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RESUMEN

Este trabajo constituye una importante contribucion al conocimiento taxonémico de la
clase Ascidiacea asociada a ecosistemas coralinos del Pacifico mexicano. Donde,
ademas se obtuvieron algunos cédigos de barras de ADN (COl ADNmt), para facilitar la
identificacion de las especies y el estudio de sus relaciones filogenéticas. Para el estudio,
fueron analizados 130 individuos provenientes de 21 localidades distribuidas en seis
estados. En total, fueron identificadas 27 especies pertenecientes a 13 géneros, 7
familias y 3 ordenes en los que se divide la clase Ascidiacea. De estas, 11 especies
(Rhopalaea birkelandi, Didemnum aff. recurvatum, D. vanderhorsti, Trididemnum
savignii, Cystodytes aff. lobatus, Ascidia ceratodes, A. sideralis, A. cf. sydneiensis,
Microcosmus exasperatus, Pyura haustor, P. lignosa y Styela canopus) habian sido
previamente registradas en costas del Pacifico mexicano. Mientras que 16 especies
(Diazona aff. carnosa, Rhopalaea abdominalis, Didemnum sp., Eudistoma sp. 1, E. sp.
2, E. sp. 3, E. sp. 4, Aplidium sp., Ascidia liberata, Phallusia aff. mammillata, P. aff. Nigra,
Pyura sp., P. aff. squamulosa, P. stolonifera y Metandrocarpa cf. michaelseni) son
nuevos registros para dicha costa. Ademas, se obtuvieron ocho cédigos de barras de
ADN que pertenecen a cuatro especies. Derivado del andlisis filogenético, ninguno de
los tres oOrdenes de Ascidiacea fue reconstruido como monofilético. El orden
Stolidobranchia se consolidé como grupo parafilético al no estar constituido por todos
sus representantes. Mientras que los 6rdenes Aplousobranchia y Phlebobranchia se
encontraron compartiendo taxones, constituyéndose como grupos polifiléticos. A pesar
de esto, fue posible establecer afinidades de nuestras secuencias con sus congéneres
de GenBank, resultando en cuatro agrupaciones principales (a nivel de género) aunque
de nuevo la monofilia de algunos de estos no pudo ser establecida. La taxonomia
tradicional apoyada con marcadores moleculares (COl ADNmt) es una buena
herramienta que permite dar mayor robustez a la identificacion de las especies vy el

entendimiento de sus relaciones filogenéticas.
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ABSTRACT

This work constitutes an important contribution to knowledge of the Class Ascidiacea
associated to coral ecosystems from Mexican Pacific. Here is also presented some DNA-
barcodes (COlI ADNmt), obtained to facilitate the species identification and the study of
their phylogenetic relationships. In total, 130 individuals from 21 localities were analyzed.
27 species belonging to 13 genera, 7 families and 3 orders in which Ascidiacea is divided,
were identified. From which, 11 species (Rhopalaea birkelandi, Didemnum aff.
recurvatum, D. vanderhorsti, Trididemnum savignii, Cystodytes aff. lobatus, Ascidia
ceratodes, A. sideralis, A. cf. sydneiensis, Microcosmus exasperatus, Pyura haustor, P.
lignosa and Styela canopus) have already been recorded in the Mexican Pacific coasts.
While, 16 species (Diazona aff. carnosa, Rhopalaesa abdominalis, Didemnum sp.,
Eudistoma sp. 1, E. sp. 2, E.sp. 3, E. sp. 4, Aplidium sp., Ascidia liberata, Phallusia aff.
mammillata, P. aff. nigra, Pyura sp., P. aff. squamulosa, P. stolonifera and Metandrocarpa
cf. michaelseni) are new records for the same area. Additionally, eight barcodes
belonging to four species were obtained. From phylogenetic analysis, none of the three
orders were recovery as monophyletic. The order Stolidobranchia was paraphyletic
because it was not included all of their representatives. While the orders Aplousobranchia
and Phlebobranchia were polyphyletic. Despite this scenery, it was possible to establish
affinities of our sequences with their congeners from GenBank, resulting in four main
groupings. The traditional taxonomy supported by molecular markers (COI mtDNA) is an
efficient tool that permits give more support to taxonomic decision for species
identification, and also understanding the phylogenetic relationships among species.

