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Resumen

Esponjas del género Aplysina constituyen un recurso potencial de gran interés en
la industria farmacolégica por la sintesis de compuestos bioactivos, y en
biomedicina, por la estructura tridimensional de quitina en sus fibras que es usada
en la bioingenieria de tejidos. Pese a su importancia, su estudio taxonémico y
ecologico se vuelve un reto, debido a la dificultad que representa la interpretacion
de sus caracteristicas morfoldgicas. En este proyecto se desarrollaron marcadores
moleculares microsatelitales polimoérficos para la especie A. gerardogreeni y se
secuencio parcialmente su genoma mitocondrial, empleando secuenciacion de
siguiente generacion (lllumina) y analisis bioinformaticos. Esto con la finalidad de
desarrollar marcadores que brinden informaciébn con mayor robustez sobre el
conocimiento de este importante grupo zooldgico. En total se recolectaron 11
individuos de A. gerardogreeni en la Bahia de Mazatlan, de los cuales se tomé uno
para llevar a cabo la secuenciacion gendomica y el resto para las pruebas
experimentales. Adicionalmente se incorporaron dos individuos mas, uno de la Isla
Isabel y otro de la Isla Espiritu Santo (Golfo de California), con la finalidad de
probar la variabilidad de los loci microsatelitales. Como resultado se lograron
obtener secuencias de buena calidad con las que se ensamblaron 272,707
contigs. Se identificaron 41 loci microsatelitales (18 di-, 3 tri- y 20 tetranucleétidos)
candidatos a marcadores moleculares, de los cuales experimentalmente se
aislaron 13 loci polimorficos (3 di-, 1 tri- y 9 tetranucled6tidos). EI nimero de alelos
por locus vari6 de 2 a 5, y los valores de heterocigosidad observada (Ho) y
esperada (He) van de 0 a 0.556, respectivamente. Ademdas, se obtuvo
aproximadamente el 70% del genoma mitocondrial de la especie de estudio, el
cual podria completarse con el disefio de cebadores para la amplificacion de
regiones faltantes y su secuenciacion Sanger, usando la informacion de los dos
genomas mitocondriales publicados (A. fulva y A. cauliformis) y nuestros datos. En
general, estos marcadores moleculares polimorficos pueden ser utilizados para
estudiar los patrones de conectividad entre poblaciones, calcular el tamafo
poblacional efectivo, entre otros estudios relacionados con la ecologia molecular,
con el fin de explotar este recurso.

Palabras clave:

Esponjas, NGS, Aplysina, microsatelites, marcadores moleculares.



Summary

Sponges of the genus Aplysina are a potential resource of interest in the
pharmacological industry, by the synthesis of bioactive compounds, and in
biomedicine, for the three-dimensional structure of chitin in their fibers, which are
used in tissue bioengineering. In spite their importance, their taxonomic and
ecological study are challenging, due to the difficult interpretation of their
morphological characteristics. In this work, polymorphic microsatellites are
developed for A. gerardogreeni and its mitochondrial genome is partially
sequenced using NGS (lllumina platform) and bioinformatic analyses. Molecular
marker development is required to provide powerful genetic tools to address
relevant evolutionary questions in this important zoological group. In total, 11
individuals of A. gerardogreeni were collected in Mazatlan Bay, from which, one
was taken to carry out the genome sequencing, and the rest for the experimental
tests. Additionally, two individuals, one from Isabel Island and one from Espiritu
Santo Island (Gulf of California), were added in order to test the variability of
microsatellite loci. As a result, good quality sequences were obtained with which
272,707 contigs were assembled. Forty one microsatellite loci (18 di-, 3 tri- y 20
tetranucleotides) were identified for molecular markers, of which 13 polymorphic
loci (3 di-, 1 tri- y 9 tetranucleotides) were experimentally isolated. The number of
alleles per locus varied from 2 to 5, and the observed heterozygosity (Ho) and
expected (He) values ranged from O to 0.556, respectively. In addition,
approximately 70% of the mitochondrial genome was obtained, which could be
completed with the design of primers to amplify and Sanger sequencing missing
regions, using information from two published mitochondrial genomes (A. fulva and
A. cauliformis) and our data. In general, these polymorphic molecular markers
could be used to study connectivity patterns among populations, to calculate
effective population size, among other studies related to molecular ecology, in
order to exploit of this resource.

Key words:

Sponges, NGS, Aplysina, microsatellites, molecular markers.



1. Introduccién

Las esponjas (Phylum Porifera) son uno de los grupos de invertebrados acuaticos
mas biodiversos y abundantes del planeta (Soest et al. 2012). Debido a su
abundancia y forma de vida, las esponjas juegan un papel ecolégico importante en
los ecosistemas acuaticos benténicos (Diaz & Rutzler 2001; Wulff 2001; Yahel et
al. 2003 y Bell 2008). Son efectivos filtradores de la columna de agua, por lo que
su papel es clave en el acoplamiento bento-pelagico de estos ecosistemas.
Proveen de refugio e incluso son alimento de muchas especies, ademas, tienen la
capacidad de realizar asociaciones simbidticas con macro y microorganismos,
(Brusca 2003).

Histéricamente las esponjas han sido utilizadas en beneficio del hombre,
principalmente con fines domésticos, como esponjas de bafio, en la fabricacién y
reparacion de cojines de sillas, e inclusive para la fabricacion de cascos de batalla
en civilizaciones antiguas (Gomez 2002). En la actualidad son comercializadas por
la industria cosmética principalmente como esponjas de bafio. Aunque su principal
interés radica en la capacidad que tienen para sintetizar compuestos bioactivos los
cuales son de interés en el area de la farmacologia (Rinehart 2000; Carballo 2002;
Puyana et al. 2003 y Narsinh & Mduller 2004).

Particularmente, las esponjas del Orden Verongiida, Clase Demospongiae, son
consideradas un recurso potencial de interés biolégico, debido a que muchas de
las especies son capaces de sintetizar metabolitos secundarios derivados de la
bromotirosina (Ciminiello et al. 1997 y Encarnacién-Dimayuga et al. 2003), con
actividad citotéxica, antiinflamatoria, antidepredatoria y antimicrobiana (Pile et al.
1997; Munro et al. 1999; Rinehart 2000; Carballo 2002; Brusca 2003, Puyana et al.
2003 y Narsinh & Muller 2004). Aunque probablemente el potencial biotecnolégico
mas importante de algunos de sus grupos radica en la composicion de sus fibras
de espongina, las cuales estdn compuestas de quitina en una microestructura
tridimensional multicapa. Dicha estructura se ha vuelto apropiada para el
asentamiento de células condrocitos que se encargan de la generacion de tejido,



lo que ha resultado de gran interés en el area de biomedicina y en bioingenieria,

especificamente de la regeneracion de tejidos (Ehrlich et al. 2010).

Sin embargo, el principal reto que representa trabajar con este grupo, es la
identificacibn y clasificacion taxondmica de sus especies. Esto debido
principalmente a la gran dificultad en la interpretacion de sus caracteristicas
morfologicas, las cuales por lo general son muy inestables y dificilmente pueden
ser empleadas como diagndsticas en un analisis sistematico (Cruz-Barraza et al.
2012). Las Verongiida carecen de un esqueleto mineral, el cual es una de las
caracteristicas mas utilizadas en la clasificacion de los Porifera. En su lugar, posee
un esqueleto de fibras de espongina, el cual se muestra muy homogéneo al
interior de algunos de los géneros. Hasta ahora, algunas variaciones en el
diametro de la fibra y la médula, asi como, la luz de malla han sido algunas de las
caracteristicas mas empleadas en la taxonomia tradicional. Sin embargo, éstas
han mostrado una importante plasticidad incluso dentro de un mismo individuo
(Erwin & Tacker 2007, Cruz-Barraza et al. 2012).

En las ultimas décadas, la implementacién de marcadores moleculares en los
Porifera ha contribuido significativamente en la dificil labor de identificar a las
especies y estimar sus relaciones filogenéticas (Ferri et al. 2009, Pires & Marinoni
2010, Cruz-Barraza et al. 2012). Pese a los avances, estos marcadores no han
sido bien desarrollados en el grupo, por lo que a la fecha se continda con la
evaluacion de varios tipos de marcadores con el fin de probar su variabilidad y
eficiencia tanto en la sistemética como en la ecologia poblacional de esponjas
(Borchiellini et al. 2004, Nichols 2005, Dennis et al. 2008, Morrow et al. 2012,

Cruz-Barraza et al. 2014, entre otros).

Los marcadores moleculares que tipicamente se utilizan para discriminar entre
especies de metazoarios (por e€j.: COIl), han mostrado muy poca variacién en los
Porifera y en otros invertebrados diblasticos, se ha sugerido que esto se debe a la
lenta evolucion que presenta el genoma mitocondrial de dichos organismos
(Erpenbeck et al. 2006). Por esta razon, en algunos casos se ha optado por el

desarrollo de marcadores hipervariables (microsatélites), que muestran un mejor



panorama de la dinamica poblacional de las especies. Este tipo de marcadores
moleculares se han vuelto importantes en taxonomia de esponjas, ya que se
utilizan como datos que brindan una gran oportunidad para reevaluar la validez de
las especies (Cardenas et al. 2012). En los primeros estudios autores se
encontraron con la dificultad en la generacion de grandes librerias gendmicas, asi
como el andlisis y manejo de la informacion. Consecuentemente, son pocas las
especies de esponjas en las que se han desarrollado estos microsatélites (Ejem.
Paraleucilla magna, Crambe crambe, Scopalina lophyrodopa, Spongia officinalis
Spongia lamella, etc. (Tabla 1). Sin embargo, esta tendencia estd cambiando con
el uso reciente de las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS
— Next Generation Sequencing, por sus siglas en inglés), lo que ha facilitado la
obtencion de microsatélites de una manera relativamente mas sencilla (Giles et al.
2013, Riesgo et al. 2014).

La NGS es la tecnologia mas avanzada e ideal para ser utilizada en estudios
poblacionales (dinamica poblacional de las especies) o de diferenciacion genética
(ecologia poblacional, sistemética, por ejemplo, la comparacion entre mito-
genomas o entre loci de genomas), ademas de ser rpida y relativamente
econémica (en comparacion a otras). Esta permite obtener datos de calidad para
el entendimiento de sistemas biolégicos a nivel genoma, en forma rapida y
confiable (Qualil, et al. 2012).

Las herramientas de la NGS, permiten acrecentar la velocidad con la cual se
obtienen los datos, su almacenamiento, asi como su analisis y procesamiento. La
NGS de genomas se encuentra relacionada con equipos automatizados, en donde
los avances experimentales en quimica, ingenieria, biologia molecular,
nanotecnologia se entrelazan con la computacién (programas) de alto rendimiento.
Recientemente, se han desarrollado programas computacionales (FastQC v
0.10.1, CLC Genomic, Workbench 7.0.3, Msatcommander, entre otros), que son
mas amigables, facilitando el manejo y el procesamiento de datos (Knudsen &
Flensborg 2008 y Faircloth 2008).



Dado lo anteriormente expuesto, el presente trabajo es una aportacion al
conocimiento biolégico, ecologico y evolutivo de esponjas del género Aplysina,
especificamente de la especie A. gerardogreeni. Se busca desarrollar marcadores
moleculares microsatelitales de la esponja Aplysina gerardogreeni a partir datos

obtenidos de su secuenciacion gendémica mediante NGS.



2. Antecedentes
2.1.Sistematica de las esponjas cérneas: Las Verongiida.

Las esponjas corneas se caracterizan por la ausencia de una estructura inorganica
(carbonato de calcio o silicea) en su esqueleto. A diferencia de otras esponjas, sus
cuerpos se encuentran sostenidos por estructuras de espongina en forma de
fibras, las cuales se presentan comunmente como una estructura reticular
(Verongiida y Dictyoceratida) o bien, de forma dendritica (Dendroceratida)
(Berquist & Cook, 2002).

Inicialmente, las esponjas con estructuras exclusivamente de fibras de espongina
conformaban la Clase Keratosa, cuyo criterio de clasificacion se basaba
precisamente en la composicion de su esqueleto, el cual también podia incluir
espiculas u otro material procedente del exterior (Grant, 1861). Posteriormente
Keratosa fue incluida en la subclase Ceratellida dentro de la Clase Demospongiae
(Topsent, 1928), pero en poco tiempo recibid la categoria de Orden dentro de la
misma clase (Laubenfels 1936). Mas adelante, Berquist y Hartman (1969)
dividieron a Keratosa en dos 6rdenes mediante un el analisis de aminoacidos:
Dictyoceratida y Dendroceratida. Morfologicamente, las Dictyoceratida se
caracterizaban por poseer una estructura esquelética reticulada, en cambio, las
Dendroceratida poseian una estructura esquelética dendritica. A partir de éste
ultimo Orden (Dendroceratida), fueron establecidos dos érdenes mas: Verongida
1978 y Halisarcida 1996 en base a marcadores moleculares (véase abajo)
(Borchiellini, et al. 2004 y Erpenbeck, et al. 2012).

A inicios de los afios 80's, con el desarrollo y popularizacion de nuevas
tecnologias moleculares (p.ej. PCR y secuenciacion Sanger de ADN), se generé
informacion molecular (ADN), lo cual resulté de gran ayuda para el sustento a los
resultados obtenidos mediante analisis morfométricos. Entre los primeros andlisis
filogenéticos robustos derivados de marcadores moleculares (28S ‘C1, D1y D2’y
18S) del ADN ribosomal, se mostré que Dictyoceratida y Dendroceratida formaron
un clado monofilético, separado de Verongida y Halisarcida, (Borchiellini et al.
2004). Ademas, se sugirio la restitucion del nombre “Myxospongiae” para el clado
gue conformaron las Verongiida, Halisarcida y Chondrosida, cuyos miembros

5



comparten como sinapomorfia su estructura ultracelular y su similitud en el

proceso de fertilizacion y desarrollo embrionario (Maldonado, 2009).

Posteriormente Erpenbeck, et al. (2012), presentaron una reconstruccion
filogenética de las esponjas “Corneas”, basada en marcadores nucleares y
mitocondriales, la cual mostré las relaciones evolutivas que guardan estos grupos
de especies. Los autores sugieren reestablecer Keratosa con una categoria de
subclase para incluir los 6rdenes Dendroceratida y Dictioceratida, mientras que la
agrupacion formada por Chondrosida, Halisarcida y Verongiida previamente
llamado “Myxospongiae” por Borchiellini, et al. 2004, fue atribuida a la subclase
denominada por los autores como Verongimorpha, esto para corregir el uso

incorrecto de Myxospongiae para definir al grupo (Erpenbeck, et al. 2012).

Recientemente, Morrow y Céardenas (2015), mantuvieron a la Subclase
Verongimorpha, considerando también la informacion que se tiene sobre
caracteres larvarios citoloégicos. Dentro de la subclase Verongimorpha se
encuentran los 6rdenes Chondrillida Redmond, et al. (2013), Chondrosiida Boury-

Esnault & Lopés, 1985 y Verongiida Bergquist, 1978.

Las esponjas del Orden Verongiida se caracterizan principalmente por poseer
fibras rellenas, con una corteza y un centro muy bien definidos. En general, el
esqueleto puede ser una reticulacién anastomosada o bien de tipo dendritico, pero
sin diferenciacion entre categorias de tamafio en las fibras (Bergquist & Cook,
2002). La consistencia de la mayoria de los individuos es carnosa y flexible. En
cuanto a su reproduccion, son oviparas, es decir, el desarrollo embrionario de
crias se lleva a cabo en el exterior del cuerpo. Tienen una caracteristica oxidativa,
debido a que, al ser extraidas de su medio, presentan un cambio de color claro
(Ej.: amarillo, verde, etc.) a uno mas obscuro, como morado o negro (Bergquist &
Cook, 2002). Desde el punto de vista bioquimico, carecen de terpenos, lo cual
hace que sean consideradas como el Unico grupo de esponjas que produce
compuestos brominados (Bergquist & Cook 2002). A nivel morfoldgico, han sido
clasificadas en cuatro familias, diferenciadas principalmente por el tipo de
estructuras esqueléticas (anastomosada-dendritica) y en la forma de las camaras



de coanocitos (Bergquist & Cook, 2002). Las familias reconocidas en este Orden
son: Aplysinellidae Bergquist 1980, lanthellidae Hyatt 1875, Pseudoceratinidae
Carter 1885 y la correspondiente a la especie del presente estudio, Aplysinidae
Carter 1875 (World Porifera Database, 2017).

2.2. El género Aplysina en el Pacifico Oriental: A. gerardogreeni, Gomez y
Bakus 1992.

Entre las verongidas, destacan las especies correspondientes al género Aplysina,

el cual es caracterizado por poseer un solo tipo de fibras, con una médula ancha y
sin material foraneo. Las fibras forman una reticulacion regular con mallas largas
poligonales y una disposicién superficial sin especializacion (Bergquist & Cook,
2002).

