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RESUMEN

Muchas especies marinas poseen un estadio larvario pelagico que es morfoldgicamente
distinto y mucho mas chico que la forma adulta. Entre ellos resaltan los moluscos
gasterdpodos por su importancia econémica como fuente de alimento, ornamentales y de
compuestos farmacéuticos. Entender los procesos que afectan tanto a la supervivencia
como el transporte de éste estadio y su influencia en la distribucion espacial, dinamica
poblacional, estrategias de migracion y evolucion de las especies, representa uno de los
retos principales en Ecologia Marina. Los estudios de dinamica larvaria son importantes
como insumo para el manejo pesquero y disefio de practicas acuicolas. Sin embargo, estos
estudios enfrentan el enorme reto de la identificacion precisa de especies, por lo que en el
presente trabajo se explora la factibilidad de incorporar herramientas moleculares como

alternativa a la identificacion morfométrica tradicional.

Se evaluaron cuatro herramientas moleculares basadas en la amplificacion por PCR del gen
18S ARNIr. El uso potencial de sondas moleculares tipo “Molecular Beacon” (1), el analisis
de fragmentos de restriccion (RFLPs) (2) y el anélisis de Disociacion de Alta Resolucion
(HRM) (3) fueron dirigidos a la identificacion de especies de gasteropodos de elevada
importancia comercial (abulones); en tanto que el analisis total de polimorfismos a partir de
secuencias parciales (4) se dirigio a la caracterizacion de larvas de moluscos gasteropodos
de muestras de plancton obtenidas de dos localidades de la costa occidental del Estado de
Baja California Sur (La Bocana y Cabo Tosco), comparando sus secuencias con la base de
datos de ADN GenBank.

La sonda tipo Molecular Beacon presentd sefiales diferenciales entre muestras de
ejemplares adultos de Haliotis sp. y Megastraea sp., en tanto que el analisis HRM mostré
curvas de disociacion distintivas entre los géneros Haliotis, Fissurella y Megathura. El
analisis de RFLPs en ejemplares adultos de Haliotis corrugata, Fissurella volcano,
Megathura crenulata, Tegula eisenii y Megastraea undosa, basados en la digestion con la
enzima Ddel mostré también una clara diferencia en los tamafios de fragmentos obtenidos

y por ende de dichas especies. Sin embargo, el analisis de larvas requirié ademas de la



digestion con la endonucleasa Sau3Al, para la diferenciacion de haliétidos de otros
moluscos gasterépodos presentes en las muestras. Se discute el potencial de las tres
estrategias como herramientas de identificacion de halidtidos y otros géneros de

importancia comercial, particularmente en estadio larvario.

De las muestras del plancton se analizaron las secuencias de 318 larvas resultando en 154
genotipos correspondientes a 15 6rdenes de moluscos gasteropodos con 36 familias y 40
géneros. Sobresalen caracoles litorinimorfos (Littorinimorpha), babosas de mar del orden
Sacoglossa y caracoles neogasteropodos (Neogastropoda). Se discute la factibilidad del uso

del gen 18S ARNr en la identificacion a nivel de especie.

En La Bocana, en la estacion de superficie LBO1 se estimaron 55 genotipos, en la estacion
de superficie LBO7 21 genotipos y en la de fondo LB10 52 genotipos; para la estacion
CTO1 (superficie) de la localidad de Cabo Tosco se estimaron 47 genotipos. La mayor
diversidad de genotipos se registré en La Bocana en las estaciones de superficie y fondo
(LB01 y LB10), las cuales compartieron casi la totalidad de los 6rdenes identificados. Entre
las localidades de La Bocana y Cabo Tosco también se encontrd similitud en los drdenes
presentes, pero ésta fue menor que la observada entre las estaciones de la localidad de La
Bocana (LB01, LB07 y LB10). En una primera aproximacion, los resultados obtenidos de
la utilizacion del analisis de secuencias permitieron la obtencion de relaciones filogenéticas
y su comparacion entre las estaciones en estudio. Se discute la importancia del incremento
del tamafio de muestra para futuras aplicaciones del andlisis de secuencias aplicado a

estudios ecoldgicos en larvas de moluscos gasterépodos.

Palabras clave: Marcadores moleculares, moluscos gasterépodos, Molecular Beacon,
RFLP, Disociacién de alta definicion.



ABSTRACT

Many marine species, such as gastropod mollusks, have larval pelagic stages that are much
smaller and morphologically distinct to their adult counterparts. These species are
important due to their economical value as protein source, ornamentals, and origin of some
pharmaceutical compounds. The understanding of the processes that affect survival and
spatial distribution at the larval stage, the population dynamics, migration strategies, and
the species evolution represent one of the most important challenges in Marine Ecology.
The study of the larval dynamics is of the utmost importance for fisheries management and
aquaculture practices design. However, these are limited by the great difficulty of the
precise identification of the species at the early stages. On this basis, the objective of the
present research is to explore the feasibility of the use of molecular tools as an alternative

to the traditional morphometric identification.

Four molecular tools based on the amplification by PCR of the 18S rRNA were evaluated.
The use of “Molecular Beacons” as molecular probes (1), the Restriction Fragment Length
Polimorphism (RFLPs) (2), and the High Resolution Melting (HRM) (3) techniques were
directed to the identification of commercial gastropods. The analysis of partial gen
sequences (4) of gastropod larvae collected from plankton tows from two sites on the west
coast of the Baja California State (La Bocana and Cabo Tosco), was done by comparing

these sequences with those available in the GenBank database.

The Molecular Beacon probe showed signals for the differentiation of adults of Haliotis sp.
and Megastrea sp., meanwhile the HRM presented dissociation curves that distinguished
Haliotis, Fissurella, and Megathura genera. The RFLP analysis in adult specimens based
on the digestion with the enzyme Ddel also showed a clear differentiation among Haliotis
corrugata, Fissurella volcano, Megathura crenulata, Tegula eisenii, and Megastraea
undosa. Nevertheless, because the analysis done in larvae was inconclusive, it required the
additional use of the endonuclease Sau3Al to be able to separate haliotids from the other
gastropod mollusks in the samples. The potential of the three strategies as molecular tools

for the identification of haliotids, particularly at the larval stage, is discussed.



From the plankton samples 318 larval sequences were analyzed, resulting in 154 genotypes
that corresponded to 15 orders of gastropods mollusks that comprised 36 families and 40
genera. The highest abundance corresponded to Littorinimorpha snails, followed by sea
snails from the orders Sacoglossa and Neogastropoda. The feasibility of the use of 18S

rRNA for the identification to the species level is discussed.

At La Bocana, 55 genotypes were estimated at the surface station LB01, 21 at surface
station LBO7, and 52 at bottom station LB10; at Cabo Tosco 47 genotypes were found at
the surface station (CT01). The highest diversity of genotypes was observed at surface and
bottom stations done at the same geographical position (LBO1 and LB10), which shared
most of the orders. The comparison between La Bocana and Cabo Tosco, also showed
some similarity in the registered orders but it was lower than that found among La Bocana
stations (LBO1, LBO7, and LB10), and Cabo Tosco. As a first approach, the results from
the sequences analysis showed the phylogenetic relations among genotypes, and the
comparison among locations. The importance of increasing sample size for future
applications of the sequence analysis in gastropod larval ecological studies is also
discussed.

Keywords: Molecular markers, gastropods mollusks, Molecular Beacon, RFLP, High-
Resolution Melting.
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1 INTRODUCCION

Muchas especies marinas poseen un estadio larvario pelagico que es morfolégicamente
distinto al del adulto y més chico en muchos 6rdenes de magnitud (Kendall et al., 1984).
Entender los procesos que afectan tanto a la supervivencia como el transporte de éste
estadio es uno de los retos principales en Ecologia Marina, ya que estos procesos
influenciaran la distribucion espacial, dindmica poblacional, estrategias de migracién y

evolucion de las especies (Bakun, 1996; Cowen et al., 2006).

Los estudios de dinamica larvaria en especies marinas de importancia pesquera son
importantes para poder elaborar planes de manejo apropiados (Miller et al., 2009). Aunque
desde hace afios se han explorado métodos indirectos para evaluar la ecologia y transporte
larvario, es aun indispensable contar con la capacidad de muestrear e identificar individuos
del medio silvestre, lo que generalmente implica enormes esfuerzos de identificacion
taxondémica por métodos morfométricos. Estas limitaciones son especialmente severas para
algunos grupos taxondémicos y durante los primero estadios del desarrollo larvario (Kendall
etal., 1984).

Los moluscos gasterdpodos (Reino: Animal; Fila: Mollusca; Clase: Gastropoda) tienen su
origen en el Cambrico (Erwin y Signor, 1991; Tracey et al., 1993), y han alcanzado una
alta diversidad, solo superada por los insectos; actualmente habitan muchas regiones del
océano, y constituyen uno de los recursos de mayor interés para la extraccion comercial
(McArthur y Harasewych, 2003). En virtud de su importancia como componentes de la
fauna reciente, los gasteropodos han sido objeto de numerosos estudios en diversas
disciplinas biologicas, como la ecologia, la fisiologia, la biologia del desarrollo, la

biomecénica, biogeografia y la evolucién molecular.

La identificacion de estadios tempranos de moluscos gasteropodos esta mayormente
limitada al examen morfoldgico con microscopio de luz, basado en la forma de la silueta
(Brink, 2001) y caracteres adicionales. El uso de microscopio electrénico para identificar
larvas es mas sofisticado pero se encuentra fuera del alcance de muchos estudios por su alto

costo y grado de especializacion necesario. Recientemente se han explorado herramientas



moleculares de alto rendimiento basadas en el analisis del ADN con potencial para ser un

método alternativo de identificacion de especies.

1.1 Identificacién molecular

Durante las décadas recientes se han registrado tres grandes avances en la sistematica como
disciplina, el desarrollo de la teoria sistematica, el refinamiento técnico de analisis de datos
derivado del desarrollo de las computadoras y la incorporacion del anélisis molecular. A
pesar de que la biologia molecular tiene limitantes, permite acercarse a muchos problemas
que se consideraban intratables por los morfélogos (Hillis, 1987; Patterson, 1987). Por
ejemplo, hay muy pocos caracteres morfologicos que pueden ser comparados entre todos
los organismos vivos. En contraste, hay un gran nimero de genes con funciones
bioquimicas fundamentales que se encuentran en todas las especies y pueden ser
secuenciados, alineados y analizados para estudiar las relaciones filogenéticas en la parte
mas profunda del arbol de la vida. Otros genes se pueden utilizar para estudiar las

relaciones entre especies morfolégicamente indistinguibles (Hillis et al., 1991).

El ADN de un organismo es invariable con la edad, la etapa de desarrollo, o estado
fisioldgico, sin embargo, varia entre los diferentes grupos taxondémicos. Por ésta razén, ha
sido utilizado para desarrollar sondas especie-especificas para numerosas plantas y

animales, incluyendo larvas de invertebrados (Garland y Zimmer, 2002).

La identificacion basada en ADN, en conjunto con el analisis de fotografia digital, se ha
propuesto como una aproximacion para estudios ecoldgicos de larvas que no puedan ser
discriminadas por los métodos de identificacion morfoldgica convencional (Kawakami et
al., 2010).

1.2 Marcadores moleculares

Los primeros marcadores usados para analisis genéticos fueron los caracteres morfoldgicos

transmitidos por herencia mendeliana. En otras palabras, cualquier caracter genéticamente



determinado es considerado un marcador genético. Los marcadores moleculares genéticos
(MGMs por sus siglas en inglés) reflejan directamente la variacion al nivel de ADN. Los
rapidos avances técnicos asi como tedricos amplian enormemente el rango de herramientas
disponibles para el estudio de la biodiversidad (Waser y Strobeck, 1998; Luikart y England,
1999; Sunnucks, 2000).

Una amplia gama de aplicaciones, desde el origen de la vida hasta eventos evolutivos
relativamente recientes, se han abordado estudiando los genes del ARN ribosomal (ARNr)
y sus regiones espaciadoras asociadas, colectivamente llamados ADN ribosomal (ARNTr)
(Appels y Honeycutt, 1986; Mindell y Honeycutt, 1990).

El ARNr mas estudiado es la subunidad pequefia del gen nuclear, ARNr 18S. Este gen ha
sido estudiado mas extensivamente debido a que es una de las secuencias de evolucién mas
lenta encontradas en todos los organismos vivos, por lo que ha sido muy util para examinar
acontecimientos evolutivos antiguos. Ademas, la baja tasa de cambio permite la
construccién de muchos cebadores casi universales, lo que facilita los esfuerzos de
secuenciacion de los grupos que no han sido estudiados con anterioridad (Hillis y Dixon,
1991).