Keywords: coral ecosystems; ascidians traditional taxonomy; DNA barcodes; phylogeny.
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l. INTRODUCCION

Los arrecifes de coral son estructuras acuaticas reconocidas por proporcionar
servicios para la pesca, el turismo, proteccion del litoral y equilibrio en los procesos
geoldgicos (Jaap, 2000). Pero sin duda su mayor importancia radica en presentar la
mayor diversidad de especies por unidad de area, en comparacion con habitats terrestres
(ej. selvas tropicales) (Spalding et al., 2001). Esto debido en gran parte a que
proporcionan una gran diversidad de habitats y microhabitats (Enochs y Manzello, 2012),
lo que permite el establecimiento de una gran variedad de especies y su intercambio

entre ellos y otros sistemas (Sale, 2004).

Entre la diversidad biologica que presentan los ecosistemas coralinos los
organismos filtradores como las ascidias (0 “sea squirts”) juegan un papel muy
importante para su funcionamiento (Spalding et al., 2001). Hasta ahora se ha podido
reconocer que ciertas especies proporcionan microambientes que alojan una gran
diversidad de microorganismos como proteobacterias, bacteroidetes, plactomycetes y
cianobacterias, los cuales desarrollan una relacion simbidtica con la ascidia (que
generalmente resulta beneficiosa para ellas) (Hamada et al., 2012; Erwin et al., 2014).
También, las ascidias contribuyen al funcionamiento de dichos ecosistemas al ayudar a
remover las particulas de placton, picoplacton, nanoplacton, microplacton y particulas de
nitrogeno mediante el proceso de filtracion (Ribes et al., 2005). A pesar de su
importancia, el conocimiento taxondmico de la diversidad de especies de ascidias que
habitan estos ecosistemas ha sido muy pobremente estudiado y hoy en dia aun se

desconoce mucho sobre la importancia de este grupo en los ecosistemas coralinos.

Las ascidias es el nombre comun con el que se conoce a la clase Ascidiacea, la
cual pertenece al subfilum Urocordata (=Tunicata). Se trata de organismos benténicos y
sésiles que pueden presentar dos modelos de organizacion: solitario o colonial. Su
principal caracteristica fisica es la presencia de 2 sifones (oral y exhalante), los cuales

se encuentran siempre hacia arriba y alejados del sustrato (Brusca y Brusca, 2002).
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Las ascidias se pueden encontrar en todo tipo de ambientes marinos (Monniot et

al., 1991), desde el trépico hasta las regiones polares, donde habitan principalmente la
zona litoral (Selva et al., 2012). Esto las convierte en un grupo abundante y diverso con

cerca de 25 familias y 177 géneros (World Register of Marine Species, 2017).

Las ascidias tienen importancia farmacoldgica, ecolégica e incluso se ha
considerado como recurso alimenticio. En la farmacologia se ha demostrado que estos
organismos son productores de sustancias bioactivas con actividad citotoxica,
antitumoral (Menna, 2009), antiviral (Rinehart et al., 1981) y anticancerigena: mieloma
multiple, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de mama (Faivre et al., 2005).
Como organismos filtradores han destacado en el area de la ecologia, ya que han sido
utilizados como bioindicadores o biomonitores de la calidad del agua, esto debido a su
alta capacidad de concentrar elementos toxicos (como metales pesados) e hidrocarburos
(Monniot et al., 1991). Ademas de proporcionar un indice de eutrofizacion (Ribes et al.,
2005) y por formar parte de la fauna incrustante o “fouling” (Lambert y Lambert, 1998).
Mientras que, como recurso pueden servir como alimento para algunos peces (Bruscay
Brusca, 2003), incluso para la poblacién humana como es el caso de Pyura chilensis

Molina, 1782 en algunos lugares de Chile (Davis, 1995).

A pesar de la gran importancia que representan, la gestion y el uso de las ascidias
depende en gran medida de su correcta identificacion taxondmica. Hasta ahora se han
descrito alrededor de 2.815 especies a nivel mundial (Shenkar y Swalla, 2011). De esta
cifra tan solo 40 especies han sido registradas en las costas del Pacifico mexicano,
habitando en diferentes ambientes y adheridas a distintos tipos de sustrato (cascos de
barcos, raices de mangle, cultivo de ostras, etc.) (ej. Lambert y Lambert, 1998, 2003;
Cohen et al., 2005; Okolodkov et al., 2007). Por su parte, el estudio taxonémico de
especies de ascidias asociadas a arrecifes coralinos en el Pacifico mexicano es poco

conocido.