Actualmente, el género Aplysina cuenta con 88 especies, de las cuales 44 poseen
una descripcion clara y completa (World Porifera Database, 2017). Sin embargo,
para la mayoria de las especies sus descripciones son muy antiguas y obsoletas,
incluso en algunos casos existe la perdida de material tipo, por lo que, de este
namero, se ha sugerido que so6lo 22 especies (tabla 1) son claramente
reconocidas (World Porifera Database, 2017; Cruz-Barraza, et al. 2012). Estas
especies se encuentran distribuidas en aguas tropicales y subtropicales del Mar
Mediterraneo, del Océano Pacifico y del Océano Atlantico (World Porifera
Database, 2017).

Especificamente en el Pacifico oriental han sido registradas 4 especies del género
Aplysina (tabla 2): A. clathrata y A. revillagigedi en el area del Pacifico mexicano
(Cruz-Barraza, et al. 2012); A. gerardogreeni con registros tanto en el Pacifico
mexicano (Gomez & Bakus, 1992; Cruz Barraza, et al. 2012), como el de Panama
(Caballero-George, et al. 2010) y A. chiriguensis en Panama (Diaz, et al. 2005).
Adicionalmente, se han registrado dos especies mas del orden Verongiida,
Suberea azteca del Pacifico mexicano (Goémez & Bakus, 1992) y Verongia thiona
en California, EU (Laubenfels, 1932).



Recientemente, Cruz-Barraza, et al. (2012), realizaron una de las primeras
aproximaciones a la taxonomia integrativa, filogenia y biogeografia del género
Aplysina del Pacifico Oriental. Esto mediante el uso de caracteristicas
morfologicas, bioquimicas (composicion de quitina) y moleculares (COI
mitocondrial y ADN ribosémico nuclear: ITS1-5.8-ITS2). En el estudio tres
especies fueron definidas, A. clathrata, A. revillagigedi, y A. gerardogreeni. De
acuerdo a sus resultados, COl mostré cierto limite en la resolucion para
discriminar entre especies (Cruz-Barraza, et al. 2012); situacion que pone de
manifiesto la necesidad de explorar otros marcadores moleculares que nos

puedan ayudar a obtener una mejor distincion entre las especies de este grupo.



Tabla 1. Especies del género Aplysina claramente reconocidas y su distribucién, hasta el
momento (Laubenfels 1930; Carballo 1994; Bergquist & Cook 2002; Diaz, et al. 2005 y
Cruz-Barraza, et al. 2012).

Especies del Pacifico Oriental

A. gerardogreeni, GOmez & Bakus, 1992.

A.

A.
A.

revillagigedi, Cruz-Barraza, et al, 2012.
clathrata, Cruz-Barraza, et al, 2012.

chiriquensis, Diaz, et al, 2005.

Verongia thiona de Laubenfels, 1930.

Especies del Océano Atlantico

A.

A.

> > > > > > > > > > > > >

alcicornis Pinheiro et al, 2007.
caissara Pinheiro & Hajdu, 2001.
cauliformis (Carter, 1882)
cristagallus, Pinheiro, et al, 2007.
fistularis (Pallas, 1766)

fulva (Pallas, 1776)

insularis (Duchassaing y Michelotti 1863)
latuca Pinheiro, et al, 2007

lacunosa (Lamark, 1814)

lingua Pinheiro, et al, 2007
muricyana Pinheiro, et al, 2007
orthoreticulata Pinheiro, et al, 2007
pergamentacea Hechtel, 1983
pseudolacunosa Pinheiro, et al, 2007

solangeae Pinheiro, et al, 2007

Especies del Mediterraneo

A.

A. aerophoba Nardo, 1843

cavernicola Vacelet, 1959

Distribucién
De México a Panama
Revillagigedo archipiélago, México
México
De Panamé a Islas Galapagos

California EU.

Brasil

Sureste de Brasil

De Florida a Brasil
Brasil

Atlantico tropical Oeste
Atlantico tropical Oeste
Atlantico tropical Oeste
Noreste de Brasil
Atlantico tropical Oeste
Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Noreste de Brasil

Mar Mediterraneo

Mar Mediterraneo



De acuerdo con Gémez y Bakus (1992), A. gerardogreeni (especie objeto de
estudio en este trabajo) se caracteriza por ser una esponja masiva y lobular,
presentando I6bulos, cada uno con un 6sculo en la parte superior. El color en vida
de la esponja es ocre-amarillo en la base, y rojizo en la parte superior. Al
mantenerla en contacto con alcohol, adquiere una coloracion purpura oscuro (se
oxida). Ademas, la especie cuenta con pequefos tubos en la parte superior, de
coloracion ocre-amarillo, con fibras de espongina que no muestran diferencias
entre primarias y secundarias, con una médula que varia entre el 33-80% respecto
al diametro de la fibra, presentando mallas con camaras anchas de entre 200-

2000 pym y los coanocitos que van desde las 12 y las 17um.

En el area del Pacifico mexicano, A. gerardogreeni ha sido encontrada en rocas
de entre los 4 y 21 metros de profundidad, en las costas de los estados de Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit y Oaxaca (Gomez & Bakus, 1992; Cruz-
Barraza, et al. 2012).

2.3. Marcadores moleculares y su evolucion

La taxonomia tradicionalmente se ha basado en el andlisis de caracteristicas
fenotipicas, las cuales se evalian mediante diagnosticos morfologicos. Dichos
diagnésticos, presentan ciertas desventajas, tales como la limitacion cuantitativa,
la validez Unica en alguna etapa de crecimiento de la especie y su influencia por el
ambiente (Carroll et al. 2007). Por esta razon, en los ultimos afios, bidlogos
evolutivos han buscado la manera de contar con datos morfolégicos, pero también
moleculares, con el objetivo de contrastarlos y generar hipétesis taxonémicas y
filogenéticas mas robustas, y con ello estimar la variacion dentro de las

poblaciones y probar hipétesis de adaptaciones ecoldgicas (Hillis & Wiens, 2000).

Los marcadores del tipo molecular se encargan de localizar y caracterizar una
region del genoma de interés, con la finalidad de encontrar polimorfismos Utiles
para la sistematica molecular o para estudiar procesos microevolutivos (Liu &
Cordes, 2004). Actualmente, existe una gran variedad de técnicas moleculares
gue permiten conocer como se encuentran distribuidos los genes y en qué

proporciones, en las diferentes poblaciones naturales de manera indirecta,
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mediante el uso de proteinas, o de manera directa, con el estudio del ADN
(Simpson, 1997).

Anteriormente, se consideraba que la secuenciacién de ADN o ARN seria mas
dificil que secuenciar proteinas, de hecho, se estima que fue poco el progreso de
la secuenciacion en los afios 60°s. Esto se debid, en gran parte, a la falta de
substratos puros de un tamafio adecuado para el desarrollo de métodos y a la
composicién de los acidos nucleicos. Ademas, se creia que la interpretacion de los
resultados de la secuenciaciéon de los acidos nucleicos seria mas dificil que el de
proteinas, y con ello, tendrian que aislar productos de degradacion aun mas

grandes para traslaparlos y deducir sus secuencias (De Necochea et al. 2004).

A principios de los afios 70s, se inicié con la investigacion sobre la secuenciacion
del ADN y fueron publicados diversos articulos en Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, entre ellos, hubo uno
especial, titulado “A new method for sequencing ADN”, donde fue afirmado que el
ADN puede ser secuenciado mediante un procedimiento quimico (Maxam &
Gilbert, 1977). En general, en este método un fragmento de ADN de cadena doble
o sencilla se marcaba en los extremos 5" 0 3" de una o ambas hebras con *P,
después, la muestra de ADN se dividia en cuatro alicuotas y se fragmentaba en
cuatro reacciones quimicas distintas, una que contenia dimetil sulfato (DMS) para
metilar las purinas adenina y guanina (corte de purinas), otra para obtener
especificamente adeninas (corte de adeninas) mediante un &cido diluido, otra para
obtener pirimidinas (corte de pirimidinas) con el uso hidracina y la Ultima para
obtener citosinas (corte de citosinas), con NaCl 2M y el uso de piperidina. El
producto de esta sintesis quimica (fragmentos de ADN) lograba ser separado por
electroforesis en cuatro carriles distintos con base en su tamafio (Maxam &
Gilbert, 1977). Este método, a pesar de que cumplia con el objetivo de
secuenciacion, se encontraba limitado debido a la baja resolucién de los geles de
acrilamida, ademas de la compleja tarea de separar fragmentos mas grandes y el
ensanchamiento de bandas cuyas secuencias favorecian la formacion de

estructuras secundarias.
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Posteriormente, fue desarrollado un método de secuenciacion de pequefios
fragmentos de ADN cuyo enfoque diferencial, frente a la propuesta de Maxam y
Gilbert que era predominantemente quimica y tomaba al menos un dia, este
método se desarrollaba mediante la sintesis enzimética de la cadena
complementaria del fragmento de ADN a secuenciar. En general, mediante este
método se realizaban cuatro reacciones distintas de sintesis de ADN empleando
un dideoxinucleétido (ddNTP) diferente en cada tubo y nucleétidos normales,
permitiendo asi la sintesis de diversos fragmentos que culminan con un ddNTP
especifico, los cuales son separados mediante una electroforesis, de acuerdo a su
tamafno. Esta metodologia logré secuenciar el ADN en horas. Utilizando esta
estrategia, lograron secuenciar totalmente el bacteriofago ®-X174 y desde
entonces es el método mas utilizado para determinar secuencias de ADN (Sanger,
et al. 1978).

Aunque a principios de los afios 80°s, la secuenciacion era todavia un proceso
manual, a mediados del mismo, fue desarrollado el primer método automatizado
para secuenciar ADN, logrando secuenciar fragmentos de 5 a 75 pb (Catuthers y
Hood 1982). Posteriormente, se disefid el primer secuenciador automatico que
utilizaba rayos laser que reconocia los marcadores de fluorescencia en el ADN
(Hood & Smith, 1986).

A mediados de los 80s, la secuenciacion dio un gran salto técnico gracias al
desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), la cual es una técnica que permite amplificar millones de veces fragmentos
especificos de ADN (Mullis, 1990).

Cabe sefialar que, con el desarrollo del proyecto del genoma humano en 1990,
tres grupos de investigacién disefiaron el método de electroforesis capilar en
forma simultdnea, método que, posteriormente, seria de gran utilidad en la
secuenciacion (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).
Como resultado, el primer genoma totalmente secuenciado fue el de una célula
procariota (Haemophilus influenzae) en 1995 y seguidamente, se obtuvo el

genoma de la levadura (Saccharomyces cerevisiae). Posteriormente, en el afio de
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1998, se completé la secuenciacién del genoma de un animal (Caenorhabditis
elegans) y al afio siguiente se obtuvieron los resultados de la secuenciacion del
primer cromosoma humano (Cromosoma No. 22). A partir de aqui, se dispuso de
equipos de secuenciacion automatica, lo que facilité la secuenciacién de nuevos
genomas de una forma mas rapida. De esta manera, en el afio 2000, se dispuso
del primer genoma de un vegetal (Arabidopsis thaliana) y tres afios mas tarde, se
obtuvo la secuenciacion del genoma humano completo. Para que este tipo de
informacion estuviese al alcance de todos, fueron desarrollados sistemas de
cdmputo capaces de almacenar y procesar los datos (International Human

Genome Sequencing Consortium, 2001 y Olson, 1993).

A partir de 2011 fueron generadas varias plataformas para realizar la
secuenciacion de ADN usando otras tecnologias: lon Torrent®, Pacific
Biosciences ®, lllumina MiSeq ® (Quail M. A., et al. 2012). En 2012, llumina®
lanzé una nueva version de su secuenciador HiSeq® 2500, esta version, es un
sistema de nueva generacion de secuenciadores, cuya caracteristica principal es
la rapidez (genera secuencias de genomas en menos de 24 horas), ya que puede
generar 120 Gb (gigabases) en 27 horas o 600 Gb por corrida (Quail M., et al.
2012).

2.4. Marcadores moleculares en Porifera.

Al inicio de la “era molecular”, las proteinas enzimaticas polimorficas (allozymes)
fueron implementadas en el estudio de los Porifera, debido a que resultaron de
gran utilidad para evaluar la variabilidad entre poblaciones y la adaptacion a
condiciones ambientales particulares. Sin embargo, presentaron problemas
practicos importantes, tales como la exigencia tejido fresco, la complejidad en la
interpretacion de los geles de electroforesis, y la dificultad para comparar los
resultados entre estudios (Solé-Cava & Boury-Esnault 1999, Borchiellini et al. 2000
y Van Oppen et al. 2002). Estos inconvenientes, junto con los nuevos avances
tecnolégicos, como la reaccion en cadena de la PCR, llevaron a muchos de los
investigadores en el campo de la ecologia molecular a pasar de los analisis de
proteinas a los de genes, tendencia que siguio la ecologia molecular de esponjas
(Uriz M. & Turon X., 2012).
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La ecologia molecular en esponjas es una disciplina relativamente nueva, la cual
resulta de la aplicacion de herramientas moleculares tanto a las nuevas cuestiones
de ecologia como las de ecologia tradicional (Uriz M. & Turon X. 2012). En
esponjas, tanto el estado de salud como la capacidad de adaptacion a cambios
ambientales se han estimado mediante un analisis riguroso de descriptores
genéticos, tales como la diversidad genética, el flujo de genes, la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg, la endogamia, los cambios en el tamafio efectivo de
la poblacion, entre otros (Grosberg & Cunningham, 2001; Hellberg et al. 2002;
Pearse & Crandall, 2004 y Charlesworth, 2009). Estos descriptores genéticos, se
calculan a partir de datos relacionados con las frecuencias alélicas o0 mediante las
diferencias en sus secuencias y también, a partir de su variacion individual y entre
poblaciones. Para lograr obtener una evaluacién precisa de los descriptores
genéticos es necesario contar con marcadores moleculares polimorficos (Uriz M. &
Turon X. 2012).

El uso de una secuencia especifica de ADN para la identificacién de especies se
consolidé a partir del 2003, con el proyecto internacional conocido como “Barcode
of Life” (Codigo de Barras Genético, en espanol), en el que la regidon propuesta
para la caracterizacion de especies animales consiste en secuenciar 658 pares de
bases del gen mitocondrial citocromo c oxidasa (COIl) (Hebert, et al. 2003 y
Valentini, et al. 2008).

De manera generalizada, los datos de secuencias de varios genes de ADN
mitocondrial y nuclear han sido utilizados para temas relacionados con la ecologia
de invertebrados marinos. EI ADN mitocondrial, en particular, ha sido y sigue
siendo de gran importancia en filogeografia y genética de poblaciones (Avise,
2000 y Avise, 2009). Aunque en algunos casos, se ha demostrado que este
marcador puede mostrar informacion limitada, principalmente en invertebrados

diploblasticos como las esponjas y cnidarios (Erpenbeck, et al. 2006).
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2.5. Marcadores mitocondriales (ADNmt) y nuclear- ribosomales (ADNr)
para estudios en sistematica.

De forma general, el ADNmt de las esponjas ha mostrado un nivel bajo de
variabilidad entre especies, 1o que limita su aplicacion en estudios taxonémicos
(Duran, et al. 2004a; Worheide, et al. 2005). Aun no es muy claro porqué el
ADNmt de los poriferos muestra una baja tasa de evolucién (Lavrov, et al. 2005).
No obstante, hasta ahora so6lo se ha analizado un numero limitado de loci
mitocondriales (principalmente COI), por lo que se requiere investigar otros genes.
Una opcion podrian ser los Espaciadores Transcritos Internos (ITS) del genoma
nuclear ribosomal, que separan regiones conservadas, los cuales han sido
utilizados para estudios de nivel filogenético y poblacional (Wdrheide, et al. 2002 y
Duran, et al. 2004b). Sin embargo, se ha reconocido que los polimorfismos intra-
gendmicos (IGP) pueden representar un problema para la aplicacion de este
marcador en estudios de genética de poblaciones de esponjas, por lo que deben
ser evaluados previamente. Los IGP se deben a una falta de homogeneizacion de
las multiples copias de los grupos de ADNr del genoma (Duran, et al. 2004b;
Worheide, et al. 2004). Lo anterior apunta a la importancia de desarrollar nuevos
marcadores nucleares en esponjas para ser usados en estudios de genética
poblacional. Dichos marcadores deberan de desarrollarse preferiblemente a partir
de genes de copia Unica con alta variabilidad (p.ej., intrones) (Wdrheide, et al.
2005).

2.6. Mitogenomas de esponjas: el género Aplysina.
De las 8,847 especies de esponjas consideradas validas (World Porifera
Database, 2017), sélo se han secuenciado 33 mitogenomas, de los cuales solo 2
(6.0%) pertenecen al Orden Verongiida, Aplysina fulva (Lavrov, D. & Wang, X.
2008) y A. cauliformis (Sperling, et al. 2011). Estos ultimos obtenidos mediante el

uso de la secuenciacion tipo Sanger.