En el presente estudio se trabajé con la aplicacién practica del marcador molecular 18S,
tomandolo como referencia para disefiar herramientas y como blanco con la utilizacion de
diferentes técnicas para elucidar la identidad de organismos encontrados en muestras de

campo.



2 ANTECEDENTES

Los métodos clasicos de identificacion de larvas de moluscos se realizan mediante
observacién microscopica (Bernard, 1895; Stafford, 1906; Chanley y Andrews, 1971,
Hendriks et al., 2005). Las primeras identificaciones se basaban en la observacion de la
adquisicién de caracteres morfoldgicos presentes en adultos, lo que provocaba frecuentes
errores (Loosanoff et al., 1966; Lutz, 1985), hasta que se consiguieron cultivos larvarios
uniespecificos, pudiendo asi definir caracteristicas propias de cada grupo taxondémico en

los estadios larvarios (Loosanoff et al., 1966; Schweinitz y Lutz, 1976).

La observacion de las larvas bajo microscopio electronico de barrido permite distinguir
caracteristicas ultraestructurales con alta precision, pero requiere una preparacion y
manipulacion previa de la muestra (Lutz y Hidu, 1979; Dominguez y Alcaraz, 1983). La
necesidad de procesar en un tiempo minimo el elevado nimero de muestras complejas de
plancton requeridas para los estudios de campo, hace imprescindible el desarrollo de
técnicas alternativas que sean rapidas, especificas y comodas (Garland y Zimmer, 2002).

El gran auge de la Biologia Molecular, la Protedmica y la Inmunologia en los Gltimos afios,
estd siendo aprovechado por campos de estudios ajenos a la Biomedicina (Burton, 1996;
Vrieling y Anderson, 1996), y grupos de investigacion de todo el mundo estan
promoviendo nuevos métodos de identificacion, basados en marcadores moleculares e
inmunoldgicos (e.g., marcadores inmunoldgicos: Orlowski et al., 1971; Onishi et al., 2003,
alozimas: Mork et al., 1983; Graves et al., 1990; Manaresi et al., 2001, analisis de RFLPs:
Daniel y Graves, 1994, PCR multiplex especie-especifica: Hyde et al., 2005, SSCP:
Garcia-Vazquez et al., 2006, y PCR en tiempo real: Bayha et al., 2008). Tanto el estudio de
marcadores proteicos, como el desarrollo de sondas especificas han mostrado ser
herramientas Utiles para el estudio filogenético de moluscos (Miller y Roughgarden, 1991;
Olson et al., 1991; Hu et al., 1992; Coffroth y Mulawka I11, 1995; Medeiros-Bergen et al.,
1995; Toro, 1998; André et al., 1999) pero siguen requiriendo el analisis individual o en



pequefios grupos, lo que resulta laborioso y poco til cuando se quiere aplicar el método a

tareas rutinarias de monitoreo (Hare et al., 2000).

Watanabe et al. (2004) utilizaron PCR cuantitativa (QPCR) para detectar la presencia de
larvas de peces dadas las ventajas sobre la PCR convencional, como el monitoreo de la
amplificacion en tiempo real y sin la necesidad de llevar a cabo una electroforesis
posterior; la especificidad garantizada tanto por el uso de cebadores como de sondas
especificas para el amplicon y la capacidad de procesar muchas muestras simultdneamente
y en poco tiempo. Sin embargo, la qPCR esta siendo utilizada para cuantificacion de
cantidades de templados de PCR a escalas finas en muchas investigaciones como deteccién
y cuantificacion de carga viral y patdégenos bacterianos en muestras clinicas (Yang et al.,
2002), ademés de dinoflagelados tdxicos en muestras de campo (Hosoi-Tanabe y Sako,
2005).

Las secuencias de ADN han sido utilizadas ampliamente para filogenética y genética de
poblaciones asi como para determinar la identidad de especies (Karaiskou et al., 2003;
Ward et al., 2005; Akimoto et al., 2006; Paine et al., 2008). Subsecuentemente, el nimero
de genes y secuencias publicados en bases de datos (DDBJEMBL/Gen- Bank) esta
creciendo rapidamente. Estos tipos de analisis han ido en incremento en afos recientes y en
asociacion con los esfuerzos en cddigo de barras de ADN empleando principalmente
citocromo C oxidasa subunidad 1 (COIl) (Ratnasingham y Hebert, 2008). El gen
mitocondrial 16S de ARN ribosomal (16S ARNr) es una de las regiones mas
frecuentemente analizadas en estudios filogenéticos e identificacion de peces (Tringali et
al., 1999; Aoyama et al., 2000; Song et al., 2001; Karaiskou et al., 2003), debido a su
suficiente tasa de sustitucion de nucleétidos para analizar diversidad genética a nivel de
especies 0 género (Meyer, 1993). La molécula del 18S ARNTr es un marcador filogenético
popular para la busqueda de relaciones entre taxones distantemente relacionados (e.g.,
Woese y Fox 1977; Cedergen et al., 1988; Gouy y Li 1989; Hasegawa et al., 1993) y
algunos trabajos sugieren que estas secuencias pueden resolver correctamente las
divergencias entre especies congénere (Winnepenninckx et al., 1998; Aranceta-Garza et

al., 2011). La aplicacion de técnicas inmunoldgicas permite la rapida identificaciéon de



muchos huevos de peces simultdneamente (Chiou et al., 2004; Hiroishi et al., 2004), pero
el uso de anticuerpos especificos no funciona para la identificacion multiespecie. De
manera similar, la PCR especie-especifica funciona para un rango muy estrecho de blancos
(Sezaki et al., 2001; Saitoh et al., 2003). Los métodos basados en hibridacion sélo
funcionan con sondas de secuencias conocidas (Kochzius et al. 2008) o con un numero
limitado de sondas especificas (Rosel y Kocher, 2002). Por otro lado, las sondas
moleculares en combinacion con enzimas de restriccion han sido utilizadas para distinguir
larvas de la almeja comercial Spisula solidissima de entre otras especies de bivalvos con el
gen 18S ARNTr en un estudio de asentamiento y reclutamiento en la plataforma continental
de New Jersey, E.U.A. (Bell y Grassle, 1998).



3 JUSTIFICACION

La conectividad, entendida como el intercambio de individuos entre poblaciones marinas,
es un tema central en Ecologia Marina. Para muchas especies bentdnicas con un ciclo de
vida complejo, este intercambio ocurre principalmente durante el estadio larvario pelagico
y su éxito determina diversos aspectos de la dinamica poblacional. Sin embargo, este tipo
de estudios enfrenta enormes retos técnicos derivados del diminuto tamafio de las larvas y
de la gran similitud entre larvas de diferentes moluscos gasteropodos. En este sentido, es

necesario desarrollar métodos indirectos o alternativos de identificacion fiable.



4 HIPOTESIS

Si el gen 18S ARNr posee suficiente polimorfismo en su secuencia, entonces permitira el
desarrollo de diferentes estrategias moleculares para la identificacion de larvas de moluscos

gasteropodos a diferentes niveles taxondémicos (orden, familia, género y/o especie).

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la factibilidad de identificacion molecular de larvas de moluscos gasterépodos

en muestras de plancton utilizando el gen 18S ARNr.

5.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar herramientas de identificacion molecular de moluscos gasterépodos sobre la
base del andlisis de polimorfismos especificos del gen 18S (RFLP y sondas
moleculares), utilizando al abulon (Haliotis spp.) como estudio de caso.

2. ldentificar molecularmente las larvas utilizando como referencia la base de datos de
secuencias de ADN "GenBank".

3. Utilizar la identificacién molecular para comparar la diversidad de genotipos larvarios
de dos localidades del Estado de Baja California Sur y configurar sus relaciones

filogenéticas.



6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de muestras

Se realizaron dos muestreos de plancton en la costa occidental del Estado de Baja
California Sur (Fig.1), uno en la localidad de La Bocana y otro en la localidad de Cabo
Tosco (Isla Margarita), los dias 1 y 3 de diciembre de 2009, respectivamente.
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Figura 1. Localidades de muestreo en el Estado de Baja California Sur. Mapa de la
Peninsula tomado de Ledn-Carballo y Mucifio-Diaz (1996).

La Bocana. Se selecciond un area de estudio en funcion de la abundancia de abuldn (0.1
individuos adultos m™), el cual es un molusco gasterépodo representativo y el principal

recurso pesquero en la region. Dentro del area seleccionada se tomo el centro como punto
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de inicio para realizar los arrastres de plancton. Ademas se realizaron arrastres de plancton

en estaciones contiguas ubicadas a 500—1100 m alrededor de la primera estacion (Fig. 2).

Figura 2. Ubicacién de las estaciones de muestreo en La Bocana en donde se realizaron
arrastres de plancton. Imagen tomada de Google Earth v. 6.2.

Cabo Tosco. En esta localidad se realiz6 otro esquema de muestreo, en ambos lados de la
Isla se selecciond una estacion cercana a la orilla y dos estaciones contiguas a la primera,
separadas entre si por distancias de 150 a 320 m. También se seleccionaron tres estaciones

separadas de la orilla por distancias de 130 a 150 m (Fig. 3).
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Figura 3. Ubicacion de las estaciones de muestreo en Cabo Tosco, en donde se realizaron
arrastres de plancton. Imagen tomada de Google Earth v. 6.2.

En ambas localidades, los puntos de colecta (estaciones de muestreo) se registraron con un

GPS (Tabla I).

Tabla I. Puntos de muestreo en donde se realizaron arrastres superficiales de plancton.

Estacion Latitud Longitud Distancias

La Bocana

LB1 26°45"1.9” N 113°42720.9” W

LBF2 26°45°2” N 113°417422” W

409 26°44° SI” N 113°42"7.3” W a500m de LB1
LB3 26°4512.8” N 113°42" 6.8” W a510m de LB1
LB4 26°45°15.3” N 113°42732.6” W a510mde LB1
LB5 26° 44" 57" N 113°42739.1” W a 500m de LB1
LB6 26°45"3” N 113°41743.9” W a 1000m de LB1
LB7 26°45 2.7 N 113°42" 58.7" W a1100m de LB1
LB8 26°45°35.2” N 113°427 18.6” W a 1000m de LB1
LB9 26° 44" 28.8” N 113°42°27.6” W a1100m de LB1
LB10* 26°45 1.9”N 113°42°20.9” W




12

Puntos de muestreo en donde se realizaron arrastres superficiales de plancton
(continuacion).

Estacion Latitud Longitud Distancias
Cabo Tosco

Zona protegida a oleaje

CT1 24° 187 26.2” N 111°42° 36.6” W

CTF1 24° 18" 27.2” N 111°42" 37 W

BC2 24° 18" 17.1” N 111°42736.9” W a320mde CT1
CT3 24° 18" 33.8” N 111°42"35.8” W a210mde CT1
CTO04 24° 18 25" N 111°42" 30" W a150m de CT1
CTO05**

CTF2 24° 18" 16.9” N 111°42°28.6” W

CT06 24° 18" 34.1”N  111°42"30.1” W a 150m de CT3
CT7 24° 18" 159" N 111°42"31.3” W a 150m de BC2
Zona expuesta a oleaje

CT08 24°18°26.6”N  111°42"453”W

CTF3 24° 187 26.6” N 111°42745.3” W

CT09 24° 18" 36.1”N  111°42"52.5” W a 320m de CTO08
CT10 24° 18 33.8”N  111°42"57.3” W a 150m de CT09
CT11** 24° 187 26.3” N 111°42°45.9” W

CT12 24° 18" 24.1” N 111°42°50.7” W a 150m de CT08
CTF4 24° 18" 24.1” N 111°42° 50.7” W a 150m de CT08
CT13 24° 18" 18.2” N 111°42"44.9” W a 270m de CT08
CT14 24° 18" 14.6” N 111°42° 50.1” W a130m de CT13

* Arrastre a 5m de profundidad.
** Arrastre a 4m de profundidad.

Los arrastres superficiales de plancton se realizaron a una velocidad de 2.5 nudos, con una
duracién de 5 minutos y siguiendo una trayectoria circular. Se utiliz6 una red de plancton
conica de 180 um de luz de malla y 0.45 m de diametro de boca, la red estuvo provista de
un flujometro calibrado y un copo colector con la misma luz de malla que la red de
plancton. Las muestras se fijaron en etanol al 80% y se colocaron en un frasco de plastico
de 500 mL por cada estacion.
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6.2 Separacion de larvas en fase véliger

Una vez en el laboratorio, se seleccionaron cuatro estaciones de cada localidad para
facilitar la busqueda de moluscos gasteropodos en estadio larvario en fase véliger sobre la
base de la descripciéon de Courtois de Vicose et al. (2007) para larvas del abulén Haliotis
tuberculata coccinea, y utilizando larvas de Haliotis corrugata obtenidas en desoves en

laboratorio (Perez-Enriquez, com pers) (Fig. 4).

