudus (lengua californiana) con métodos moleculares (muestras SR16B y SR43b). La muestra SR43
mostré resultados positivos a cefalépodos en la comprobacién visual a través de un gel de agarosa (2%)
utilizando un fotodocumentador; sin embargo, tras la secuenciacion no se obtuvo informacién
correspondiente a miembros de este grupo. Estos resultados no concuerdan con los registros de picos de
cefaldopodos dentro de las muestras. De igual forma, la muestra SR6b diferia entre métodos de
identificacion. Lo anterior debido a que el pulpo rojo del Pacifico no fue detectado a través de estructuras
duras pero si por la presencia de ADN remanente en las heces. Dentro de la muestra SR14b no se
registraron estructuras duras; sin embargo, fue posible identificar 15 presas por medio de herramientas

metagendmicas.

En general, la riqueza de presas identificadas en Isla San Roque es distinta a través de restos duros

(n=44) y metagendmica (n=4) (Figura 24).
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Figura 24. Especies identificadas dentro de la dieta de la foca de puerto en Isla San Roque, Baja California Sur, México.
(A) Indica el nimero de presas identificadas por Durazo-Rodriguez (2015) (n=44) que no se comparten con el presente
estudio. (B) Indica las presas identificadas de forma exclusiva con el anélisis metagendmico (n=4). (C) Indica el nimero
de presas que ambos métodos comparten. (D) Representa la riqueza de presas identificadas a partir de restos sélidos
y metagendmica por muestras en comun. (E) Localizacidn geogréfica de Isla San Roque.

Al comparar la frecuencia de ocurrencia de las presas identificadas por ambos métodos se observé
que con el mismo tamafio de muestra, las especies de importancia son C. taylori (congriperla moteada), C.
sordidus (lenguado arenero del Pacifico), Hippoglossina stomata (lenguado bocdn) y S. lucioceps (lagarto
lucio). La proporcién de presas de importancia dentro de la dieta cambia al incluir la totalidad de muestras
analizadas por el método de tamizado de heces (Figura 14). Al ampliar el tamafio de muestra la importancia

de C. tayloriy S. lucioceps aumenta en términos de su frecuencia de ocurrencia (Figura 25).
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Figura 25. Proporcion de frecuencia de ocurrencia (%FO) de las presas de la foca de puerto identificadas a través de
restos duros y metagendmica, en Isla San Roque, Baja California Sur, México. (A) Indica la frecuencia con la que
ocurren los taxa presa identificados a través de ambos métodos (n=4). (B) Indica la frecuencia con la que ocurren los
taxa presa identificados a partir de remanentes sélidos (n=43, temporada de premuda) y analisis metagendmico
(n=4).

La importancia de las especies C. xanthostigma, R. inornata y Sardinops sagax (sardina Monterrey)
no es detectada con el método de analisis de estructuras duras debido a la dificultad de su identificacién
o deteccidn. Su incidencia dentro de las muestras nos habla de la frecuencia en que estas especies son
consumidas, por lo que su ingesta puede ser considerada como alimento secundario, o bien, preferencial.
De igual forma los invertebrados Pleuroncodes planipes (langostilla roja) y Hemisquilla californiensis
(camaron mantis) cuentan con una alta incidencia dentro de las muestras, incluso mayor que la especie

de pulpo Octopus rubescens. Lo anterior sustenta la importancia de estas presas dentro de la dieta, las

cuales sélo pueden ser identificadas a través de métodos moleculares.
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3.5.5 Dieta de la foca de puerto a lo largo de su distribucion en México

La foca de puerto en México se alimenta preferencialmente de presas de hdbitos demersales, con
niveles tréficos altos (3.61 +0.09) y talla promedio de 36.36 +2.14 cm. Las presas correspondientes a peces
teledsteos son consumidas en mayor frecuencia que los invertebrados; sin embargo, la incidencia de cada
grupo varia entre los sitios de estudio. En las islas Todos Santos Sur y San Roque los invertebrados aparecen
con mayor frecuencia dentro de las muestras que en las Islas Natividad y San Jerénimo. Estas diferencias
en el consumo de peces dseos e invertebrados entre islas no son estadisticamente significativas (X?=2.719,

p=0.46) (Figura 26).
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Figura 26. Frecuencia de ocurrencia de los distintos tipos de presa que conforman la dieta de la foca de puerto en
México.

La foca de puerto se alimenta en general de los mismos grupos (lenguados, pulpos, congriperlas)
a lo largo de su distribucién en México. Su dieta dentro de los sitios de estudio se diferencia por las
identidades taxondmicas que la componen, es decir, en todos los sitios se encontré que se alimentan de
lenguados mas no necesariamente de las mismas especies de lenguado. La dieta de este pinnipedo es

variada a lo largo de su distribucién, y consume especies de distintos habitats en distintas frecuencias.

Durante la temporada de muda 2014, se identificaron 9 presas en comun entre las cuatro colonias
muestreadas. Isla Todos Santos Sur comparte el 83.33% de su dieta con el resto de las islas. Unicamente 4

presas de la foca de puerto se registraron de forma exclusiva para Isla Todos Santos Sur. Isla San Jerénimo
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comparte el 69.23% de su dieta con las demas islas y sélo 8 presas fueron registradas exclusivamente en
este sitio. EI 85.71% de las presas registradas para Isla Natividad fueron observadas dentro de los otros
sitios de estudio. Sélo 3 de las presas identificadas para la foca de puerto son consumidas exclusivamente
en esta ultima isla. Finalmente, Isla San Roque comparte el 72.41% de su dieta con el resto de los sitios, el
alimento restante corresponde a 8 presas exclusivas de esta isla. Se observé que para las islas San Jerénimo

y San Roque no se registraron presas en comun de cardacter exclusivo para estos sitios (Figura 27).

N SR

Figura 27.Traslapo de la dieta de la foca de puerto en cuatro sitios de estudio en México, segun el nUmero de especies
compartidas entre ellos. (TS) Isla Todos Santos Sur; (N) Isla Natividad; (SR) Isla San Roque; (SJ) Isla San Jerénimo.

Se encontrd que no existen diferencias significativas entre la riqueza de especies observada dentro
de cada sitio de estudio (X?=1.36, p=0.71). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de ocurrencia (%FO) de cada presa entre los sitios de estudio (X?=3809, p=0.0004). Por lo
anterior, la dieta de la foca de puerto en México difiere entre sitios en términos de la frecuencia con que

una especie es consumida en comparacién con otras.

Los resultados obtenidos a través del indice de Jaccard indican que las islas Todos Santos Sur y San

Jerénimo tienen un 43% de similitud en la dieta. La misma proporcion se observa entre Isla Todos Santos
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Sur e Isla Natividad. Asimismo, las islas Natividad y San Roque tienen un 47% de similitud en las presas

consumidas por la foca de puerto en ambos sitios.

En México la riqueza de presas observada es menor a la estimada por el estadistico Chao2 durante
la temporada de muda. Ambas estimaciones no llegan a la asintota dentro de la curva acumulativa de
especies. Estos resultados indican que debe aumentarse el nimero de muestras para obtener un espectro

alimentario mas completo de cada colonia (Figura 28).
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Figura 28. Curva de acumulacion de especies observadas (linea sélida) y estimadas (linea punteada) para la dieta de
la foca de puerto en México. El eje de las abscisas indica el nimero de muestras utilizadas para este analisis.

3.5.5.1 Comparacion entre métodos y espectro alimentario de la foca de puerto en México

Como resultado ambos métodos coinciden en la identificacién de 15 presas correspondientes a
peces 6seos y cefalépodos. Durazo-Rodriguez (2015) identificé 22 especies presa (n=16) de la foca de
puerto en México durante la temporada de muda 2014. Sobre las mismas muestras se identificaron 49
presas a través de herramientas de secuenciacidn masiva. El 28.57% de la dieta identificada a partir del
analisis molecular no es compartida con el analisis de restos sélidos ya que corresponde a presas de cuerpo

blando que no son detectadas por este ultimo método.
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Considerando la totalidad de muestras colectadas para el analisis de restos solidos, se identificaron
44 presas de la foca de puerto en México durante la temporada de muda de 2014 (Durazo-Rodriguez,
2015). Este trabajo se realizd a través de la identificacidn de otolitos y picos de cefalépodos con un esfuerzo
de colecta de 249 muestras fecales durante la temporada de muda, incluyendo la premuda en el caso de
Isla San Roque. Como se menciond anteriormente, se logrd identificar 49 presas de este pinnipedo en
México durante la misma temporada (n=16). Ambos métodos comparten la identidad taxonémica de 21
presas correspondientes a peces 6seos y cefaldépodos. Dentro del total de presas identificadas por ambos
métodos, 28 presas (38.9%) fueron detectadas Unicamente por medio de herramientas metagendmicas.
El 50% de las presas no compartidas corresponde a peces cartilaginosos, mixinos e invertebrados. Los

detalles de estas especies se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Invertebrados y presas de cuerpo blando identificadas a través de metagendmica. La numeracion representa
a los siguientes grupos taxondmicos: (1) Cephalopoda; (2) Crustacea; (3) Elasmobranchii; (4) Myxinidae; (5) Cnidaria;
(6) Bivalvia.

Especie Nombre comtin Familia
1 Octopus rubescens Pulpo rojo del Pacifico Octopodidae
Doryteuthis opalescens Calamar de California Loliginidae
Octopus californicus Pulpo ojo grande de California Octopodidae
2 Hemisquilla californiensis Camarén mantis Hemisquillidae

Pleuroncodes planipes

Langostilla roja

Munididae

Crangon sp. Camaron Crangonidae
Infraorden Brachyura Cangrejo Infraorden Brachyura
Sicyonia laevigata Camaron roca Sicyoniidae

Penaeus vannamei Camarén blanco Penaeidae

Raja inornata Raya de California Rajidae

Eptatretus stoutii Mixinido del Pacifico Myxinidae

Chrysaora fuscescens Ortiga del Pacifico Pelagiidae

Soestia zonaria Salpa Salpidae

Fam. Veneridae Almeja Veneridae
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4. Discusion

4.1 Analisis de muestras fecales

La extraccién de ADN de presas a partir de heces de un depredador es realizable a través del uso
de kits comerciales con pocas modificaciones a los protocolos prescritos. La concentracion del ADN
extraido en el presente estudio pudo ser afectada por factores inherentes a la naturaleza de la muestra o
a la metodologia utilizada en el andlisis. Algunos factores que pudiesen haber intervenido durante el

procesamiento de las muestras se desarrollan a continuacion.

El tiempo de preservacidn de las muestras difirid entre los sitios de estudio (2-7 dias en TS y SR)
observandose una menor proporcién de productos de amplificacidn en las islas Todos Santos Sur y San
Roque. Deagle y colaboradores (2005) encontraron que el ADN de presas contenido en heces no es
detectado tras la amplificacién cuando las heces fueron preservadas de 2 a 5 dias posteriores a su colecta.
Debido a esta diferencia en los tiempos de colecta, las muestras de TS y SR fueron procesadas utilizando
el método de extraccién por sales. Este método permitid recuperar la informacidn génica contenida en las
muestras que presentaron mayor degradacidn, éstas muestras presentaron menor concentracion de ADN
(6.75 ng/ul £1.76) a la de las muestras preservadas inmediatamente después de su colecta (25 ng/ul
+2.12). Dentro del estudio de la dieta, el tiempo de preservacion de las muestras no es trivial, ya que se
conoce que el ADN de las presas contenido en heces tiene una mayor probabilidad de presentar
degradacion con respecto al ADN del depredador, debido al proceso de digestion al que fue expuesto
(Deagle et al., 2006). Esto produce un sesgo en la concentracién del material génico de presas que

podemos recuperar a partir de muestras fecales.

El ADN extraido de heces se encuentra enriquecido en ADN del depredador con respecto al de las
presas (Deagle et al., 2006). La abundancia de secuencias del ADN de un depredador puede enmascarar la
informacidn correspondiente a las presas subestimando su extraccion y detectabilidad, afectando sobre
todo a las presas menos representadas (Deagle et al., 2005; Vestheim y Jarman, 2008). El uso de oligos
bloqueadores permite inhibir la amplificacion por PCR del ADN del depredador para lograr obtener una
mayor deteccion de ADN proveniente del alimento (Vestheim y Jarman, 2008; Deagle et al., 2009; Deagle

et al., 2013; Thomas et al., 2015). A pesar de que en el presente estudio se implementd esta estrategia, el
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ADN de la foca de puerto representd el 22.85%, 16.17% y 0% de las secuencias obtenidas a través del

marcadores de cordados, cefalépodos y eucariotas respectivamente.

En el caso del marcador para cordados, el porcentaje de secuencias correspondientes a la foca de
puerto es mas alto que el reportado en estudios recientes (5.8%) utilizando el mismo marcador y
bloqueador (Deagle et al., 2013). La aplicacién del oligo bloqueador se optimizé siguiendo las
recomendaciones de los autores que previamente habian aplicado esta estrategia (Deagle et al., 2009;
Deagle et al., 2013). Por lo anterior, la concentracidn del oligo bloqueador dentro de cada reaccidon de PCR
fue suficiente y existen otros factores que pudiesen estar promoviendo la presencia del ADN de la foca de
puerto en las secuencias obtenidas. Estos factores pueden relacionarse al estado de degradacion
diferencial del ADN de las presas respecto al depredador, ya que se observo que los porcentajes mas altos
de incidencia del ADN de la foca de puerto se obtuvieron dentro de las muestras de las islas Todos Santos

Sur y San Roque (muestras de preservacion tardia).

El amplicdn correspondiente a cefalépodos fue capaz de detectar el 71.87% de las presas icticas
identificadas por medio del marcador de cordados, por lo que se considera inespecifico. Asimismo, a partir
de este marcador se amplificaron secuencias de ADN de la foca de puerto, por lo que se deberia evaluar
la necesidad de utilizar un oligo bloqueador en combinacién con este marcador, o bien, confirmar si estos

resultados son artefactos de productos de PCR incompletos.

El marcador de organismos eucariotas parece ser mas efectivo en términos de su bloqueador de
ADN de mamiferos; sin embargo, la nula detectabilidad de secuencias respectivas a la foca de puerto se
debe a que dentro de la base de datos local generada para el gen 18S no existe informacion con respecto
a este pinnipedo. Lo anterior impide comparar la efectividad de los oligos bloqueadores utilizados en el

presente estudio.