La secuenciacion del mito-genoma de A. cauliformis brindé informacion acerca del
genoma mitocondrial en su género. Sperling y colaboradores (2011), compararon
la regidn cox1l de especies de Aplysina del Caribe, pero a pesar de que las

especies mostraban diferencias morfolégicas claras, los resultados moleculares
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mostraron que existe poca variabilidad a nivel de ADN. Dichos resultados sugieren
gue coxl1, si bien podria ser util en la resolucion de divergencias relativamente
antiguas, no es de utilidad para diferenciar especies de esponjas que
recientemente divergieron, inclusive cuando se incluye la region 30, la cual es
considerada la mas variable. Sin embargo, los genes atp8 y nad6 son los de mas
rapida evolucion en los genomas mitocondriales de la clase Demospongiae (Wang
& Lavrov 2008) y, aunque son pequefios, se podrian utilizar para construir
cebadores universales degenerados (Sperling, et al. 2011). Ademas de comparar
la regidn coxl, también compararon los mitogenomas de A. cauliformis y de A.
fulva. En dicha comparacion observaron solo seis sustituciones de nucleotidos y
otros 11 con sitios de variacion potencial, en todo el mitogenoma. De los seis
SNPs que asignaron, dos se encuentran en nad5 y dos en nad2. De acuerdo a
estudios previos, la expresiéon del aminoacido de la region nad2 muestra
resultados variantes, por lo que se sugiere la exploracién de ese gen como un
marcador para la discriminacion a nivel de especie puede estar justificada
mediante éste aminoacido. Sperling y colaboradores concluyen que se requiere de
mayor informacién para robustecer las comparaciones entre los genomas

mitocondriales completos de varios individuos de diferentes especies.

2.7. Microsatélites (SSR o STR) y el estudio ecoldgico de los Poriferos.
Los microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencias simples
(SSR) o repeticiones cortas en tandem (STR), se encuentran entre los loci mas
variables del genoma (Li, et al. 2002). Dada su alta tasa de mutacion, posibilitan
un andlisis preciso de las relaciones genéticas entre poblaciones y, junto con las
nuevas herramientas de analisis (Csilléry, et al. 2010), el flujo de genes y la
clonalidad en las esponjas. Sin embargo, la naturaleza especifica de la especie de
los microsatélites, hace necesario desarrollarlas de nuevo para cada nueva
especie. Para desarrollarlos se requiere de tiempo en la preparacion y en la
seleccion a partir de bibliotecas gendmicas. Este inconveniente es probablemente
responsable del escaso nimero de especies de esponjas en el que han sido
desarrollados los marcadores microsatelitales (Duran, et al. 2002) (Tabla 2)
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Tabla 2. Recopilacion del nimero de microsatélites desarrollados para las diferentes especies de esponjas.

Especie

Halichondria panicea, Pallas, 1766.

Crambe crambe, Schmidt, 1862.

Scopalina lophyropoda, Schmidt, 1862.

Hymeniacidon sinapium, Laubenfels, 1930.

Spongia lamella (S. agaricina), Schulze, 1879.
Spongia officinalis, Linnaeus, 1759.
Paraleucilla magna, Klautau, Monteiro y Borojevic, 2004.

Clathrina aurea, Solé-Cava, Klautau; Boury-Esnault,

Borojevic y Thorpe, 1991.

Ircinia fasciculata, Pallas, 1766.
Hemimycale columella, Bowerbank, 1874.
Petrosia ficiformis, Poiret, 1789.

Plenaster craigi Lim & Wiklund, 2017.

NUmero de loci microsatelitales

14
15
10
14

Autor/Afo

Knowlton, et al. 2003.

Duran, et al. 2004.

Blanquer, et al. 2005.
Hoshino & Fujita 2006.
Noyer, et al. 2009.
Dailianis, et al. 2010.
Guardiola, et al. 2011.

Padua, et al. 2013.

Riesgo, et al. 2014.
Gonzalez, et al. 2015.
Taboada, et al. 2015.
Taboada, et al. 2017.
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Aunque son pocas las especies involucradas, los marcadores microsatélites
desarrollados para las esponjas han permitido una serie de estudios recientes a
nivel intra e interpoblacional, descubriendo patrones de estructura genética en
varias escalas, y permitiendo el estudio de clonalidad y quimerismo (Duran et al.
2004c; Calderdn et al. 2007; Hoshino et al. 2008; Blanquer et al. 2009, Blanquer &
Uriz 2010; Noyer, 2010; Dailianis, et al. 2011; Guardiola, et al. 2011; y Uriz M. &
Turon X. 2012). En los dltimos afios, la aplicacion de microsatélites ha revitalizado

el campo de la ecologia molecular en esponjas (Uriz M. & Turon X. 2012).

2.8. ElI sentido de la aplicacion de las nuevas tecnologias de
secuenciacion en Poriferos.

Mediante las nuevas tecnologias de secuenciacidon masiva se pueden obtener loci
gue contengan repeticiones en tandem (microsatélites) y optimizarse sus
condiciones de amplificacion, secuenciando una parte del genoma (Agell & Uriz,
2010 y Jennings, et al. 2011). Muchos de los estudios ecologicos de esponjas
anteriormente realizados, pueden beneficiarse mediante el uso de métodos

moleculares para fortalecer sus conclusiones (Uriz M. & Turon X. 2012).

Particularmente, una de las cuestiones que sobresalen en el campo de la ecologia
molecular en esponjas es la evaluacién de como las esponjas pueden responder a
los cambios ambientales (Carroll, et al. 2007). En estricto sentido, las esponjas
son organismos sésiles (organismos inmoviles), viven al fondo del mar en fase
adulta y no pueden migrar; por lo que deben responder a las nuevas condiciones
fisiolégicamente, para adaptar su metabolismo y sobrevivir; esta capacidad de
supervivencia en un area dada, estd definida por su constitucion genética. En
contraste, cuando las condiciones resultan desfavorables, la mortalidad selectiva
resulta en la evolucion de la adaptacion genética local, o inclusive pudiesen
extinguirse poblaciones localmente. En ambos casos, los marcadores genéticos
pueden ayudar a evaluar el impacto de los cambios ambientales sobre las
esponjas (Hutchings, et al. 2007).

Por otra parte, a partir de la informacion que sea generada de las nuevas

tecnologias de secuenciacion, pueden resolverse problemas tanto biolégicos como
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ecologicos, como la reproduccién (McKinnon, et al. 2004), el crecimiento, la
resistencia y/o vulnerabilidad a perturbaciones, las respuestas a los cambios
naturales, interacciones quimica o fisicamente mediadas, la competencia, el
comensalismo y la ecologia larvaria (Palumbi, et al. 2008).
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3. Justificacién e importancia

Las esponjas del género Aplysina son consideradas un recurso potencial de gran
interés bioldgico y quimico, debido a la capacidad que tienen de sintetizar
compuestos bioactivos. Ademas de su potencial biotecnolégico e interés en la
bioingenieria (véase introduccién). Esto aunado a la dificultad que representa su
estudio morfolégico (véase antecedentes) y a la baja variabilidad nucleotidica de
marcadores moleculares tradicionales (COI, ITS, 18S, 28S), pone de manifiesto la
necesidad de desarrollar marcadores con mayor resolucién. Para lograrlo,
nosotros analizamos a la especie Aplysina gerardogreeni mediante la
implementacion de herramientas de secuenciacion de ADN de siguiente
generacion (NGS). El uso de estas tecnologias nos permitira identificar loci
microsatelitales y seleccionar aquellos que sean candidatos a marcadores
moleculares, para finalmente probar su variabilidad y eficiencia en la ecologia de
las poblaciones. Por otra parte, la disponibilidad de secuencias gendmicas
permitird el ensamblaje y anotacion del genoma mitocondrial y se podra comparar
con otros mito-genomas de especies afines, con la finalidad de detectar los genes

mas variables que puedan tener una aplicacion en la sistematica del grupo.
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4. Hipotesis

Mediante el analisis de las secuencias logradas por secuenciacion masiva, se
lograra obtener loci microsatelitales candidatos a marcadores moleculares y la
secuencia que codifica el ADN mitocondrial de la especie Aplysina gerardogreeni.

Preguntas de investigacion:

1.- ¢Cuantos microsatélites funcionales se pueden obtener de la secuenciacion

masiva?

2.- ¢Qué tan diferente (y qué genes son mas variables) es el mitocondrial de A.

gerardogreeni con respecto a otras especies del género?
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5. Objetivos

General

Contribuir al conocimiento biol6gico, ecolégico y evolutivo de esponjas del género
Aplysina, mediante la secuenciacién masiva de la especie Aplysina gerardogreeni

para el desarrollo de marcadores moleculares.

Objetivos especificos

1. Secuenciar el genoma de la esponja Aplysina gerardogreeni.

2. Ensamblar y anotar la secuencia del genoma mitocondrial.

3. Identificar loci microsatelitales y desarrollar cebadores especificos para su
amplificacion por PCR.

4. Optimizar la amplificacion por PCR y evaluar el nivel de polimorfismo de los

loci microsatelitales candidatos.
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6. Area de estudio

Especies del género Aplysina han sido registradas en diversas localidades a lo
largo del Pacifico mexicano (Gomez & Bakus 1992 y Cruz-Barraza et al. 2012).
Para este estudio, el area geografica considerada corresponde a la isla Pajaros
gue se encuentra al noroeste de la bahia de Mazatlan, Sinaloa, México (Fig. 1),
cuya ubicacidn geografica es 23°25’47” al norte, 106°47°67” al oeste, a 10 m de
profundidad (http://mazatlan.gob.mx/turismo/datos-geograficos/localizacion). El
sustrato varia desde rocoso a rocoso con parches arenosos hasta los 5-6 m de
profundidad. Debajo de esta profundidad, no se presentan afloramientos rocosos
importantes y el ambiente es principalmente sedimentario con pequefios

afloramientos rocosos.
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio, Isla Pajaros Mazatlan, Sinaloa, México (google
US Dept of state geographer 2016; INEGI Data SIO, NOAA, US Navy, NGA, GEBCO,
2016).
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El clima del area es tropical y subtropical, tipo calido subhiumedo. EI maximo de
precipitaciones se presenta durante el mes de septiembre. El periodo de lluvias
comienza a mediados de junio con un promedio mensual de 48.8 mm ascendiendo
hasta alcanzar su maximo (274.2 mm) a mediados de septiembre (Comision
Nacional del Agua 2002). La zona es afectada por tormentas tropicales y
huracanes que provienen del noroeste del Pacifico, que generalmente se
presentan de julio a octubre. Los vientos predominantes son del oeste, noroeste y
oeste-noroeste, con una velocidad promedio anual de 3.4 m/s, prevaleciendo
durante el invierno los vientos del noroeste, denominados “Colas” y vientos
variables. Durante el verano los vientos son del sur y sureste, son fuertes, aunque

de corta duracion (Secretaria de Marina, 1974).

La temperatura media anual del aire es de 24°C, siendo de julio a septiembre los
meses mas célidos, con un promedio de 28°C. La humedad relativa media anual
es de 76%, siendo el mes de septiembre el que alcanza mayor humedad (79%). El
promedio anual de la presién atmosférica es de 1004.7 mb (Comision Nacional del
Agua, 2002).

Los estudios oceanograficos de Roden (1958) en el area del sur del Golfo de
California, sefalan la presencia de una corriente que entra al Golfo por la costa
este (parte continental) y sale por la costa oeste (parte de la peninsula) en un giro

contrario al de las manecillas del relo;.

Para el puerto de Mazatlan el régimen de mareas queda comprendido en el
intervalo entre 0.25 y 1.5 que corresponde al tipo mixto semidiurno (Pond &

Pickard 1983), es decir, generalmente se dan dos pleamares y dos bajamares.

Las olas mas frecuentes provienen del noroeste, norte, oeste y suroeste en orden
descendente y dentro de esas direcciones, las de mayor energia son las del
suroeste y oeste. Las olas provenientes del suroeste ocasionalmente son
generadas por tormentas tropicales y son las que causan mayores dafios en areas
costeras. Dada la amplia variabilidad de las condiciones de oleaje, son notables
los cambios de direccion y magnitud del transporte litoral a través de periodos
largos de tiempo (Montafio, 1985).
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Los sistemas intermareales rocosos estdn afectados estacionalmente por la
deposicion de arena (Littler & Littler 1980). El patron anual de la afluencia de arena
a lo largo del noroeste del Pacifico muestra que se incrementa la deposicion de
arena en los ambientes intermareales rocosos a través de los meses del verano
(Hedgpeth 1957, Markham, 1973 y Shephard, 1973). El transporte litoral de arenas
ha sido cuantificado aplicando un modelo de tipo predictivo en dos playas de la
costa sur de Sinaloa., ubicadas 30 km al noreste y 25 km al sureste del puerto de
Mazatlan. En la playa ubicada al noreste, se determind un transporte neto de
41.056 m3/afio mientras que en la playa del sureste de 179.442 m3/afio (Montafo
y Peraza, 1986).

En la bahia de Mazatlan se puede diferenciar 3 zonas de sedimentacion en
relacion con la lejania de la fuente sedimentos a) proximal: arena gruesa Yy fina.
Compuesta por terrigenos finos y fragmentos de roca y concha; b) intermedia:
arena media, compuesta por fragmentos de roca de concha; c) distal: arenas de
grano fino con concentraciones de ferromagnesianos, asi como fragmentos de
roca y concha en proporciones similares (Alba et al. 1979). Los cambios mas
significativos en los perfiles de playa ocurren de septiembre a octubre, periodo
normalmente caracterizado por condiciones severas de oleaje (Montafio vy
Gutiérrez 1987).

La temperatura media anual de la superficie del mar es de 24.4°C y la salinidad
promedio anual es de 35% (Calendario Grafico de Mareas, 1988).
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7. Materiales y métodos

7.1Muestreos.
Los muestreos se realizaron por recoleccion directa, mediante buceo auténomo
hasta una profundidad de 12 metros en la Isla Pajaros, Mazatlan, Sinaloa (area de
estudio). Se procuré tomar individuos distantes para evitar la recolecta de clones.
De manera general, se realizaron 2 muestreos, en el primero se colectaron los
individuos para la secuenciacion masiva (objetivo) y en el segundo, se colectaron
los individuos para llevar a cabo las pruebas experimentales de los marcadores

moleculares.

Adicionalmente, se incorporaron dos individuos de la especie A. gerardogreeni,
AGE-IES-12 y 24T, de la Isla Espiritu Santo (Golfo de California) y de la Isla
Isabel, respectivamente. Esto, con la finalidad de corroborar la variacién genética

(alelos) entre la poblacién colectada (Mazatlan) y las de estas dos localidades.

7.2Tratamiento de los ejemplares en el laboratorio.
Los ejemplares fueron analizados a simple vista y se realizé una descripcion de su
morfologia externa, tomando en cuenta el color, la forma, superficie, consistencia,
etc. Posteriormente, fueron llevados al laboratorio y puestos en un acuario con
recirculacion para un tratamiento de los individuos antes de extraer su ADN.

Posteriormente, fueron etiquetados y almacenados.

7.3 Identificacion y descripcion morfoldgica de los individuos de Aplysina
gerardogreeni tomados en la Isla Pajaros de Mazatlan, Sinaloa.

Para el estudio taxondmico y la descripcion morfolégica, fueron utilizados todos los
individuos, tanto los que se usaron para la secuenciacion masiva como en las
pruebas experimentales, con la finalidad de corroborar que todos los ejemplares

correspondian a Aplysina gerardogreeni.

Ademads, se incorpord la estructura sistematica méas reciente hasta nivel especie,

asi también, una breve diagnosis del género Aplysina (Erpenbeck et al. 2012).

7.4Separacién de las fibras de espongina.
Se realizé un corte de la esponja (transversal o longitudinal) para obtener las fibras

de espongina. Posteriormente, se introdujo dicho fragmento en un tubo de ensayo,
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el cual contenia una solucion compuesta por 1/3 de agua destilada, 1/3 de agua
oxigenada y 1/3 de hidréxido de amonio. Después de agitarla por varios minutos
fue introducida a una estufa con una temperatura de entre 60-70°C durante 2
horas, esto con la finalidad de acelerar la reaccion de descomposicion o
degradacion de la materia organica. Posteriormente, luego de considerar, si la
materia organica no habia sido del todo eliminada, la operacion se repetia hasta
lograrlo (Olivella, 1977). Finalmente, mediante el uso de pinzas de punta fina, se
tomoé la fibra y se realiz6 un corte, de manera que se lograse obtener la red de
fiboras mas completa. Dicho corte, fue colocado en un portaobjetos y fijado
mediante unas gotas de montaje (Entellan) con la finalidad de que se preservasen

las fibras de las muestras de estudio.

7.5Tratamiento previo a la extracciéon de ADN.
Con la finalidad de reducir la carga microbiana y organismos fotosintéticos, los
individuos de esponjas fueron colocados en un estanque bajo sombra y con
circulacién de agua durante 3 dias. En estas condiciones, no se adiciond alimento
y se realizaron recambios de agua (agua filtrada) para reducir la entrada de
alimento, ademas de eliminar residuos soélidos (arena, conchas, etc.), micro o
macrosimbiontes. Estas condiciones se realizaron con la finalidad de que la misma

esponja absorbiera en parte a sus simbiontes.

De acuerdo al protocolo de Freeman y colaboradores (2012), para obtener una
mayor cantidad y calidad de ADN de la esponja es necesario separar los
simbiontes y material que afecte en la pureza de ADN. Inicialmente fue cortado un
fragmento de un individuo de A. gerardogreeni y se trituré hasta obtener una masa
homogénea. Posteriormente, mediante el uso de una malla de 20 pm de
porosidad, la masa fue filtrada. Cabe mencionar, que la malla de 20 um permite el
paso a las células de la esponja (con un tamafio ~ 20 nm) y retuvo el resto de los
residuos (estructuras esqueléticas, células microbianas de mayor tamafio o

macrosimbiontes, etc.).