» ‘,

Figura 4. Larva de un ejemplar de Haliotis corrugata en fase veéliger observada al
microscopio con un aumento de 10x.

La biomasa de los arrastres de plancton se estimé mediante el método de volumen
desplazado (Beers, 1976) y estandarizada a mL de biovolumen por cada 1000 m® de agua
filtrada (Smith y Richardson, 1979). Debido a las elevadas biomasas registradas, se tomo la
cuarta parte de las muestras contenidas en cada frasco de 500 mL, dividiéndolas con ayuda

de un fraccionador de muestras Folsom (Fig. 5).
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Figura 5. Fraccionador de muestras Folsom.

Posteriormente, se estim6 un tamafio de muestra (n) con la ecuacién 1, que determina el
numero de organismos que se analizarian por estacion. Para lograr esto, primero se conto la
totalidad de las posibles larvas de moluscos gasteropodos que se encontraron en una

muestra fraccionada a un cuarto de una sola estacion.

0.25N
R, (2)
— (N -1)+025

z

Donde:

N es el tamafio de la poblacién (nimero total de larvas encontradas en un arrastre)
a es el valor del error tipo 1

z es el valor del nimero de unidades de desviacion estandar para una prueba de dos colas
con una zona de rechazo igual a a.

0.25 es el valor de p? que produce el maximo valor de error estandar, esto es p = 0.5

Las larvas de moluscos gasteropodos en estadio larvario en fase véliger se separaron una a
una con ayuda de un estereoscopio a 35X, se fotodocumentaron (Leica Application Suite
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EZ, ver. 1.5.0) y se colocaron cada una en un pozo de una placa de PCR (de 96 pozos) con
2 pL de etanol al 70% para la posterior extraccion de ADN y los analisis genéticos de

identificacion de especies.

6.3 Extraccion de ADN

Se llevé a cabo la extraccion de ADN de moluscos gasteropodos en estadio larvario
siguiendo el protocolo de Selvamani et al. (2001) con algunas modificaciones. EI método
se describe a continuacion: los especimenes separados se colocaron en placas de PCR con 2
puL de etanol al 70%, se trituraron las conchas que estaban enteras y se desecaron a
temperatura ambiente hasta la evaporacién de los restos de etanol, posteriormente se
incubaron en 18 pL buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM, Tween-20
0.05%) y 2 pL de Proteinasa-K (Sigma®, 2.5 mg/ml) a 55°C por 24 h. Después de
transcurrido éste periodo de incubacién, la mezcla homogénea se incubd a 95°C por 10 min
para detener la accion de la Proteinasa-K y se almacend a —20°C hasta su posterior

utilizacion.

6.4 Amplificacion por PCR del gen 18S ARNr

Para el analisis molecular de las muestras se llevo a cabo una reaccion de amplificacion de
un fragmento del gen 18S de alrededor de 266-277 pb, con los iniciadores 18SHal2F (5°-
TTGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGC-3%) y 18SHal2R (5°-
CCGGAATCGAACCCTGAT-3’), (Aranceta-Garza et al., 2011); el volumen final de
reaccion fue de 30 pL conteniendo 0.2 mM de dNTPs (Invitrogen™), 0.5 UM de cada uno
de los iniciadores, buffer PCR 1X (Invitrogene), 1.5 mM de MgCl,, 0.05 U de Platinum®
Taq ADN polimerasa (Invitrogen™) y 2 uL de ADN. Los ciclos de reaccidon fueron: 1 ciclo
de 94°C por 4 min., 30 ciclos de 94°C por 45 s, 57°C por 45 s, 72°C por 45 s, seguidos de

un ciclo de extension final de 72°C por 10 min.
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Los productos de PCR fueron analizados usando geles de agarosa (1.5%) en una camara
submarina horizontal (BIO-RAD) y visualizados con SYBR gold (Promega Corp.) usando
un transiluminador UV (UVP BioDoc-it Imagin System).

6.4.1 Evaluacion de herramientas de identificacion molecular

Las herramientas consideradas y evaluadas en éste trabajo fueron primeramente dirigidas a
la identificacion molecular de organismos del género Haliotis sp. como caso de estudio,
debido al gran valor comercial que representan éstas especies en la costa occidental de la
peninsula de Baja California. Dichas técnicas moleculares, consideran la deteccion de
determinados polimorfismos en la secuencia del ADN, o el analisis de secuencias parciales,
especificamente en este trabajo entre los amplicones del gen 18S en adultos y larvas

evaluadas.

6.4.1.1 Disefio de sondas tipo Molecular Beacon

Las sondas Molecular Beacon son secuencias de oligonucle6tidos capaces de reportar la
presencia de secuencias especificas de &cidos nucleicos en una solucion homogénea por
medio de la fluorescencia de una molécula reportera unida a un extremo de la sonda. Se
componen generalmente de alrededor de 30 nucleétidos de longitud, los cuales incluyen la
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia especifica de interés con la cual
formaran un hibrido y la fluorescencia sera detectada en un equipo especializado (Tyagi y
Kramer, 1996) (Fig. 6).
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Figura 6. ldentificacion molecular de moluscos gasteropodos. a) Obtencion de amplicones
correspondientes a la secuencia del gen 18S del organismo de interés. b) La sonda
molecular tiene un fragmento de ADN en forma de horquilla compuesto de una secuencia
de nucleotidos complementarios a la secuencia del organismo de interés (asa), ademas seis
pares de nuclettidos autocomplementarios (brazo), una molécula reportera (R) y una
molécula encargada de absorber la fluorescencia de la molécula reportera mientras se
encuentren proximas (Q). ¢) En presencia de una hebra de ADN con la secuencia del
organismo de interés, la sonda molecular formard un hibrido con ésta, abriéndose y
permitiendo que la molécula reportera emita fluorescencia, la cual prevalecerd ain siendo
escindida de la sonda al paso de la ADN polimerasa. d) En el equipo de gPCR se obtiene
una grafica mostrando la sefial emitida a lo largo de la reaccion.

El disefio de estas sondas consistio en obtener secuencias de 185 ARNr de organismos
gasterdpodos previamente reportadas en GenBank por Aranceta-Garza et al. (2011)
(Megastraea undosa, Tegula eisenii, Megathura crenulata, Fissurella volcano,
Concholepas concholepas, Haliotis fulgens, H. rufescens y H. corrugata). Estas secuencias
se editaron y alinearon, seleccionando asi una secuencia consenso especifica del género
Haliotis spp. con la ayuda del programa BioEdit ver. 7.0.5.3 (Hall, 1999) (Fig. 7); esta
secuencia consenso se incluyé en el asa de oligonucleétidos que forma la estructura

secundaria caracteristica de las sondas del tipo Molecular Beacon (Fig.6b).

* % FHE RAXXRAAE AARAH KX AXH KX AARE X% ¥ TE KEAE REEEEAKE A
LGAGCTAATACATGLACTARRG ARGCCAGCCGAGCCGCAA
LGAGCTAATACATGLACTARRG AC A CCAGCCGAGCCGCAA
LGAGCTAATACATGLACTARRG AC A CCAGCCGAGCCGCAA
EGAGCTARTACATGCACTATA A

Haliotis_fulgens||T
tis_rufescens

tis corrugata
Megastrea undoaa
Tegula eisenii
Megathura crenulata

Fissurella volcano | [TT

Concholepas_concholepas | [TT TTCT---GCCCOTCC-—~

Figura 7. Alineamiento de secuencias del gen 18S de diferentes moluscos gasterdépodos,
incluidas tres especies de hali6tidos.
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Se disefid también una sonda para reconocer a todos los organismos considerados como
pertenecientes al grupo de los moluscos gasterépodos, incluyendo las especies del género

Haliotis spp.

El disefio de estas sondas se llevd a cabo con la ayuda del programa Beacon Designer ver.
7.9 (Primer Biosoft) y con el programa de DINAMelt
(http://dinamelt.bioinfo.rpi.edu/twostate.php) para predecir las posibles estructuras
secundarias y sus Tm’s (Chakravorty et al., 2010). Las secuencias completas de las sondas
disefiadas fueron: 5’-CCGAGCTAATACATGCACTAAAGCTCCGCTCGG-3’, para la
sonda Haliotis-especifica, que fue ligada al fluor6foro TET (tetraclorofluorescina) en el
extremo 5’; y 5’-CCGCCCTATCAGACTGTCGATGGTGGGCGG-3’ para la sonda
control que fue ligada al fluor6foro FAM (6-carboxyfluoresceina) en el extremo 5°. En
ambos casos se ligd la molécula DABCYL (acido 4-(4-dimetilaminofenil) diazenil
benzoico) al extremo 3’ de la secuencia, como molécula inhibidora de la fluorescencia
(Quencher por el término en inglés). Las sondas fueron fabricadas por la compafiia Sigma-
Aldrich. Se obtuvieron amplicones para el gen 18S (seccién 6.4), manejando un volumen
de reaccién de 25 uL, agregando ademas 0.3 UM de cada sonda. Los ciclos de reaccion
fueron: 1 ciclo de desnaturalizacién a 95°C por 8 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 s, acoplamiento de la sonda por 15 s, y acoplamiento-extension de iniciadores
por 30 s, seguidos de un ciclo final de desnaturalizacion a 95°C por 5 min y extension a
65°C por 15 min (Kong et al., 2002). Con el fin de determinar las temperaturas mas
adecuadas de acoplamiento de sonda e iniciadores se probaron, respectivamente, un rango
de 70-75°C y de 60-65°C. Adicionalmente, se realizaron modificaciones de los tiempos de
acoplamiento de la sonda y del acoplamiento-extension de iniciadores a 45 s y 1 min, en

ambos casos.

6.4.1.2 Restriccién enzimatica (RFLP)

A partir del analisis de las secuencias del gen 18S, consideradas previamente para el disefio

de las sondas moleculares, se selecciond una enzima endonucleasa (Promega Corp.) que
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tuviera un corte especifico en las tres especies del genero Haliotis spp., tomando como
referencia la alineacién de secuencias de estas especies de haliotidos junto a las de

Megastraea undosa, Tegula eisenii, Fissurella volcano y Megathura crenulata (Fig. 8).

AccoTTe-TeAG 2V
TIC-TGAG AR
TS TGAG DA

Haliotis fulgens ||=C
Haliotis rufescens ||zC
Haliotis_corrugata ||=C

Magastrea undosa||GC

e - O I (I
o0 3o o0 10
o onnaoa

TTCGCGAG AR
Tegula eisenii TTCGCGAGEEERAR
Fissurella volcano TTCC-GAG BA B
a. Megathura crenulata TCCCACCCTTTCCCRAAG gt Y
v
5'...C T NA C...3'
b. 3'...CANTC...5
A

Figura 8. Alineamiento de secuencias de moluscos gasterépodos (a); sitio de corte de la
enzima Ddel (b).

Se utiliz6 como enzima de validacion a Sau3Al (New England, BioLabs, Inc.), la cual tiene
una region de corte como se muestra en la figura 9, por lo que ayudaria a corroborar la
presencia de organismos del género Haliotis spp. en caso de que se obtuvieran patrones

caracteristicos de dicho género en las restricciones enzimaticas con Ddel.

v
5'...c ATC...3'
3'...CT A G...5
a

Figura 9. Sitio de corte de la enzima Sau3Al.

La seleccion de las enzimas se hizo con la ayuda del programa en linea NEBcutter V2.0
(New England, Bio Labs Inc.) ingresando la secuencia de los haliétidos y verificando que
no se traslaparan los fragmentos generados por el corte con los de otros moluscos

gasteropodos (Fig. 10).
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Secuencia lineal 18S ARNTr: Haliotis spp.
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Figura 10. Patron de corte enzimatico generado por el programa NEBcutterver. 2.0 (New
England, Bio Labs Inc.).

Para llevar a cabo la reaccidon enzimatica se siguid el protocolo recomendado por el
fabricante, utilizando 0.25 U de enzima, 1X del buffer incluido en el kit de la enzima, BSA
y 1ug de ADN, se incub6 toda la noche a 37°C y se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta

su posterior andlisis de visualizacion en gel de agarosa.

6.4.1.3 Disociacion de Alta Resolucion (HRM)

La técnica de Disociacion de Alta Resolucion (“High Resolution Melting” o HRM por sus
siglas en inglés) sirve como un método de analisis post PCR a través del cual se pueden
detectar variantes genéticas dentro de una secuencia de interés, como es el caso del gen

18S. El metodo se basa en la comparacion del patron de disociacion (curvas de disociacion
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o curvas “melting”’) de ADN provenientes de muestras de interés; ésta comparacion se hace

con respecto a una muestra previamente caracterizada y/o conocida.