4.2 Formacion y secuenciacion de librerias

Existen distintas técnicas Utiles para la preparacidén de librerias compatibles con la plataforma
Illumina® del equipo MiSeq® (Kozich et al, 2013; Thomas et al., 2015; O’Donnell et al., 2016). El objetivo

principal de preparar una libreria es unir adaptadores y un identificador a las secuencias blanco de un
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estudio. En general las librerias se obtienen luego de realizar el protocolo prescrito para un kit (Thomas et
al., 2015); sin embargo, existen dos estrategias que ofrecen una alternativa de menor costo para este fin.
Kozich y colaboradores (2013) generaron sus librerias a partir de un solo paso de PCR donde se utiliza un

oligo extenso (68 pb) que amplifica la regidn de interés junto a los adaptadores e indices.

En el presente estudio se aplico la estrategia de dos pasos de PCR, la cual permite analizar varios
loci a la vez y ofrece la ventaja de tener un bajo costo, se obtienen un mayor numero de lecturas, se
identifican un mayor nimero de unidades taxonédmicas operacionales (OTU’s) y no muestra variacion en
la abundancia de los taxa identificados entre réplicas de una misma muestra, en contraste con la técnica

de un solo paso de PCR (O’Donnell et al., 2016).

La formacién de librerias a través de dos pasos de PCR constituye una novedad en el estudio de la
dieta de pinnipedos, permitiendo un mayor nimero de combinaciones de los indices y, por ende, el
manejo de un mayor nimero de muestras (lllumina, 2011; Herbold et al., 2015). Esta técnica incrementa
la temperatura de alineacién y especificidad de los oligos, aminorando los problemas asociados a los oligos
extensos, por ejemplo, la formacién de horquillas, dimeros y quimeras durante la amplificacidn (Illumina,

2014).

Los productos de PCR fueron normalizados utilizando el kit SequalPrep™ (96) (Invitrogen™) el cual
se distingue de otros métodos de normalizacidon (cuantificacion directa y QlAxcel de QIAGEN) por
promover la generacién de un mayor nimero de lecturas por amplicén (Harris et al., 2010). A pesar de
que la concentracion promedio de cada muestra fue menor (0.55 +0.14 ng/ul) a la concentracién final que
se establece en el protocolo de este kit (1-2 ng/ul), la capacidad de la celda de flujo se mantuvo, por poco,

bajo los limites de saturacidn.

Durante la formacion de la solucion de trabajo se generd una metamuestra a partir de 48
muestras, a cada una de éstas le correspondieron aproximadamente 20,833 lecturas de acuerdo a la
capacidad de la celda de flujo utilizada. El nimero de lecturas por muestra se encuentra dentro de los
estandares recomendados para la identificacién de comunidades bacterianas en muestras ambientales
(15,000-100,000 lecturas) (Illumina, 2014). La riqueza de OTU’s obtenida en el presente estudio es mucho
menor a la derivada de comunidades bacterianas, por lo que se puede asumir que la profundidad de
secuenciacién fue suficiente para cubrir la riqueza de identidades taxondmicas presentes en las muestras

fecales de la foca de puerto.
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Se obtuvieron proporciones semejantes de las secuencias sentido (X*=90, p=0.48) y antisentido
(X?=96, p=0.42) correspondientes a cada marcador, por lo que el haber agregado en mayor concentracidn
la metamuestra del amplicén de eucariotas no parece haber afectado la representatividad de los otros

loci.

Durante los ciclos 150-175 la calidad de las secuencias generadas decayé (<25%). Lo anterior se
asocia a una falla o a un aumento de la velocidad de elongacién de las secuencias, esto conlleva a una
interferencia y reduccion de la sefal de los “clusters” conforme incrementa la longitud de la secuencia.
Esta reduccidn en la sefial aumenta la razén de error en la asignacidn de nucleétidos y, por ende, promueve
la asignacidn de valores bajos de calidad en el extremo 3’ de las lecturas generadas (Dohm et al., 2008;
Schirmer et al., 2015). La velocidad de elongacién pudo ser disimil entre los templados debido a la
presencia de fragmentos de menor longitud (inespecificidades) dentro de las librerias generadas para cada
locus. Los fragmentos cortos requieren menos tiempo de elongacién por lo que son amplificados con
mayor eficiencia que los fragmentos mas largos (Head et al., 2014). El efecto de los fragmentos cortos
dentro de la secuenciacidn puede apreciarse para las muestras de las islas Todos Santos Sur y San Roque.
Las muestras de TS y SR se encontraban mayormente degradadas, por lo que contienen un mayor nimero
de copias de fragmentos de menor tamafio. Lo anterior se traduce en la obtencién de un mayor nimero

de lecturas para estos sitios en contraste con las islas San Jerénimo y Natividad.

El 50.7% de las secuencias obtenidas mostraron valores bajos de calidad (Q<25%) en el extremo 3’
(30 nucledtidos). Estos resultados son descartados por el algoritmo empleado para alinear las secuencias
sentido y antisentido; sélo el 13.55% de las lecturas logré pasar este filtro. Los resultados del presente
estudio se obtuvieron a través del analisis de las secuencias sentido y antisentido d emanera
independiente y fueron comparados con los obtenidos a través de las secuencias pareadas a manera de
control. EI 100% de las presas identificadas mediante este control corresponden a las presas identificadas
en las lecturas sentido y antisentido. La proporcidn de presas sin identificar por el control se explica por la

cantidad de informacién perdida durante la alineacidn de las lecturas sentido y antisentido.
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4.3 Asignacion taxonédmica por amplicon

La mayor proporcion de la dieta fue identificada a partir de las secuencias correspondientes al
amplicon de cordados (65.30%). La eficiencia en la identificacidn de presas se debe a que este amplicén es
de menor tamafio (~¥155 pb, Deagle et al., 2009) con respecto a los otros loci. Asimismo, la dieta de la foca
de puerto es principalmente piscivora, esta informacién ha sido observada en distintos sitios a lo largo de
su distribucién en el Pacifico Norte (Scheffer y Sperry, 1931; Wilke, 1954; Pitcher, 1980; Brown y Mate,
1982; Torok, 1994; Browne et al., 2002; Herreman et al., 2009; Elorriaga et al., 2013; Alaman de Regules,
2014; Durazo-Rodriguez, 2015), por lo que es congruente encontrar mas presas por medio de este

marcador.

Por medio del amplicon de cefaldpodos fue posible identificar 26 presas, de las cuales sdlo 3
corresponden a este grupo (Octopus rubescens, Octopus californicus y Doryteuthis opalescens). Selograron
identificar 22 especies de peces en comun entre las regiones 165 ADNmt especificas para cefaldopodos y
cordados. Algunas muestras mostraron productos de amplificacién para el amplicon de cefaldpodos, sin
embargo, dentro de las secuencias no se logré identificar a miembros de este grupo. Al ser un oligo
inespecifico los productos de amplificacion obtenidos para estas muestras reflejaron el consumo de

especies icticas (como el lagarto lucio) y no solo a miembros de la clase Cephalopoda.

El amplicon de la subunidad 18S de ARN ribosomal fue disefiado para identificar cualquier
organismo eucariota con énfasis en linajes de microorganismos (Gilbert et al., 2014). La informacion que
brinda este amplicén sobre diversos taxa es extensa en comparacion con los otros loci, sin embargo su
eficiencia varia entre grupos taxonémicos (Meyer et al., 2010). Se observo que esta regidn identifica
invertebrados marinos a nivel de género y especie con distribucion dentro del drea de estudio. Sin
embargo, en el caso de las presas icticas los géneros identificados corresponden a presas sin distribucion
en México, pero pertenecientes a las mismas familias identificadas por medio del amplicén de cordados.
Estos resultados han sido observados en otros estudios donde se utiliza la subunidad pequeiia de ARNT,
identificando grupos a nivel orden o familia (Hillis y Dixon, 1991; Meyer et al., 2010). Dentro de las bases
de datos existen menos secuencias relativas a la subunidad 18S ARNr para metazoarios en contraste con
la informacidn existente para otros loci. Esto puede afectar la asignacion de la identidad taxondmica de

grandes grupos dentro de clados mds especificos.
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Otro factor importante que pudo haber influenciado las identificaciones asignadas por el amplicén
18S ARNr es el tamafio del fragmento alineado durante el BLAST. Varios estudios reportan que la cobertura
de este amplicén es de 381-650 pb (Hadziavdic et al., 2014; Wang et al., 2014), por lo que el tamaiio de
fragmento utilizado en el presente estudio (120 pb) puede no ser suficiente para resolver la identidad
taxondmica de ciertos grupos. Este problema no se observd para los amplicones de cordados vy
cefalépodos, ya que el locus 16S mitocondrial tiene una cobertura minima de 100 pb para una correcta

identificacion (Boyer et al., 2012).

4.4 Presencia-Ausencia de presas

El estudio de la dieta a través de herramientas de secuenciacién masiva se encuentra limitado por
elementos que afectan la proporcion de las presas dentro de las secuencias (Deagle et al., 2006; Thomas
et al., 2015). Este problema hace imprecisa la asignacién de valores de abundancia para las especies
identificadas con base en el nimero de lecturas obtenidas tras la secuenciacion. Se han llevado a cabo
distintos ensayos con el fin de determinar las proporciones de las presas en las secuencias junto a factores
de correccidn que permitan asignar estos valores de abundancia (Thomas et al., 2015). Los factores de
correccion generados a la fecha se enfocan en especies comerciales (Deagle et al., 2013; Thomas et al.,

2014; Thomas et al., 2015) y su aplicacidon en muestras silvestres debe tomarse con reserva.

La eficiencia del método de extraccion es distinta entre grupos taxondmicos habiendo preferencia
de algunos grupos sobre otros (Mtambo et al., 2006; Simister et al., 2011). Algunos compuestos presentes
en los invertebrados marinos (mucopolisacaridos, proteinas polifendlicas y pigmentos) pueden inhibir la
extraccién de ADN de los miembros de este grupo (Winnepenninckx et al., 1993). El método de extraccion
por sales se utiliza frecuentemente para aislar ADN de plantas ya que ayuda a eliminar paredes de
polisacaridos y componentes polifendlicos (ej. pigmentos) (Kumar et al., 2007). Dentro de las muestras
extraidas por el método de sales (TS y SR) se encontraron mas especies de invertebrados, en comparacion
con las muestras extraidas por medio de QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) (SJ y N). Aunado a lo
anterior, la proporcion de lipidos en las presas afecta su digestibilidad y, por tanto, la proporcién de ADN
que se puede extraer de las mismas (Thomas, 2015). La efectividad de un método sobre otro puede

deberse a la forma en que cada uno elimina los compuestos inhibidores de la extraccion.
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La amplificacion de los productos de extraccion puede ser preferencial para algunos grupos
taxondmicos dentro de muestras ambientales. De igual forma, las proporciones de las secuencias de las
presas varian en funcion de la proporcion de tejido consumido. Si una presa es consumida en proporciones
altas, las secuencias obtenidas para esta presa son menores y viceversa (Thomas et al., 2015). Esto sucede
debido a que la abundancia de un templado aumenta la probabilidad de que este se una a otro (reverso
complementario) generando una auto-hibridaciéon (“self-annealing”) (Zourob, 2010; Thomas et al., 2015).
Por lo anterior, es posible que al estudiar la dieta a través de herramientas de secuenciacidn masiva se

esté subestimando la representatividad de las presas que son consumidas en mayor proporcion.

Las quimeras, artefactos producidos durante la amplificacion del ADN, pueden generar falsos
positivas en la deteccién de unidades taxondmicas operacionales (OTU) (Haas et al., 2011). Este problema
puede llevar a la sobreestimacion de la riqueza identificada. La temperatura de alineacién durante el PCR
(Nlumina, 2014), asi como la proporcidn de similitud durante el BLAST pueden reducir el efecto de estos
artefactos (Deagle et al., 2013). Thomas y colaboradores (2015) utilizan el algoritmo USEARCH (Edgar,
2010) para la deteccidn y eliminacion de artefactos como quimeras y un porcentaje de identidad del 90%
durante el BLAST. En el presente estudio no se llevd a cabo un proceso in silico para eliminar quimeras, sin
embargo, el porcentaje de identidad minimo utilizado durante el BLAST fue del 98%. Lo anterior con el fin

de disminuir el sesgo que estos artefactos pueden producir sobre la identificacion de OTUs.

El uso de amplicones para identificar la dieta conlleva a sesgos intrinsecos a la region gendmica de
interés, la seleccidon o disefio del oligo y las combinaciones de amplicones o de oligos sentido y antisentido
necesarias para llevar a cabo la reaccidn de PCR. Se ha observado que existen diferencias entre las lecturas
(sentido y antisentido) obtenidas para distintas presas (Deagle et al., 2013). Al analizar las secuencias sin
alinear del presente estudio, para los amplicones de cordados y cefalépodos se observé que una mayor
proporcién de secuencias sentido cumplieron con los controles de calidad. Por el contrario, para el
amplicdn de eucariotas una mayor proporcién de secuencias antisentido cumplié con dichos controles. Lo
anterior se observé para cada muestra de cada sitio. También se observé que las secuencias antisentido
brindaban mas informacidn acerca de las identidades taxondmicas del marcador de cefalépodos, mientras
que se presento el caso contrario para el marcador de cordados. Esta diferencia en la riqueza identificada
por cada oligo se debe a la posicién en que fueron disefiados dentro de la regién gendmica de interés
(Deagle et al., 2009). Los oligos disefiados dentro de la regidn variable pueden estar ofreciendo mayor

resolucidn taxondmica que aquellos que se encuentran dentro de la regién conservada.
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Finalmente, el espectro alimentario identificado a través de herramientas bioinformaticas
depende de la informaciéon taxondémica contenida en la base de datos local utilizada. Thomas vy
colaboradores (2015), al igual que en el presente estudio, utilizaron el equipo MiSeq” (lllumina) y
herramientas bioinformaticas para identificar las presas consumidas por P. v. richardii. Para conocer el
impacto que tiene la foca sobre las poblaciones de salmén y otras especies comerciales, los autores
utilizaron muestras fecales colectadas en sitios de descanso en la Columbia Britdnica, Canada, y las
compararon con muestras fecales obtenidas de focas en cautiverio (con dieta conocida). Thomas y
colaboradores (2015) lograron identificar 13 presas (n=10, muestras fecales) correspondientes a peces
dseos y un calamar. La riqueza de presas identificadas a partir de muestras ambientales fue limitada
durante el BLAST a una base de datos local que contenia las secuencias de 18 presas de interés. Este sesgo
en la dieta consumida por organismos silvestres no se observa en el presenten estudio (49 presas, n=16),
va que el objetivo fue identificar la totalidad de identidades taxondmicas consumidas y no sélo aquellas

gue tienen un valor comercial.