Finalmente, fueron separadas células microbianas mediante una centrifugacion

diferencial. La centrifugacion, inicié con una fuerza centrifuga de 1,000 g y con un
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tiempo de 2 minutos, el producto de esa centrifugacion presenté 3 fases, de las
cuales se retiraron la fase superior e intermedia, debido a que estas fases
contienen aproximadamente el 80% de células microbianas y en la fase inferior se
encuentra el pellet celular de la esponja. Posteriormente, el pellet de la esponja
(células) fue resuspendido con agua de mar artificial (CMFASW) y nuevamente fue
centrifugado a 1,000 g durante 2 minutos, este paso se repite dos veces.
Consecutivamente, el pellet de la esponja se resuspendié con 1.5 mL de agua de
mar artificial (CMFASW), se transfirio a un tubo de 2.0 mL y fue centrifugado a
1,000 g por 3 minutos. Finalmente, se retird el sobrenadante del producto de la
centrifugacion y el pellet de la esponja fue almacenado en un ultracongelador a -
22°C (Freeman, et al. 2012).

7.6Extracciéon y anédlisis del material genémico.
Para la extraccion de ADN se emple6 el kit promega Wizard® SV Genomic DNA
Purification System (Promega Corporation), siguiendo las instrucciones del
proveedor (véase anexo 5 “Protocolo para la extraccion de ADN”). Para visualizar
y verificar el éxito de las extracciones, se utilizé la técnica de electroforesis en
geles de agarosa de 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio (0.5 mg/ml). Estos se
visualizaron en un transiluminador con luz UV. Para corroborar el tamafio de las
bandas, se utilizO una escalera de peso molecular (Bioline HyperLadder I).
Finalmente, se capturé (mediante una camara fotografica) y archivo la imagen del

gel para posteriores evaluaciones.

Para corroborar que el producto de la extraccion de ADN correspondiente al
material utilizado para la secuenciacion masiva fuese de la esponja, se tomaron
los productos de extraccion de dos individuos (Aply-1 y Aply-2) y se amplificé la
region COI (fragmento del ADN mitocondrial), utilizando los cebadores Aply-R vy
Aply-F.

Para la amplificacion de la region COI, cuyos productos son de 650 pb, las
condiciones quimicas constaron de un volumen de 15 pl, que contenia 7.73 pl H20
destilada (sterile MilliQ), 0.75 pl desoxiribonucleotidos trifosfatados (0.2 mM), 0.90
gl MgCl2(8 mM), 0.50 ul de cada cebador (10 uM), 3.00 yl de 5x PCR buffer
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(Promega), 0.12 pl de Taq polimerasa de ADN, y 1 ul de ADN gendmico (c. 50—
100 ng aprox.). Las condiciones de termociclado constaron de una
desnaturalizacién inicial de 95°C durante 4 min, y 40 ciclos a 94°C durante 30 s,
52°C (para COI) durante 45 s, 72°C durante 1 min, y una extension final de 72°C
durante 4 min. Para corroborar la presencia del fragmento de interés, los
productos PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 1.5%. Los resultados
positivos fueron purificados usando un kit de purificacion (the Wizard purification
kit-Promega) y fueron enviados a secuenciar a Macrogen, Korea. La
secuenciacion consistié en ambos sentidos (forward y reverse) empleando Applied

Biosystems 3730xI DNA analysers por Macrogen, Korea.

7.7Secuenciacion masiva.

Se utiliz6 la plataforma Illlumina® (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos) para la
secuenciacion genomica por el método de paired-end reads. De acuerdo a la
metodologia, se prepararon bibliotecas independientes tipo TruSeq nano para el
individuo y se agregaron a los fragmentos obtenidos, adaptadores de
identificacion.

Para realizar una secuenciacion masiva se requirid6 de aproximadamente una
cantidad mayor a 50ng / ul y calidad de A260/A280 mayor a 1.80. Para verificar la
cantidad y calidad del ADN obtenido, se emple6 un equipo automatizado,
Nanodrop. El resultado de la concentracién fue mayor a 50ng / ul y la calidad fue

mayor a 1.50.

La corrida de secuenciacion se llevo a cabo para el individuo usando 1/12 parte de

una linea del equipo HiSeq 2500.

7.8Analisis de secuencias
Para evaluar la calidad de las secuencias en crudo, fueron empleados dos
programas, FastQC v 0.10.1 (Babraham Institute, Cambridge, UK) (Andrews,
2010) y el CLC Genomic Workbench 7.0.3 (CLC Bio, Boston, MA) (Knudsen y
Flensborg, 2008).
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7.9 Anotacion mitocondrial
La busqueda de la secuencia del genoma mitocondrial se llevé a cabo mediante
una busqueda BLAST (Altschup, et al. 1990) de los contigs de mayor longitud y
profundidad, sera seleccionado aquel en el que se encontraron porcentajes de

similitud altos con genomas mitocondriales.

Ademas, se realizaron analisis de los locus con los ya publicados de A. cauliformis
y A. fulva. En este sentido, buscé comparar nuestros resultados con los existentes

para evaluar o estimar SNP’s posibles entre los genomas.

7.9.1 Identificacion y seleccién de loci microsatelitales candidatos a
marcadores moleculares

La busqueda de motivos repetitivos microsatelitales se realiz6 a partir del conjunto
de Contigs obtenidos del ensamble de novo para la especie usando el programa
Msatcommander (Faircloth 2008). El programa Msatcommander permite la
busqueda de loci microsatelitales (motivos repetitivos) a partir de contigs
generados. Este programa te permite elegir el tipo de microsatélite de interés y
seleccionar el minimo de repeticiones. Ademas, se le puede ordenar que disefie
primers para amplificar por PCR los loci microsatelitales encontrados. En este
estudio se buscé encontrar loci microsatelitales perfectos con motivos repetitivos

de di, tri y tetranucleotidos, y ademas, que disefiara sus respectivos primers.

Asimismo, se busco6 la mejora de algunos primers, en la medida de lo posible,
mediante el programa Primer-BLAST.
Pruebas experimentales

7.9.2 Optimizacion de las condiciones de amplificacion de los loci

microsatelitales candidatos a marcadores moleculares.

En la primera fase de optimizacion se busc6 adecuar las condiciones quimicas
para las reacciones de PCR y las condiciones térmicas con lapsos de tiempo
ideales para la obtencion de los fragmentos de interés. Ademas, se incorporé un
fluorocromo a la cola universal complementaria M13 del cebador Forward, esta
extensidbn o cola universal “M13” consiste en 18 bases que permiten la
incorporacion de un fluorocromo al fragmento de ADN de interés mediante dos

pasos de amplificacion en los que intervienen tres cebadores distintos y dos

30



temperaturas de anillamiento diferentes (la 6ptima para cada locus y la
temperatura de 53°C que es la 6ptima para la union de la secuencia de la cola
M13), de acuerdo a lo propuesto por Schuelke (2000). Para la segunda fase de
optimizacién, en el presente proyecto, se siguid la metodologia anteriormente
descrita, a excepcién de la adicion del fluorocromo inicialmente. De acuerdo a la
metodologia de Arruda (2009), el fluorocromo con complemento al M13 del
cebador forward, se afiade para los ultimos 10 ciclos de la reaccion, esto con la
finalidad de asegurar la incorporacion del fluorocromo marcado en los productos

amplificados por los primers Ry F-M13.

Las condiciones quimicas para todas las pruebas constaron de un volumen final
de 13 pl, el cual incluia 6.1 pl H20 destilada (sterile MilliQ), 0.75 yl dNTPs (0.2
mM), 1.10 pl MgClI2 (8 mM), 0.50 ul de cada cebador (10 yM), 3.00 ul de 5x PCR
buffer (Promega), 0.1 ul de Tag DNA polimerasa, y 1 yl de ADN gendmico (c. 50—
100 ng aprox.). Ademas de estas condiciones, se ajusto el perfil de termociclado
de amplificacion por PCR (Tabla 9).

Tabla 3. Perfil de termociclado de PCR usado para la amplificacion de los loci ensayados.

Precalentamiento (hot start) 10 min 95°C
Desnaturalizacion 60 seg 94°C
Anillamiento 30 seg 59°C
Polimerizacion 120 seg 72°C
Incubacion final 30 min 72°C

7.9.3 Caracterizacidon genética
Una vez obtenidos los fragmentos de interés de cada locus, se procedié a la
genotipificacion, la cual fue realizada en La Universidad de Arizona, Estados

Unidos. La genaotipificacion consiste en realizar un analisis electroforético de los
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fragmentos amplificados en un secuenciador de ADN automatico ABI 3130xI. Aqui
se determina el tamafio de los fragmentos amplificados y marcados con
fluorocromos (cola M13 marcada). Los resultados de la genotipificacion se
visualizaron en el software GeneMarker 2.4.0 con la finalidad de determinar los
alelos de cada genotipo y la conversién de estos datos en tamafios alélicos
discretos se realiz6 usando un macro de Excel, FLEXIBIN (Amos et al. 2007). La
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (HE) y el indice de contenido
polimérfico (PIC) se estimé usando otro macro de Excel, Mstools (Park, 2001).
Finalmente se comprobé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus y de

desequilibrio en el ligamiento entre cada par de loci con el programa ARLEQUIN
ver. 3.1 (Excoffier, et al. 2005).
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8. Resultados

8.1 Taxonomiay descripcion de los individuos de Aplysina gerardogreeni.

En total se colectaron 11 individuos de A. gerardogreeni, cada uno presentd
diferentes dimensiones, pero conservaron las caracteristicas tipicas de la especie;
como el color amarillo o marrén en la parte superficial; su forma, que va de
incrustante a masiva; y lobular a tubulada, con un 6sculo apical, ademas de sus
redes de mallas poligonales, observables mediante microscopia (Figura 2 y Tabla
3).

A continuacion, se muestran los individuos colectados, antes (nimeros) y después

de su preservacion en alcohol (letra) (Figura 2), respectivamente.

Subclase Verongimorpha Erpenbeck et al. 2012
Orden Verongiida Bergquist, 1978
Familia Aplysinidae Carter, 1875
Género Aplysina Nardo, 1834
Diagnosis. Aplysinidae se caracteriza por poseer un solo tipo de fibras. Las fibras
forman una reticulaciéon regular con mallas poligonales largas y una disposicion
superficial sin especializacion (Bergquist & Cook 2002).

Aplysina gerardogreeni Gomez & Bakus, 1992

Material examinado: Aply-1, Aply-1.1, Aply-2, Aply-2.1, Aply-3, Aply-4, Aply-5,
Aply-6, Aply-7, Aply-8 y Aply-9.
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Descripcion morfolégica. La forma comdn de la especie es incrustante a masiva
(de 3 a 6 cm de alto) y va de lobular a tubulada caracterizada por un 6sculo apical,
aunque dentro de los individuos, se observé que los I6bulos pueden ser un tanto
lineales y/o discontinuos (véase figura 2). La esponja cubre superficies de 10 a 18
cm de diametro maximo, entre los tlubulos se observaron “huecos” o “vacios”,
donde el sustrato al que esta adherida puede verse. Es finamente conulosa; los
conulos son menores a 1 mm de alto. La consistencia es firme y suave; aun
cuando es preservada en alcohol, pero se vuelve dura cuando se seca. La
coloracién es amarilla o marrén en la parte superior, en el medio natural. En
cambio, cuando entra en contacto con el aire adquiere una coloracién purpura
oscuro. Las caracteristicas principales de cada individuo se muestran en la Tabla
3.

Esqueleto. Las fibras son de color ambar claro, de 24 a 118 um de diametro, con
una médula que abarca entre el 46 y el 73% de la fibra. El esqueleto presenta la
estructura anastomosada tipica del género con una luz de malla de 207 a 1621 ym

(véase Tabla 4).

Distribucion y hébitat. La especie fue originalmente descrita en el Pacifico
mexicano (Gémez & Bakus 1992) y se ha encontrado en los estados de Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero y Oaxaca (Cruz-Barraza
et al. 2012) y en Panama (Caballero-George, et al. 2010). Los individuos se
encontraban adheridos a sustratos duros como rocas, restos de coral o sustratos
artificiales, desde el intermareal hasta 30 m de profundidad (Cruz-Barraza, et al.
2012).

Comentarios:

Es de reconocer, que existen ciertas variaciones en los individuos analizados,
principalmente en la coloracién, la abundancia de l6bulos y/o tdbulos y su
organizacion, ademas también varian en cuanto al tamafio. Por otra parte, no

observamos diferencias en cuanto a su consistencia (Tabla 3).

En relacion a las fibras, podemos observar una alta variacion en lo que respecta al

diametro de la fibra, con un minimo 24.7 um (Aply 3) y un méaximo de 118.56 pm
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(Aply 2). De la misma forma, el dato con la menor didmetro de la médula (12.35
um-Aply 6) y el maximo (81.51 pum-Aply 2.1). Ademas, observamos el porcentaje
maximo que ocupa la médula sobre la fibra (73.60 um-Aply 1) y su respectivo
minimo (46.12 um-Aply 9). Finalmente, la luz de malla, que comprende la longitud
maxima de extremo a extremo de las mallas de poligonos irregulares de las redes

de reticulaciones, con un maximo (1621 pm-Aply 1) y un minimo (207 um-Aply 9).

En general se puede decir que la forma externa de A. gerardogreni es
relativamente homogénea, estudios recientes han demostrado la alta plasticidad
fenotipica que la especie puede presentar (Ley Velarde 2012). Para el caso de
este estudio los individuos analizados mostraron la forma tipica de la especie
(Tabla 3) ademas, en general no se encontraron diferencias significativas con

respecto a las medidas previamente reportadas por Gomez y Bakus (1992).

En cuanto a las medidas de las fibras, considerando las medidas ya registradas y
a las obtenidas en el presente estudio, las cuales constaron de una luz de malla
de entre 207 y 1621 um contra 200 y 2000 pym (Gémez & Bakus, 1992), un
diametro de fibra de entre 24 y 118 pm contra 30 y 150 um (Gémez & Bakus,
1992) y un porcentaje de médula en fibra de entre 46 y 73% contra 33 y 80%
(Gomez & Bakus, 1992). Comparando estos resultados, se sugiere que las
estructuras esqueléticas resultan ser un caracter muy variable, y al tomar en
cuenta este caracter, podrian tenerse problemas en la diagnosis con especies

afines e inclusive cercanas.
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Figura 2. Morfologia externa de individuos de A. gerardogreeni analizados (A: Vivos; B:
Almacenado en etanol al 70%). Individuo 1; Individuo 2 e Individuo 1.1.
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Figura 3. Morfologia externa de individuos de A. gerardogreeni analizados (A: Vivos; B:
Almacenado en etanol al 70%). Individuo 2.1; Individuo 3 e Individuo 4. Continuacion.
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Figura 2. Morfologia externa de individuos de A. gerardogreeni analizados (A: Vivos; B:

Almacenado en etanol al 70%). Individuo 5; Individuo 6 e Individuo 7. Continuacion.
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9

Figura 2. Morfologia externa de individuos de A. gerardogreeni analizados (A: Vivos; B:

Almacenado en etanol al 70%). Individuo 8 e Individuo 9. Continuacién.
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Tabla 4. Caracteristicas de los individuos de la especie A.

Discontinuos = aleatorios).

Individuo

Aply-1
Aply-2
Aply-1.1
Aply-2.1

Aply-3

Aply-4
Aply-5
Aply-6
Aply-7
Aply-8

Aply-9

LxAxH

13.2x6.6x7.3

12.1x8.4x4.5

10x5.1x8.6

11.7x8.1x4.6

12.9x11.6x5.6

11.9x4.6x5.8

9.8x5.3x5.2

6.6x5x3.9

7.1x5.4x9.1

9.5x6.7x4.5

8.2x5x4.5

Lobular/tubular

Mayormente tubulares

Mayormente tubulares

Mayormente tubulares

Mayormente lobulares

Mayormente tubulares

Completamente Tubular

Mayormente lobulares

Lobular/Tubular

Completamente Tubular

Mayormente Tubulares

Completamente Tubular

gerardogreeni. (L=Largo; A=Ancho; H= Alto; lineales = sentido recto;

Lineales o discontinuos

Discontinuos

Discontinuos

Discontinuos

Mayormente lineales

Lébulos discontinuos

Tubulos discontinuos

Lineales

Discontinuos

Lobulos lineales-tabulos discontinuos

Discontinuos

Discontinuos

Discontinuos

Color

Amarillo-Marrén

Marrén-Amarillo

Amarillo-Marrén

Marrén

Marrén-Amarillo

Marrén-Amarillo

Marrén

Marrén

Amarillo-Marrén

Amarillo-Marrén

Amarillo-Marrén
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Individuo

Aply-1
Aply-2
Aply-1.1
Aply-2.1
Aply-3
Aply-4
Aply-5
Aply-6
Aply-7
Aply-8
Aply-9

Diametro de lafibra

27.17-(60.762)-83.98
64.22-(97.1945)-118.56
49.4-(62.3675)-79.04
46.93-(81.8805)-123.5
24.7-(50.0175)-71.63
46.93-(80.6455)-116.09
27.17-(62.738)-88.92
37.05-(55.6985)-81.51
27.17-(54.9575)-86.45
56.81-(71.63)-81.51
46.93-(63.6025)-108.68

Diametro de la médula

19.76-(44.954)-69.16
27.17-(50.5115)-74.1
22.23-(35.1975)-46.93
29.64-(48.165)-81.51
17.29-(28.899)-41.99
22.23-(42.237)-59.28
12.35-(41.6195)-61.75
12.35-(28.7755)-49.4
19.76-(36.309)-69.16
41.99-(50.882)-61.75
22.23-(28.5285)-34.58

Porcentaje de
médula sobre
fibra

73.6061
52.0424
56.3377
58.5826
58.1154
52.4604
65.8108
50.4248
65.5297
71.0955
46.1224

Tabla 5. Caracteristicas de las fibras de espongina de cada uno de los individuos
recolectados en la Isla Pajaros Mazatlan, Sinaloa (datos en pm).