El producto de PCR obtenido se detecta por fluorescencia, en donde para observar el patron
de la curva de cada muestra analizada, se calienta éste producto paulatinamente
(~0.2°C/seg) y durante éste proceso se hace una captura Optica de la pérdida de la
fluorescencia en un equipo especializado de gPCR. El punto de inflexion en donde hay una
pérdida drastica de la fluorescencia corresponde a la temperatura de disociacion del
producto (Tm), el punto y la forma de disociacion de una molécula de ADN es una
caracteristica intrinseca a la misma, por lo que podriamos diferenciar géneros de

organismos utilizando la secuencia genética apropiada (Fig. 11).

agClACgCrACECEALgCtagetacgetacy
agcracgctacgetatgetagetacgetacg

Fluorescencia

55C 95C

Figura 11. Grafica de curvas de fluorescencia estandarizada de la disociacion de un
fragmento de ADN de dos organismos con una diferencia de un nucleétido en su secuencia.

Para llevar a cabo este ensayo, los ciclos de reaccion empleados fueron: 1 ciclo de 95°C por
4 min., 30 ciclos de 95°C por 45 s, 60°C por 45 s, 72°C por 45 s, seguidos de un ciclo de
extension final de 72°C por 1 min. Posteriormente, el rango de temperatura empleado para
la fusién de los fragmentos de ADN fue de 72°C a 95°C a una tasa de 0.1°C en cada paso.

Los equipos utilizados fueron StepOnePlus™ (Applied Biosystems) y Rotor-Gene™ 6000
(Qiagen).
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6.4.1.4 Analisis de secuencias del gen 18S ARNr

El producto de PCR de la amplificacion de las estaciones LB07, LBO1 (superficie) y LB10
(muestra de fondo del mismo punto geografico que LB01) de la localidad de La Bocana y
CTO1 de la localidad de Cabo Tosco fue enviado a secuenciar (Macrogen, Korea),
analizado y editado usando el software ChromasPro v. 1.15 (Technelysium Pty Ltd). Este
programa se utilizé para corroborar que los nucleétidos correspondieran a la sefial generada
en el electroferograma adjunto y asi determinar si dichas secuencias eran confiables o se
generaron secuencias de baja calidad, las cuales no fueron utilizadas para los analisis
posteriores. En las secuencias de buena calidad se elimind la porcién correspondiente al
cebador (26 pb) que se utilizo para iniciar la secuencia del fragmento, debido a que es una
zona conservada. Del analisis de secuencias, se gener6 un archivo de texto que incluyo
todas las secuencias de buena calidad que se analizaron previamente, el cual se utiliz6 para
determinar la diversidad de organismos segun la cantidad de secuencias idénticas en el
programa DnaSP v. 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). Posteriormente, se llevo a cabo un
alineamiento local en el programa en linea BLAST (NCBI) para determinar el porcentaje
de identidad con secuencias de organismos previamente reportados y asi determinar el
grupo taxondémico al que pertenecen los organismos muestreados. Finalmente, se llevd a
cabo un analisis filogenético con el programa PAUP ver. 4.0 (Sinauer Associates, Inc.
Publishers) y MEGA v. 4.0 (Tamura, et al., 2007) para determinar relaciones filogenéticas

entre los organismos analizados.



23

7 RESULTADOS

7.1 Obtencion de muestras
7.1.1 Separacion de larvas

Se determiné una biomasa promedio de 668 mL 1000 m™ para las estaciones de la

localidad de La Bocana y 700 mL/1000 m® para las estaciones de Cabo Tosco (Tabla II).

Tabla Il Biomasa determinada por el método de desplazamiento de volumen en probeta
para las muestras de La Bocana (LB) y Cabo Tosco (CT).

ESTACION (rﬁ:_cl)l'\é'&)fng) ESTACION (r'il'_?l'\é'(%fng)
LBO1 491 CTO1 883
LBO5 401 CT02 456
LBO7 557 CTO8 967
LB10 1,222 CT13 496

Posteriormente, se separaron alrededor de 330 larvas de cada una de las muestras
fraccionadas de las 8 estaciones, cantidad que fue determinada con la formula mencionada

en la seccidn de metodologia (ecuacion 1) para el tamafio de muestra.

Finalmente se procedio a la fotodocumentacidn para generar un registro de cada larva con
su secuencia correspondiente (banco de imagenes en linea
http://www.leoa.org.mx/RAF/gala/Clasificaciondelarvas.mht). Este analisis correspondio a

96 larvas por estacion de las 4 estaciones seleccionadas de cada localidad.

Se encontraron larvas que oscilaron entre los 200 y 500 um de ancho (Fig. 12), algunas de
las cuales presentaron una coloracién blanca de la concha, lo que no permitia determinar

con certeza si contenia dentro de ella al organismo fijado. Sin embargo, la gran mayoria
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presentaba conchas transparentes que incluso en algunas permitia observar un punto negro,

posiblemente una mancha ocular.

u. '
Q‘ " 3 ‘-

Figura 12. Larvas de moluscos gasteropodos obtenidas de los arrastres de plancton.

7.2 Herramientas de identificacion molecular
7.2.1 Disefio de sondas tipo Molecular Beacon

Para probar las sondas se utilizaron muestras de ADN de un organismo adulto de Haliotis
sp. y como control se utilizé una muestra correspondiente al ADN de un organismo adulto
de Megastraea sp. Se hicieron pruebas de las sondas en 2 termocicladores de tiempo real
diferentes (Rotor-Gene 6000, Corbett Research y ABI Prism 7000, Applied Biosystems),
donde se probaron distintas condiciones tanto de reaccion como de temperaturas de
amplificacion, obteniendo resultados desfavorecedores (Fig. 13), donde para el caso de las
corridas en el termociclador Rotor-Gene 6000, se observaron resultados de sefiales basales
con una deteccién de fluorescencia muy baja; las corridas en el termociclador ABI Prism
7000 mostraron una sefial basal elevada para la sonda marcada con el fluoroforo FAM (Fig.

13B, linea roja).
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Figura 13. Graficas de fluorescencia vs. ciclos de PCR. A. Resultado de una corrida en el
termociclador Rotor-Gene 6000, las sefiales no muestran incremento de la fluorescencia
conforme avanzan los ciclos de la PCR. B. Resultado de una corrida en el termociclador
ABI Prism 7000, se observa el mismo fendmeno donde no hay incremento de la
fluorescencia.

Los productos de estas corridas se visualizaron en gel de agarosa para verificar la
amplificacion del fragmento 18S, obteniendo un resultado positivo (Fig. 14), lo que indica
que las sondas no se estan pegando a los fragmentos al momento de la amplificacion y/o
que las condiciones probadas no son las mas adecuadas, ya que en las pruebas de PCR en

tiempo real no se reporta la sefial esperada.

En la figura 14 el gel fue tefiido con SYBR gold (Invitrogen™), el cual se intercala en los
fragmentos de ADN de doble cadena, permitiendo su visualizacion en un verde intenso; las
bandas que se observan cercanas a la altura de 200 pb son el producto esperado de la
amplificacion del fragmento 18S. Los carriles numerados del 1 al 8 corresponden a
muestras que fueron amplificadas afiadiendo solo un tipo de sonda (marcada con TET o
con FAM) por muestra y los carriles identificados de la A a la F, se amplificaron afiadiendo
las dos sondas a cada muestra; las sefiales en amarillo son los remanentes de la sonda
marcada con TET; la visualizacién de la sonda marcada con FAM no se pudo llevar a cabo
de manera tan clara como se observo la de TET, debido a la intensa sefial de ésta y ademas
de que la sefial generada por la solucion de tincion con SYBR pudo haber ocasionado
ruido. En los carriles 7, 8 y F se observa una banda a la misma altura que la del fragmento

18S y que no se esperaban puesto que son carriles con muestras de control negativo a las
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cuales no se les agregd muestra de ADN de ningin organismo, lo que indica que hay

contaminacion en alguno de los reactivos utilizados en la reacciéon de PCR.

Figura 14. Visualizacion de un gel de agarosa al 1.5% en escaner de imagenes
fluorescentes de amplicones del fragmento 18S (FMBIO®). Carriles: M.- Marcador de
peso molecular; 1.- Haliotis + Sonda marcada con TET; 2.- Megastraea + Sonda marcada
con TET; 3.- Haliotis + Sonda marcada con FAM; 4.- Megastraea + Sonda marcada con
FAM; 5.- Haliotis + Sybr; 6.- Megastraea + Sybr; 7.- Control negativo de coctail de
reaccion sin ADN con sonda marcada con TET; 8.- Control negativo de coctail de reaccion
sin ADN con sonda marcada con FAM; A y B.- Haliotis + Sonda marcada con FAM +
Sonda marcada con TET; C y D.- Megastraea + Sonda marcada con FAM + Sonda
marcada con TET; E y F.- Control negativo de coctail de reaccion sin ADN con sonda
marcada con FAM + sonda marcada con TET.

Posteriormente se llevd a cabo una amplificacién del fragmento 18S utilizando un
gradiente de temperatura para identificar las temperaturas éptimas de amplificacién y en
base a eso poder ajustar la temperatura de unién de la sonda con el amplicon del 18S (Fig.
15), se aumentaron 5°C las temperaturas de alineamiento y extension en las condiciones de

gPCR, pero el resultado no vari6 significativamente en posteriores ensayos (Fig. 16).
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200 pb

Figura 15. Amplificacién en PCR convencional del fragmento 18S en Haliotis corrugata
con la presencia de la sonda molecular especifica para éste género, implementando un
gradiente de temperaturas: 1.- 80°C, 2.- 78.6°C, 3.- 76.3°C, 4.- 72.6°C, (A) Control
negativo con temperatura de amplificacion de 76.3°C, 5.- 67.6°C, 6.- 64°C, 7.- 61.6°C, 8.-
60°C, (B) Control negativo con temperatura de amplificacion de 64°C.

Figura 16. Gréfica de fluorescencia vs. ciclos de PCR. Las sefiales no muestran incremento
de la fluorescencia conforme avanzan los ciclos de la PCR; las lineas superiores
representan muestras con sonda marcada con TET y FAM en el mismo tubo de reaccién y
las inferiores son muestras con una sonda molecular marcada con TET.



28

Figura 17. Visualizacion de un gel de agarosa al 1.5% en escaner de imagenes
fluorescentes de amplicones del fragmento 18S (FMBIO®). Carriles: M.- Marcador de
peso molecular; 1 y 2.- Haliotis + Sonda marcada con TET; 3 y 4.- Megastraea + Sonda
marcada con TET; 5 y 6.- Haliotis + Sonda marcada con FAM; 7 y 8.- Megastraea +
Sonda marcada con FAM; 9 y 10.- Haliotis + ADN de Haliotis + Sonda marcada con FAM
+ Sonda marcada con TET; 11 y 12.- Megastraea + Sonda marcada con FAM + Sonda
marcada con TET; (-)T.- Control negativo de coctail de reaccion sin ADN con sonda
marcada con TET; (-)F.- Control negativo de coctail de reaccion sin ADN con sonda
marcada con FAM.

En la figura 17, en el carril del control negativo con sonda marcada con FAM [(-)F] se
vuelve a observar una banda con el mismo tamafio que el fragmento 18S, lo que indica

contaminacion de ADN.

7.2.2 Restriccion enzimética (RFLP)

Se determin6 el patron de restriccion, producto de la digestion con la enzima Ddel
sometiendo muestras de ADN de organismos adultos de Haliotis corrugata, Fissurella
volcano, Megathura crenulata, Tegula eisenii y Megastraea undosa, observando una clara
diferencia en los tamafios de fragmentos obtenidos (Fig. 18).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, digestion con Ddel. Muestras: M.-
Marcador de peso molecular, 1.- Haliotis corrugata, 2.- Fissurella volcano, 3.- Megathura
crenulata, 4.- Tegula eisenii, 5.- Megastraea undosa, 6.- Control negativo (sin ADN).

Conociendo el patron de corrimiento en agarosa, se llevé a cabo la reaccién de restriccion
en las muestras de la estacion LBO7 de la localidad de La Bocana, observando 5 resultados
presuntamente positivos (Fig. 19), de los cuales s6lo se obtuvieron 3 secuencias limpias en
la secuenciacién y de éstas, las 3 presentaron un patron de restriccion en el andlisis virtual
con el programa Chromas Pro ver. 1.15 (Technelysium Pty Ltd), pero ninguno el esperado

para organismos haliotidos.