Con el fin de eludir estos sesgos en la abundancia de las presas, en el presente estudio se analizd
la dieta por medio de matrices de presencia-ausencia contemplando Unicamente la riqueza de presas
identificada para cada sitio. En los Anexo 15-18 se encuentra la proporcion de secuencias que obtenida

para cada presa.

4.5 Habitos alimentarios de la foca de puerto

4.5.1 Analisis de restos sélidos y secuenciacion masiva

En la Isla Todos Santos Sur las presas de mayor ocurrencia dentro de las muestras fueron Chilara
taylori (congriperla moteada), Citharichthys xanthostigma (lenguado aldn) y Synodus lucioceps (lagarto
lucio). La importancia de S. lucioceps y el género Citharichthys (C. sordidus) corresponde con las
observaciones realizadas por Durazo-Rodriguez (2015) sobre las mismas muestras. Alaman-de-Regules
(2014) encontré que para el mes de mayo (muda 2013), las especies S. lucioceps y C. taylori son

consideradas de importancia dentro de la dieta de la foca de puerto en TS. La especie Citharichthys
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sordidus (lenguado arenero del Pacifico), identificada a través de restos sélidos, fue reconocida como
Citharichthys xanthostigma dentro del andlisis metagendmico. La diferencia en la resolucién taxonémica
de cada método depende de la cantidad de informacién disponible en catdlogos o bases para cada item
presa. Los otolitos presentan una variacién intraespecifica y una variacion entre miembros de la misma
familia (Nolf, 1993) por lo que es comun asignar de forma equivoca el epiteto especifico de un item presa,
sobre todo al tratarse de estructuras calcicas que ya sufrieron un proceso de digestion. Tal es el caso de
las especies L. armatus (restos sélidos) y M. pacificus (metagendmica), las cuales pertenecen a distintas

familias, sin embargo, sus otolitos son semejantes.

Alaman-de-Regules (2014) y Durazo-Rodriguez (2015) coinciden en que los miembros del género
Sebastes (rocotes) fueron las presas de mayor importancia dentro de la dieta de la foca de puerto en TS
(temporada de muda). Los rocotes no fueron detectados en los restos sélidos o en el ADN de las 4 muestras
de heces analizadas en este sitio. Asimismo, la frecuencia de ocurrencia de los rocotes en SJ y SR fue baja
considerando ambos métodos (n=4). Las diferencias observadas entre el presente estudio y trabajos
previos, en términos de la importancia de los rocotes en la dieta, puede deberse al esfuerzo de muestreo
aplicado en el analisis molecular. Por lo anterior se recomienda aumentar el tamafio de muestra en analisis

metagendmicos con el fin de detectar una mayor riqueza de presas.

Las especies Atractoscion nobilis (corvina blanca), Citharichthys stigmaeus (lenguado pecoso),
Citharichthys xanthostigma (lenguado aldn), Porichthys notatus (sapo cabezdn) y Synodus lucioceps
(lagarto lucio) fueron las presas de mayor incidencia en Isla San Jerénimo. La importancia de S. lucioceps
corresponde con las observaciones realizadas por Durazo-Rodriguez (2015) sobre las mismas muestras. De
igual forma, la autora destaca la importancia de los cefalépodos (Doryteuthis opalescens y Octopus spp.)
y el género Sebastes dentro de la dieta de la foca de puerto para este sitio (n=72). Considerando
Unicamente los invertebrados presentes en la dieta, identificados por ambos métodos, las presas mas
recurrentes son el pulpo y el calamar. La deteccién de estas presas varia entre métodos, para el caso de
Isla San Jerdnimo el andlisis molecular demostré ser mas eficiente en la deteccién de cefalépodos. Esta
diferencia puede asociarse a que los picos de calamar pueden permanecer en el tracto digestivo hasta 7
dias posteriores a la ingesta (Tollit et al., 1997). De igual forma, se ha observado que la foca de puerto
regurgita la mayor parte de estas estructuras, por lo que no pasan a través del tracto intestinal (Pitcher,

1980).
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En Isla Natividad las presas de mayor incidencia dentro de las muestras fueron Atractoscion nobilis
(corvina blanca), Citharichthys xanthostigma (lenguado alén), y Synodus lucioceps (lagarto lucio). La
importancia de S. lucioceps y el género Citharichthys corresponde con las observaciones realizadas por
Durazo-Rodriguez (2015) sobre las mismas muestras. La autora identificé a Citharichthys sordidus como la
presa de mayor importancia (IIMP=45.83%) dentro de la dieta para este sitio. El analisis metagendmico
demostré que hay muestras que comparten el consumo de las presas C. sordidus y C. xanthostigma,
ocurriendo en mayor frecuencia el lenguado alén. La muestra N24 contenia 111 otolitos de C. sordidus
(Durazo-Rodriguez, 2015); al analizar las secuencias de esta muestra Unicamente se registrd la presencia
de C. xanthostigma. Esta ultima especie de lenguado no fue identificada a lo largo del estudio de Durazo-
Rodriguez (2015). Por lo anterior, el analisis de restos sélidos puede sobrestimar la importancia de una
presa debido a posibles errores en la identificacion. A su vez, si ambos métodos difieren en la asignacion
taxondmica de algunas especies se podria estar subestimando el nimero de presas que ambos métodos

comparten.

Las especies Chilara taylori (congriperla moteada) Citharichthys sordidus (lenguado arenero del
Pacifico), Citharichthys xanthostigma (lenguado alén), Hippoglossina stomata (lenguado bocdn),
Pleuroncodes planipes (langostilla roja), Raja inornata (raya de California), Sardinops sagax (sardina
Monterrey) y Synodus lucioceps (lagarto lucio) ocurrieron dentro de las cuatro muestras analizadas para
la Isla San Roque (FO=100%, n=4). La importancia de C. sordidus, S. lucioceps y C. taylori corresponde con
las observaciones realizadas por Durazo-Rodriguez (2015) sobre las mismas muestras. El género Octopus
es considerado la especie de invertebrado mas recurrente dentro de las muestras al examinar restos
solidos. Por otra parte, este género tiene menor incidencia en las muestras que Hemisquilla californiensis
al analizar las muestras por medio de analisis metagendmicos. La importancia de un grupo sobre otro no

puede estimarse bajo los métodos implementados en este trabajo para la identificacidn de la dieta.

La frecuencia de ocurrencia e importancia de las especies presa dentro de la dieta no es constante
en términos temporales (Durazo-Rodriguez, 2015). La dieta caracterizada a partir del presente estudio no
refleja el espectro tréfico anual de la foca de puerto. Por lo anterior, se recomienda ampliar la escala
temporal del estudio de los hdbitos alimentarios de este pinnipedo en México a través de métodos

escatoldgicos no invasivos (restos sélidos y analisis moleculares).
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4.5.2 Presas de la foca de puerto (P. vitulina richardii) en México

La foca de puerto es considerada un depredador de habitos demersales y neriticos (Antonelis y
Fiscus, 1980). En la Isla Natividad, Baja California Sur, México, se ha reportado que los habitos alimentarios
de esta especie son bentdnico-demersales (Elorriaga-Verplancken et al., 2013). De acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente estudio, la foca de puerto en México se alimenta principalmente de
especies demersales (71% de su dieta), las cuales corresponden en mayor proporcién a peces teledsteos

(75.25%).

La talla promedio de las presas fue de 36.4+2.14 cm, estos datos fueron obtenidos a través de la
informacidn en linea existente sobre las presas (Froese y Pauly, 2016; Palomares y Pauly, 2016; Wilson,
2016; Wood, 2016). La talla preferencial de las presas consumidas por la foca de puerto se ha estimado en
15-18 cm (Brown, 1981; Harvey, 1988). Esta ultima aproximacion es obtenida a través de la relacidn lineal
existente entre la longitud del otolito y la talla del pez. Se requiere de un analisis mas profundo sobre esta

relacion de longitud para poder determinar la talla de las presas que consume la foca de puerto en México.

La mayor parte de las presas de la foca de puerto tienen un nivel tréfico alto (3.61+0.09) (Froese y
Pauly, 2016; Palomares y Pauly, 2016). Estos resultados son similares a los obtenidos por Elorriaga y
colaboradores (2013) en Isla Natividad (3.5-4.5). Los autores identifican a la foca de puerto como un
consumidor secundario-terciario (nivel tréfico = 4.9). La foca de puerto se encuentra en la parte superior
de la cadena tréfica (Mearns et al., 1981; Pablo, 2009; Elorriaga-Verplancken et al., 2013), esto la convierte
en una especie clave en la dinamica del sistema en términos del control que ejerce sobre las poblaciones

de sus presas.

De acuerdo al indice de Jaccard, los sitios que guardan una mayor similitud en términos de la dieta
son las islas Natividad y San Roque. Ambas islas se situan al sur de la distribucion de la foca de puerto,
siendo las mas cercanas dentro de este estudio. Ambos sitios son particulares debido a la confluencia de
las corrientes de California y Norecuatorial (De la Cruz-Agliero, 2000), lo cual se traduce en un ambiente
dindmico que ofrece una diversidad de habitats para especies marinas (De la Cruz-Agliero et al., 1994). Lo
anterior se relaciona a los resultados obtenidos sobre la presencia de especies caracteristicas de aguas
templadas-frias (ej. Genyonemus lineatus) y tropicales (ej. Pleuroncodes planipes) (Danemann y De La Cruz-

Agliero, 1993).
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En el presente estudio, el 28.57% (14 spp.) de la dieta de la foca de puerto en México correspondid
a presas que por la naturaleza de sus tejidos sélo pueden ser detectadas o identificadas a través de analisis
moleculares. El consumo de cnidarios por la foca de puerto ha sido reportado en estudios de contenido
estomacal (Scheffer y Sperry, 1931; Fraser, 1939); este tipo de estudios permite identificar una mayor
riqueza de presas, en contraste con el analisis de restos solidos, ya que es posible recuperar especies de
cuerpo blando para su identificacién. La medusa Chrysaora fuscescens (ortiga del Pacifico) se identificd
como parte de la dieta de la foca de puerto en las islas TS y SJ. Esta especie ha mostrado un incremento
en su biomasa los ultimos anos, afectando la abundancia de algunas especies presa de pinnipedos tales
como Clupea pallasii (arenque del Pacifico), Engraulis mordax (anchoveta nortefia) y Sardinops sagax
(sardina Monterrey) (Brodeur et al., 2014). Los autores encontraron que la presencia de esta medusa en
California se asocia a una migracién lejos de la costa de las especies de peces sobre los que depreda. El
consumo de esta presa no habia sido reportado antes para la foca de puerto, sin embargo, el consumo de
otra especie de la misma familia (Pelagia colorata, Pelagiidae) ha sido observado en Bahia Monterrey,
California (Langstroth et al., 2000). La ingesta de C. fuscescens puede interpretarse como oportunista, ya
gue coincide con la temporada de mayor incidencia de esta especie en el medio (junio) (Brodeur et al.,

2014).

La especie Soestia zonaria (salpa) esta presente durante todo el afio a lo largo de la peninsula de
Baja California (Hereu et al., 2006). Esta especie fue identificada como presa de la foca de puerto en Isla
Todos Santos Sur. Al ser una especie comun en aguas tropicales, su presencia dentro de la dieta coincide
con el aumento de la temperatura superficial en junio de 2014 (International Research Intitute, 2016). La

ausencia de esta especie en los sitios mas surefios puede deberse a que no fue consumida.

La importancia de los cefaldpodos dentro de la dieta de la P. v. richardii ha sido discutida en
distintos trabajos (Scheffer y Sperry, 1931; Torok, 1994; Elorriaga-Verplancken et al., 2013; Alaman-de-
Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015). En México los estudios realizados a partir de restos solidos
consideran al calamar de California (Doryteuthis opalescens) una de las principales presas de la foca de
puerto durante la muda (Alaman-de-Regules, 2014; Durazo-Rodriguez, 2015). Los autores atribuyen su
importancia debido a su abundancia durante la temporada reproductiva (hasta 100,000 toneladas) (Harley
et al., 2001), alcanzando su maximo de mayo a junio (Spratt, 1979). Su importancia sobre los miembros
del género Octopus puede estar sobrestimandose debido al sesgo en la recuperacion de sus restos, ya que
los picos de D. opalescens son mas pequenos y quizd se retengan menos tiempo en el estomago del

depredador. A través de herramientas metagendmicas es posible detectar, ademas de los cefalépodos,
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otras especies de invertebrados que ocurren con mayor frecuencia. Por lo anterior, se deben realizar mas
estudios con ambos métodos que permitan evaluar la contribucién de cada grupo a la dieta de este

pinnipedo.

Las presas Eptatretus stoutii (mixinido del Pacifico) y Raja inornata (raja de California) se
caracterizan por tener un esqueleto cartilaginoso (Solomén et al., 2013), lo que dificulta su deteccién a
través del andlisis de restos sdélidos en heces. La foca de puerto es considerada el principal depredador de
E. stoutii en California (Oxman, 1995; Ferholm, 1998); sin embargo, esta presa se observd con poca
incidencia dentro de las muestras analizadas en el presente estudio. La importancia de esta presa dentro
de la dieta de la foca de puerto debe ser evaluada a mayor profundidad, ya que se trata de un recurso

pesquero abundante en las costas de Baja California (Flores-Olivares et al., 2009).

El género Raja ha sido reportado dentro de la dieta de P. v. richardii en las costas de Washington,
E.U.A. (Luxa y Acevedo-Gutiérrez, 2013). A diferencia del mixinido del Pacifico, la especie R. inornata se
registré en el 75% de las muestras analizadas. A pesar de que su abundancia en la dieta se desconoce, su

incidencia en los sitios de estudio la clasifica como alimento de consumo preferencial.

Scheffer y Sperry (1931) identificaron restos de la almeja Yoldia myalis al analizar el contenido
estomacal de 100 focas de puerto. Dentro del presente estudio se registré una especie de bivalvo, sin
embargo, sélo fue posible identificarlo a nivel familia (Fam. Veneridae); debido a su baja incidencia puede
tratarse de una presa de consumo incidental. No existe mucha informacion acerca del consumo de bivalvos
en la foca de puerto (Antonelis y Fiscus, 1980), esto puede deberse a que los restos recuperados en heces

son escasamente identificables.