Ademas, pese a los esfuerzos por desarrollar una base taxondmica de las
ascidias, la identificacién erronea de las especies es un problema que se da con gran

frecuencia (Lambert, 2009). Bajo estas circunstancias, durante los ultimos afos, el uso
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de marcadores moleculares especificamente de secuencias de ADN esta resultando
especialmente til para identificar especies marinas en situaciones donde la morfologia
tradicional es muy dificil y/o controvertida (Darling y Blum, 2007). El codigo de barras de
la vida (DNA-barcoding) es una propuesta que busca identificar especies a través de un
fragmento de ADN mitocondrial especificamente del extremo 5’ (cerca de 648 pares de
base, Pb) del gen que sintetiza la subunidad 1 del citocromo ¢ Oxidasa (COl) (Hebert et
al., 2003).

El Cédigo de barras de ADN ha sido empleado para registrar especies de ascidias
como Polyclinum madrasensis Sebestian, 1952 y Ciona Savignyi Herdman, 1882, asi
como especies del género Didemnum entre otras (Hirose et al., 2012; Selva et al., 2012;
Smith et al., 2012). Ademas de su uso en el reconocimiento de especies, también se
han realizado estudios de correlacion de parentesco utilizando matrices de informacion
a partir de moléculas de ADN y caracteristicas morfolégicas. Con esta informacion se
han establecido arboles filogenéticos que han contribuido a esclarecer el panorama

evolutivo del grupo (ej. Shenkar y Swalla, 2011; Pyo et al., 2012; Hernandez, 2015).

Este trabajo tiene como objetivo contribuir al conocimiento taxonémico y de la
biodiversidad de ascidias asociados a ecosistemas coralinos del Pacifico mexicano. Esto
mediante el uso combinado de caracteristicas morfolégicas y marcadores moleculares,
para la identificacién taxondmica de las especies, y el establecimiento de su posicion
sistematica dentro del grupo, lo cual generara hip6tesis mas robustas sobre los limites
entre las especies, y sus relaciones filogenéticas. A la par, se presentaran los primeros
codigos de barras de ADN (DNA barcoding) de Ascidiacea en las costas de México, lo
gue facilitara la identificacion de las especies a personas no expertas en el grupo,
impulsando asi el desarrollo de distintas investigaciones (ecologicas, biotecnolégicas,

etc.) que involucren a este importante grupo zooldgico.
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.  ANTECEDENTES

2.1 Historia taxon6émica de las ascidias

La primera identificacion de una ascidia fue realizada por Aristoteles (384-322
a.C.), quien de acuerdo con su descripcién fue incluida junto con las esponjas en el grupo
de las Tethya (por su aparente parecido con estas esponjas). Posterior a ello, Linnaeus
(1767) las clasifico en dos grupos (de acuerdo con su evidente modelo de organizacion):
moluscos acéfalos (actualmente denominadas ascidias solitarias) y zoophytos
(actualmente denominadas ascidias coloniales). Afios mas tarde, Savigny (1816) las
reconocié como un mismo grupo, las unifico y las clasific6 nuevamente en el grupo de
las esponjas. Mas adelante, Lamarck (1816) las consider6 como un grupo distinto a las
esponjas, los incluyo en los Radiata y Vermes, asignandoles por primera vez el nombre
Tunicata (para referirse a las ascidias, pirosomas y salpas). Finalmente, Kowalevsky
(1874) demostré que se debian incluir dentro de los cordados al observar la notocorda
de una larva, lo que permitié su ubicacion sistematica actual. Debido a que su ubicacién
fue dentro de los cordados, Balford (1881) reemplaz6 el nombre de Tunicata por

Urochordata.

Desde entonces y hasta la fecha se han publicado numerosos trabajos sobre la
biologia (De Caralt et al., 2002; Jimenez et al., 2013), ecologia (Hernandez-Zanuy et al.,
2006), fisiologia (Hernandez-Zanuy et al., 2006), etc., de estos individuos, asi como,
estudios taxondmicos (Lambert y Lambert, 1998; Clarke y Castilla, 2000; Lambert, 2003;
Bonnet y Rocha, 2000). Sin embargo, estos ultimos son escasos al compararlos con

otros grupos zoologicos, probablemente por las dificultades que implica su identificacion.