F1 GI H1I A2 B2 @ D2 E2 F2 G2 H2 A3 B3 G D3 E3 F3 G3 H3 A4 B4 (4

- -
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, digestion enzimatica con Ddel.
Muestras de la estacién LBO07, se encuentran sefialadas con flechas las muestras donde se
obtuvo un resultado de corte efectivo.

Subsecuentemente se llevaron a cabo ensayos de restriccion para las estaciones LBO1,
LBO05, LBO7 y LB10 (Figs. 20-23), siendo la estacion LBO7 la unica que mostro
especimenes con un patron de restriccion aparentemente similar al de haliétidos, sin
embargo, en el analisis de secuencias ninguno de éstos presentd similitud con secuencias de

organismos halidtidos, en cambio se obtuvieron 2 correspondencias de los especimenes



30

LB01-A12 y LB07-Al con alto porcentaje de identidad a las secuencias de organismos del

género Haliotis spp.
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Figura 20. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimatica con Ddel.
Muestras de la estacion LBO1 (La Bocana). Las letras y nUmeros representan la posicion en
la placa de PCR en la que se colocaron las muestras.
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Figura 21. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimatica con Ddel.
Muestras de la estacion LBO5 (La Bocana).
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Figura 22. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimatica con Ddel.
Muestras de la estacion LB07 (La Bocana).
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Figura 23. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimética con Ddel.
Muestras de la estacion LB10 (La Bocana).
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Se llevo a cabo el mismo ensayo de restriccion para las estaciones de la localidad de Cabo
Tosco, CTO01, CTO02, CTO8 y CT13, observando solamente un par de patrones
presuntamente positivos en la estacion CT02, tres en la estacion CT08 y uno mas en la
estacion CT13 (Figs. 24-27), de los cuales se corrobor6 mediante el analisis de restriccion
virtual, que dos especimenes de la estacion CT08 y el espécimen de la estacion CT13
presentaron un sitio de corte, pero no fue el esperado para organismos haliétidos;
posteriormente, en el analisis comparativo de secuencias en BLAST se comprobd que

ninguno de éstos pertenecia a organismos haliotidos.
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Figura 24. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimatica con Ddel.
Muestras de la estacion CT01 (Cabo Tosco).
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Figura 25. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimética con Ddel.

Muestras de la estacion CT02 (Cabo Tosco).
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Figura 26. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimética con Ddel.

Muestras de la estacion CT08 (Cabo Tosco).
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Figura 27. Electroforesis al 1.5% de los productos de la restriccion enzimética con Ddel.
Muestras de la estacion CT13 (Cabo Tosco).

Posteriormente se tomaron muestras de ADN de aquellos individuos que presentaron un
patron de corte aparentemente positivo en la restriccién enzimética con Ddel, para
someterla a restriccion enzimatica con Sau3Al y corroborar que éstos individuos
pertenecieran al género Haliotis spp. (Fig. 28). Los resultados obtenidos muestran
concordancia con el andlisis de restriccion virtual y el analisis comparativo de secuencias
con la base de datos del programa BLAST, en el que ninguno de estos especimenes mostro

similitud con secuencias de organismos haliétidos.

CT01 CT02 CT08 CT13
c6 D4 H4 D3 F9 A2 G4 Bl12 G3 -y () (+)

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, digestion con Sau3Al. Muestras de las
estaciones que presentaron previamente en uno 0 mas organismos un patron de corte
positivo con la enzima Ddel. Los controles negativos ( - ) son coctel de reaccién enzimatica
sin ADN vy el control positivo (+) es una muestra de H. corrugata sometida al mismo
tratamiento de reaccion enzimatica.
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7.2.3 Disociacion de Alta Resolucion (HRM)

Se llevo a cabo una prueba con el equipo StepOnePlus™ (Applied Biosystems), en donde
se analizaron muestras de ADN de 3 organismos adultos (por duplicado) de los géneros
Haliotis, Fissurella y Megathura, observando una clara diferenciacion por medio de las
graficas de sus temperaturas de fusion (Melting Temperature o Tm’s), lo que indica que
utilizar el gen 18S para diferenciar a nivel de género es posible en estos organismos (Fig.
29).

,828 868
838 w73

%
i

Haliotis spp. .—— Fissurella spp.

Megatura spp.

Figura 29. Graficas generadas por el software HRM v3.0. Curva de disociacién (Melt)
estandar (a); Curva de disociacion (Melt) derivativa, después de que el software generd la
1° derivada negativa del punto de inflexion (b).

En la segunda prueba realizada con el equipo Rotor-Gene™ 6000, se analizaron muestras
de ADN de organismos adultos de Haliotis corrugata, Haliotis fulgens y Fissurella
volcano, cada una por triplicado en donde se obtuvieron resultados totalmente diferentes a
los obtenidos en la prueba anterior, ya que desde la amplificacion de los fragmentos se
observaron irregularidades (Fig. 30a) y por consecuencia la grafica generada en la fase de
temperatura de fusidén se presenta con ruido, lo que dificulta la diferenciacion de los
organismos analizados (Fig. 30b) Lo anterior indica que el analisis de HRM hasta el

momento es mas adecuado mediante el equipo StepOnePlus™,
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Figura 30. Graficas generadas por el software Rotor-Gene™ 6000 v.1.7. Grafica de
amplificaion (a); Gréafica de fusion del fragmento (b).

7.2.4 Analisis de secuencias del gen 18S ARNr

Se analizaron en total 480 muestras de las estaciones LB01, LB07 y LB10, de la localidad
La Bocana, CT0O1 y CTO8 de la localidad de Cabo Tosco, de las cuales se obtuvieron en
total 324 secuencias limpias. Con dichas secuencias se realiz6 el andlisis de alineamiento
con el programa DnaSP obteniéndose 160 genotipos que, de acuerdo con el analisis
comparativo de BLAST en el GenBank correspondieron a 19 érdenes (Tabla 111) de los

cuales se identificaron 38 familias y 41 géneros (Anexo 1).

Sobresalen caracoles litorinimorfos (Littorinimorpha), babosas de mar del orden

Sacoglossa y caracoles neogasteropodos (Neogastropoda).

La mayoria de los genotipos fueron identificados de manera precisa (con valores de
porcentaje de identidad superiores al 90% y de la probabilidad de correspondencia E <
10°°) a nivel de orden y en algunos casos a nivel familia (Anexo 1). Sin embargo, no fue
posible la identificacion a nivel de especie debido a dos razones: i) un genotipo
correspondiente a un solo género dio como resultado 100% de identidad genética con mas
de una especie (p.ej. genotipo 145 con 100% de identidad con el género Fissurella y las
especies F. angusta, F. barbadensis, F. nubecula y F. volcano); ii) hubo genotipos en los
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que no se obtuvo la identidad del 100% con ninguna especie del GenBank (p.ej. genotipos
15, 32, 42 y 93 de la familia Akeridae, género Akera).

Se obtuvieron 5 individuos, representados en 3 genotipos, para los cuales solo fue posible
determinar la clasificacion a nivel de clase (Gastropoda) ya que registraron un elevado

porcentaje de identidad (98%) con varios 6rdenes (Tabla 111, Anexo 1).

En la estacion LBO1, se estimaron 55 genotipos de 83 secuencias limpias, en la estacion
LBO07, 21 genotipos de 74 secuencias limpias, y en la LB10, 52 genotipos a partir de 77
secuencias limpias; para la estacion CT01 de la localidad de Cabo Tosco se estimaron 47
genotipos en 90 secuencias limpias, lo que nos indica una gran diversidad de organismos

dentro de cada estacion.

Se observa una gran abundancia de organismos del orden Littorinimorpha, con 119
individuos sumando las 4 estaciones, y particularmente en la estacion LB07 de la localidad
de La Bocana, se estimaron 54 individuos pertenecientes a este orden de los 74 analizados.
El segundo orden con mayor representacion tanto de genotipos como de numero de
individuos es el de Sacoglossa, con 37 individuos en total de las 4 estaciones analizadas
(Tabla I11).

La composicion de genotipos entre la estacion de Cabo Tosco y las 3 estaciones de La
Bocana, indica una alta diferenciacion. De los 160 genotipos registrados, solamente 5
estuvieron compartidos entre las localidades, por lo que el resto de genotipos de Cabo
Tosco (46) y La Bocana (109) fueron exclusivos de las mismas (Anexo 1).

En la localidad de La Bocana, la finalidad de analizar la estacion LB01 y LB10 fue para
comparar la diversidad de especies encontradas en superficie (LBO1) y fondo (LB10) de un
mismo punto, identificando 10 Ordenes en comun, de los cuales se determind que

comparten 15 familias (Anexo 1).

De los 97 genotipos encontrados en estas dos estaciones, el numero de compartidos entre
superficie (LBO1) y fondo (LB10) es unicamente de 10, lo que indica que cada estacién
tuvo, respectivamente, 45 y 42 genotipos exclusivos. Los Ordenes presentes en superficie

no representados en la estacion de fondo son Archaeogastropoda, Bivalbulida (Cnidaria),
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Cheilostomatida y Euphausiacea (Arthropoda); en el caso inverso presentes en LB10 pero

no en LBO1, se tienen los 6rdenes Calanoida (Arthropoda) y Cycloneritimorpha.

Cabe destacar que los Ordenes Cephalaspidea y Cycloneritimorpha se encontraron
solamente en las estaciones LB01 y CTO01; los 6rdenes Neotaenioglossa y Thecostomata se

encontraron solo en las estaciones de la localidad de La Bocana y no en Cabo Tosco.

Tabla 11 Listado de érdenes representados en los diferentes genotipos y porcentaje (%) de
identidad.

ORDEN No. Genotipos % de identidad Valor de E
Anaspidea 8 98-99 >3E-93
Archaeogastropoda 6 95-100 >OE-74
Archaeopulmonata 1 99 5E-101
Bivalvulida® 1 82 3E-27
Calanoida® 1 100 *
Cephalaspidea 8 92-99 >1E-76
Cheilostomatida 1 95 2E-70
Cumacea 1 83 *
Cycloneritimorpha 8 98-99 >2E-89
Euphausiacea” 3 99-100 >8E-94
Heterostropha 6 96-97 >SAE-T7
Littorinimorpha 37 95-100 >5E-81
Neogastropoda 17 96-99 >1E-82
Neotaenioglossa 9 97-99 >0E-84
Nudibranchia 12 92-99 >5E-81
Patellogastropoda 1 100 TE-156
Pleurobranchomorpha 3 95 >7E-60
Sacoglossa 22 95-100 >2E-80
Thecosomata 12 98-100 1E-87
Mollusca; Gastropoda® 3 97-98 *

TOTAL 160
! Fila Cnidaria.
2Fila Arthropoda
¥ Especimenes que no pudieron ser identificados méas all4 de fila y clase.
* Especimenes que presentaron mismos valores de E para varios ordenes.
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7.4 Analisis filogenético

En una primera aproximacion, se obtuvieron arboles filogenéticos agrupando los genotipos
de cada una de las estaciones LB01, LB07, LB10 y CTO1 (Figs. 31-34), haciendo uso del
programa MEGA v 4.0 (Tamura et al., 2007).

Ls01-F8
La01G1
B0ttt
LB01€8 | Gen. 55
50188
50186
LBo1-AT1

e E7
LBO1-F12 Gen. 78
Le01-ca
(015 | Gen. 66

LB0t-Cs |Gen. 59

{LeotF1 | Gen. 80

LB01:83 |Gen. 56

80108 | Gen. 32
LBo1-H5 | Gen. 94

LBO1GTT
Laot+7 | Gen. 73
LB01-D7

LBoi-Hs | Gen. 97
LB01-CZ

ot |Cen- 63 &——

E0i-F6_| Gen. 83
1Bo1Fg_| Gen. 85

50768 | Gen. 63 €———

LB01-H10|

[T ] Gen. 82
H2 | Gen. 93

— 7 Jeen. 70
Gen. 75
Gen. 77

Gen. 88
Gen. 99

TE010
LBO1-E12 Gen. 71

[LEOTES | Gen. 79
LBO1-ES | Gen. 76
Gen. 50
[LB0iB4 | Gen. 57

LBO1-AS | Gen. 53
LBO1-AID
- Gen 54
LB01G5
lm

Figura 31. Arbol filogenético de la estacion LBO1 de la localidad de La Bocana.
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Figura 32. Arbol filogenético de la estacion LBO7 de la localidad de La Bocana.
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Figura 33. Arbol filogenético de la estacion LB10 de la localidad de La Bocana.
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Figura 34. Arbol filogenético de la estacion CTO01 de la localidad de Cabo Tosco.
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En éste analisis se pueden observar las relaciones filogenéticas entre los individuos de cada
estacion, asi como la representacion de cada uno de los genotipos obtenidos en el analisis
con el programa DnaSP, aunque cabe destacar que algunos individuos pertenecientes a
presuntos diferentes genotipos no se presentan con una relacion filogenética separada como
se esperaba observar o viceversa, tal es el caso de la estacion LB0O1 (Fig 31), donde la
relacion filogenética entre los individuos C2, E5, F6, F9, G9 y H10 es estrechamente
cercana, mientras que el analisis de genotipos indica que se trata de tres genotipos
diferentes.