La presencia de crustaceos dentro de la dieta ha sido observada en California y Washington,
representando en la mayor parte de los casos la menor proporcién dentro de la dieta (Scheffer y Sperry,
1931; Antonelis y Fiscus, 1980; Gibble, 2011; Lance et al., 2012). Scheffer y Sperry (1931) identificaron las
especies de camardn Crangon franciscorum y Penaeus stylirostris como las mas prominentes dentro de 14
estdmagos. De igual forma, los autores identificaron a miembros del Infraorden Brachyura como especies
de consumo secundario debido a su baja abundancia en contraste con otros items presa. Dentro del
presente estudio fue posible identificar 6 presas pertenecientes a este grupo: Infraorden Brachyura
(cangrejo), Hemisquilla californiensis (camarén mantis), Crangon spp. (camardn), Penaeus vannamei
(camarén blanco), Pleuroncodes planipes (langostilla roja) y Sicyonia laevigata (camardn roca). La alta

frecuencia de ocurrencia de H. californiensis y P. planipes las destaca sobre las otras especies de
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crustaceos. La presencia de estas especies puede estar relacionada al aumento en la temperatura
superficial del mar (International Research Intitute, 2016) durante la temporada de muda 2014, asi como

a la influencia de la Corriente Ecuatorial del Norte presente en la zona.

Nuestro estudio confirma la presencia de la langostilla roja dentro de la dieta de la foca de puerto.
Durazo-Rodriguez (2015) menciona haber observado un enjambre de esta especie en la Isla San Jerénimo
durante la colecta, sin embargo, por medio del andlisis molecular la langostilla no fue identificada en este
sitio. H. californiensis tuvo mayor incidencia en isla San Roque, donde se observé que su importancia
dentro de la dieta es mayor a la de los miembros de la clase cefalépoda. Este estomatdépodo es comun en
aguas templadas y subtropicales de California y México, congregandose durante la primavera para
reproducirse (Basch y Engle, 1993); esta congregacidn coincide con la temporada de muda de la foca de
puerto (colecta de heces). Por lo anterior, su presencia en la dieta puede deberse a un aumento en su
disponibilidad. A pesar de que esta especie se congrega dentro de madrigueras y su abundancia es
imperceptible (Basch y Engle, 1993), la foca de puerto cuenta con vibrisas muy inervadas que le permiten

detectar presas correspondientes a la infauna (Dehnhardt et al., 2001; Adam y Berta, 2002).

Algunas de las limitantes de estudiar la dieta en pinnipedos a través de restos sdlidos se asocian al
consumo de presas con estructuras duras susceptibles a la digestion (Harvey, 1988; Bowen y lverson,
2013), o bien, a la ingesta de la porcidon muscular de la presa sin consumir la cabeza (Gallo-Reynoso, 1989;
Elbroch, 2006). En el primer caso, las presas con otolitos fragiles (ej. Engraulis mordax y Sardinops sagax)
son subestimadas dentro de la dieta por el sesgo presente en su deteccién (Harvey, 1988). Lo anterior
promueve que estas presas sean detectadas de manera preferencial por métodos moleculares. En el
presente estudio fue posible identificar tanto a la anchoveta nortefia como a la sardina Monterrey. Ambas
especies han sido reportadas dentro de la dieta de la foca de puerto (Elorriaga-Verplancken et al., 2013;
Gibble y Harvey, 2015). Se destaca E. mordax como la segunda presa preferencial de la foca de puerto en
la Bahia de San Francisco, California (Gibble y Harvey, 2015). Ambas especies sostienen grandes pesquerias
(Whitehead, 1985) sujetas a sus fluctuaciones de abundancia, las cuales varian en varios érdenes de
magnitud. La predominancia de una especie sobre la otra se encuentra en funcion de los regimenes frios
(E. mordax) y célidos (S. sagax) (Lecomte et al., 2004). La mayor incidencia de S. sagax dentro de las
muestras analizadas al sur de la distribucién de la foca de puerto corresponde con la predominancia de

esta especie en aguas subtropicales (Lecomte et al., 2004).
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En el segundo caso, las presas de mayor talla (ej. Atractoscion nobilis y Paralichthys californicus)
son desgarradas y consumidas en superficie (Trumble, 1995), de tal forma que sus estructuras duras
(otolitos y vértebras) no se encuentran representadas en las heces. En este estudio, en cambio se
identificaron la corvina blanca y el lenguado de California por medio de analisis moleculares. Al ser presas
de gran talla (hasta 1 m) (Froese y Pauly, 2016), la ausencia de estas presas dentro del analisis de restos
solidos podria relacionarse al consumo parcial de sus tejidos en superficie. Arias del Razo (2016) estudid
lainteraccidon de la foca de puerto con las pesquerias locales. El autor reporta que para la Isla San Jerénimo
la foca de puerto compite con las pesquerias por la corvina blanca. La pesqueria de A. nobilis decayd en
los 60’s (Vojkovich y Crooke, 2001); sin embargo, Allen y colaboradores (2007) afirman que este recurso

se encuentra en recuperacién debido a su crecimiento poblacional.

4.5.3 Amplitud tréfica de la foca de puerto

Alaman-de-Regules (2014) y Durazo-Rodriguez (2015) han encontrado que hay diferencias
espaciales en cuanto a las presas de consumo preferencial de la foca de puerto en México. Arafeh-Dalmau
(2014) encontré que existen diferencias latitudinales significativas en la macrofauna bentdnica de sitios
protegidos del oleaje correspondientes a las islas Todos Santos, San Martin y San Jerénimo. Este gradiente
latitudinal en términos de la comunidad de especies bentdnicas puede estar marcando la diferencia en
consumo de invertebrados entre los sitios analizados. Como ya se mencioné, el consumo de invertebrados
en las islas Todos Santos Sur y San Roque es mayor que en las islas San Jerénimo y Natividad. En el presente
estudio se observé que los lenguados son un grupo recurrente dentro de la dieta de la foca de puerto. A
pesar de que en las cuatro islas se consumen en mayor frecuencia las mismas especies de lenguado
(Citharichthys spp., Fam. Paralichthyidae), en Isla San Jerénimo se aprovechan otros lenguados (ej.

Pleuronichthys verticalis y Peprilus simillimus) que no son observados en los otros sitos.

De igual forma se han observado diferencias estacionales y anuales en las presas de importancia
consumidas por la foca de puerto. Browne y colaboradores (2002) atribuyen esta variacion al incremento
en laabundancia de ciertas presas en respuesta a su ciclo reproductivo, entre otros factores. Es importante
considerar que el incremento efimero de la abundancia de una presa no necesariamente se refleja en el

alto consumo de ésta por la foca de puerto (Thomas et al., 2011).
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De acuerdo a nuestros resultados, la foca de puerto en México se alimenta de una amplia variedad
de organismos. La amplitud de la dieta registrada se asocia a la eficiencia de cada individuo en la busqueda
del alimento. Bukhtiyarov y colaboradores (1984) reportaron que las focas de mayor edad se alimentan
principalmente de presas bentdnicas a mayor profundidad en contraste con los juveniles. Este hecho
explica la variacion de la dieta entre individuos y se sustenta en las limitaciones al buceo de los individuos
mas jovenes (Jgrgensen et al., 2001). La riqueza en la dieta observada también puede deberse a la gran
flexibilidad que presenta P. v. richardii en su dieta. Se ha documentado que la foca de puerto aumenta la
ingesta de presas con bajo valor nutricional como respuesta a condiciones desfavorables del alimento

(Trumble et al., 2003).

4.6 Alimento de las presas y parasitos

A través del amplicdn de eucariotas se obtuvo informacidn acerca de la trama tréfica presente en
las heces de la foca de puerto. Se registraron ofiuras, pequenos crustaceos, diatomeas, dinoflagelados
(Pseudo-nitzschia australis y Protoperidinium), poliquetos, nemertinos, criptofitas, Sargassum sp.,
ostracodos, octocorales, euglenas, Euphausia pacifica, anémonas, copépodos y rodofitas. Estas especies

fueron consideradas como parte del alimento de las presas de la foca de puerto.

La especie Pseudo-nitzschia australis produce una fuerte neurotoxina llamada dcido domoico. Esta
toxina se acumula en organismos que se alimentan de la materia suspendida en el agua tales como
eufdusidos, bivalvos, sardinas y anchovetas (Garcia-Mendoza et al., 2009). Ya que es bioacumulable, esta
toxina puede ser transferida a niveles tréficos altos causando mortandades masivas de aves y mamiferos
marinos (Scholin et al., 2000; Trainer et al., 2000). Esta especie de dinoflagelado fue detectada en Isla San

Jerénimo a través del andlisis metagendmico, desconociéndose el impacto que su presencia pudo tener.

De igual forma, a través del amplicon de eucariotas se identificaron nemadtodos, céstodos,
trematodos, acantocéfalos (Corynosoma strumosum) que son parasitos de la foca de puerto. Asimismo,
los organismos Anilocra sp., Kudoa carcharhini y Hysterothylacium aduncum fueron identificados como
pardsitos de las presas de la foca de puerto. La presencia de Corynosoma strumosum ha sido reportada

para las tres subespecies de Phoca vitulina en el mundo (Felix, 2013).
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Debido a la presencia de parasitos y de Pseudo-nitzschia australis, se recomienda realizar estudios
relativos a la salud del ecosistema utilizando especies indicadoras como la foca de puerto (Trillmich et al.,

1991; Trites, 1997).
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5. Conclusiones

SE— Fue posible identificar las presas que componen la dieta de la foca de puerto
implementando herramientas de secuenciacidon masiva y bioinformatica, durante la temporada de
muda del afio 2014 en México, por lo que es un método Util en el andlisis de muestras ambientales.

S Los genes analizados (16S ADNmt y 18S ARNr) para amplificar el ADN de las presas

ampliaron el espectro tréfico hasta ahora conocido para la foca de puerto en México.

= A través de la region 16S ADN mitocondrial fue posible identificar un mayor nimero de
presas de la foca de puerto, éstas correspondieron principalmente a peces dseos, cefalépodos,
crustaceos, mixinos y elasmobranquios.

S Se identificé una mayor riqueza de presas a través del andlisis metagendmico, en contraste

con los resultados obtenidos en estudios previos donde se analizé la dieta a partir de restos sélidos

de presas en heces.

SE- Se confirmé la presencia de las presas identificadas a partir del andlisis de estructuras

duras dentro de las 16 muestras analizadas por métodos moleculares.

SE— Cerca de la mitad de las especies presa identificadas por andlisis metagendmico son
compartidas con los resultados de estudios previos donde la dieta fue identificada por medio del

analisis de estructuras duras con un tamafio de muestra 10 veces mayor.

= La dieta de la foca de puerto en México difiere entre las dreas de estudio en términos de

la frecuencia con que cada item presa es consumido en comparacion con el resto de la dieta.

S Las islas Todos Santos Sur y San Roque se distinguen de los otros sitios de estudio debido

a la mayor incidencia de invertebrados que componen la dieta.

Sz En general, las especies identificadas a través del analisis metagendmico corresponden en

mayor proporcion a peces dseos, seguido de cefalépodos y crustaceos.

S Por medio de la metagendmica, se lograron identificar especies presa de cuerpo blando o

susceptible a la digestion, las cuales no son posibles de identificar a través del andlisis de
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estructuras duras, por lo que el presente estudio complementa los esfuerzos previos realizados

sobre la dieta de este pinnipedo en México.

S Las especies Citharichthys xanthostigma y Synodus lucioceps fueron las especies de mayor
importancia dentro de la dieta de la foca de puerto en México, ya que fueron las Unicas presas

cuya presencia se registrd en las 16 muestras analizadas.

S El sitio de estudio con mayor riqueza de presas corresponde a Isla San Roque, donde la
incidencia de invertebrados representa aproximadamente una cuarta parte de la dieta identificada

para este sitio.

S Isla Natividad e Isla San Roque fueron los sitios con mayor similitud en términos de los

recursos que son aprovechados por la foca de puerto.

= Es necesario ampliar el tamafo de muestra utilizado para analizar la dieta de P. v. richardii
en México por medio de herramientas de secuenciacidon masiva, ya que las curvas de acumulacién

de especies no alcanzaron la asintota en ninguno de los sitios de estudio.
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Anexos

Anexo 1

Principales especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii a lo largo de su distribucion en el Pacifico Oriental. El orden de las especies esta
en funcién de su importancia o frecuencia de ocurrencia dentro de la dieta de la foca de puerto, esta importancia depende de la zona de estudio
y es compartida por algunas localidades. Lo anterior a excepcién de las especies sefialadas con [-]. La marca (*) indica que el estudio se llevd a cabo

mediante el analisis de contenido estomacal.