Luz de malla

306.59-(764.497)-1621.96
346.15-(605.7625)-1087.9
534.06-(843.617)-1295.59
543.95-(777.8485)-1058.23
365.93-(679.9375)-1087.9
642.85-(839.1665)-1038.45
336.26-(796.6395)-1087.9
227-(549.884)-1078.01
385.71-(742.2445)-1216.47
385.71-(679.9375)-1107.68
207.69-(546.4225)-949.44
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8.2 Andlisis del material genémico previo a la secuenciacién masiva.

Con la finalidad de corroborar que el producto de la extraccion de ADN
correspondiente al material utilizado para la secuenciacion masiva fuese de la
esponja, se tomaron los productos de extraccion de dos individuos (Aply-1 y Aply-
2) y se amplifico la region COI (fragmento del ADN mitocondrial), utilizando los
cebadores Aply-R y Aply-F. El producto de esta region, se comparé mediante la
herramienta Blast-n en GenBank, la cual resultd con una maxima similitud con

secuencias de A. gerardogreeni (100%).

Bioinforméatica

8.3 Andlisis de las secuencias

Del resultado de la secuenciacibn masiva se obtuvieron un poco mas de 6
millones de secuencias para la especie A. gerardogreeni secuenciados en la

plataforma Illlumina con el formato 2x100 (paired-end) (Tabla 5).

Tabla 6. Secuencias y nucleétidos totales obtenidos de la secuenciacibn masiva de A.
gerardogreeni (4451-AG-Maz-02).

Muestra NUmero de | NUmero de secuencias
nucleétidos
4451-AG-Maz-02 769,238,114 6,128,000

De forma general, las secuencias resultaron de buena calidad con un valor
Qpromedio = 37, un valor de contenido en G+C de entre 41-59%, poco contenido
de bases ambiguas y menos de un 5% de secuencias sobrerrepresentadas
(duplicadas). Durante el proceso de limpieza (trimming) de las secuencias se

modificaron menos del 1% y se descartaron menos del 1% (Tabla 6).
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Tabla 7. Secuencias modificadas, no modificadas y descartadas después del trimming.

Especie Secuencias Secuencias no Secuencias
Modificadas Modificadas Descartadas
A. gerardogreeni 0.08% 99.90% 0.01%

En el ensamblaje de novo realizado se obtuvieron 272,707 contigs para A.
gerardogreeni. En el ensamblaje, el contig de mayor longitud fue de 4,296 pb y el
de menor longitud fue de 24pb. Sin embargo, se obtuvo una longitud promedio de
contigs alrededor de 150pb (Tabla 7). Se ensamblaron casi 75% de las
secuencias, donde las secuencias pareadas ensambladas fueron claramente
menores a las no pareadas (Tabla 8). En este sentido, una secuencia pareada se
da en el proceso de ensamblaje, cuando dos secuencias se encuentran en el

mismo fragmento de ADN (contig) que se secuencidé mediante paired-end.

Tabla 8. Ensamblaje. Contigs totales generados a partir de reads con sus
respectivos tamafos.

N° de Contigs 272,707
Tamafio minimo 24 pb
Tamafio maximo 4,296 pb
Tamaiio promedio 150 pb

Tabla 9. Total de secuencias ensambladas pareadas y no pareadas.

pareadas 19.76%

74.67%
no pareadas | 80.23%
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8.4 Anotacion mitocondrial

Derivado de la secuenciacion masiva se obtuvo el genoma parcial de A.
gerardogreeni, mediante el mapeo de secuencias utilizando como base las
secuencias existentes de los genomas mitocondriales de A. fulva y A. cauliformis.
De este trabajo se obtuvo el 65-70% (13,320 pb) de las 19,620 pb reportadas en
mito-genomas de A. fulva y A. cauliformis. La composicion de bases nucleotidicas
del genoma parcial son: 34.60% A, 31.87%T, 17.88%G y 15.63%C, con un
contenido GC del 33.5%.

Generalmente, la secuencia del genoma mitocondrial completa inlcuye 14 genes
gue codifican a proteinas, 2 genes de RNA ribosomal y 25 genes de RNA de
transferencia. En anexos se muestran los porcentajes cubiertos de cada uno de
los loci mitocondriales mapeados a partir de las secuencias de A. gerardogreeni
en A. fulva (Anexo 2, Tabla 13) y A. cauliformis (Anexo 2, Tabla 14).

En los resultados comparativos se recopilaron a partir de 19,980 pb, 117
sustituciones nucleotidicas para la relacion A. gerardogreeni - A. cauliformis y 183

para la relacion A. gerardogreeni - A. fulva (véanse las tablas 11 y 12 en anexo 1).

De acuerdo a los resultados, A. gerardogreeni comparte todos los genes y
codones de inicio y final de ambos genomas. También, comparte secuencias de
las diferencias encontradas en los genes rnl rRNA y rns rRNA, cuyo codén de
inicio/final son AGG/TAA y ATT/TAT en A. fulva y, TAAITAA y TTG/CTC en A.

cauliformis.

Las lecturas mapeadas de A. gerardogreeni sugieren sustituciones nucleotidicas
en regiones codificantes y no codificantes, por lo que resulta indispensable
completar el mito-genoma para evaluar correctamente la prediccion de los

productos protéicos de los genes estructurales.
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Figura 4. Genoma mitocondrial en su forma lineal de A. gerardogreeni (consensus)
alineado respecto al de A. cauliformis. En este alineamiento se muestran secuencias de
A. gerardogreeni (consensus) posicionadas en determinadas regiones del genoma
mitocondrial de A. cauliformis.

Por otra parte, se encontraron algunas diferencias en el mapeo de secuencias de

A. gerardogreeni versus A. fulva y A. cauliformis (Figuras 4 y 5).
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Figura 5. Genoma mitocondrial en su forma lineal de A. gerardogreeni (consensus)
alineado respecto al de A. fulva. En este alineamiento se muestran secuencias de A.
gerardogreeni (consensus) posicionadas en determinadas regiones del genoma
mitocondrial de A. fulva, esto se debe a que durante el mapeo, los reads encontrados solo
cubren estos sitios de la secuencia base (A. fulva).

8.5 Identificacion y seleccion de loci microsatelitales candidatos a
marcadores moleculares.

La busqueda de motivos repetitivos microsatelitales se realiz6 usando el programa
Msatcommander (Faircloth, 2008) a partir del conjunto de Contigs obtenidos del
ensamble de novo para la especie. Asimismo, se mejoro el disefio de algunos

primers mediante el programa Primer-BLAST.

Derivado del analisis de las secuencias, se obtuvieron loci microsatelitales de los
tres tipos deseados: di-, tri- y tetranucleétidos. Los loci tetranucleétidos fueron los
mas abundantes, seguidos de los dinucledtidos y los trinucledtidos. El porcentaje
de loci identificados a los que se les pudo disefiar cebadores fue menor al 25% en
todos los casos. En la Figura 6, representados en barra azul, se muestra un

aproximado del total de los loci microsatelitales encontrados por Msatcommander
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para cada tipo, y los representados en barra roja, muestran los loci para los que se

lograron disefar cebadores.

160

140

143

120

97

100

80

60

40

18 15

20

Dinucleétidos Trinucledtidos Tetranucleodtidos

20

M Loci identificados

M Seleccionados

Figura 6. Numero de loci microsatelitales identificados por Msatcommander y
seleccionados para la fase experimental.

Los 41 loci seleccionados como candidatos a marcadores moleculares para

Aplysina gerardogreeni fueron 18 di-, 3 tri- y 20 tetranucleotidos.
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8.6 Optimizacion de las condiciones de amplificacibn de los loci
microsatelitales candidatos a marcadores moleculares.

En la primera fase de optimizacion se busco adecuar las condiciones quimicas
para las reacciones de PCR y las condiciones térmicas con lapsos de tiempo

ideales para la obtencién de los fragmentos de interés.

Inicialmente se probd6 con dos gradientes de temperatura, uno para un locus cuyos
cebadores requerian temperaturas bajas de anillamiento (53-58 °C) y otro para
otro locus que requerian temperaturas altas (59-65 °C). De acuerdo a los
resultados, la temperatura 6ptima de alineamiento para ambos casos fue de 59° C.
Esta temperatura y las condiciones quimicas probadas, fueron utilizadas para la
amplificacion del resto de los loci microsatelitales. Los resultados fueron revelados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las mismas condiciones se
probaron en los 10 individuos, con la finalidad de confirmar la optimizacion e
identificar los tamafios aproximados de los productos correspondientes a cada

microsatélite.

En la primera fase se descartaron 16 loci de los 41 candidatos. Los loci se
descartaron debido varios motivos: bandas inespecificas, amplificacion negativa,
polimorfismo dudoso (véase Tabla 16 y 17 en anexo 2).

En la segunda fase, se buscé amplificar los fragmentos para los 25 loci que
pasaron la primera prueba, adicionando la extension M13, de acuerdo a lo
propuesto por Schuelke (2000). Después de los primeros 30 ciclos, se llevé a cabo
el perfil de termociclado de Arruda et al. (2010), dicho perfil consiste en pausar los
ciclos y agregar la cola M13 con el fluorocromo para los ultimos 10 ciclos de la
PCR. De esta manera, se asegur6 la incorporacion del fluorocromo marcado en
los productos previamente amplificados por los primers R y F-M13. De los 25 loci,
se descartaron 5 debido a amplificaciones inespecificas al afiadir la cola M13 con

el fluorocromo.

a7



8.7 Caracterizacion genética

Se evaluo el polimorfismo de los 20 loci en 10 individuos de A.gerardogreeni
(Tabla 10). De éstos, solo 13 se consideraron polimorficos de acuerdo al valor PIC
(Contenido de Informacion Polimoérfica, en espafiol). En los 13 loci de A.
gerardogreeni encontramos de 1 a 5 alelos (media de 3 alelos/locus). El locus
37595 presentd mayor valor de heterocigosidad observada (Ho= 0.556) y los locus
82588 y 194964 los de menor valor (Ho=0.00). Los loci 44589 y 145552 no se
encuentran en equilibrio debido a un déficit de heterocigotos. El analisis de
desequilibrio en el ligamiento indicé ligamiento entre los loci 194964 y 82588, asi
como entre 194964 y 37595, entre 194964 y 180680, entre 37595 y 180650, y
entre 734 y 24882. Los valores PIC van de 0 a 0.589 (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas de

polimorficos.

Locus
89450
57397
37595
6292
15843
8089
119133
180680
57158
145552
44589
734
24882
123455
194964
191152
30904
182674
82588
31049

Motivo
(TC)8
(TG)9
(AG)10
(AC)10
(AC)11
(ACC)6
(ACTC)4
(ACAT)4
(ACGC)4
(ACGC)4
(ACGT)4
(TGTA)4
(ACAT)4
(TGTA)4
(ACAT)4
(ACAT)4
(GTAT)5
(ACGT)5
(ACAT)5
(ACAG)7

Na

2
4
5
1
4
4
1
4
4
5
4
2
2
4
2
4
1
1
2
3

los 20 loci

Rango (pb)
126-130
128-148
130-134
121
108-114
112-122
132
126-134
117-126
119-140
126-146
122-140
155-175
132-136
123-127
102-122
125
126
165-169
179-182

microsatelitales desarrollados para A.
gerardogreeni (n=10). También se muestran en negritas los 13 loci considerados

Ho
0.0
0.455
0.556
0.0
0.500
0.400
0.0
0.143
0.083
0.083
0.400
0.273
0.250
0.083
0.0
0.273
0.0
0.0
0.0
0.200

He
0.159
0.610
0.667
0.0
0.605
0.537
0.0
0.582
0.569
0.612
0.663
0.247
0.228
0.424
0.233
0.333
0.0
0.0
0.173
0.279

PHWE
0.0436
1.0000
0.5150
N.A
0.3096
0.1088
N.A
0.1118
0.003*
0.003*
0.000*
1.0000
1.0000
0.0521
0.0674
0.1606
N.A
N.A
0.0529
0.1529

PIC

0.141
0.533
0.589
0.000
0.523
0.452
0.000
0.502
0.466
0.536
0.586
0.208
0.195
0.371
0.178
0.302
0.000
0.000
0.152
0.247

n: Tamafio de muestra; Na: n° de alelos; HO: Heterocigosidad observada; HE:
Heterocigosidad esperada; PHWE: P valor de la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg,
con asterisco los resultados significativos tras el ajuste de Bonferroni (p-valor < 0.005);

PIC: contenido de informacion polimérfica; N.A.: no aplica.
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9. Discusiones

Las esponjas del género Aplysina han mostrado poseer un importante valor
biotecnolégico en el campo de la farmacologia y bioingenieria de tejidos. A pesar
de su importancia, el grupo ha presentado problemas taxondémicos para su
correcta clasificacion debido a su amplia plasticidad, lo que ha dificultado el
establecimiento de los limites entre sus especies. Consecuentemente, el
conocimiento que se tiene del grupo, sobre la dinAmica poblacional es nulo, y
probablemente ignoremos aspectos importantes a nivel ecoldgico-bioldgico. Desde
el punto de vista biotecnolégico y bioquimico, la carencia de esta informacién
limita el conocimiento para determinar qué especies pueden presentar mejores
ventajas sobre otras 0 qué especies en si, tienen cierta ventaja.

9.1 Morfologia de A. gerardogreeni

Actualmente las esponjas del género Aplysina son diferenciadas con base en la
taxonomia clasica, que a su vez esta basada en la morfologia (Pinheiro, Hajdu y
Custodio. 2007). Esto, a pesar del reciente uso de marcadores moleculares, ha
mostrado la existencia de cierta plasticidad fenotipica entre los individuos de una
misma especie (A. lacunosa, A. cavernicola y A. aerophoba) (Schmitt, et al. 2005;
Heim, Nickel & Brimmer, 2007). En el caso de este estudio, los ejemplares
presentaron un morfologia estable y tipica de A. gerardogreeni, ademas, los
tamafos de fibra y luz de malla fueron relativamente congruentes con la especie, a
excepcion del diametro de la fibra (24 um, el minimo), cuya medida esta por
debajo de la reportada por Goméz & Bakus (1992), que puede atribuirse a la
plasticidad fenotipica de la especie. Adicionalmente, los marcadores moleculares
implementados fueron acordes con esta especie, ya que el Blast-n en Genbank,

mostrd una similitud del 100% con respecto a la especie de estudio.

9.2 Secuenciacion masiva

La busqueda de marcadores tipo microsatelital en esponjas surgié a partir de la
construccion de bibliotecas gendmicas enriquecidas con GA y CA. Mediante esta
metodologia, se logré amplificar y desarrollar eficazmente un promedio de 9

microsatélites por libreria de la gran mayoria de las esponjas marinas hasta ahora
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reportadas (Knowlton, et al. 2003; Duran, et al. 2004; Blanquer, et al. 2005;
Hoshino y Fujita, 2006; Noyer, et al. 2009; Dailianis, et al. 2010.; Guardiola, et al.
2011 y Padua, et al. 2013). Aunque solamente el 27.7% (3 especies, Ircinia
fasciculata, Hemimycale columella y Petrosia ficiformis) de la informacion
generada de este tipo, se ha aplicado a estudios poblacionales o evolutivos. En el
presente trabajo, se han generado nuevos marcadores mediante el uso de las
nuevas tecnologias de secuenciacién, cuyos resultados son efectivos y
comparables a los resultados de publicaciones que optaron por la via de
secuenciacion masiva (Ej.: Riesgo, et al. 2013; Taboada, et al. 2015; Gonzalez, et
al. 2015 y Taboada, et al. 2017).

Recientemente, con el auge de las tecnologias de secuenciacion de siguiente
generacion, se han desarrollado plataformas de secuenciacibn mas eficientes.
Inicialmente se comercializo la plataforma 454 Roche, la cual funciona mediante
reacciones de pirosecuenciacion, de manera que se llevan a cabo reacciones de
polimerizacion y cada vez que se incorpora un nucleotido la liberacion del
pirofosfato se manifiesta mediante luz, la cual es captada y traducida por un
ordenador dando lugar a la secuencia de ADN (Margulies, et al. 2005). Mediante
esta plataforma se secuenciaron masivamente las esponjas: Ircinia fasciculata,
Hemimycale columella y Petrosia ficiformis, permitiendo el desarrollo de 14, 15y
10 microsatélites polimorficos, respectivamente (Riesgo, et al. 2013; Gonzalez, et
al. 2015 y Taboada, et al. 2015) y recientemente, Taboada y colaboradores
(2017), obtuvieron 14 loci microsatelitales a partir de secuenciacibn masiva
mediante la plataforma Illumina con la metodologia 2 x 300 bp paired-end. En
comparacion a nuestros resultados y metodologia, logramos obtener hasta 13
microsatélites polimorficos, con la posibilidad de aumentar este niumero si se

optimiza el resto de los loci candidatos a marcadores microsatelitales.