De forma inversa, en la estacion CTO1 (Fig. 34) se observa una relacion distante entre los
individuos D11, D12 y E12, en tanto que el analisis de genotipos indica que se trata de

individuos con un genotipo idéntico.
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8 DISCUSION

8.1 Disefio de sondas tipo Molecular Beacon

Actualmente, el uso de sondas moleculares del tipo Molecular Beacon, TagMan y otras, ha
sido aplicado principalmente en andlisis clinicos que requieren precision en la deteccién de
parasitos como los causantes de la malaria, diversos virus, diagnostico de enfermedades
genéticas, expresion de genes etc. obteniendo resultados bastante positivos para su
aplicacion oportuna en tiempo real (Heid et al., 1996 [TagMan]; Fang et al., 1999 [MB];
Rougemont et al., 2004 [TagMan-18S], Elsayed et al., 2006 [MB]). En el campo de la
Ecologia Marina se estdn implementando cada vez con mayor frecuencia para la
identificacion de especies, como es el caso de Banks et al. (1993), quienes utilizaron
sondas para distinguir entre tres especies de ostras y en otros estudios se han utilizado
sondas para distinguir entre diferentes especies de organismos marinos en estadio larvario
(Olson et al., 1991; Medeiros-Bergen et al., 1995); también se han referido al estudio de las
dinamicas de floraciones algales nocivas (Tyrrell et al., 1997), y en todos los casos se
busca la estandarizacion de éste método, por si solo 0 en combinacidn con otros métodos
moleculares para su aplicacion practica en cualquier laboratorio molecular y sin la

necesidad de un experto en taxonomia.

En este estudio se logré la obtencion de dos sondas moleculares de tipo Molecular Beacon,
las cuales son capaces de reconocer las secuencias de moluscos gasteropodos para las que
fueron disefiadas, y si bien no se logré alcanzar la estandarizacion del método, la eficacia
de las sondas fue corroborada con la utilizacién de geles de agarosa visualizados en el
equipo apropiado para la deteccion de la fluorescencia emitida por las sondas. Esto deja
como antecedente la practicidad de la aplicacion de estas sondas en PCR en tiempo real
para el estudio de dindmica larvaria o reclutamiento ya que el método ofrece maultiples
ventajas: 1) un mecanismo de transduccion de sefial inherente para una alta sensibilidad
(Tyagi y Kramer, 1996), 2) la habilidad de detectar el hibrido sonda-blanco sin necesidad

de separar las sondas hibridizadas de las no hibridizadas (Fang et al., 2000; Tan et al.,
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2000), 3) una especificidad aumentada sobre las sondas de ADN lineares tradicionales, i.e.,
la capacidad de distinguir la incompatibilidad de una sola base (Tyagi y Kramer, 1996;
Sokol et al., 1998; Perlette y Tan, 2001; Matsuo, 1998; Fang et al., 2000; Tan et al., 2000),
y 4) se lleva a cabo en un sistema cerrado en tubo y no requiere manipulacion post-PCR de
la muestra, lo que reduce el riesgo de contaminacion en el laboratorio debido a que los
productos amplificados pueden ser analizados y eliminados sin abrir los tubos de reaccion
(Heid et al., 1996).

Con los resultados obtenidos tanto en las pruebas con los equipos de gPCR como en los de
PCR convencional, no se puede descartar una falla técnica ain no identificada o incluso la
utilizacion de material inapropiado, considerando que los equipos utilizados no habian sido
probados previamente para ésta técnica y por supuesto, siempre tomar en consideracion que
en los procedimientos basados en PCR puede haber inhibicion de PCR debida a

contaminantes de ADN, potenciales causantes de falsos negativos (Bott et al., 2010).

8.2 Restriccion enzimética (RFLP)

Se logré la obtencion de patrones de restriccion discriminantes para la identificacion de
moluscos gasterépodos con ambas enzimas seleccionadas, Ddel y Sau3Al en las pruebas
con ADN de organismos adultos de los cuales se tenia conocimiento previo de la especie.
La utilizacion de enzimas de restriccion en combinacién con PCR para la discriminacién o
identificacion de especies ha resultado bastante exitosa en estudios previos, tales como el
realizado por Silberman y Walsh (1992), que identificaron larvas de tres especies de
langosta con datos obtenidos de la restriccion del gen 28S ARN; Bell y Grassle, (1998) han
utilizado una combinacion de sondas moleculares con RFLP del gen 18S para la
identificacion de la almeja Spisula solidissima; Scholin y Anderson (1994) utilizaron PCR-
RFLP para distinguir entre seis especies del género de dinoflagelados Alexandrium;
Fernandez-Tajes y Mendez (2007) discriminaron almejas del género Ensis con el gen 5S
ARNr y Yamasaki et al. (2006) emplearon RFLP del gen mitochondrial citocromo C
oxidasa subunidad 1 (COI) para identificar el cangrejo japonés Eriocheir japonica. En
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general, el andlisis de sitios de restriccion se reporta como una técnica bastante Gtil en
estudios de poblacion o estudios de especies estrechamente relacionadas donde es

indispensable muestrear una gran cantidad de individuos (Dowling et al., 1990).

Las inconsistencias observadas en algunas muestras larvarias de campo al momento de la
visualizacion en geles de agarosa, especificamente la deteccion de carriles vacios, podria
tener varias explicaciones, como la falta de templado o una amplificacion fallida que podria
tener origen durante el proceso de separacion y transferencia de larvas a los tubos donde
fue llevada a cabo la reaccion tanto de amplificacion y posteriormente de restriccion, lo
cual ya ha sido reportado previamente (Bell y Grassle, 1998). Otras razones aceptadas
podrian ser que se presentara una muerte larvaria y degradacion del ADN antes de la
preservacion, baja preservacion, errores técnicos, impurezas quimicas o la posible inclusion
de organismos pertenecientes a drdenes cuya secuencia nucleotidica no pudo ser
reconocida por los cebadores de 18SHal2 utilizados en este trabajo (Evans et al., 1998;
Medeiros-Bergen et al., 1995).

En las muestras donde se obtuvieron cortes presuntamente positivos (con un patrén de corte
similar al de hali6tidos) y que el andlisis de secuencias dio un resultado diferente al de
haliétidos, podria tratarse de la falta de resolucién de bandas de los geles de agarosa que no
distinguen diferencias de pocas bases nucleotidicas. Este problema pudo ser detectado al
someter las mismas muestras a la validacion con la segunda enzima seleccionada (Sau3Al)
y al aumentar el porcentaje de concentracién de agarosa en la preparacion de los geles
(2%), con la cual las bandas pudieron separarse de manera clara permitiendo la
discriminacion de las muestras; ademdas también se corroboré con el porcentaje de
identidad observado con otros organismos diferentes a hali6tidos en la alineacion de
secuencias con la base de datos en BLAST (Stephen et al., 1990).

En resumen, la diferenciacion de larvas (en este estudio de haliétidos) es posible mediante
la metodologia de los RFLPs considerando la necesidad de realizar la digestion del
amplicén con al menos dos enzimas (Ddel y Sau3Al para haliotidos) y analizando por
electroforesis en geles de mayor resolucion. La identificacion de otras familias seria

factible sobre la base de los polimorfismos especificos que tengan.
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8.3 Disociacion de Alta Resolucion (HRM)

Los resultados preliminares obtenidos con ésta técnica muestran potencial en la
discriminacion de organismos utilizando el marcador molecular 18S ARNr, logrando
diferenciar secuencias pertenecientes a diferentes géneros con la implementacion de
reactivos y equipo especializado (Applied Biosystems). Este tipo de ensayo permite un
rapido analisis post-PCR de variantes en secuencias o cepas/especies, 0 una validacion de
la presencia de un amplicon blanco en una muestra basada en la consistencia de la curva de
disociacion con estandares de ADN definidos; las moléculas colorantes intercalantes se
unen y permiten la deteccion de cualquier ADN de doble hebra, lo que representa una gran
ventaja pero a la vez la union potencial a productos no especificos y a dimeros de
cebadores, por lo que se requiere una optimizacion cuidadosa de la PCR para determinar
las concentraciones Optimas del colorante intercalante, aunque generalmente el uso de las
aplicaciones post-PCR como lo es el analisis de disociacion (HRM) permite distinguir entre
un producto no especifico, dimeros de cebador y un amplicon de PCR (Bott et al., 2010).
Estudios previos reportan un bajo desempefio del colorante SYBR Green | en su aplicacion
en la técnica de HRM, en comparacion con otros especialmente disefiados para ella, asi
como la inhibicion de la reaccién de amplificacion cuando se agregan concentraciones
elevadas (Reed et al., 2007; Wittwer et al., 2003; Herrmann et al., 2006), lo que podria
explicar la baja calidad de las amplificaciones obtenidas en la segunda prueba realizada con
el equipo Rotor-Gene™ 6000, y podria indicar un exceso en la concentracion del colorante

SYBR Green | utilizado en el presente estudio.

No obstante, ésta técnica es hoy en dia de las mas prometedoras, pero la mayoria de los
estudios se encuentran en el campo de la biotecnologia y area clinica ya que permite la
medicién exacta de la fluorescencia del colorante intercalante en el proceso de disociacion
de la doble hebra de ADN (Reed y Wittwer 2004), es un método poderoso, rapido y
relativamente barato para detectar mutaciones (Reed y Wittwer 2004; Zhou et al. 2005;
Erali et al., 2008); se ha utilizado en numerosos estudios para el diagnostico de
enfermedades ocasionadas por microorganismos, mutaciones en genes de importancia

metabolica y especialmente en estudios de genotipificacion, polimorfismos de un
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nucleodtido (SNP), entre otras aplicaciones clinicas (Hussein et al., 2009; Wittwer et al.,
2003; Liew et al., 2004; Zhou et al., 2005)

La principal ventaja de un andlisis de curvas de disociacion es que, en lugar de solamente
determinar la presencia o ausencia de un alelo especifico, el método puede abordar una
region entera con el uso de sondas. Estas y todas las ventajas antes mencionadas ya estan
siendo aprovechadas en el campo de la biologia marina, aunque aun son pocos los estudios
que se han realizado, éstos abordan principalmente aproximaciones para posibles
aplicaciones en campo o alternativas para métodos como genotipificacion de poblaciones
silvestres (Bott et al., 2010; Smith et al., 2010).

8.4 Anélisis de secuencias del gen 18S ARNr

El uso del marcador molecular 18S ARNr, mediante el anélisis BLAST (Stephen et al.,
1990) con secuencias reportadas en GenBank, permitio llegar a una identificacion en el
nivel taxonémico de Orden y en la mayoria de los casos (82 de 97 genotipos) con altos
porcentajes de identidad (>92%) hasta Familia (Anexo 1). Si bien en algunos casos se
obtuvieron porcentajes de identidad bastante altos a nivel de Género (>91%), a fin de
estandarizar el nivel de identificacion para el presente estudio se considera mas confiable
hasta el nivel de Familia. En ocasiones, los porcentajes de identidad fueron lo
suficientemente altos entre varias familias como para definir cual era la correspondencia
mas cercana, tal fue el caso de algunos genotipos de los Ordenes Cephalaspidea,
Littorinimorpha, Neogastropoda, Nudibranchia y Sacoglossa, cuando esto ocurrid, la

identificacion se dejo hasta el nivel de Orden (Anexo 1).

La mayoria de los estudios realizados previamente en donde se utilizan secuencias de la
subunidad pequefia de ARNr en eucariotas multicelulares se han referido a las relaciones
taxondmicas mas altas, en el nivel de filas y clases (Hillis y Dixon, 1991). Sin embargo,
existen algunos impedimentos prevalecientes en la secuenciacion de organismos
representativos de ciertos taxones, como es el caso de las clases de moluscos Solenogastres
y Tryblidia (Okusu y Giribet, 2003; Giribet et al., 2006); el fracaso en la obtencion de
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secuencias de 18S para un taxon es considerado un fendmeno comun, pero raramente es
reportado y contrario a las grandes expectativas, este gen no puede resolver los nodos en
todos los niveles taxondmicos, ademas su eficacia varia considerablemente entre clados
(Meyer et al., 2010), esto ha sido discutido como un efecto de una rapida radiacion antigua
durante periodos breves (Abouheif et al., 1998). Por consecuencia, los andlisis con
maultiples genes son considerados actualmente sinérgicos y mas confiables para llegar a la
identificacion molecular de un nivel taxonémico mas cercano al de género o especie (Anne,
2006), o en la obtencidn de eventos mas lejanos en las ramificaciones de los metazoos, sin
embargo el gen 18S sigue siendo utilizado ampliamente en los andlisis filogenéticos
(Meyer et al., 2010).