Especie

Nombre comun

Localidad

Cita

Peces Oseos

Leptocottus armatus

Sebastes spp

Porichthys notatus

Clupea pallasii

Gadus macrocephalus

Theragra chalcogramma

Charrasco de
astas

Rocotes

Sapo cabezén

Arenque del
Pacifico

Bacalao del
Pacifico
Abadejo o colin
de Alaska

Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Bahias Netarts y
Tillamook, Oregon/ Bahia de San Francisco, California/
Desdemona Sands, Canada
Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Bahias Netarts y
Tillamook, Oregon/ Glacier Bay y Prince William Sound,
Alaska/ Estero Punta Banda e Isla Todos Santos Sur,
Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San Jerénimo, Natividad y
San Roque, México

Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Bahia de San
Francisco, California/ Estero Punta Banda e Isla Todos Santos
Sur, Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San Jerénimo,
Natividad y San Roque, México
Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Bahias Netarts y
Tillamook, Oregon/ Glacier Bay y Prince William Sound,
Alaska
Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Glacier Bay y Prince
William Sound, Alaska
Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Glacier Bay y Prince
William Sound, Alaska

*Scheffer y Sperry, 1931;

Brown y Mate, 1982; Torok,

1994; Browne et al., 2002
*Scheffer y Sperry, 1931;
Brown y Mate, 1982;
Browne et al., 2002;
Herreman et al., 2009;

Alamdn-de-Regules, 2014;

Durazo-Rodriguez, 2015
*Scheffer y Sperry, 1931;
Torok, 1994; Alaman-de-
Regules, 2014; Durazo-
Rodriguez, 2015
*Scheffer y Sperry, 1931;
Brown y Mate, 1982;
Herreman et al., 2009
*Scheffer y Sperry, 1931;
Herreman et al., 2009
*Scheffer y Sperry, 1931;
Herreman et al., 2009
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Especie Nombre comiin Localidad Cita
Citharichthys sordidus Lenguado Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Estero Punta Banda e Brown y Mate, 1982;
moteado Isla Todos Santos Sur, Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San Alamdn-de-Regules, 2014;
Jerénimo, Natividad y San Roque, México Durazo-Rodriguez, 2015
Chilara taylori Congriperla Bahia de San Francisco, California/ Estero Punta Banda e Isla Torok, 1994; Alaman-de-
moteada Todos Santos Sur, Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San Regules, 2014; Durazo-

Synodus lucioceps

Familia Gadidae
Acanthogobius flavimanus
Lampetra spp

Mallotus villosus

Achirus mazatlanus

Strongylura exilis
Citharichthys xanthostigma

Sardinops sagax

Microgadus proximus

Parophrys vetulus

Citharichthys stigmaeus

Familia Osmeridae

Lagarto lucio

Bacalaos
Gobio extranjero
Lamprea
Capelin
Sol de Mazatlan
Agujén
californiano

Lenguado alén

Sardina
Monterrey

Bacalao Tom del
Pacifico

Lenguado inglés

Lenguado pecoso

Smelt

Jerénimo, Natividad y San Roque, México
Isla Natividad, Baja California Sur/ Estero Punta Banda e Isla
Todos Santos Sur, Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San
Jerénimo, Natividad y San Roque, México

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Bahia de San Francisco, California, EUA
Desdemona Sands, Columbia Britanica, Canada
Glacier Bay y Prince William Sound, Alaska, EUA
Isla Natividad, Baja California Sur, México

Isla Natividad, Baja California Sur, México
Isla Natividad, Baja California Sur, México

Isla Natividad, Baja California Sur, México

Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Bahias Netarts y
Tillamook, Oregon/ Desdemona Sands, Canada

Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Bahia de San Francisco,
California
Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Bahia de San Francisco,
California/ Estero Punta Banda e Isla Todos Santos Sur,
Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San Jerénimo, Natividad y
San Roque, México
Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Desdemona Sands,
Canada

Rodriguez, 2015
Elorriaga-Verplancken et al.,
2013; Alaman-de-Regules,
2014; Durazo-Rodriguez,
2015
*Scheffer y Sperry, 1931

Torok, 1994
Browne et al., 2002
Herreman et al., 2009

Elorriaga-Verplancken et al.,
2013
Elorriaga-Verplancken et al.,
2013
Elorriaga-Verplancken et al.,
2013
Elorriaga-Verplancken et al.,
2013

*Scheffer y Sperry, 1931;
Brown y Mate, 1982;
Browne et al., 2002
Brown y Mate, 1982; Torok,
1994
Brown y Mate, 1982; Torok,
1994; Alaman-de-Regules,
2014; Durazo-Rodriguez,
2015
Brown y Mate, 1982;
Browne et al., 2002
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Especie Nombre comiin Localidad Cita
Platichthys stellatus Lenguado Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Desdemona Sands, Brown y Mate, 1982;
Canada Browne et al., 2002

Ammodytes hexapterus

Atheresthes stomias

Glyptocephalus zachirus

Genyonemus lineatus

Invertebrados

Lanza de arena
del Pacifico

Lenguado diente

de flecha
Lenguado rey

Roncador blanco

Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Desdemona Sands,
Canada/ Glacier Bay y Prince William Sound, Alaska

Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Glacier Bay y Prince
William Sound, Alaska
Bahias Netarts y Tillamook, Oregon/ Glacier Bay y Prince
William Sound, Alaska/ Estero Punta Banda e Isla Todos
Santos Sur, Ensenada
Bahia de San Francisco, California/ Estero Punta Banda e Isla
Todos Santos Sur, Ensenada

Brown y Mate, 1982;
Browne et al., 2002;
Herreman et al., 2009
Brown y Mate, 1982;
Herreman et al., 2009
Brown y Mate, 1982;
Herreman et al., 2009;
Alaman-de-Regules, 2014
Torok, 1994; Alaman-de-
Regules, 2014

Octopus rubescens

Doryteuthis opalescens

Crangon franciscorum
franciscorum
Octopus bimaculatus

Octopus spp

Penaeus stylirostris
[-]Clase Hydrozoa
[-1Enteroctopus dofleini

[-1Glebocarcinus
oregonensis
[-1Lissocrangon stylirostris

Pulpo rojo del
Pacifico

Calamar
californiano

Camarodn

Pulpo anillado

Pulpo

Camaron
Hidrozoos

Pulpo gigante del
Pacifico
Cangrejo de roca
pigmeo
Camardn

Puget Sound y Willapa Bay, Washington/ Isla Natividad, Baja
California Sur

Bahia de San Francisco, California/ Estero Punta Banda e Isla
Todos Santos Sur, Ensenada/ Islas Todos Santos Sur, San
Jerénimo, Natividad y San Roque, México
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Estero Punta Banda e Isla Todos Santos Sur, Ensenada, Baja
California, México

Islas Todos Santos Sur, San Jerédnimo, Natividad y San Roque,
México
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

*Scheffer y Sperry, 1931;
Elorriaga-Verplancken et al.,
2013
Torok, 1994; Alaman-de-
Regules, 2014; Durazo-
Rodriguez, 2015
*Scheffer y Sperry, 1931

Alamdn-de-Regules, 2014

Durazo-Rodriguez, 2015

*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931

*Scheffer y Sperry, 1931

*Scheffer y Sperry, 1931
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Especie

Nombre comun

Localidad

Cita

[-IMetacarcinus gracilis
[-]IMetacarcinus magister

[-]Trichotropis sp.

[-1Yoldia myalis
[-]JHemigrapsus
oregonensis

[-1Pagurus sp.
[-]Petrolisthes cinctipes
[-]Petrolisthes eriomerus
[-]lPandalus danae
[-]Neotrypaea californiensis

[-]lUpogebia pugettensis

[-1Pinnixa schmitti

Cangrejo delgado
Cangrejo de
Dungeness

Caracol
Almeja
Cangrejo costero
de Oregdn
Cangrejo
hermitano
Cangrejo
porcelana
Cangrejo
porcelana
Camarén
fantasma
Camarén
fantasma
Camarén
fantasma
Camarén
fantasma

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA
Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

Puget Sound y Willapa Bay, Washington, EUA

*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931

*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931

*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931
*Scheffer y Sperry, 1931

*Scheffer y Sperry, 1931
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Anexo 2

Kit de extraccién QlAamp DNA Stool Mini Kit de QIAGEN (protocolo para el aislamiento y deteccién
del ADN de patégenos en heces). Protocolo ligeramente modificado a partir de las

recomendaciones del fabricante.

Reactivos:

>

V V V V V

>

Buffer ASL

Buffer AL

Buffer AW1

Buffer AW?2

Etanol grado molecular (99-100%)
Buffer AE

Proteinasa K (0.6 mg/ml)

Procedimiento:

1.

10.

Desarrollar el protocolo con una cantidad inicial de muestra fecal no menor a 200 mg y no mayor
a 600 mg.

Agregar 1.4 ml de Buffer ASL y agitar la muestra con vortex durante 1 minuto, o bien, hasta que la
muestra se encuentre completamente homogenizada.

Incubar la suspensién a 50°C durante 5 minutos con movimiento.

Agitar las muestras via vortex durante 15 segundos y centrifugarlas durante 1 minuto a 20,000 x
g.

Pipetear 1.2 ml del sobrenadante dentro de un tubo eppendorf (capacidad de 1.5 ml) y descartar
el pellet.

Agregar una tableta de InhibitEX a cada muestra evitando tocar la pastilla con los guantes. Agitar
inmediatamente las muestras mediante vortex por un minuto e incubar la suspension a
temperatura ambiente por 1 minuto.

Centrifugar las muestras por 3 minutos a 20,000 x g.

Recuperar aproximadamente 400-600 ul del sobrenadante del paso 6 dentro de un tubo
eppendorf (capacidad 1.5 ml) y descartar el pellet. Centrifugar nuevamente las muestras durante
3 minutos a 20,000 x g.

Dentro de un nuevo vial tipo “O-ring” (capacidad 2 ml) pipetear 15 ul de proteinasa K (1.6 mg/ml).
Pipetear 200 pul del sobrenadante correspondiente al paso 8 dentro del vial preparado en el paso

numero 9.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Agregar 200 ul de Buffer AL y homogenizar la muestra mediante vortex por 15 segundos y
centrifugar brevemente por 5 segundos.

Incubar la suspensién a 50°C durante 30 minutos con movimiento. Es importante rotar las
muestras de lo contrario el producto de extraccién puede ser nulo u obtenerse en bajas
concentraciones.

Agregar 200 pl de etanol grado molecular (99-100%) al lisado y agitar las muestras via vortex por
10 segundos. Posteriormente centrifugar lisado brevemente por 10 segundos.

Vaciar el total del lisado de cada muestra dentro de una columna de centrifugacién QIA amp
(independiente) con tubo colector de 2 ml. Durante el vaciado debe cuidarse no humedecer el
anillo en la boca de la columna de centrifugacion. Centrifugar el lisado por un minuto a 20,000 x
g, pasar la columna a un nuevo tubo colector y descartar el anterior (que contiene el filtrado).
Agregar a la columna 500 pl de Buffer AW1 y centrifugar las muestras por 1 minuto a 20,000 x g.
Pasar la columna a un nuevo tubo colector y descartar el filtrado.

Agregar a la columna 500 pl de Buffer AW2 y centrifugar las muestras por 3 minuto a 20,000 x g.
Pasar la columna a un nuevo tubo colector y descartar el anterior (que contiene el filtrado).
Pasar la columna a un nuevo tubo colector y centrifugar nuevamente las muestras por 1 minuto a
20,000 x g. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado y transferir la columna a un nuevo
tubo eppendorf (capacidad 1.5 ml).

Pipetear 200 ul de Buffer AE directamente sobre el filtro dentro de la columna. Incubar las
muestras a temperatura ambiente por 5 minutos. Eluir el ADN centrifugando las muestras durante

5 minutos a 20,000 x g. Almacenar los productos de extraccién a -20°C.
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Anexo 3

Extraccidn por Sales-Proteinasa K, modificacidon al protocolo descrito por Aljanabi y Martinez (1997).

Reactivos:

>

YV V V V V

>

Solucion amortiguadora de sales (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0; NaCl 400 mM; EDTA 1 mM).
NaCl3 M

SDS al 20%

Proteinasa K (0.6 mg/ml)

Isopropanol al 99%

Etanol al 70%

Soluciéon amortiguadora de almacenamiento (Tris-HCI 5 mM, pH 7.9; EDTA 0.1 mM, pH 8.0).

Procedimiento:

1.

10.

11.

Desarrollar el protocolo con una cantidad inicial de muestra fecal no menor a 200 mg y no mayor
a 600 mg.

Agregar 400 pl de la solucién de sales a cada muestra y agitar via vortex hasta homogenizar la
suspension.

Pipetear 40 ul de SDS al 20% y 8 pl de proteinasa K (0.6 mg/ml) al homogenizado.

Incubar la suspensién a 50°C por 30 minutos (muestras de la Isla Todos Santos Sur), o bien 20
minutos (muestras de la Isla San Rogque) con movimiento. Se recomienda utilizar viales tipo “O-
ring”.

Pipetear 600 ul de NaCl 3 M al homogenizado, agitar via vortex durante 30 segundos e incubar las
muestras a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar las muestras a 10,000 x g durante 30 minutos.

Recuperar de 600 a 700 pl del sobrenadante del paso 6 dentro de un nuevo tubo eppendorf
(capacidad 1.5 ml) sin extraer parte del pellet.

Agregar 650 pl de isopropanol al 99% y homogenizar la suspensién via vortex por 15 segundos.
Incubar las muestras dentro de un ultracongelador (-70°C) durante 10 minutos.

Centrifugar las muestras a 12,000 x g por 15 minutos.

Decantar el sobrenadante y agregar 500 pl de etanol al 70%. Centrifugar las muestras a durante
15 minutos a 12, 000 x g.

Descartar nuevamente el alcohol sobrenadante y dejar secar de forma invertida los tubos abiertos
durante 16 minutos. En el de la Isla Todos Santos Sur las muestras se secaron abiertas e invertidas
durante 5 minutos y posteriormente fueron colocadas dentro de la centrifuga de vacio a 50°C por

15 minutos.
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12. Eluir el ADN en 50 pul de solucién amortiguadora de almacenamiento y dejar incubar las muestras

por aproximadamente 12 horas. Posterior a la incubacion las muestras son almacenadas a -20°C.



Anexo 4

Condiciones de amplificacién utilizadas para llevar a cabo los dos pasos de PCR punto final.

Primer paso de PCR:

Amplicén Chordata (16Smt), reaccién para 25 pl:

104

Reactivos Volur!\’en de Programa de PCR
reaccion (pl)
H20 dde 9.7 °C Tiempo
Taq Buffer (10X) 2.75 Desnaturalizacion inicial 95 15 min.
MgCl2 (25 mM) 4 @ Desnaturalizacion 94 30s
dNTP mix (10 mM) 0.55 g Alineacion 65.5 90s
Oligo sentido (10 mM) 0.5 S| Extension 72 45s
Oligo antisentido (10 mM) 0.5 Extensidn final 72 2 min.
Oligo bloqueador (10 mM) 5
Taqg Polimerasa (50 nM/pul) 1
ADN gendmico (20 ng) 1
Amplicén Cephalopoda (165Smt), reaccidn para 25 pl:
Reactivos Volurrllen de Programa de PCR
reaccion (pl)
H20 dde 14.7 °C Tiempo
Taq Buffer (10X) 2.75 Desnaturalizacion inicial 95 15 min.
MgCl2 (25 mM) 4 «»| Desnaturalizacion 94 30s
dNTP mix (10 mM) 0.55 é Alineacion 57 90s
Oligo sentido (10 mM) 0.5 S| Extension 72 60 s
Oligo antisentido (10 mM) 0.5 Extensidn final 72 2 min.
Oligo bloqueador (10 mM) -
Taqg Polimerasa (50 nM/pl) 1
ADN gendmico (20 ng) 1
Amplicon Eukaryota (ARNr 18S), reaccién para 25 ul:
Reactivos Volurp’en de Programa de PCR
reaccion (ul)
H20 dde 10.7 °C Tiempo
Taq Buffer (10X) 2.75 Desnaturalizacion inicial 94 3 min.
MgCl2 (25 mM) 4 »| Desnaturalizacion 94 45s
dNTP mix (10 mM) 0.55 .‘_3 Primera alineacion 65 15s
Oligo sentido (10 mM) 0.5 Al Segunda alineacién 57 30s
Oligo antisentido (10 mM) 0.5 “| Extensién 72 90s
Oligo bloqueador (10 mM) 4 Extensidn final 72 10 min.
Tag Polimerasa (50 nM/pl) 1
ADN gendmico (20 ng) 1




Segundo paso de PCR:

indices, reaccién para 25 pl:
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Reactivos Vqun.1’en de Programa de PCR

reaccion (ul)
H20 dde 13.7 °C Tiempo
Taq Buffer (10X) 2.75 Desnaturalizacion inicial 95 3 min.
MgCl2 (25 mM) 4 «| Desnaturalizacion 95 30s
dNTP mix (10 mM) 0.55 § Alineacion 61 30s
Oligo sentido (10 mM) 1 Q| Extensidn 72 5 min.
Oligo antisentido (10 mM) 1 Extensidn final 72 5 min.
Oligo bloqueador (10 mM) -
Taqg Polimerasa (0.5 nM/pl) 1
ADN gendmico (20 ng) 1
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Anexo 5

Esquema sobre la preparacidon de las metamuestras y formacidn de las librerias.