La eleccion de la plataforma para realizar la secuenciacibn masiva es un punto
muy importante para los objetivos de la investigacion, ya que no todas las
plataformas arrojan los mismos resultados. La plataforma 454 de Roche, pareceria
la indicada, ya que, en efecto, existe una mayor probabilidad de encontrar una

region flanqueadora para la sintesis de los cebadores puesto que ofrece
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secuencias de mayor longitud en comparacion al resto de las plataformas (300-
700pb), (Parchman, et al. 2010; An & Lee, 2012; Castoe, et al. 2012 y Gonzalez,
et al. 2015.). Sin embargo, tiene un costo mayor si se compara con otras
plataformas de secuenciacion y ademas se encuentra descontinuada. En cuanto a
resultados y costos, se ha comparado con 454 y se ha observado que se obtienen
resultados similares, pero con diferencia de coste a favor de Illumina. Tal es el
caso de Nunziata et al. (2012) y O’'Bryhim, et al. (2012), entre otros, que usaron la
opcion paired-end de la plataforma lllumina y obtuvieron 42 y 16 marcadores
microsatélites polimoérficos para sus especies de estudio, respectivamente y la
mAas reciente en esponjas, Taboada y colaboradores (2017), con 14 marcadores
microsatelitales. La eficacia de la plataforma Illlumina para la busqueda de loci
microsatelitales es similar a 454, ya que Castoe et al. (2012), compararon ambas
plataformas obteniendo el mismo nimero de secuencias y un numero similar de
megabases en una especie de serpiente, Python molurus bivittatus. La validez de
la plataforma illumina ya ha sido probada, Lence et al. (2013), desarrollaron un
estudio donde se buscO obtener marcadores microsatelitales en 32 especies de
diferentes taxones, donde ademéas de presentar la cantidad de los loci
microsatelitales potencialmente amplificables, probaron la eficacia de los mismos
en 13 de estas especies. Los resultaron efectivos de amplificaciones fue variable
entre taxones, pero su efectividad iba desde 49% a un 67%, aunque presentaron
valores que podrian ser mas altos si se empleara mas esfuerzo en la optimizacién
de la amplificacion de los loci microsatelitales. Aunque existen otras plataformas
gue podrian ser mas efictivas que Illlumina y 454, por ejemplo, lon Torrent (PMG),
hasta el momento, la plataforma Illumina es la de mayor rendimiento, abarca el
70% del mercado de las plataformas de NGS vy tiene una tasa menor de error en la
secuenciacion (Bahassi & Stambrook, 2014; Taboada et al. 2017). Por esta razon
en el presente proyecto se opt6 por el uso de esta plataforma con la metodologia
de paired-end, la cual nos permitié generar poco mas de 6 millones de secuencias

para la especie A. gerardogreeni.
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9.3 Andlisis de las secuencias.

Al llevar a cabo el proceso de ensamblaje se observa que cerca del 25% de las
secuencias no son ensambladas, por lo que en este proceso se pierde una parte
de la informacién. En otros estudios se estimdé que quedaron sin ensamblar
cantidades mayores de secuencias, como un 40% (Parchman et al. 2010); y hasta
74% (An y Lee. 2012). Aunque en esponjas no se tiene registro de esta situacion,
se puede considerar un porcentaje muy cercano debido al bajo nimero de
cebadores disefiados para la amplificacion de los marcadores microsatelitales (Ej.:
Riesgo, et al. 2013; Taboada, et al. 2015; Gonzalez, et al. 2015 y Taboada, et al.
2017).

9.4 Genoma mitocondrial

Hasta ahora han sido publicadas las secuencias de 33 genomas mitocondriales,
de los cuales dos pertenecen a esponjas de género Aplysina, A. fulva y A.
cauliformis. Los mito-genomas de estas dos Ultimas especies son muy similares,
con solo 6 SNP’s encontrados (11 por confirmar) (Sperling, et al. 2010). En
cambio, al comparar ambos mitogenomas con el de A. gerardogreeni, se encontrd
un mayor numero de sitios polimérficos, 117 variaciones nucleotidicas en la
comparacion A. fulva - A. gerardogreeni y 183 variaciones nucleotidicas en la

comparacion A. cauliformis — A. geradogreeni.

A partir de la comparacion de los mito-genomas A. fulva y A. cauliformis, Sperling,
et al (2010), representaron en una tabla las Unicas sustituciones o variaciones
nucleotidicas encontradas (Sperling, et al. 2010), a la cual, para este estudio
anexamos las variaciones nucleotidicas encontradas en las secuencias mapeadas

de A. gerardogreeni (tabla 15).
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Tabla 15. Resumen de la variacidn nucleotidica entre las especies Aplysina cauliformis, A.

fulva y A. gerardogreeni.

Posiciéon Locus Posicion del nucleétido Silente/substitucion

cauliformis/fulva(referencia)/gerardogreeni

Confirmada

12147 trnK A (11789) / G (12147) / G (12149) N.A.

13996 cox3 T (13638) / A (13996) / A (13996) Silenciosa
14932 nad2 A (14574) / T (14932) / T (14934) L/l

14941 nad2 C (14583) / T (14941) / T (14943) F/L

16133 nad5 C (15775) / T (16133) / N (16135) Silenciosa
17432 nad5 C (A*) (17074) / A (C*) (17432) / N (17434) Silenciosa

*LAS BASES CORRESPONDIENTES

Bases no resueltas “N” de fulva

2221 mL G (1863) / N (2221) / C (2223) N.A.
11979 cox2 T (11621)/ N (11979) / T (11981) NLI.
13208 tR T (12850) / N (13208) / T (13210) N.A.
13317 cox3 T (12959) / N (13317) / T (13319) N.I.
13450 cox3 A (13092) / N (13450) / A (13452) NLI.
14054 cox3 T (13696) / N (14054) / N (14056) NI
15860 nad2 T (15502) / N (15860) / N (15862) NLI.
18046 trnMe T (17688) / N (18046) / T (18048) N.A.
18608 ms A (18250) / N (18608) / A (18610) N.A.

Conflicto/Dudas
9537 IG Ao G (9179) / A (9537) / A (9539) N.I.
11443 cox2 A0 G (11085) / A (11443) / A (11445) K/E

N.A., no aplica; N.l., no identificable

Entre los genomas de Aplysina existen ligeras variaciones en cuanto a las
posiciones numéricas de las bases comparadas y publicadas por Sperling, et al.
(2000) (tabla 15), por lo que al momento de hacer el contraste con las secuencias

del mitogenoma parcial de A. gerardogreeni, se ubicaron las posiciones de
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acuerdo con el sentido de la secuencia. Nétese los asteriscos (*) con las bases
correspondientes y la ubicacion entre paréntesis del sentido de la secuencia, con
la base encontrada marcada en color rojo. Ademas, siguiendo el sentido dado por
Sperling, et al. (2000), se encontrd un error en la tabla publicada para la posicién
17432 en el gen nad5, donde la base correspondiente se encuentra entre

paréntesis y con un asterisco.

Por otra parte, se logré observar que existen ciertas regiones que no mutan en A.
gerardogreeni (en algunos sitios) con respecto a A. cauliformis y A. fulva. Sin
embargo, existen otras sustituciones que no se observan en esta tabla (véase
tabla 12 y tabla 11), por lo que es necesario considerar estas Ultimas sustituciones
gue podrian generar un cambio a nivel aminoacido y por ende a nivel protéico, lo
gue posiblemente generara un producto diferente en comparacion a las dos

especies de A. fulva y A. cauliformis como los estimados por Sperling, et al. 2010.

De manera general, se encontrd6 mayor diferenciacion nucleotidica en el gen que
codifica al ARN ribosomal 16S (rnL rRNA) con 41 sustituciones, seguida del gen
gue codifica al ARN ribosomal 12S (rnS rRNA) con 36 sustituciones y del gen que
codifica la regién citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (cox1) con 27 sustituciones, en
la comparacién A. gerardogreeni - A. fulva. Por otra parte, se encontré6 mayor
diferenciacion nucleotidica en el gen que codifica al ARN ribosomal 12S (rns
rRNA) con 43 sustituciones, seguida del gen que codifica al apocitocromo b (cob)
con 18 sustituciones y del gen que codifica a la subunidad 2 NADH
deshidrogenasa (nad2) con 13 sustituciones, en la comparacion A. gerardogreeni
— A: cauliformis. En ambas comparaciones el minimo de profundidad de

secuencias obtenidas fue 3X con un promedio de 9X.

9.5 Seleccién de los loci microsatelitales candidatos a marcadores
moleculares

En el proceso de seleccién se requiere de un mayor esfuerzo para obtener un

mayor numero de candidatos a marcadores moleculares de calidad, por lo que el
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tiempo es factor para este tipo de trabajos. En el presente estudio se logré obtener
loci de tres categorias, di-, tri- y tetranucleétidos. Aunque al inici0 se obtuvo un
gran numero de loci microsatelitales (véase la figura 6), sblo se consiguid
desarrollar cebadores para menos del 25% de ellos. Sin embargo, esta fraccion es
considerada realmente utili como marcadores moleculares o PAL “potencially
amplificable loci” (Castoe, et al. 2010). Ademas, es una cantidad de microsatelites
comparable con los publicados en esponjas (véase tabla 2). A pesar de considerar
s6lo una fraccion para el que se desarrollaron cebadores, en otros estudios
similares, también se registraron diferencias numéricas entre los loci identificados
y los loci con cebadores disefiados (Riesgo, et al. 2013; Taboada, et al. 2015;
Gonzalez, et al. 2015 y Taboada, et al. 2017).

9.6 Optimizacién de las condiciones de PCR de los loci microsatelitales
candidatos y la evaluacion de su nivel de polimorfismo.

A partir de los més de 1400 loci identificados se lograron disefiar primers mediante
Msatcommander para mas de 200 loci, de los cuales 40 loci que se probaron
experimentalmente, 20 mostraron una amplificacion confiable y 13 mostraron
cierto grado de polimorfismo en 10 individuos probados. De acuerdo a lo anterior,
el rendimiento significativo fue de un 32.5% para la especie usando la plataforma
lllumina mediante la metodologia de paired-end (véase Figura 7). En uno de los
mas recientes estudios (Taboada, et al. 2017), también con el uso de la plataforma
lllumina mediante esta metodologia, obtuvieron 14 microsatelites de 20 loci
candidatos para la esponja de profundidad Plenaster craigi, logrando un
rendimiento del 70%. Anteriormente, Taboada y colaboradores en 2015,
desarrollaron 10 microsatélites para Petrosia ficiformis, de 30 loci que se
aprobaron experimentalmente, logrando un rendimiento del 33% empleando la
plataforma 454 de Roche. De la misma manera Riesgo et al. (2013), desarrollaron
para lIrcinia fasciculata, 14 microsatelites de 36 aprobados experimentalmente,
logrando un rendimiento el 38% mediante la plataforma 454 de Roche. Guardiola,
et al. (2011), desarrollaron para Paraleucilla magna, 9 microsatélites de 46

aprobados experimentalmente, logrando un rendimiento de 19% a partir de
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librerias gendmicas enriquecidas para repeticiones ACis, AGis, CAA 0 Y GATA;.
Dailianis et al. (2010), desarrollaron para Spongia officialis, 10 microsatélites de 41
aprobados experimentalmente, logrando un rendimiento de 24% mediante librerias
gendmicas enriquecidas para repeticiones AC. Es importante mencionar que en el
presente estudio se dio prioridad a aquellos loci cuya amplificacion fue clara y
rapida, a una temperatura considerada como “6ptima”, por lo que aun no se

descarta la posibilidad de incrementar el nUmero de marcadores microsatelitales.
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Figura 7. Comparacién entre el nimero de loci totales identificados (Msatcommander),
loci potenciales con regiones alternas Utiles para disefio de primers, loci experimentales
(sujetos a optimizacién de PCR) y loci seleccionados.

Como se ve en la mayoria de los estudios, una parte de los loci se descartan por
problemas de amplificacion, por lo que es importante considerar esto al momento
de iniciar una investigacion. Ademas, ciertos grupos taxonémicos, entre los que se
incluyen las esponjas marinas, son mas propensos a problemas de amplificacion,
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especificamente en esponjas se debe a la gran carga microbiana que tienen
adherida a sus cuerpos, de hecho, se sabe que existe una gran densidad
microbiana en especies del género Aplysina (género de la especie de estudio), A.
fulva y A. cauliformis, por lo que también esta peculiaridad, lo vuelve un tanto
complejo (Freeman, et al. 2012; Erwin y Thacker, 2008). Aunque en el presente
proyecto, se emple6 una metodologia que involucra centrifugaciones diferenciales
para disminuir la carga microbiana de la esponja y asi, obtener una mayor

concentracion de ADN de la esponja (Freeman, et al. 2012).

Existen varias complicaciones que pueden impedir la correcta amplificacion. Para
empezar algunos loci con primers disefiados aparentemente apropiados no
amplifican o lo hacen pobremente (Squirrell, et al., 2003). Otra complicacion es la
presencia de bandas que no corresponden al tamafio esperado, lo que impide la
correcta interpretacion de los alelos del locus en cuestion (Noyer, et al, 2009). Esto
puede ocurrir debido a que los cebadores se anillan en sitios alternos en el
genoma, ademas del sitio para el que fueron disefiados, lo que se conoce como
“‘Mispriming” (Mclnerney, et al., 2011). Situacion que ocurrid en varios de los loci
identificados (Ej.: 77000, 24177, 156548, etc.), motivo por el cual fueron

descartados en la primera fase.

En este trabajo 21 loci de la especie no pasaron a la 22 fase experimental por
diferentes razones: nunca se obtuvo un producto amplificado o la amplificacion fue
muy pobre como para considerarse convincente, en otros casos la amplificacion
fue inespecifica y por dltimo (del resto), varios loci no fueron seleccionados porque
no se detectd polimorfismo. De hecho, en el conjunto final de microsatelites
genotipados predominan los del tipo tetranucleétido y los dinucleétidos estan en

menor cantidad.

En la segunda fase experimental se vio reducida la obtencion de las
amplificaciones de los individuos de cada locus, debido al cambio de perfil de
termociclado (ciclos y temperaturas) y a la técnica de PCR para la incorporacion
del fluoréforo, por lo que varios de los loci no se lograron amplificar efectivamente

para genotipificar. Al parecer la adicion de la cola M13 tiene un efecto en la
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eficiencia del PCR (Knowlton, et al. 2003; Blanquer, et al. 2005; Noyer, et al. 2009;
Dailianis, et al. 2010; Guardiola, et al. 2011; Guichoux et al. 2011; Padua, et al.
2013; Riesgo, et al. 2013 y Taboada, et al. 2015), por esta razon, se usan perfiles
de termociclado con un mayor nimero de ciclos (Schuelke, 2000; de Arruda, et al.
2010).

Otro filtro ocurrio en el andlisis de los genotipos, ya que se detectaron varios fallos,
por ejemplo: loci que no incorporaron el fluoréforo, otros con bandas inespecificas,
asi como patrones tri o tetra alélicos en un mismo organismo, lo cual resultaria ser
algo imposible debido a que la especie es diploide. Estos ultimos podrian deberse,
al ‘mispriming’ de los cebadores, pero también posiblemente la causa es la
asociacion de estos microsatelites a elementos moviles del genoma como
transposones que generaran la duplicacién de regiones (Fernandez-Silva, et al.
2013). En este punto, si los cebadores han sido disefiados en regiones duplicadas
por el genoma se amplificaran al mismo tiempo varios loci generando patrones
multialélicos. Este efecto ya ha sido reportado en otros taxones, incluyendo

invertebrados marinos (Mclnerney, et al. 2011).

9.7 Niveles de polimorfismo.

Por otra parte, es importante considerar que la comparacion entre los loci
genotipados con éxito se hizo en 10 organismos, por lo que posiblemente se esté
subestimando el grado de polimorfismo de alguno de los loci. Aun asi, en cuanto al
namero de alelos encontramos el valor mas bajo fue 1 y el mas alto 5. Los
resultados en otras especies son muy variables. Para la especie Halicondria
panicea se registraron de 5 a 6 alelos (Knowlton, et al. 2003), para Crambe
crambe de 2 a 15 alelos (Duran et al. 2004), para Scopalina lophyropoda de 3 a 6
alelos (Blanquer, et al. 2005), para Hymeniacidon sinapium de 2 a 10 alelos
(Hoshino y Fujita, 2006), para Spongia agaricina de 1 a 7 alelos (Noyer, et al.
2009), para Spongia officinalis de 7 a 14 alelos (Dailianis, et al. 2010), para
Paraleucilla magna de 2 a 9 alelos (Guardiola, et al. 2011), para Clathrina aurea
de 5 a 18 alelos (Padua, et al. 2013), para Ircinia fasiculata de 3 a 11 alelos
(Riesgo, et al. 2014), para Hemimycale columella de 2 a 9 alelos (Gonzélez, et al.