Previamente, el gen 18S ha sido utilizado en la certificacion de abuldn enlatado para su
comercializacion, logrando una identificacion a nivel de género en muestras de tejido
fresco y producto enlatado de organismos adultos (Aranceta-Garza et al., 2011), asi como
marcador filogenético en gasteropodos diferenciando exitosamente abulones de otros
moluscos (Geiger y Thacker, 2005; Yoon y Kim, 2005; 2007).

El gen de la citocromo C oxidasa subunidad 1 (COIl) presenta atributos que lo hacen
elegible para la identificacion de especies, incluyendo algunas regiones conservadas que
permiten el desarrollo de cebadores universales para PCR, y una variacién suficiente entre
especies que permite su uso para discriminar en este nivel de taxén y el acceso gratuito a
una base de datos de codigo de barras que representa un gran recurso para la ecologia
marina (Burton, 2009).

Sin embargo, al igual que el recurso en linea de BLAST (Stephen et al., 1990), estas bases
de datos se encuentran limitadas al estudio y reporte previo de determinadas especies para
las cuales puede no existir un registro en la actualidad. No obstante, las relaciones
evolutivas entre las secuencias de ADN significan que incluso cuando no existe
coincidencia exacta reportada, los datos de la secuencia de ADN generalmente puede
proporcionar por lo menos alguna informacion taxonomica sobre el espécimen como por

ejemplo, la identificacion de una especie relacionada (Burton, 2009).
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Para todo el conjunto de estaciones secuenciadas y analizadas en el presente estudio, se
determind una alta diversidad de organismos correspondientes al fila Mollusca, clase
Gastropoda con 317 individuos correspondientes a 15 érdenes. Esta alta diversidad sugiere
que el tamafio de muestra debe ser incrementado para la realizacion de estudios ecolégicos

comparativos de la diversidad de las localidades de estudio.

Un resultado inesperado fue la obtencidn de 7 individuos correspondientes a otras filas
distintas a la Mollusca (Arthropoda y Cnidaria), lo que podria deberse a organismos
oportunistas en las conchas vacias de los gasteropodos encontrados en las muestras de
campo o posibles presas de las que se alimenta el molusco que se encontraba originalmente
en la concha. Previamente, se ha reportado la presencia de ADN exdgeno en especies de
moluscos presumiblemente debido a contaminacion de la muestra con células de otros
organismos presentes en el tracto digestivo (Meyer et al., 2010) o de nematocistos de
cnidarios que se asocian a moluscos aplacéforos (Okusu y Giribet, 2003), lo que puede
resultar en la sub- o sobreestimacion de biodiversidad en programas de analisis con

muestras ambientales.

En cuanto a las secuencias que no pudieron ser utilizadas para ningin analisis y se
reportaron como ‘“‘sucias”, posiblemente se deba también a una contaminacion, ya que algo
similar a lo obtenido en este estudio lo reportan Osuku y Giribet (2003), donde obtuvieron
maltiples productos de PCR de tamafio idéntico y en los cromatogramas de las secuencias
se reflejaba en maltiples picos superpuestos.

8.3 Analisis filogenético

La identificacion molecular de larvas es un paso clave en el entendimiento de los procesos
de dispersion y reclutamiento que tiene repercusiones importantes en el ambito ecologico y
econdmico, especialmente en aquellas especies de importancia comercial (Bell y Grassle,
1998; Coffroth y Mulawka, 1995; Morgan y Rogers, 2001; Evans et al., 1998). Una vez
que se logra llegar a la identificacion molecular de especies, es posible analizar las

relaciones que existen entre los organismos encontrados, desde filogenéticas hasta de
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parentesco, comparando y agrupando las secuencias, dependiendo del marcador molecular
que se haya elegido en base en la finalidad del estudio (Medeiros-Bergen et al., 1995;
Scheltema y Rice, 1990; Pedrotti y Fenaux, 1992; Morgan y Rogers, 2001; Evans et al.,
1998).

Otras aplicaciones en Ecologia incluyen anélisis de diversidad (Barber y Boyce, 2006),
donde el uso de otros genes conservados como el de la citocromo C oxidasa | (COI) y con
las crecientes bases de datos en linea con secuencias obtenidas a partir de organismos
adultos perfectamente identificados, permite caracterizar la diversidad de un sitio, ain sin

tener amplio conocimiento en la taxonomia de especies.

El andlisis de diversidad de genotipos mostré una variabilidad muy elevada con 160
genotipos de 324 especimenes, lo que indica que, en promedio, cada genotipo tuvo dos
ejemplares. Para sacar conclusiones del analisis comparativo de la diversidad es necesario
incrementar el tamafio de muestra al menos al numero estimado sobre la base de la

ecuacion 1 (ver metodologia) de 330 ejemplares por estacion.

En este estudio se llevo a cabo un analisis de la relacion filogenética entre los organismos
encontrados en cada localidad para tratar de dilucidar la cercania de los genotipos
generados por el analisis previo de las secuencias obtenidas de cada espécimen, observando
agrupaciones cercanas de los individuos correspondientes a un mismo genotipo, aunque no
en un mismo clado. Una posible explicacion a éste fendmeno, podria ser la diferencia en la
longitud de la secuencia de cada espécimen, lo que el programa utilizado (MEGA v. 4.0)
podria haber interpretado como genotipos diferentes en base al grado de similitud entre

ellas.

No obstante, al momento de hacer el analisis comparativo de los diferentes genotipos con
secuencias reportadas en GenBank, varios de éstos correspondian al mismo orden o incluso
a la misma familia, confirmando asi que la topologia de los arboles podria estar

influenciada por el tamafio de las secuencias analizadas.
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9 CONCLUSIONES

1. La identificacion molecular de larvas de moluscos gasterépodos en muestras de
plancton utilizando el gen 18S ARNTr es factible mediante analisis de RFLPs y

secuenciacion.

2. La diferenciacion de larvas de haliotidos es factible mediante el analisis de RFLPs
basado en el gen 18S ARNr digerido con dos enzimas: Ddel y Sau3Al. Se
recomienda hacer electroforesis en geles de mayor resolucion. La identificacion de
otras familias 0 géneros seria factible sobre la base de los polimorfismos especificos

de éstos.

3. El andlisis de las secuencias del gen 18S ARNr permiti6 la identificacion molecular
de larvas obtenidas de un arrastre de plancton a distintos niveles taxondémicos,
principalmente orden y familia. Sin embargo, este gen no presenta suficiente

variacion gue permita la diferenciacion a nivel de género o especie.

4. La aplicacion de las técnicas derivadas de las sondas Molecular Beacon y
Disociacion de Alta Resolucion (HRM) tienen el potencial de diferenciar
organismos del género Haliotis de otras especies de moluscos. Para estudios
posteriores se recomienda evaluar su potencialidad en la identificacion de larvas de

dicho género.

5. Se registr6 una alta diversidad de genotipos (154) de moluscos gasterépodos
representantes de 15 o6rdenes. De éstos, 125 genotipos pudieron ser identificados a
nivel familia con un porcentaje de identidad genética de al menos el 90%, respecto
a secuencias del GenBank. Para la realizacion de estudios ecoldgicos de diversidad

de especies (0 genotipos) se recomienda incrementar el tamafio de muestra.
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6. La mayor diversidad de genotipos se registré en La Bocana en las estaciones de
superficie y fondo (LBO1 y LB10), las cuales compartieron casi la totalidad de los
ordenes identificados. Entre las localidades de La Bocana y Cabo Tosco también se
encontrd similitud en los 6rdenes presentes, pero ésta fue menor que la observada
entre las estaciones de la localidad de La Bocana (LBO1, LB07 y LB10).

7. En una primera aproximacion, los resultados obtenidos de la utilizacion del analisis
de secuencias permitieron la obtencion de relaciones filogenéticas y su comparacion

entre las estaciones en estudio.
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Identificacién molecular de especimenes de las estaciones LB01, LB07 y LB10 de la localidad de La Bocana y CTO1 de la

ANEXO 1

localidad de Cabo Tosco, agrupados por Ordenes taxondmicos

. . - . % de Valor
Genotipo Especimenes CTO01 | LBO1 [ LBO7 | LB10| Phylum Clase Orden Familia Género identidad | de E
CT01-C1, CT01-D1,
15 CTO01-E1, CTO1-G1, 5 Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Akeridae Akera 99 2E-100
CT01-G4
32 E;%Eé LBO1-D8, 11 1 [Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Akeridae Akera 98 2E-100
42 CT01-H1, LB01-A2 1 1 Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Akeridae Akera 99 3E-93
93 LB01-H2 1 Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Akeridae Akera 99 1E-102
2 CT01-A2, CT01-G2 2 Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Aplysiidae 99 *
94 LB01-H5 1 Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Aplysiidae Aplysia 98 7E-100
112 |LB10-C4 1 [Mollusca  Gastropoda  Anaspidea Aplysiidae Aplysia 99 1E-101
17 CT01-C3 1 Mollusca ~ Gastropoda  Anaspidea Aplysiidae 99 *
145 |LB07-A07 1 Mollusca  Gastropoda  Archaeogastropoda  Fissurellidae Fissurella 100 1E-133
99 LB01-H12 1 Mollusca  Gastropoda  Archaeogastropoda  Haliotidae Haliotis 100 5E-86
147  |LB07-Al1l 1 Mollusca  Gastropoda  Archaeogastropoda  Haliotidae Haliotis 100 4E-132
66 LB01-C5 1 Mollusca Gastropoda  Archaeogastropoda  Tricoliidae Tricolia 95 9E-74
29 CTO01-E5 1 Mollusca  Gastropoda  Archaeogastropoda  Turbinidae 100 *
1 gigig; CT01-B3, 3 Mollusca  Gastropoda  Archaeogastropoda  Turbinidae 100 *
87 LB01-G2, LB10-C3 1 1 |Mollusca  Gastropoda  Archaeopulmonata Ellobiidae Melampus 99 5E-101
120 |LB10-E3 1 |Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Diaphanidae Toledonia 93 2E-80
27 CTO01-E3 1 Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Bullidae Bulla 97 7TE-85
38 CTO01-G5 1 Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Bullidae Bulla 97 1E-76
136 |LB10-H3 1 |Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Bullidae Bulla 96 3E-93
10 CT01-B5 1 Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Haminoeidae Atys 97 8E-94
133  |LB10-G9 1 |Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea Haminoeidae Atys 99 7E-100

* Genotipos que obtuvieron mismo porcentaje de identidad con varias secuencias diferentes ya sea de Familia, Género o en ambas clasificaciones.
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. . - . % de Valor
Genotipo Especimenes CT01 | LB01 | LBO7 | LB10| Phylum Clase Orden Familia Género identidad | de E
34 CTO01-F4 1 Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea 93 *
135 |LB10-G12 1 |Mollusca  Gastropoda  Cephalaspidea 92 *
91 LB01-G10 1 Mollusca ~ Gastropoda  Cheilostomatida Scrupariidae Scruparia 95 2E-70
3 CT01-A4, CT01-H7 2 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 2E-89
CTO01-A6, CT01-A8,
CTO01-A9, CT01-Al1,
CT01-B4, CT01-B9,
CT01-C6, CT01-C7, - - .
5 CT01-C8, CTOL-DS, 15 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 2E-94
CT01-D8, CTO1-ES,
CTO01-E9, CTO1-F11,
CTO01-H8
6 CT01-A7, CTO1-F1 2 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 3E-93
11 CT01-B6 1 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 7TE-95
CT01-B10, CT01-B11,
13 CT01-C5, CT01-G6, 6 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 1E-92
CT01-G11, CT01-H9
CT01-D7, CTO1-E7,
22 CT01-F6, CTO1-F7, 6 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 99 2E-94
CTO01-F8, CT01-H10
46 CT01-H6 1 Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha Neritidae Nerita 98 5E-91
117 |LB10-D8, LB10-D9 2 |Mollusca  Gastropoda  Cycloneritimorpha 99 *
92 LB01-G12 1 Mollusca  Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Otopleura 97 2E-94
114 |LB10-C9 1 |Mollusca  Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Otopleura 96 2E-90
20 CT01-D4 1 Mollusca  Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Odostomia 97 4E-77
21 CT01-D5, CT01-H4 2 Mollusca  Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Odostomia 97 4E-78
50 LB01-A5 1 Mollusca  Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Hinemoa 97 9E-89
58 LB01-B7 1 Mollusca ~ Gastropoda  Heterostropha Pyramidellidae ~ Turbonilla 96 2E-89
142 |LB07-A03 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Cypraeidae Erronea 96 7E-110
154  |LB07-EO1 1 Mollusca ~ Gastropoda  Littorinimorpha Cypraeidae Erronea 99 1E-127
157  |LB07-E09 1 Mollusca ~ Gastropoda  Littorinimorpha Cypraeidae Erronea 95 4E-107
52 LB01-A8 1 Mollusca ~ Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 99 *