Formacién de metamuestras a partir de las librerias generadas

20l 20 pl 20 pl

10*16 pl

'K IK.

160wl 160 ul 160 pl
Metamuestras — Chor Ceph Euk

RAT

2344l

i ol6] @ s

RN

Chor Ceph Euk Metamuestra 50 pl

general 2000 pM

Solucidén de trabajo

Desnaturalizacion Dilucién

10 pl muestra 20 pl muestra & AN

Solucién de trabajo

_+104l NaOH  + 1980 ul Buffer MiSeq V2 Hyb T
# f -
= Buffer MiSeq V2 Hyb -
;;7 V /. 950 pl libreria r
; > 8pM b
Mezclar D ~
Libreria
1000 pl
2000 pl 8 pM
50 pl Incubar 10 pM 1000 pl
2000 pM 5 min 8 pM
2 ul Phix
+5 ul NaOH 10 ul Phix & N\ 7 50l PhiX
+3 pl H,0 dde

+ 990 ul Buffer MiSeq V2 Hyb

—

/ Mezclar =1

PhiX Incubar
5 min

T4 K N \

1000 pl
20 pM

\ ,,Buffer,M,iSeq V2Hyb

| 8 pM

PhiX
600 pl
8 pM



Anexo 6

Esquema sobre el analisis in silico de las secuencias obtenidas.

Oligos sentido y ‘&‘v
antisentido
perl —trim_to_len 120

grep de BASH (Ubuntu) también puede
utilizarse para cuantificar las secuencias

obtenidas por archivo (grep ).

Oligos sentido y antisentido
grep ‘secuencia sentido’
grep ‘secuencia antisentido’

CGAGAAGACCCTGTGGAGCT Chordata
CCTAGGTCGCCCCAAC Chordata
CCTTGGTCGCCCCAAC Chordata
CCTGGGTCGCCCCAAC Chordata
CCTCGGTCGCCCCAAC Chordata

b

Filtrar secuencias por valor
de calidad “Qscore”

107

Join_paired_ends.py

Alineacion

&-

Método fastqg-join

Ve

p

\
Generar archivos .fasta

fastq_to_fasta Q‘
/

l

Demultiplexar por

GACGAGAAGACCCTAATGAGCT Cephalopoda
GACGAGAAGACCCTATTGAGCT Cephalopoda

AAATTACGCTGTTATCCCT Cephalopoda
GTACACACCGCCCGTC Eukaryota
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC Eukaryota

l

amplicén
re
grep 1)
1 -
Oligos sentido .
El m"’?a"dﬂ grep grep ‘secuencia sentido’
permite extraer
X L, o
informacion
CGAGAAGACCCTATGGAGCT Chordata
CGAGAAGACCCTGTGGAGCT Chordata

GACGAGAAGACCCTAATGAGCT Cephalopoda
GACGAGAAGACCCTATTGAGCT Cephalopoda

GTACACACCGCCCGTC

Formacion de secuencias Unicas

Eukaryota

l

Colapsar las secuencias de cada

archivo
fastx_collapser

!

Concatenar las secuencias de cada

archivo
cat

l

BLAST local

!

Dar formato a la base de datos local

makeblastdb

!

Correr un BLAST local
blastn

!

~

Identificar taxa por medio de la clave

Gl de GenBank

>y

Es importante que el nombre de la
carpeta que contiene la base de
datos no contenga espacios ©
simbolos

Debe hacerse dentro del directorio
donde se encuentra almacenada la
base de datos
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Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla Todos Santos Sur. El orden de las especies
esta en funcidn de la frecuencia de ocurrencia de cada taxa en orden descendente. Los datos sobre el nivel
tréfico y la talla de los organismos fueron obtenidos a través de FishBase, CephBase, EOL y SealifeBase.

Especie Nombre comun Familia %FO t:\lé::‘,iilo {:r:a;
1 Chilara taylori Congriperla moteada Ophidiidae 100 4.34 30
2 Citharichthys xanthostigma Lenguado aldn Paralichthyidae 100 4.07 17
3 Synodus lucioceps Lagarto lucio Synodontidae 100 3.1 30
4 Atractoscion nobilis Corvina Blanca Sciaenidae 75 3.6 100
5 Microstomus pacificus Platija escurridiza Pleuronectidae 75 3.4 40
6 Octopus rubescens Pulpo rojo del Pacifico Octopodidae 75 3.33 45
7 Porichthys notatus Sapo cabezén Batrachoididae 75 3.86 38
8 Raja inornata Raya de California Rajidae 75 3.1 45
9 Xystreurys liolepis Lenguado cola de abanico  Paralichthyidae 75 4.24 25
10 Citharichthys stigmaeus Lenguado pecoso Paralichthyidae 50 3.43 20
11 Lyopsetta exilis Platija flaca Pleuronectidae 50 2.7 35
12 Zaniolepis latipinnis Cepillo espina larga Hexagrammidae 50 3.45 30
13 Chrysaora fuscescens Ortiga del Pacifico Pelagiidae 25 4.35 30
14 Crangon spp. Camaron Crangonidae 25 3.22 8
15 Doryteuthis opalescens Calamar de California Loliginidae 25 3.5 36.5
16 Engraulis mordax Anchoveta nortefia Engraulidae 25 3.86 15
17 Eptatretus stoutii Mixinido del Pacifico Myxinidae 25 4.04 63.5
18 Genyonemus lineatus Corvineta blanca Sciaenidae 25 3.8 41
19 Infraorden Brachyura Cangrejo Infraorden 25 2.84 NA

Brachyura
20 Merluccius productus Merluza nortefia Merlucciidae 25 2 60
21 Octopus californicus Pulpo ojo grande de Octopodidae 25 4.5 40
California

22 Sardinops sagax Sardina Monterrey Clupeidae 25 3.5 20
23 Soestia zonaria Salpa Salpidae 25 3.44 6
24 Zaniolepis frenata Cepillo espina corta Hexagrammidae 25 3.27 25
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Anexo 8

Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla Todos Santos Sur identificadas a través del
analisis de restos duros y herramientas de secuenciacidon masiva.

TS1 TS31
Restos sdlidos Metagendmica Restos sdlidos Metagendmica

Citharichthys sordidus  Atractoscion nobilis Doryteuthis opalescens  Atractoscion nobilis

Engraulis mordax Chilara taylori Microstomus pacificus Chilara taylori
Citharichthys stigmaeus Octopus spp. Citharichthys stigmaeus
Citharichthys xanthostigma Citharichthys xanthostigma
Crangon franciscorum Lyopsetta exilis
Doryteuthis opalescens Microstomus pacificus
Engraulis mordax Octopus californicus
Genyonemus lineatus Octopus rubescens
Infraorden Brachyura Porichthys notatus
Merluccius productus Soestia zonaria
Microstomus pacificus Synodus lucioceps
Octopus rubescens Xystreurys liolepis

Raja inornata
Synodus lucioceps
Xystreurys liolepis
Zaniolepis frenata
Zaniolepis latipinnis

TS38 TS39

Restos sdlidos Metagendmica Restos sélidos Metagendmica

Synodus lucioceps Atractoscion nobilis Doryteuthis opalescens  Chilara taylori
Chilara taylori Chrysaora fuscescens
Citharichthys xanthostigma Citharichthys xanthostigma
Octopus rubescens Eptatretus stoutii
Porichthys notatus Lyopsetta exilis
Raja inornata Microstomus pacificus
Sardinops sagax Porichthys notatus
Synodus lucioceps Raja inornata
Xystreurys liolepis Synodus lucioceps

Zaniolepis latipinnis
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Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla San Jerénimo. El orden de las especies estd
en funcién de la frecuencia de ocurrencia de cada taxa en orden descendente. Los datos sobre el nivel
tréfico y la talla de los organismos fueron obtenidos a través de FishBase, CephBase, EOL y SealifeBase.

Especie Nombre comtin Familia %FO Nivel trofico Talla (cm)
1  Atractoscion nobilis Corvina Blanca Sciaenidae 100 3.6 100
2 Citharichthys stigmaeus Lenguado pecoso Paralichthyidae 100 3.4 17
3 Citharichthys xanthostigma  Lenguado alén Paralichthyidae 100 3.6 20
4 Porichthys notatus Sapo cabezdn Batrachoididae 100 4.04 38
5  Synodus lucioceps Lagarto lucio Synodontidae 100 4.5 30
6  Chilara taylori Congriperla moteada Ophidiidae 75 4.07 30
7  Doryteuthis opalescens Calamar de California  Loliginidae 75 3.86 36.5
8 Genyonemus lineatus Corvineta blanca Sciaenidae 75 3.43 41
9  Octopus rubescens Pulpo rojo del Pacifico  Octopodidae 75 3.86 45
10 Rajainornata Raya de California Rajidae 75 3.8 45
11 Chromis punctipinnis Castafieta herrera Pomacentridae 50 2.73 25
12 Chrysaora fuscescens Ortiga del Pacifico Pelagiidae 50 4.35 30
13  Prionotus stephanophrys Rubio volador Triglidae 50 3.5 30
14 Eptatretus stoutii Mixinido del Pacifico Myxinidae 25 4.24 63.5
15 Fam. Veneridae Almeja Veneridae 25 2 NA
16 Kathetostoma averruncus Miracielo sapo Uranoscopidae 25 4.29 32
17 Larimus pacificus Corvineta tambor Sciaenidae 25 4.46 18
18 Lepophidium spp. Congriperla Ophidiidae 25 3.7 30
19 Merluccius productus Merluza nortefia Merlucciidae 25 4.35 60
20 Microstomus pacificus Platija escurridiza Pleuronectidae 25 3.22 40
21 Parophrys vetulus Platija limén Pleuronectidae 25 3.39 57
22 Peprilus simillimus Palometa plateada Stromateidae 25 4 28
23 Pleuronichthys verticalis Platija espinoza Pleuronectidae 25 3.1 37
24 Sebastes spp. Rocote Scorpaenidae 25 3.8 66
25 Zalembius rosaceus Perca Embiotocidae 25 33 20
26 Zaniolepis frenata Cepillo espina corta Hexagrammidae 25 3.44 25
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Anexo 10

Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla San Jeréonimo identificadas a través del
analisis de restos duros y herramientas de secuenciacidon masiva.

Restos sdlidos Metagendmica Restos sdlidos Metagendmica

Citharichthys sordidus Atractoscion nobilis Citharichthys sordidus Atractoscion nobilis
Citharichthys stigmaeus  Chilara taylori Citharichthys stigmaeus  Chilara taylori
Chilara taylori Citharichthys stigmaeus Chilara taylori Citharichthys stigmaeus

Lepidopsetta bilineata Citharichthys xanthostigma  Octopus spp. Citharichthys xanthostigma

Doryteuthis opalescens Doryteuthis opalescens Porichthys notatus Doryteuthis opalescens
Microstomus pacificus Eptatretus stoutii Genyonemus lineatus
Octopus spp. Kathetostoma averruncus Octopus rubescens
Porichthys notatus Lepophidium sp. Porichthys notatus
Microstomus pacificus Raja inornata
Octopus rubescens Sebastes sp.

Parophrys vetulus Synodus lucioceps
Porichthys notatus
Raja inornata

Synodus lucioceps

Restos sdlidos Metagendmica Restos sdlidos Metagendmica
Citharichthys sordidus Atractoscion nobilis Genyonemus lineatus Atractoscion nobilis
Citharichthys stigmaeus ~ Chromis punctipinnis Peprillus semillimus Chilara taylori
Cymatogaster aggregata Chrysaora fuscescens Synodus lucioceps Chromis punctipinnis
Doryteuthis opalescens Citharichthys stigmaeus Chrysaora fuscescens

Octopus spp.

Citharichthys xanthostigma
Doryteuthis opalescens
Fam. Veneridae
Genyonemus lineatus
Merluccius productus
Octopus rubescens
Pleuronichthys verticalis
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys
Raja inornata

Synodus lucioceps

Zaniolepis frenata

Citharichthys stigmaeus
Citharichthys xanthostigma
Genyonemus lineatus
Larimus pacificus

Peprilus simillimus
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys
Synodus lucioceps
Zalembius rosaceus
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Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla Natividad. El orden de las especies esta en
funcién de la frecuencia de ocurrencia de cada taxa en orden descendente. Los datos sobre el nivel tréfico
y la talla de los organismos fueron obtenidos a través de FishBase, CephBase, EOL y SealifeBase.