2015), para Petrosia ficiformis de 4 a 12 alelos (Taboada, et al. 2015) y finalmente
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con el mayor contenido de alelos por locus hasta ahora registrado, la especie
Plenaster craigi de 3 a 30 alelos (Taboada, et al. 2017). Aunque en el presente
estudio, el nimero de alelos es bajo, dicho niumero podria incrementarse al

aumentar el namero de organismos analizados.

Para determinar la calidad de un marcador genético se toma en cuenta su
heterocigosidad y su valor PIC (Polimorphyc Information Content - Contenido de
Informacion Polimérfica, en espafol) (Shete, et al. 2000). Una diferencia
significativa entre la heterocigosidad observada y la esperada para un marcador
molecular nos indica un déficit de organismos heterocigotos. El déficit de
organismos heterocigotos en estudios de genética poblacional puede deberse a
fendmenos como la endogamia, cuello de botella o efecto Wahlund (Duran, et al.
2004; Selkoe y Toonen, 2006). Sin embargo, también es posible que la causa
provenga de caracteres del mismo marcador. Existen varias causas que conllevan
al déficit de heterocigotos, como puede ser la presencia de alelos nulos, desercién
del alelo mayor o la homoplasia (Gonzalez, et al. 2015). En el presente estudio, los
valores de heterocigosidad observada presentan un amplio rango (0.00-0.556) y
s6lo en dos de los loci, los valores de heterocigosidad observada son mayores a
los valores de heterocigosidad esperada calculados. En los loci en que esta
diferencia fue significativa, los loci se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Sin embargo, aunque un locus no se ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg esto
no es motivo suficiente para desecharlo (Selkoe y Toonen, 2006). En estudios
previos donde se aislaron loci microsatelitales en esponjas, se obtuvieron también
marcadores en desequilibrio de Hardy-Weinberg (Knowlton, et al. 2003; Duran, et
al. 2004; Blanquer, et al. 2005; Hoshino y Fujita, 2006; Noyer, et al. 2009;
Dailianis, et al. 2010; Guardiola, et al. 2011; Padua, et al. 2013; Riesgo, et al.
2014, Taboada, et al. 2015 y Taboada, et al. 2017), e inclusive algunos en su
mayoria (casi el 90%), los valores de heterocigosidad observada eran superiores a
la esperada (Blanquer, et al, 2005; Guardiola, et al, 2011), y otros incluian loci
microsatelitales donde la heterocigosidad observada se igualaba a la
heterocigosidad esperada a cero (Noyer, et al, 2009). De manera general, en

esponjas marinas se observa un déficit de heterocigotos, debido a la endogamia,
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cuello de botella o efecto Wahlund (efecto observado en la esponja marina
Crambe crambe), dada la baja capacidad de dispersion de las larvas (Duran, et al.
2004; Dailianis, et al, 2010; Riesgo, et al. 2013 y Taboada, et al. 2017). Cabe
mencionar, que un efecto de las especies con altas tasas de endogamia, bajos
tamafios de poblacién y cuellos de botella frecuentes o severos suelen tener un
polimorfismo y una heterocigosidad de media a baja y, en promedio, unos loci
microsatelitales mas cortos (DeWoody & Avise, 2000 y Neff & Gross, 2001). Por
esta razén, también consideramos que los loci microsatelitales desarrollados en
este proyecto podrian ayudar a comprender la ecologia de las poblaciones de

Aplysina gerardogreeni.

De acuerdo a la literatura, el valor de PIC depende tanto del numero de alelos, asi
como de la frecuencia de los mismos en la poblacion (Botstein, et al. 1980). Los
valores de PIC obtenidos de los 13 loci microsatelitales nos indican que la mayoria
de los loci son informativos, es decir, que son eficaces para detectar polimorfismo

en una poblacion (véase tabla 10-1).

De acuerdo a Selkoe y Toonen (2006), es muy importante que los marcadores
moleculares que se usen en un estudio sean independientes, ya que de lo
contrario se crea pseudo-replicacion de loci en los analisis. En este caso, si el test
de desequilibrio de ligamiento es significativo entre dos loci, uno de ellos deberia
ser descartado (Selkoe & Toonen, 2006). Los resultados del test de desequilibrio
de ligamiento en nuestros loci microsatelitales indican que dos loci se segregan
conjuntamente (194964 y 37595), por lo que habra de considerarse, para su uso

en estudios posteriores, la seleccion de alguno de ellos.

En definitiva, en este estudio se generan nuevos marcadores microsatelitales
polimdrficos, asi como se reportan otros que podrian llegar a serlo, ademas de la
gran cantidad de loci con cebadores disefiados que han sido identificados.
Ademads, se cuenta con un namero de marcadores moleculares para la especie
gue serviran para estudiar los patrones de conectividad entre poblaciones, estimar
el tamafo poblacional efectivo y asi, entre otros estudios mas, con la finalidad de

explotar este recurso de importancia farmacoldgica y biotecnoldgica.
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10. Resultados significativos y Conclusiones

>Luego de una revision bibliografica sobre las especies del pacifico mexicano y de
analizar las caracteristicas morfolégicas y moleculares de nuestros individuos,
concluimos que la especie objeto de estudio corresponde a A. gerardogreni. Esto
considerando las tallas reportadas de Gémez y Bakus (1992) y considerando la

plasticidad de la especie.

> A partir de secuenciacién de siguiente generacion (plataforma lllumina), se
generaron mas de 6 millones de secuencias de buena calidad, con una longitud
media de 120 pb para la especie Aplysina gerardogreeni. Las secuencias se

ensamblaron en mas de 272,000 contigs con un tamafio promedio de 150 pb.

>De los 20 loci amplificadores, 13 produjeron una amplificacion confiable y
polimorfismo detectable de acuerdo a las pruebas aplicadas, con un promedio de
2,5 alelos por locus (rango: 1-5). De acuerdo a los analisis realizados, estos loci
microsatelitales son adecuados para implementarse en futuros estudios de
conectividad molecular para estimar la baja o alta vulnerabilidad de la especie en

una o varias poblaciones y/o para estimar patrones filogeograficos.

>Se encontraron 1106, 59 y 303 loci microsatelitales, del tipo di, tri vy
tetranucledtido, respectivamente en los contigs ensamblados. Sin embargo, sélo
se pudieron generar primers para 143 del tipo dinucledtido, 15 del tipo trinucleétido
y 97 del tipo tetranucedtido. Esto podria considerarse como un bajo nimero de
loci, pero se debe considerar que en este estudio se limitd el analisis a los mejores
40 loci microsatelitales, por lo que si se incrementa el esfuerzo se podria
incrementar el namero de loci microsatelitales reportados aqui para la especie A.

gerardogreeni.

>Se obtuvo el genoma mitocondrial parcial (65-70%) de la especie A.
geradogreeni con un contenido G-C del 33.5%. A pesar de que no se logro
obtener el 100% del genoma mitocondrial, actualmente es posible completar la
informacion a partir de otros mitogenomas del género Aplysina, para el disefio de

primers en regiones alternas a las faltantes, para su amplificacion y secuenciacion.
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>Al comparar el mito-genoma de A. gerardogreeni con los ya publicados de A.
fulva y A. cauliformis, se observo una organizacion similar a la de estos ultimos,
pero con un tamafo mayor de la especie de estudio, de aproximadamente 19,984
pb contra 19,620 de A. fulvay A. cauliformis.

>Las variaciones nucleotidicas encontradas en la comparacion de los
mitogenomas, podrian sugerir una sustitucion a nivel aminoacido en algun

producto proteico, por lo que resultaria interesante profundizar en el tema.
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Anexo 1:
Tabla 11. Sustituciones encontradas en el mitogenoma de Aplysina gerardogreeni con respecto a A. fulva. (Posicién (nimero), Base

encontrada (A. gerardogreeni)- Base del consenso (A. fulva).
Posicion Sustitucion | Gen Posicion Sustitucion | Gen Posicion Sustitucion Gen Posicion Sustitucion Gen
42 G-T rnl rRNA 2193 A-G rnl rRNA 3662 C-A nad3 6895 A-G cob
431 C-A rnl rRNA 2209 G-A rnl rRNA 3665 A-G nad3 7197 G-A cob
438 G-C rnl rRNA 2210 C-A rnl rRNA 3686 G-T nad3 7320 C-T cob
442 C-A rnl rRNA 2212 C-G rnl rRNA 3690 G-T nad3 7574 A-T cob
450 A-G rnl rRNA 2213 G-A rnl rRNA 3961 G-T nadé6 7593 T-G cob
488 G-T rnl rRNA 2214 G-T rnl rRNA 3902 T-C nad6 7615 A-C cob
489 C-T rnl rRNA 2220 G-C rnl rRNA 3950 A-C nadé6 7617 A-T cob
784 C-G rnl rRNA 2221 C-N rnl rRNA 3965 T-C nadé6 7619 A-G cob
821 G-A rnl rRNA 2232 C-T rnl rRNA 4513 A-G trnH(gug) 7622 A-G cob
1369 RERE rnl rRNA 2234 G-A rnl rRNA 4529 C-T trnH(gug) 7631 A-G cob
1854 “T rnl rRNA 2235 C-A rnl rRNA 4535 C-T trnH(gug) 7640 A-T cob
2162 G-T rnl rRNA 2237 C-T rnl rRNA 4538 G-“-" trnH(gug) 7643 T-C cob
2166 G-C rnl rRNA 2238 A-G rnl rRNA 4540 C-T trnH(gug) 7650 A-T cob
2167 C-A rnl rRNA 2240 C-G rnl rRNA 4554 C-G trnH(gug) 7893 C-T cob
2168 C-T rnl rRNA 2242 C-T rnl rRNA 4559 C-A trnH(gug) 7916 T-C cob
2180 G-C rnl rRNA 2255 G-C rnl rRNA 4564 G-T trnH(gug) 7918 G-T cob
2181 C-G rnl rRNA 2262 T-C rnl rRNA 4566 G-A trnH(gug) 8474 A-G nadl
2183 G-A rnl rRNA 2946 T-C trnN(guu) 4572 C-T trnH(gug) 8490 G-C nadl
2186 C-A rnl rRNA 2959 A-“-1 trnN(guu) 4574 C-T trnH(gug) 8507 T-C nadl
2187 C-T rnl rRNA 2979 A-G trnN(guu) 4576 C-A trnH(gug) 8510 G-A nad1
2188 G-C rnl rRNA 3604 C-A nad3 4579 T-C trnH(gug) 8518 G-C nad1
2190 G-T rnl rRNA 3631 C-A: nad3 6702 C-T trnT(ugu) 8534 T-C nadl
2191 C-T rnl rRNA 3642 A-G nad3 6865 T-C cob 8752 A-G nadil
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Tabla 11 (Continuacion). Sustituciones encontradas en los reads de Aplysina gerardogreeni con respecto a A. fulva. (Posicion

(numero), Base encontrada (A. gerardogreeni)- Base del consenso (A. fulva).

Posicion Sustitucion | Gen Posicion Sustitucion | Gen Posicion Sustitucion | Gen Posicion Sustitucion | Gen
9277 T-C nadl 9908 T-G cox1 15262 G-A nad?2 18730 C-T rns Rrna
9478 A-G trnS(uga) 9910 C-A cox1 15390 “IA nad2 18741 C-A rns Rrna
9814 T-A cox1 9913 T-A cox1 15391 “nT nad2 19040 A-T rns Rrna
9817 G-A cox1 9916 C-T cox1 15537 G-A nad?2 19167 C-T rns Rrna
9823 G-A cox1 9922 G-T cox1 16180 T-A nad 5 19176 T-G rns Rrna
9826 C-T cox1 9928 C-T cox1 17963 T-A trnA(ugc) 19177 G-A rns Rrna
9834 A-T cox1 10495 A-G cox1 17965 G-A trnA(ugc) 19185 A-T rns Rrna
9835 C-T coxl1 11529 G-A cox2 18038 N-G trnM(cau)e 19196 A-T rns Rrna
9841 “ON cox1 12088 A-G cox2 18046 T-N trnM(cau)e 19197 A-C rns Rrna
9844 T-C cox1 9814 T-A atp8 18358 A-G rns Rrna 19199 T-A rns Rrna
9862 G-T coxl1 9817 G-A atp8 18364 C-G rns Rrna 19212 C-T rns Rrna
9868 T-A cox1 13627 A-C cox3 18367 A-T rns Rrna 19221 A-T rns Rrna
9871 T-G cox1 13917 A-G cox3 18371 G-C rns Rrna 19223 N-T rns Rrna
9874 G-T cox1 13929 G-T cox3 18667.5 c-“-“ rns Rrna 19231 T-G rns Rrna
9880 C-T cox1 13931 G-T cox3 18674 G-A rns Rrna 19236 T-C rns Rrna
9886 G-A cox1 13932 G-T cox3 18680 G-A rns Rrna 19246 T-G rns Rrna
9889 T-A cox1 13934 A-G cox3 18682 T-A rns Rrna 19262 G-T rns Rrna
9892 A-T cox1 13947 A-G cox3 18690 G-A rns Rrna 19263 C-A rns Rrna
9895 C-A cox1 13957 C-T cox3 18699 A-T rns Rrna 19272 A-G rns Rrna
9900 C-A cox1 13971 A-G cox3 18702 C-T rns Rrna 19274 C-T rns Rrna
9901 G-T cox1 13976 A-C cox3 18718 G-A rns Rrna 19287 C-A rns Rrna
9904 A-T cox1 13990 A-T cox3 18721 A-C rns Rrna 19375 G-T rns Rrna
9907 G-A cox1 13991 A-G cox3 18727 C-T rns Rrna

Se encontraron 183 sustituciones en A.fulva.
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Tabla 12. Sustituciones encontradas en los reads de Aplysina gerardogreeni con respecto a A. cauliformis. (Posicion (numero)-Base

encontrada (A. gerardogreeni)- Base del consenso (A. cauliformis).

Posicién Sustituciéon | Gen Posicién Sustitucién Gen Posicidn Sustitucién | Gen Posicidn Sustitucion Gen
361 C-G rnl rRNA 7261 A-G cob 9120 A-G trnS(uga) 17607 G-A trnA(ugc)
384 T-C rnl rRNA 7264 A-G cob 10137 A-G cox1 17737 A-G trnF(gaa)
392 T-G rnl rRNA 7173 A-G cob 11171 G-A cox2 17901 G-T trnF(gaa)
426 C-G rnl rRNA 7276 A-T cob 11513 T-C cox2 17905 A-C trnF(gaa)
463 G-A rnl rRNA 7282 A-T cob 11730 A-G cox2 17927 A-T trnF(gaa)
1496 ‘T rnl rRNA 7285 T-C cob 13269 A-C cox3 17959 A-G rns rRNA
1533 A-C rnl rRNA 7292 AT cob 13803 A-G trnQ(uug) 17973 G-T rns rRNA
4167.5 c-“-“ trnH(gug) 7535 C-T cob 13836 A-T trnQ(uug) 17978 A-G rns rRNA
4171 C-T trnH(gug) 7558 T-C cob 13859 G-A trnQ(uug) 17980 A-G rns rRNA
4182 C-T trnH(gug) 7560 G-T cob 14609 A-C nad2 17984 A-T rns rRNA
4187 A-C trnH(gug) 7686 A-C trnl(cau) 14622 A-G nad2 17992 C-T rns rRNA
4216 C-T trnH(gug) 7705 T-G trnl(cau) 14624 A-T nad2 17996 G-T rns rRNA
4218 C-A trnH(gug) 7749 A-T trni(cau) 14626 A-G nad?2 17998 c-“-“ rns rRNA
4221 T-C trnH(gug) 7753 A-G trni(cau) 14628 A-G nad?2 18000 A-G rns rRNA
6344 C-T trnT(ugu) 7759 A-T trnl(cau) 14635 A-T nad2 18227 G-A rns rRNA
6839 G-A cob 7762 A-G trnl(cau) 14640 A-G nad2 18296 A-G rns rRNA
6962 C-T cob 7765 A-T trnl(cau) 14644 A-T nad2 18316 G-A rns rRNA
7174 T-A cob 7768 A-T trnl(cau) 14650 A-G nad2 18322 G-A rns rRNA
7213 A-T cob 7771 A-T trnY(gua) 14882 C-T nad2 18324 T-A rns rRNA
7244 A-C cob 7774 A-G trnY(gua) 14904 G-A nad2 18332 G-A rns rRNA
7248 A-T cob 7785 T-G trnY(gua) 14919 T-G nad2 18341 A-T rns rRNA
7257 A-C cob 8394 A-G nadi 15179 G-A nad2 18344 C-T rns rRNA
7259 A-T cob 8919 T-C nadl 17605 T-A trnA(ugc) 18360 G-A rns rRNA
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Tabla 12. Aqui se muestran las sustituciones encontradas en los reads de Aplysina
gerardogreeni con respecto a A. cauliformis. (Posicion (nimero)-Base encontrada (A.
gerardogreeni)- Base del consenso (A. cauliformis). Continuacion.