89



. . - ] % de Valor
Genotipo Especimenes CTO01 | LBO1 | LBO7 [ LB10| Phylum Clase Orden Familia Género identidad | de E
LB01-Al1, LB01-BS6,
LB01-B8, LB01-ES, S . .
55 LBOL-E11, LBOL-F8, 7 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98
LB01-G1
LB01-C2, LB01-ES5,
63 LB01-G9, LB01-H10, 4 1 [Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *
LB10-E6

69 LB01-D1 1 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *

83 LBO1-F6 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *

85 LBO1-F9 1 Mollusca ~ Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *

96 LB01-H8 1 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *

97 LBO1-H9 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *

101 LB10-A3 1 [|Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae Bythiospeum 99 5E-81
64 LB01-C3 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Naticidae Sinum 98 3E-98
23 CT01-D9 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Rissoidae Rissoina 99 4E-92
47 CT01-H11 1 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha Rissoidae Rissoina 99 TE-89
8 CT01-A12 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 98 *

14 CT01-B12 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 99 *

16 CT01-C2, CTO1-E11 2 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha 98 *

18 gIgi:gi’ZCT()l_CIl’ 3 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 99 *

30 CTO1-E8 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 98 *

40 CT01-G8 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 99 *

41 CT01-G10 1 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha 99 *

LB01-A3, LBO1-A7, L -
48 LBO1-B? 3 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha 98
72 LB01-D6 1 Mollusca Gastropoda  Littorinimorpha 99 *
LB01-B11, LB01-C1,
LB01-C8, LB01-C9,
61 tggégig tggégg 6 5 |Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 98 *
LB10-F10, LB10-F12,
LB10-G10
9 CT01-B2 1 Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Cypraeidae Erronea 99 4E-86

69



Genotipo

Especimenes

CT01| LBO1|LB07|LB10

Phylum

Clase

Orden

Familia

Género

% de
identidad

Valor
de E

49
59

82

105

106
140

143

LB01-A4

LB01-B9, LB01-C6,
LBO1-F5

LB01-F4, LB10-C10,
LB10-D7

LB10-Al1, LB10-B12,
LB10-E9, LB10-F8
LB10-A12, LB10-C8
LB0O7-A01

LB07-A05, LBO7-B03,
LB07-B07, LBO7-B08,
LB07-B09, LB07-B10,
LB07-B11, LB07-B12,
LB07-C01, LB07-C02,
LB07-C03, LB07-C04,
LB07-C08, LB07-C10,
LB07-C12, LB07-DO01,
LB07-D03, LB07-D04,
LB07-DO05, LB07-D07,
LB07-D08, LB07-D09,
LB07-D10, LB0O7-E02,
LB07-EQ5, LBO7-EQ7,
LB07-E08, LBO7-E10,
LBO7-E11, LBO7-E12,
LB07-F02, LBO7-FO5,
LB07-F06, LBO7-F07,
LB07-F08, LBO7-F11,
LB07-F12, LB07-GO01,
LB07-G04, LB07-G05,
LB07-G10, LB07-HO1,
LB07-HO3, LBO7-HO4,
LB07-H05, LB07-HO07,
LB07-H09, LB07-H10,
LBO7-H11

49

Mollusca

Mollusca

Mollusca

Mollusca

Mollusca
Mollusca

Mollusca

Gastropoda

Gastropoda
Gastropoda

Gastropoda

Gastropoda
Gastropoda

Gastropoda

Littorinimorpha

Littorinimorpha
Littorinimorpha

Littorinimorpha

Littorinimorpha
Littorinimorpha

Littorinimorpha

Cypraeidae
Cypraeidae

Cypraeidae

Cypraeidae

Cypraeidae
Cypraeidae

Cypraeidae

Erronea

Erronea

Erronea

Erronea

Erronea
Erronea

Erronea

99
99

99

99

99
100

100

4E-92
3E-93

3E-93

3E-93

1E-87
3E-129

3E-129

0L



. . - 3 % de Valor
Genotipo Especimenes CT01|LB01|LB0O7|LB10| Phylum Clase Orden Familia Género .
similitud | de E
118 LB10-D11 1 |Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae 97 *
134 |LB10-G11 1 |Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha Hydrobiidae Pseudobithynia 98 2E-85
110 |LB10-B10, LB10-C11 2 |Mollusca  Gastropoda  Littorinimorpha 98 *
152  |LB07-C05 1 Mollusca ~ Gastropoda  Littorinimorpha 95 *
89 tg%ﬁg LB10-D10, 1 2 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda Drilliidae Splendrillia 97 3E-88
104 LB10-A9 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda Drilliidae Splendrillia 97 3E-88
132 |LB10-G5 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda Drillidae Splendrillia 98 7E-85
39 CT01-G7 1 Mollusca ~ Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Coralliophila 99 4E-82
45 CTO01-H5 1 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda Muricidae Coralliophila 98 2E-89
31 CTO01-E10 1 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda 96 *
115 |LB10-D5 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda 98 *
122 |LB10-E5 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda 97 *
160 |LBO7-HO6 1 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda 99 *
98 LB01-H11 1 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Buccinidae Nassaria 99 4E-92
123 |LB10-E8 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Buccinidae 98 *
7 CT01-A10, CTO1-F10 2 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Conidae 98 *
127 |LB10-F3 1 |Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Conidae 99 *
148 LB07-B01, LB07-B02 2 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Muricidae 100 *
19 CT01-C10 1 Mollusca ~ Gastropoda  Neogastropoda; Nassariidae Nassarius 97 7E-85
25 CT01-D11, CT01-D12, 3 Mollusca Gastropoda  Neogastropoda; Nassariidae Nassarius 96 1E-82
CTO01-E12
37 CTO01-F12 1 Mollusca  Gastropoda  Neogastropoda; Nassariidae Nassarius 98 9E-84
53 LB01-A9 1 Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Epitoniidae Epitonium 97 9E-84
LB01-B12, LB10-BS, ) _ .
62 LB10-E7, LB10-G8 1 3 |Mollusca Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 7E-95
67 LB01-C7 1 Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 1E-96
73 L B01-D7, LBO1-G11, 3 Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 TE-95
LBO1-H7
78 ::2812; LBO1-F12, 3 Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 TE-95
102 LB10-A6 1 |Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 8E-94
103 LB10-A8 1 |Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 98 1E-91
109 LB10-B6 1 |Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 99 7E-90
138 |LB10-H8 1 |Mollusca  Gastropoda  Neotaenioglossa Eulimidae Balcis 97 1E-87

T.



. . - . % de Valor
Genotipo Especimenes CT01 | LBO1| LBO7 | LB10| Phylum Clase Orden Familia Género identidad | e E
57 LB01-B4 1 Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Chromodorididae 92 *
77 LB01-E6 1 Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Dotidae Doto 99 3E-108
95 LB01-H6 1 Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Chromodorididae Diversidoris 92 5E-81
126  |LB10-F2 1 [Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Chromodorididae Mexichromis 98 4E-92
150 LB07-B05, LB07-C09 2 Mollusca Gastropoda  Nudibranchia Chromodorididae Diversidoris 94 5E-112
137 |LB10-H6 1 |Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Dotidae Doto 98 6E-105
113 |LB10-C6 1 |Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia Eubranchidae Eubranchus 99 1E-96
CT01-D10, LB10-AS5,
24 LB10-B4, LB10-F5, 1 5 [Mollusca Gastropoda  Nudibranchia 93 *
LB10-G3, LB10-H5
90 LB01-G7 1 Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia 93 *
108 |LB10-B5 1 |Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia 90 *
116 |LB10-D6 1 [Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia 98 *
131 |LB10-F9 1 |Mollusca  Gastropoda  Nudibranchia 94 *
141 |LB07-A02 1 Mollusca  Gastropoda  Patellogastropoda Lottiidae Lottia 100 7TE-156
LB01-D4, LB01-E12, .
71 LB10-B7, LB10-C7 2 2 |Mollusca Gastropoda  Pleurobranchomorpha Pleurobranchidae Berthella 91 7E-60
144  |LB07-A06 1 Mollusca  Gastropoda  Pleurobranchomorpha Pleurobranchidae Pleurobranchus| 95 2E-121
155 |LB07-E04 1 Mollusca  Gastropoda  Pleurobranchomorpha Pleurobranchidae Pleurobranchus| 95 1E-118
33 CTO01-F3 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Caliphyllidae Polybranchia 98 4E-97
75 LB01-E2 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Caliphyllidae Cyerce 98 5E-96
CTO01-H2, LB01-H3, . L
43 LB10-D1, LB10-E2 1 1 2 |Mollusca Gastropoda  Sacoglossa Hermaeidae Aplysiopsis 98 3E-93
151 |LB07-B06, LB07-C06 2 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Hermaeidae Aplysiopsis 99 1E-128
156 |LBO7-E06 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Hermaeidae Aplysiopsis 97 1E-118
65 LB01-C4, LB01-G6 2 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae ~ Aplysiopsis 98 2E-95
80 LB01-F1 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae ~ Aplysiopsis 95 9E-84
81 LB01-F3 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae ~ Aplysiopsis 98 7E-95
107 |LB10-B1 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae Stiliger 97 2E-80
111 tgiggé tgigﬁiz 4 [Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae  Aplysiopsis 98 9E-89
128 |LB10-F4 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae  Aplysiopsis 98 1E-97

¢l



. . - , % de Valor
Genotipo Especimenes CT01 | LBO1 | LBO7 | LB10| Phylum Clase Orden Familia Género identidad | de E
LB01-B1, LB01-B3,
56 LB01-F2, LB10-B2, 3 2 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae Aplysiopsis 98 8E-94
LB10-H1

36 CTO01-F9 1 Mollusca ~ Gastropoda  Sacoglossa Oxynoidae Oxynoe 100 1E-112
70 LB01-D2 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Polybranchiidae 97 *

44 CT01-H3 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa 95 *

119 |LB10-E1 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa 95 *
CT01-A5, CT01-C4, . - -

4 CT01-D3, LB10-G2 3 1 [Mollusca Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae Stiliger 95 2E-84
12 CT01-B8 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae  Stiliger 96 5E-86
26 CTO01-E2 1 Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae Stiliger 95 2E-84
100 |LB10-A2 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limaoontidae ~ Aplysiopsis 96 1E-76
121 |LB10-E4 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae ~ Aplysiopsis 98 5E-96
125 LB10-E12 1 |Mollusca  Gastropoda  Sacoglossa Limapontiidae Limapontia 99 2E-95
51 LB01-A6, LBO1-E10 2 Mollusca ~ Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 5E-101
54 LB01-A10, LB01-G5 2 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 8E-104
60 LB01-B10 1 Mollusca ~ Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 98 8E-99
68 LB01-C12 1 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 2E-104
74 LB01-D10 1 Mollusca  Gastropoda ~ Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 98 1E-97
84 LBO1-F7 1 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 98 1E-97
86 LBO1-F10 1 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 1E-102
129 LB10-F6, LB10-H7 2 |Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 2E-104
130 LB10-F7 1 |Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 98 1E-87
139 |LB10-H11 1 |Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 100 8E-99
146 LB07-A09 1 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 2E-136
159 |LB07-F04 1 Mollusca  Gastropoda  Thecosomata Desmopteridae  Desmopterus 99 8E-135
28 CT01-E4, CT01-G3 2 Mollusca  Gastropoda 98 *

88 LB01-G3 1 Mollusca  Gastropoda 97 *

153 LB07-D02, LB07-F09 2 Mollusca  Gastropoda 98 *

79 LBO1-E9 1 Chnidaria Myxozoa Bivalvulida 82 3E-27
124 LB10-E11 1 |Arthropoda Maxillopoda Calanoida Paracalanidae 100 *

35 CT01-F5 1 Arthropoda Malacostraca Cumacea 83
76 LBO1-E3 1 Arthropoda Malacostraca Euphausiacea Euphausiidae Nyctiphanes 100 8E-94
149 LB07-B04, LB07-G06 2 Arthropoda Malacostraca Euphausiacea Euphausiidae Nyctiphanes 100 1E-137
158 LB07-F03 1 Arthropoda Malacostraca Euphausiacea Euphausiidae Nyctiphanes 99 6E-136

TOTALDEESPECIMENES| 90 83 74 77
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