Especies Nombre comtin Familia %FO  Nivel tréfico Talla (cm)
Atractoscion nobilis Corvina Blanca Sciaenidae 100 3.6 100
Citharichthys xanthostigma Lenguado alén Paralichthyidae 100 3.6 20
Synodus lucioceps Lagarto lucio Synodontidae 100 4.5 30
Chilara taylori Congriperla moteada Ophidiidae 75 4.07 30
Prionotus stephanophrys  Rubio volador Triglidae 75 3.5 30
Porichthys notatus Sapo cabezén Batrachoididae 50 4.04 38
Raja inornata Raya de California Rajidae 50 3.8 45
Zaniolepis frenata Cepillo espina corta Hexagrammidae 50 3.44 25
Citharichthys sordidus Lenguado arenero del Pacifico Paralichthyidae 25 3.46 41
Hemisquilla californiensis  Camarén mantis Hemisquillidae 25 2.4 32
Hippoglossina stomata Lenguado bocdn Paralichthyidae 25 4 35
Kathetostoma averruncus  Miracielo sapo Uranoscopidae 25 4.29 32
Lepophidium spp. Congriperla Ophidiidae 25 3.7 30
Merluccius productus Merluza nortefia Merlucciidae 25 4.35 60
Microstomus pacificus Platija escurridiza Pleuronectidae 25 3.22 40
Octopus rubescens Pulpo rojo del Pacifico Octopodidae 25 3.86 45
Pleuronichthys coenosus  Platija de fango Pleuronectidae 25 3.16 36
Pleuronichthys ritteri Platija moteada Pleuronectidae 25 3.2 30
Porichthys myriaster Sapo aleta manchada Batrachoididae 25 4.29 51
Xystreurys liolepis Lenguado cola de abanico Paralichthyidae 25 35 25
Zaniolepis latipinnis Cepillo espina larga Hexagrammidae 25 3.27 30
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Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla Natividad identificadas a través del andlisis

de restos duros y herramientas de secuenciacién masiva.

N17

Metagendmica Restos sdlidos
Atractoscion nobilis -

Restos sdlidos

Citharichthys sordidus
Chilara taylori Chilara taylori
Citharichthys sordidus

Citharichthys xanthostigma

Leptocottus armatus
Oxyjulis californica
Synodus lucioceps Hemisquilla californiensis
Kathetostoma averruncus
Lepophidium sp.
Merluccius productus
Octopus rubescens
Pleuronichthys coenosus
Pleuronichthys ritteri
Porichthys myriaster
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys
Raja inornata

Synodus lucioceps
Xystreurys liolepis
Zaniolepis frenata

Zaniolepis latipinnis

N21

Metagendmica
Atractoscion nobilis

Chilara taylori
Citharichthys xanthostigma
Microstomus pacificus
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys

Synodus lucioceps

Restos sélidos
Citharichthys spp.

Citharichthys sordidus
Citharichthys stigmaeus

Metagendmica

Atractoscion nobilis
Chilara taylori Synodus lucioceps
Citharichthys xanthostigma

Chilara taylori Hippoglossina stomata
Hippoglossina stomata Prionotus stephanophrys
Ophidion scrippsae Raja inornata
Porichthys myriaster Synodus lucioceps
Porichthys notatus Zaniolepis frenata
Prionotus stephanophrys

Synodus lucioceps

Restos sdlidos
Citharichthys sordidus

Metagendmica
Atractoscion nobilis

Citharichthys xanthostigma

Synodus lucioceps
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Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla San Roque. El orden de las especies esta en
funcién de la frecuencia de ocurrencia de cada taxa en orden descendente. Los datos sobre el nivel tréfico
y la talla de los organismos fueron obtenidos a través de FishBase, CephBase, EOL y SealifeBase.

Especies Nombre comun Familia %FO trNé::"ieclo -{:r:?
Chilara taylori Congriperla moteada Ophidiidae 100 4.07 30
Citharichthys sordidus Lenguado arenero del Pacifico Paralichthyidae 100 3.46 41
Citharichthys xanthostigma  Lenguado alén Paralichthyidae 100 3.6 20
Hippoglossina stomata Lenguado bocén Paralichthyidae 100 4 35
Pleuroncodes planipes Langostilla roja Munididae 100 25 7.5
Raja inornata Raya de California Rajidae 100 3.8 45
Sardinops sagax Sardina Monterrey Clupeidae 100 2.84 20
Synodus lucioceps Lagarto lucio Synodontidae 100 4.5 30
Atractoscion nobilis Corvina Blanca Sciaenidae 75 3.6 100
Hemisquilla californiensis Camarén mantis Hemisquillidae 75 2.4 32
Microstomus pacificus Platija escurridiza Pleuronectidae 75 3.22 40
Merluccius productus Merluza nortefia Merlucciidae 50 4.35 60
Prionotus stephanophrys Rubio volador Triglidae 50 3.5 30
Sicyonia laevigata Camaron roca Sicyoniidae 50 2.7 10
Zaniolepis frenata Cepillo espina corta Hexagrammidae 50 3.44 25
Citharichthys stigmaeus Lenguado pecoso Paralichthyidae 25 3.4 17
Crangon spp. Camardn Crangonidae 25 3.22 8
Genyonemus lineatus Corvineta blanca Sciaenidae 25 3.43 41
Infraorden Brachyura Cangrejo Infraorden Brachyura 25 2.84 NA
Kathetostoma averruncus  Miracielo sapo Uranoscopidae 25 4.29 32
Leptocottus armatus Charrasco de astas Cottidae 25 3.68 35.5
Octopus rubescens Pulpo rojo del Pacifico Octopodidae 25 3.86 45
Paralichthys californicus Lenguado de California Paralichthyidae 25 4.5 152
Penaeus vannamei Camaron blanco Penaeidae 25 2.5 23
Porichthys notatus Sapo cabezén Batrachoididae 25 4.04 38
Scorpaena guttata Escorpidn californiano Scorpaenidae 25 3.9 43
Sebastes macdonaldi Rocote mexicano Scorpaenidae 25 3.8 66
Symphurus atricaudus Lengua californiana Cynoglossidae 25 3.39 13
Xystreurys liolepis Lenguado cola de abanico Paralichthyidae 25 3.5 25
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Anexo 14

Especies presa de la subespecie Phoca vitulina richardii en Isla San Roque identificadas a través del andlisis
de restos duros y herramientas de secuenciacién masiva.

SR6b SR14b

Restos sdlidos Metagendmica Restos sdlidos Metagendmica

Citharichthys sordidus  Atractoscion nobilis - Chilara taylori

Chilara taylori Chilara taylori Citharichthys sordidus

Microstomus pacificus  Citharichthys sordidus Citharichthys stigmaeus

Sebastes spp. Citharichthys xanthostigma Citharichthys xanthostigma

Synodus lucioceps Hemisquilla californiensis Hemisquilla californiensis

Zaniolepis spp. Hippoglossina stomata Hippoglossina stomata
Microstomus pacificus Kathetostoma averruncus
Octopus rubescens Merluccius productus
Pleuroncodes planipes Microstomus pacificus
Porichthys notatus Pleuroncodes planipes
Raja inornata Prionotus stephanophrys
Sardinops sagax Raja inornata
Sebastes macdonaldi Sardinops sagax
Synodus lucioceps Symphurus atricaudus
Zaniolepis frenata Synodus lucioceps

Restos sdlidos Metagendmica Restos sélidos Metagendmica

Citharichthys sordidus  Atractoscion nobilis Citharichthys spp. Atractoscion nobilis

Porichthys notatus Chilara taylori Citharichthys sordidus Chilara taylori

Sebastes spp. Citharichthys sordidus Citharichthys stigmaeus  Citharichthys sordidus
Citharichthys xanthostigma  Hippoglossina stomata Citharichthys xanthostigma
Crangon franciscorum Octopus spp. Genyonemus lineatus
Hemisquilla californiensis Porichthys notatus Hippoglossina stomata
Hippoglossina stomata Symphurus atricauda Paralichthys californicus
Infraorden Brachyura Penaeus vannamei
Leptocottus armatus Pleuroncodes planipes
Merluccius productus Prionotus stephanophrys
Microstomus pacificus Raja inornata
Pleuroncodes planipes Sardinops sagax
Raja inornata Scorpaena guttata
Sardinops sagax Sicyonia laevigata
Sicyonia laevigata Synodus lucioceps
Synodus lucioceps Xystreurys liolepis

Zaniolepis frenata
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Anexo 15

Proporcidn de presas consumidas por la foca de puerto en Isla Todos Santos Sur. Los datos incluyen el listado de especies junto al nimero de secuencias
y porcentaje que le corresponde por muestra (TS1, TS31, TS38 y TS39).

TS1 TS31
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda Eukaryota
5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5
Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 2 001 1 0.01 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 00 362 3.17 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Chilara taylori 154 0.77 77 066 0 0.0 0 00 0 00 0 00 2 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Chrysaora fuscescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Citharichthys stigmaeus 209 105 59 051 0 0.0 0 00 0 00 0 00 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Citharichthys xanthostigma 537 269 335 287 40 034 0 00 0O 00 O 00 172 0.89 118 1.03 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Crangon spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 6 004 5 003 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Doryteuthis opalescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 28 018 26 018 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Engraulis mordax 40 020 19 0.16 0 0.0 0 00 0 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Eptatretus stoutii 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Genyonemus lineatus 70 035 26 0.22 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Infraorden Brachyura 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 2 001 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Lyopsetta exilis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 O 00 141 0.73 78  0.68 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Merluccius productus 1 001 O 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Microstomus pacificus 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 00 0O 00 O 00 1506 7.78 839 7.35 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Octopus californicus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 1 001 24 023 0 00 O 00
Octopus rubescens 0 0.0 0 0.0 0 00 104 08 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 001 0 00 O0 00
Porichthys notatus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O 00 310 160 175 1.53 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Raja inornata 199 1.00 98 0.84 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 00
Sardinops sagax 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
Soestia zonaria 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 6 0.004 0 0.0
Synodus lucioceps 1078 54 570 489 48 041 54 046 0 00 O 00 2 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 0 00
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Xystreurys liolepis 194 097 89 0.76 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00
Zaniolepis frenata 192 096 110 0.94 35 0.3 0 0.0 0O 00 O o0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Zaniolepis latipinnis 713 3,57 394 338 27 0.23 61 052 0 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00
Total de secuencias por presa 3389 1779 150 219 36 31 2135 1572 1 25 6 0
Mamiferos
Phoca vitulina richardii 10060 50.4 5436 46.61 1911 16.17 2231 19.15 O 0.0 O 0.0 8831 4565 6136 53.79 3661 34 1886 17.76 O 0.0 0 00
Homo sapiens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O o0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Continuacion:
TS38 TS39
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda Eukaryota
5'-3' 3'-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 35 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5'

Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 3 019 14 014 0 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Chilara taylori 1 001 0 00 O 0.0 0 00 000 0 001701211014 0 00 0 0.0 0 0.0 0 00
Chrysaora fuscescens 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0O 000 000000 00 O 00 77 054 58 042
Citharichthys stigmaeus 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Citharichthys xanthostigma 20 011 7 007 0 0.0 1 001 000 0 00100110010 00 O 00 O 00 O 00
Crangon spp. 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Doryteuthis opalescens 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Engraulis mordax 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Eptatretus stoutii 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0O 000000000 00 O 00 4 003 4 003
Genyonemus lineatus 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000 00 0 00 0 00 1 001 0 00 0 00
Infraorden Brachyura 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Lyopsetta exilis 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 0010010000 00 O 00 O 00 O 00
Merluccius productus 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 000000000 00 O 00 O 00 O 00
Microstomus pacificus 0 0.0 0 00 O 0.0 0 00 000 0 0010010000 00 O 00 O 00 O 00

0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 000 O 00O OO0 O 00 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0

Octopus californicus



Octopus rubescens
Porichthys notatus
Raja inornata
Sardinops sagax
Soestia zonaria
Synodus lucioceps
Xystreurys liolepis
Zaniolepis frenata
Zaniolepis latipinnis
Total de secuencias por presa
Mamiferos

Phoca vitulina richardii

Homo sapiens

74
66

4902

9123

0.0
0.42
0.37

0.0

0.0

26.71

0.0

0.0

0.02

51.81

0.0

0
28
28

1

0

2157 20.86

0
0
0

2235

6080 58.81

0

0.0
0.27
0.27
0.01

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

450

1417

0

0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

0.0
0.0
0.0

7.47

0.0

638

1101

1621

3.38
0.0
0.0
0.0
0.0

2.45
0.0
0.0
0.0

8.59

0.01

o o o o

o O o o o o

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0

o o o o

o O o o o o

0.0 0 00 0O 0.0
0.03982.892152.69

0.0 1 001 0 0.0

o o o o

00 0 00 0 00

00 0 00 0 00

o

0.0 14 0.10 3 0.04

[y

00 0 00 0 00

0.0 0 00 0O 0.0

o o o

00 0 00 0O 0.0

433 230 1

0.0 33 0.24 14 0.17 30

00 0 00 O 00 O

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.01
0.0
0.0
0.0

0.20

0.0

o o o o

=y

o o o

27

0

0.01
0.0
0.0
0.0
0.0

0.01
0.0
0.0
0.0

0.18
0.0

81

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0

o o o o

o o o o o
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
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Anexo 16

Proporcidn de presas consumidas por la foca de puerto en Isla San Jerénimo. Los datos incluyen el listado de especies junto al nimero de secuencias y
porcentaje que le corresponde por muestra (SJ49, SJ55, SJ57 y SJ58).