Posicion Sustitucion | Gen
18363 A-C rns rRNA
18369 C-T rns rRNA
18372 C-T rns rRNA
18383 C-A rns rRNA
18682 A-T rns rRNA
18907 G-T rns rRNA
18917 A-C rns rRNA
18924 A-T rns rRNA
18937 G-T rns rRNA
18941 A-C rns rRNA
18947 A-G rns rRNA
18950 A-C rns rRNA
18962 G-T rns rRNA
18967 A-T rns rRNA
18970 A-C rns rRNA
18975 A-C rns rRNA
18977 A-T rns rRNA
18978 A-G rns rRNA
18979 C-G rns rRNA
18983 A-G rns rRNA
18990 A-T rns rRNA
18992 C-T rns rRNA
19002 A-T rns rRNA
19003 A-T rns rRNA
19008 A-T rns rRNA

Se encontraron 117 sustituciones para A. cauliformis.
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Anexo 2

Tabla 13. Porcentaje mapeado de secuencias de A. gerardogreeni en A. fulva.

Gen Codon de Pares de bases Pares de bases Porcentaje
Inicio/Final totales mapeados mapeado
rnl rRNA AGG/TAA 2629 2122 80.72
trnD(guc) GGG/CCG 72 3 4.17
trnN(guu) TCT/GAA 71 71 100.00
nad4 TAC/ATC 299 13 4.35
trnR (ucg) TAC/TAA 71 19 26.76
nad3 TAC/ATT 353 230 65.16
nad6 CAC/ATT 572 249 43.53
trnE(uuc) CGA/CAT 71 71 100.00
trnH(gug) CCA/GGG 73 73 100.00
nad4 TAC/ATT 1427 828 58.02
trnP(ugg) GTC/ACT 72 0 0.00
trnS(gcu) CTA/AGT 83 25 30.12
atp9 TAC/ATT 236 236 100.00
trnT(ugu) CGT/CAA 72 72 100.00
cob TAC/ATT 1145 1134 99.04
trnL(uag) AAC/AAT 72 72 100.00
trnl(cau) TCC/GAT 72 70 97.22
trnY(gua) TTA/AAT 80 45 56.25
trnl (gau) GCC/GCT 72 69 95.83
trnl(uaa) CGG/CAT 73 0 0.00
nad1 TAC/ATT 965 703 72.85
trnC(gca) CCG/GTA 72 72 100.00
trnS(uga) CCT/GGA 84 84 100.00
cox1 ATG/TAA 1586 664 41.87
cox2 ATG/TAA 734 381 51.91
trnK(uuu) TGG/CAT 72 66 91.67
atp8 ATG/TAG 226 0 0.00
atp6 ATG/TAA 734 480 65.40
trnR(ucu) AAA/TGA 72 0 0.00
cox3 ATG/TAA 788 446 56.60
trnQ(uug) TAG/TAT 70 70 100.00
trnW(uca) AGA/CTG 71 50 70.42
trnM(cau)f TGT/CTT 71 0 0.00
nad2 ATG/TAA 1428 588 41.18
nad 5 ATG/TAA 1857 781 42.06
trnA(ugc) GGG/CCA 72 72 100.00
trnM(cau)e GGT/CCT 72 72 100.00
trnF(gaa) GCG/GCA 73 73 100.00
rns rRNA ATT/TAT 1295 810 62.55
trnG(ucc) GTA/GCA 72 0 0.00
trnV(auc) AGG/CTA 73 5 6.85




T Pares de bases Pares de bases Porcentaje
Gen Inicio/Final
totales mapeados mapeado
rnl rRNA TAA/TAA 2068 1678 81.14
trnD(guc) GGG/CCG 72 3 4.17
trnN(guu) TCT/GAA 71 71 100.00
nad4 TAC/ATC 299 13 4.35
trnR (ucg) TAC/TAA 71 19 26.76
nad3 TAC/IATT 353 0 0.00
nad6 CAC/ATT 572 72 12.59
trnE(uuc) CGA/CAT 71 71 100.00
trnH(gug) CACI/IGGG 72 72 100.00
nad4 TAC/ATT 1541 763 49.51
trnP(ugg) GTC/ACT 72 0 0.00
trnS(gcu) CTA/AGT 83 25 30.12
atp9 TAC/ATT 236 236 100.00
trnT(ugu) CGT/CAA 72 72 100.00
cob TAC/IATT 1145 974 85.07
trnL(uag) AAC/AAT 72 72 100.00
trnl(cau) TCCIGAT 72 70 97.22
trnY(gua) TTA/AAT 80 80 100.00
trnll (gau) GCC/GCT 72 69 95.83
trnL 1(uaa) CGG/CAT 73 0 0.00
nadil TAC/IATT 965 603 62.49
trnC(gca) CCGI/GTA 72 72 100.00
trnS(uga) CCT/GGA 84 56 66.67
cox1 ATGITAA 1586 582 36.70
cox2 ATGITAA 734 406 55.31
trnK(uuu) TGG/CAT 72 34 47.22
atp8 ATGITAG 233 0 0.00
atp6 ATGITAA 734 560 76.29
trnR(ucu) AAAITGA 72 72 100.00
cox3 ATGI/TAA 788 599 76.02
trnQ TAGITAT 70 70 100.00
trnW AGA/CTG 71 50 70.42
trnMi TGT/CTT 71 0 0.00
nad2 ATGITAA 1428 636 44.54
nad 5 ATG/TAA 1857 855 46.04
trnA(ugc) GGG/CCA 72 72 100.00
trnM(cau)e GGT/CCT 72 72 100.00
trnF(gaa) GCG/GCA 73 73 100.00
rns rRNA TTG/ICTC 952 544 57.14
trnG(ucc) GTA/GCA 72 68 94.44
trnV(auc) AGG/CTA 73 0 0.00

Tabla 14. Porcentaje mapeado de secuencias de A. gerardogreeni en A. cauliformis.
Ademas se incluyen codones de inicio/final.

88



Anexo 3

Tabla 16. Descripcién de los cebadores de los loci descartados y causa del descarte en

A. gerardogreeni.

Cebadores Secuencia Contig Resultado experimental
Ap |y_350_F TGTAA**************** 350

Ap |y_350_R CT CT Crrxskrkkikxkhxkk Sin amplificacic’m
Ap|y_79935_|: TGTAA**************** 79935

Ap |y_79935_R CT TG T Hrrwwkkkkkkkikrs Inespecifico
Ap|y_151856_|: TGTAAA****************

Aply-151856-R | GGAGG****rikikkikioik 151856 Polimorfismo dudoso
Ap |y_10788_ F TG TAAA F **Fkxkkkkkkxxk

Aply-10788-R CACAAAFHrkkkkkk bk 10788 Polimorfismo dudoso
Ap |y_29 593-F TG TAAAFF**Fkxdkdkkkxxk

Aply-29593-R AGTGAG**kiciok 29593 Inespecifico

Ap |y_40638_|: TG TAAAAFFF**kkxkdxxFdx*

Aply-40638-R | CCGTGTrwakntitiiitk 40638 | Inespecifico

Ap |y_258961_|: TG TAAAF F*Fxkxkkk kK *Fk

Aply-258961-R | TTCAGCHrtwkrtiiiix 258961 | Inespecifico
Ap|y_25970_|: TGTAAA****************

Aply-25970-R | CTACACH**khiikiiik 25970 | Inespecifico
Ap|y_31177_|: TGTAAA****************

Aply-31177-R | ATAAT G***iiiiokickick 31177 | Amplificacion débil
Ap |y_197424_|: TG TAAA F **Fkxkkkkkkxxk

Aply-197424-R | CGCAT G*rrkikiicktkkiciok 197424 Inespecifico

Ap |y_24177_|: TG TAAA F F*Fkxkkkkkkxxk

Aply-24177-R GAGTT GH*hxkkikkektorik 24177 Polimorfismo dudoso
Ap |y_293 14-F TG TAAAF **Fkxdkkkkkxxk

Aply-29314-R CGACCA ¥ wkkcias 29314 Polimorfismo dudoso
Ap|y_156548_|: TG TAAAF F*FxkkkkkkFx Tk

Aply-156548-R | ACCTCG**#rrhixtinsiitk 156548 | Polimorfismo dudoso
Ap |y_4o46 1-F TGTAAA****************

Aply-40461-R | CACCCT*rtmtimsitiits 40461 Pendiente (Aduana)
Ap|y_238132_|: TGTAAA****************

Aply-238132-R | CGTTGG**HHwrkkaikriex 238132 Polimorfismo dudoso
Ap|y_161933_|: TGTAAA****************

Aply-161933-R | ACCCAC stk 161933 | Polimorfismo dudoso
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Tabla 17. Descripcién de los cebadores de los loci que pasaron a la segunda fase
experimental de A. gerardogreeni y sus respectivos resultados.

Cebadores Secuencia Contig Ta°C Tamafio Resultado
producto experimental
Aply-31049-F TGTAAAF *Fkkkkkkkkkkkk 31049 59 160 10 individuos
genotipados
Aply-31049_R GTCCCG****************
Aply-57158-F TGTAAAFFRF Fkdkdkdkkxk 57158 59 106 10 individuos
genotipados
Aply_57158_R AGGAG c****************
Aply-123455-F TGTAAAF *Fkkkkkkkdkxk 59 119 10 individuos
Aply-123455-R TCGT GO **ttiikkktt 123455 genotipados
Aply-734-F TGTAAARFrtkikkiokekok 59 106 10 individuos
Aply-734-R AACAGARKKXEE SRR AR FHA K 734 genotipados
Aply-30904-F TGTAAA* K EF*k Ik kxR K kK 59 109 10 individuos
Ap|y_30904_R CTTGCAX***kkkkxkkkkrkk 30904 genotipados
Aply-24882-F TGTAAAF  EF*k kk kK kK kk 59 158 10 individuos
Ap | y-24882-R GAAG T A *F*Fxkkdkdkkxdx 24882 genotipados
Aply-182674-F TGTAAAFFFF Fkdkdkdkkxk 59 111 10 individuos
Ap|y_182674_R CAGTAG***Hkkkkkkkkxkokk 182674 genotipados
Aply-194964-F TGTAAAFF*F Fkdkdkkkkxk 59 104 10 individuos
Aply-194964-R TCTGT R kskdcdhdokdonk 194964 genotipados
Aply-77000-F TG TAAAF *Fkkkkkkkdkxk 59 100 Inespecifico
Aply-77000-R GG T CT GF FHwkkkkkdokkkx® 77000
Aply-82588-F TGTAAAF *Fkkkkkkkkkxk 59 150 10 individuos
Aply-82588-R T AT CC G bkt 82588 genotipados
Aply-191152-F TGTAAAF *Frkkkkkkkkkkk 59 104 10 individuos
Aply-191152-R TGGT GG **ttttatirink 191152 genotipados
Aply-15843-F TGTAAAFF FFkkkkk kK kkkk 59 100 10 individuos
ApIy-15843-R TGGTTAF FFxkkkkxFkhkxk 15843 genotipados
Aply-8089-F TGTAAAFF*F Fkdkdkdkkxk 59 105 10 individuos
ApIy-8089-R AAGT G CH *rErkkkkkkdkdk 8089 genotipados
Aply-119133-F TGTAAAFFFF Fkdkdkdkkxk 59 117 10 individuos
Ap|y_119133_R GG GAGA* F*E*FxARA KKK 119133 genotipados
Aply-156568-F TGTAAA*  Fkkkkkkkkkkhk 59 116 Interpretacion
156568 dudosa
Aply-156568_R CAG CAC****************
Aply-37595-F TGTAAAF *Fkkkkkkkkkkxk 59 115 10 individuos
Aply-37595-R TTGACAF*Fkktkkkkk ok 37595 genotipados
Aply-6292-F TGTAAAF  EF*k Ik Rk kK kk 59 100 10 individuos
Ap|y_6292_R GCGCAG*F*H*kkkkxkkhkxk 6292 genotipados
Aply-98659-F TGTAAAF K EF*k kR kK kK kk 59 115 Inespecifico
Aply-98659_R AGACCT**************** 98659
Aply-57397-F TGTAAAF R Fkdkdkdkkxk 59 128 10 individuos
Aply-57397-R TGAGT T+ kskdchdohkdonk 57397 genotipados
Aply-3097-F TGTAAAFF*F*Fkdkdkkkkxk 59 100 10 individuos
Aply-3097-R AT G T GARFFEEr I FhFA AL 3097 genotipados
Aply-89450-F TGTAAAF *Fkkkkkkkdkxk 59 113 10 individuos
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Aply-89450-R AGTAGG*Fr¥xktikihixkak 89450 genotipados
Aply-44589-F TGTAAAFFFF kkIkkkddkkk 59 114 10 individuos
Aply-44589-R CTGAAGH - * Fkkakkaih 44589 genotipados
Aply-134278-F TGTAAAF *F*kkkkkkkkkxk 59 102 Inespecifico
Aply-134278-R CGACGATrtxtk sk ki 134278
Aply-145552-F TGTAAAFFKEF*kkkk kK kK kk 59 129 10 individuos
Aply-145552-R AT GT G AR FRERTFFIFAL LR 145552 genotipados
Aply-180650-F TGTAAAFF*F Fkdkdkdkkxk 59 114 10 individuos
180680 genotipados

Aply-180650-R

TCGTTc****************
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Anexo 4

La foto-documentacion de geles de electroforesis se anexd con la finalidad de que
se observen cada uno de los productos amplificados. Tomando de ejemplo los
individuos Aply-10, Aply-5 y Aply-6.

Cada una de las imagenes incorpora los numeros de los contigs, el cual

corresponde al locus y a los cebadores reverse y forward probados. Ademas se
indica arriba de la banda el cédigo identificador del individuo probado (Aply-nn).

123455 30904 24882 182674

191152

98659

92



9-Ajdy
s-Aidy

0T-Aldy

9-Aidy

s-Aidy

01-Ady

9-hidy
§-Ady

0T-Ady

9-Aidy
g-Aidy

0T-Aidy

9-Aidy
s-Aidy

ot-Aidy

9-Aidy
s-Aidy

oT-Aidy

93



Anexo 5

Metodologia para la separacion celular de los simbiontes que se albergan en

esponjas.

1.- Cortar una parte de la esponja y triturarla hasta tener una masa homogénea

(conteniendo las células microbianas y la esponja disociada).

2.- Centrifugar a 730 RCF (fuerza centrifuga relativa) durante 2 minutos

3.- Retirar el sobrenadante (aproximadamente el 80% del sobrenadante resultante
contiene células microbianas). Se retira el sobrenadante superior e intermedio

dejando el pellet de la esponja.

4.- Re-suspender el pellet de esponja en 10 ml de agua de mar artificial
(CMFASW).

5.- Centrifugar a 730 RCF (fuerza centrifuga relativa) durante 2 minutos.

6.- Retirar el sobrenadante.

7.- Re-suspender el pellet de esponja en 10 ml de agua de mar artificial
(CMFASW).

8.- Centrifugar a 730 RCF (fuerza centrifuga relativa) durante 2 minutos.

9.- Retirar el sobrenadante.

10.- Re-suspender el pellet de esponja en 1.5 ml de agua de mar artificial
(CMFASW) y afiadirlo a un tubo de centrifuga de 1.5 ml.
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11.- Centrifugar a 239 RCF (fuerza centrifuga relativa) durante 3 minutos usando
un rotor Eppendorf FA-45-30-11.

12.- Retirar el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta y mantener en

congelado el pellet de esponja.

Protocolo para la extraccién de ADN:

1.- Cortar entre 0.5 a 1.2 cm del tejido de la esponja, triturar hasta formar una

masa e introducirla en un tubo de 1.5 ml.

2.- Agregar al tubo 275 pl de solucion de digestion al tubo, dicha solucion esta

compuesta por: Solucién de lisis nucleica (200 pl), EDTA 0.5 M (50 pl), Proteinasa

K (20 pl) y Solucion A RNasa (5 pl).

3.- Incubar la muestra a 55 °C durante 18 horas (Bafio Maria).

4.- Agregar 250 ul de Buffer Lysis Wizard SV a la muestra. Dar Vortex.

5.- Transferir la muestra del tubo a una minicolumna Wizard SV.

6.- Centrifugar a 13,000 g durante 3 minutos.

7.- Remover la minicolumna y descartar el producto de la centrifugacion. Y colocar

un tubo nuevo en la minicolumna.

8.- Agregar 650 pl de Solucion de lavado de columna a la muestra y centrifugar
por 1 minuto. Descartar el producto de la centrifugacion. Este paso se repite 2

veces.

9.- Centrifugar por 2 minutos para separar residuos de la solucion de lavado que

se encuentren en la membrana. Descartar el producto.
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10.- Colocar un tubo nuevo a la minicolumna y agregar 25 pl de agua libre de

nucleasa e incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos

11.- Centrifugar a 13,000 g durante 1 minuto. No se descarta el producto de la

centrifugacion.

12.- Agregar 25 pl de agua libre de nucleasa e incubar a temperatura ambiente

durante 2 minutos. Centrifugar a 13,000 g durante 2 minutos.

13. Remover la minicolumna del tubo de 1.5 ml y almacenar el producto de ADN

purificado a -22 °C.
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