SJa9 SJ55
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda Eukaryota
5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5
Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %  No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 8 0.06 5 0.07 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 1 0.01 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Chilara taylori 581 457 267 3.72 25 040 24 040 0 00 O 00 0 0.0 179 1.61 0 00 21 029 0 00 0 00
Chromis punctipinnis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Chrysaora fuscescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Citharichthys stigmaeus 104 082 60 0.84 5 0.08 6 010 O 00 O 00 O 0.0 100 0.90 0 00 1 001 0 00 O 00
Citharichthys xanthostigma 122 096 67 093 1 0.02 4 007 O 00 O 00 O 00 3 0.03 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Doryteuthis opalescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 002 1 001 1 001 0 00 O 0.0 0 00 86 118 0 0.0 24 0.0
Eptatretus stoutii 0 0.0 0 0.0 9 014 16 026 178 1.78 161 172 0 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Fam. Veneridae 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Genyonemus lineatus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 1 0.01 0 00 O 0.0 0 00 0O 00
Kathetostoma averruncus 84 0.66 53 0.74 0 0.0 91 1.51 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 0.0
Larimus pacificus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 0 00
Lepophidium spp. 5 0.04 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Merluccius productus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Microstomus pacificus 137 108 69 096 36 0.58 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 0O 00
Octopus rubescens 0 0.0 0 0.0 0 00 205 339 0 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 295 404 0 00 O 00
Parophrys vetulus 2 0.02 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 0O 00
Peprilus simillimus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Pleuronichthys verticalis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Porichthys notatus 1788 14.07 1047 1459 92 148 126 208 0 00 O 00 O 0.0 244 2.19 0 00 16 022 0 00 0 00
Prionotus stephanophrys 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00
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Raja inornata 174 137 100 1.39 88 142 95 157 0 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 1 001 0 00 O 00
Sebastes spp. 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 O 00 0 00 O 0.0 0 00 O 00 0 0.0 160 1.35
Synodus lucioceps 2 0.02 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 35 0.31 0 00 10 014 0 00 0 00
Zalembius rosaceus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 0.0 0 00 0 0.0 0 00 O 0.0
Zaniolepis frenata 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 0.0 0 00 0 0.0 0 00 O 0.0
Total de secuencias por presa 3007 1671 256 568 179 162 0 563 0 430 0 184
Mamiferos
Phoca vitulina richardii 1,565 12.32 914 1274 2,768 44.59 1844 3050 0O 00 O 00 0 00 76 6.84 0 00 1476 2019 0 00 0 00
Homo sapiens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 1 0.01 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Canis lupus familiaris 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 O 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 00 O 00
Continuacion:
SI57 SJ58
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda Eukaryota
5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 3-5'
Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 16 014 10 0.16 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 28 020 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Chilara taylori 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Chromis punctipinnis 147 127 94 1.52 7 0.06 7 006 0 00 O 00 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 O00
Chrysaora fuscescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 60 051 60 054 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 21 016 19 0.15
Citharichthys stigmaeus 18 016 12 0.19 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 16 012 7 0.09 0 0.0 0 00 0 00 0 O00
Citharichthys xanthostigma 4 003 7 011 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 16 012 6 0.08 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0
Doryteuthis opalescens 0 0.0 0 0.0 932 778 1056 8.90 267 2.27 232 209 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Eptatretus stoutii 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0
Fam. Veneridae 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 2 002 1 001 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Genyonemus lineatus 0 0.0 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 00 O 00 366 263 177 230 364 343 371 353 0 00 O 0.0
Kathetostoma averruncus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O o00
Larimus pacificus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 1 0.01 0 0.0 1 001 0 00 0 00
Lepophidium spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00 O O0.0
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Merluccius productus 1 001 1 0.02 0 0.0 0 0.0 0 00 0 o00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Microstomus pacificus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O o00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00
Octopus rubescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 3 003 0 00 O 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Parophrys vetulus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 O o00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Peprilus simillimus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00 444 319 235 305 248 234 253 240 0 00 O 0.0
Pleuronichthys verticalis 1 001 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 o00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O O00
Porichthys notatus 2 0.02 2 0.03 0 0.0 0 0.0 0 00 O o0o0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Prionotus stephanophrys 5 004 5 0.08 0 0.0 0 0.0 0 00 0 o00 0 0.0 2 0.03 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Raja inornata 1 001 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 O00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O O0.0
Sebastes spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Synodus lucioceps 298 258 175 282 30 025 37 031 0 00 O 00 435 313 241 31 100 094 107 102 O ©00 O 00
Zalembius rosaceus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 4 0.03 2 0.03 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Zaniolepis frenata 4 003 2 003 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O o00
Total de secuencias por presa 497 308 970 1103 329 293 1311 671 712 732 21 19
Mamiferos

Phoca vitulina richardii 1361 11.76 663 10.69 1690 17.11 1865 1571 0 0.0 O 0.0 1968 14.15 1158 15.04 1919 18.09 2142 2036 0O 00 O 0.0
Homo sapiens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00 O 0.0

Canis lupus familiaris 0 00 O 00 O 00 O 00 O 00 O 00 O 00 O 00 O 00 O 00 1 001 O 00
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Anexo 17

Proporcidn de presas consumidas por la foca de puerto en Isla Natividad. Los datos incluyen el listado de especies junto al nimero de secuencias y
porcentaje que le corresponde por muestra (N17, N21, N24 y N30).

N17 N21
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda
5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5'

Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 6 0.05 3 0.04 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 10 0.09 5 0.07 0 0.0 0 0.0
Chilara taylori 56 0.47 28 0.41 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Citharichthys sordidus 29 0.24 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Citharichthys xanthostigma 715 6.05 430 6.30 21 0.15 23 0.17 0 0.0 0 00 2 0.02 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Hemisquilla californiensis 0 0.0 0 0.0 4 0.03 7 0.05 2 001 o0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Hippoglossina stomata 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Kathetostoma averruncus 5 0.04 4 0.06 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Lepophidium spp. 56 0.47 33 0.48 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Merluccius productus 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Microstomus pacificus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Octopus rubescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 13 0.10 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Pleuronichthys coenosus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 15 0.11 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Pleuronichthys ritteri 0 0.0 0 0.0 20 0.15 5 0.04 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Porichthys myriaster 12 0.10 6 0.09 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Porichthys notatus 90 0.76 50 0.73 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Prionotus stephanophrys 159 1.34 85 1.25 30 0.22 28 0.20 0 0.0 0 00 5 0.04 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Raja inornata 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 001 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Synodus lucioceps 10 0.08 4 0.06 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 1 0.01 0 0.0 2 0.02 1 0.01
Xystreurys liolepis 74 0.63 32 0.47 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Zaniolepis frenata 7 0.06 2 0.03 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Zaniolepis latipinnis 9 0.08 2 0.03 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Total de secuencias por presa 1229 680 75 91 3 0 19 9 2 1

Mamiferos
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Phoca vitulina richardii 1992 16.84 1082 15.86 2401 17.51 2660 19.47 0 0.0 0 0.0 118 1031 693 10.15 2451 21.86 2626 23.67
Homo sapiens 48 0.41 23 0.34 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 4 0.03 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Canis lupus familiaris 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Felis catus 2 0.02 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Continuacion:
N24 N30
Chordata Cephalopoda Chordata Cephalopoda
5'-3' 3'-5' 5'-3' 35 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5'

Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 3 0.02 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Chilara taylori 31 0.22 14 0.18 60 0.56 54 0.50 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Citharichthys sordidus 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Citharichthys xanthostigma 9 0.07 3 0.04 0 0.0 0 0.0 1 0.01 1 0.01 0 0.0 0 0.0
Hemisquilla californiensis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Hippoglossina stomata 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Kathetostoma averruncus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Lepophidium spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Merluccius productus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Microstomus pacificus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Octopus rubescens 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Pleuronichthys coenosus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Pleuronichthys ritteri 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Porichthys myriaster 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Porichthys notatus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Prionotus stephanophrys 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Raja inornata 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Synodus lucioceps 26 0.19 13 0.16 3 0.03 0 0.0 1337 10.01 594 8.1 3296 26.20 3306 26.59
Xystreurys liolepis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Zaniolepis frenata 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0



Zaniolepis latipinnis

Total de secuencias por presa
Mamiferos

Phoca vitulina richardii

Homo sapiens

Canis lupus familiaris

Felis catus

70

974

0.0

7.04
0.0

0.0
0.0

32

586
0
0
0

0.0

7.35
0.0
0.0
0.0

63

2278
0
0
0

0.0

21.22
0.0
0.0
0.0

54

2233
0
0
0

0.0

20.88
0.0
0.0
0.0

1341

138

0.0

1.03
0.0

0.0
0.0

596

42

0.0

0.57
0.0
0.0
0.0

3296

1933

0.0

15.36
0.01
0.0
0.0

3306

2209

124

0.0

17.77
0.01
0.0
0.0
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Proporcidn de presas consumidas por la foca de puerto en Isla San Roque. Los datos incluyen el listado de especies junto al nimero de secuencias y

porcentaje que le corresponde por muestra (SR6b, SR14b, SR16b y SR43b).

SRé6b

SR14b

Presas
Atractoscion nobilis

Chilara taylori
Citharichthys sordidus
Citharichthys stigmaeus
Citharichthys xanthostigma
Crangon spp.
Genyonemus lineatus
Hemisquilla californiensis
Hippoglossina stomata
Infraorden Brachyura
Kathetostoma averruncus
Leptocottus armatus
Merluccius productus
Microstomus pacificus
Octopus rubescens
Paralichthys californicus
Penaeus vannamei
Pleuroncodes planipes
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys
Raja inornata

Sardinops sagax

Chordata
5'-3' 3'-5'
No. % No. %
50 0.31 0 0.0
260 1.63 132 1.38
5 003 12 013
0 0.0 0 0.0

4495 28.13 2381 24091

0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
671 420 367 3.84
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
2 0.01 1 0.01
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
0 0.0 0 0.0
4 0.03 1 0.01
0 0.0 0 0.0
2 0.01 0 0.0
1 0.01 0 0.0

No.

w
w

O O O U1 O O O O o o o o o

5'-3'

%
0.0

0.0
0.01
0.0
0.09
0.0
0.0
0.0
0.25
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.04
0.0
0.0
0.0

Cephalopoda

3'-5'
No. %
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
15 0.11
0 0.0
0 0.0
0 0.0
57 0.44
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
1656 12.69
0 0.0
0 0.0
0 0.0
6 0.05
0 0.0
0 0.0
0 0.0

z
o

», O O O O o o o

O O O O vV O O o o o o o o o

Eukaryota
5'-3' 3'-5'

% No. %
0.0 0 0.0
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
001 1 o001
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00
006 0 0.0
00 0 00
00 0 00
00 0 00
00 0 00

No.

40

242

[y

0
0
0
0
0
147

1
1733

Chordata
3'-5'
% No. %
0.0 0 0.0
0005 O 0.0
0.04 8 0.06
0005 O 0.0
353 4103 32.26
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.19 17 0.13
0.0 0 0.0
1.13 124 0.97
0.0 0 0.0
0.01 0 0.0
0005 O 0.0
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.0 0 0.0
0.7 69 0.54
0005 O 0.0
8.08 948 7.45

No.

o
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O ®® O O O O O O o o o o o o o o

ey
o

Cephalopoda

5.3
%

0.0
0.0
0.0
0.0

0.74
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.05
0.0

0.23

No.
0

0

0

0
143

OOOOOOOOEOOOOO

o)) [
o © o

3'-5'

%
0.0
0.0
0.0
0.0

0.83
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.08
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.06
0.0

0.40

OOOOOOOOO&OOOOOOOO%

N
N

o o o o

Eukaryota
5'-3' 3'5'

% No. %
0.0 0 0.0
00 0 o0.0
00 0 o0
00 0 o0.0
00 0 o0
00 0 o0.0
00 0 o0
007 0 0.0
00 0 o0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
00 0 o0.0
017 0 0.0
00 0 o0
00 0 o0.0
00 0 o0
0.0 528 4.44
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Scorpaena guttata 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Sebastes macdonaldi 0 0.0 0 0.0 10 0.08 36 0.28 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Sicyonia laevigata 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Symphurus atricaudus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 78 0.36 45 0.35 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Synodus lucioceps 598 3.74 313 3.27 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 1044 487 534 4.2 33 0.19 32 0.19 0 0.0 0 0.0
Xystreurys liolepis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Zaniolepis frenata 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Total de secuencias por presa 6089 3207 61 1770 10 1 10872 5848 209 268 31 528
Mamiferos

Phoca vitulina richardii 6495 40.64 3597 37.63 1817 13.78 1954 1497 0 0.0 0 0.0 6864 31.99 3750 29.48 2192 12.64 2715 1580 O 0.0 0 0.0
Homo sapiens 0 0.0 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Canis lupus familiaris 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0

Continuacion:
SR16b SR43b
Chordata Cephalopoda Eukaryota Chordata Cephalopoda Eukaryota
5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5 5'-3' 3'-5' 5'-3' 3.5 5'-3' 3.5

Presas No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Atractoscion nobilis 8 0.04 1 001 O 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 27 0.14 9 0.08 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00
Chilara taylori 831 4.21 433 3.7 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 6 0.03 1 0.01 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Citharichthys sordidus 33 0.17 38 0.3 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 142 074 52 0.45 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00
Citharichthys stigmaeus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Citharichthys xanthostigma 6341 32,16 3337 288 2 001 O 0.0 0 0.0 0 0.0 5613 29.18 3021 26.21 0 0.0 0 0.0 0 00 O 00
Crangon spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 14 0.05 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Genyonemus lineatus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.01 0 0.0 1 0.01 1 0.01 0 00 O 00
Hemisquilla californiensis 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.003 2 0.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Hippoglossina stomata 399 2.02 164 14 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 86 0.45 35 0.30 1 0.01 0 0.0 0O 00 O 00
Infraorden Brachyura 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 9 0.03 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00
Kathetostoma averruncus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 o0 00
Leptocottus armatus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0O 00 O 00



Merluccius productus
Microstomus pacificus
Octopus rubescens
Paralichthys californicus
Penaeus vannamei
Pleuroncodes planipes
Porichthys notatus
Prionotus stephanophrys
Raja inornata

Sardinops sagax
Scorpaena guttata
Sebastes macdonaldi
Sicyonia laevigata
Symphurus atricaudus
Synodus lucioceps
Xystreurys liolepis

Zaniolepis frenata

Total de secuencias por presa

Mamiferos
Phoca vitulina richardii
Homo sapiens

Canis lupus familiaris

1719

N
o

o o o O »r B O O O O o o

101
0
268

9722

7453
0
0

8.72
0.10
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.01
0.01
0.0
0.0
0.0
0.0
0.51
0.0
1.36

37.79
0.0
0.0

855

O O O O O O O o o o o o VN

w
w

158
5046

4012
0
0

7.4
0.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.5
0.0
1.4

34.7
0.0
0.0

[y

w O O O O O O O O O o o o o o o o

11

0.01
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.07
0.0
0.0

O O O O O O 0O O O O O o o o o o o o

o

0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.09
0.0
0.0

512

O O O O O o o o o o o

-
© ©

1.56
0.0
0.0
0.0
0.0

0.02
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.04
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0

O O O O O O O O o o o N

N
o o &

0.01
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.04
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0

1804

R O O O 0

o N

7753

5941
1
9

0.0
0.0
0.0
0.30
0.0
0.0
0.0
0.03
9.38
0.01
0.04
0.0
0.0
0.0
0.01
0.01
0.0

30.89
0.01
0.05

0 0.0
0 0.0
0 0.0
27 0.23
0 0.0
0 0.0
0 0.0
2 0.02
915 7.94
0 0.0
1 0.01
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0
4063
3239 28.10
0 0.0
0 0.0

v O O W O O O O O O O O o o o o o o

1569
0
0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.03
0.0
0.0

13.41
0.0
0.0

A O O W O O O O O O O o o o o o o o

2156
0
0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.03
0.0
0.0

18.54
0.0
0.0

EOOOOUJOOOI—‘OO-&I—‘U‘IOOO

o o

0.0
0.0
0.0
0.10
0.02
0.08
0.0
0.0
0.02
0.0
0.0
0.0
0.06
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0

A O O O O p O O O O O O O O O O O O
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.08
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0