De acuerdo con el estudio realizado por (Shenkar y Swalla, 2011), la mayoria de
las especies de ascidias descritas (mas de 60%) se atribuyen a siete expertos en
taxonomia (Monniot y Monniot, Kott, Sluiter, Millar, Herdman, Michaelsen y otros). Los

autores incluyen una lista con el numero de especies registradas hasta la fecha
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(aproximadamente 2800), en la cual, la mayoria de los registros corresponden a:
Australia (con 717), Nueva Caledonia (317), Tasmania (249) y Mar Mediterraneo (229).

Especificamente en las costas mexicanas, el conocimiento biolégico (taxondémico,
ecoldgico, faunistico, etc.) de este grupo zooldgico ha sido muy poco desarrollado (ej.
(Salgado-Barragan et al., 2004; Okolodkov et al., 2007; Tovar-Hernandez et al., 2012).
Los pocos trabajos hasta ahora realizados estan enfocados principalmente al estudio de
especies consideradas exoticas o invasoras, las cuales se han encontrado adheridas a
cascos de barcos, raices de mangle, cultivo de ostras, etc. (ej. Lambert y Lambert, 1998,
2003; Cohen et al., 2005; Okolodkov et al., 2007). Mientras que los estudios taxonédmicos
y la implementacion de marcadores moleculares para la identificacion y estudio biologico
de especies de ascidias asociadas a arrecifes coralinos en México son completamente

inexistente.

2.2 Revision del conocimiento faunistico de ascidias en el Pacifico Oriental
Tropical (POT)

En la costa del Pacifico mexicano es muy poco conocida la diversidad de la clase
Ascidiacea, por lo que, en el presente trabajo de investigacion se presenta una revision
exhaustiva sobre el conocimiento faunistico de las ascidias a lo largo del Pacifico Oriental
Tropical (POT). Esta region del Pacifico se extiende desde los 24°37’Ny 112°09°0, hasta
los 05°48’S y 81°06’0 e incluye las provincias biogeogréaficas de Cortez (desde el Golfo
de California, hasta Topolobampo, Sinaloa), Mexicana (desde Mazatlan hasta el Golfo
de Tehuantepec) y Panamica (desde el Golfo de Fonseca, hasta Punta Aguja, Perua)

hasta Punta Aguja, en Pera (Salazar y Londofio, 2004).

Los primeros estudios taxondmicos sobre ascidias del Pacifico Oriental iniciaron
con Van Name en 1945, quien registr6 30 especies para el POT, de las cuales 11
pertenecen al Pacifico mexicano. Pese a su importante contribucion el interés por las

ascidias volvid a cobrar expectativas hasta 22 afios después, cuando Tokioka (1967)
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registré por primera vez a Didemnum candidum Savigny, 1816 en la isla Galapagos y
pocos afos después, en 1971 describié una especie del género Rhopalaea (R. birkelandi
Tokioka, 1971) en las costas del Pacifico en Costa Rica. Posteriormente, Monniot (1994)
revisé ejemplares provenientes de la costa de Centroamérica donde compard y re-
describié a Pyura lignosa Michaelsen, 1908, asimismo, incorporé las descripciones de

otras tres especies similares (Tabla 1).

Los registros de especies aumentaron cuando Lambert y Lambert (2003)
realizaron un andlisis minucioso basado en la abundancia de especies de ascidias
colectadas (desde 1994 al afio 2000) en 29 sitios que abarcé desde las costas de
Estados Unidos, hasta Ensenada, Baja California (muestreada en el afio 2000) en donde
por primera vez se registraron siete especies (Tabla 1). Posteriormente Sanamyan y

Schories (2004) registraron cuatro especies de ascidias en Perl (Tabla 1).

Entre las primeras aportaciones sobre tunicados en las costas del Pacifico
mexicano se encuentra la de Salgado-Barragan et al. (2004), quien documenté la
presencia de la ascidia introducida Styela canopus (Savigny, 1816) en el Estero de Urias
en Mazatlan (Sinaloa), asociada a raices de mangle rojo (Rhizophora mangle Linnaeus,
1753).

Okolodkov et al. (2007) realizaron un analisis de especies acuaticas no indigenas
(EANI) en México. En dicho estudio se confirmé la presencia (introduccién) de cinco de
las 14 especies de ascidias registradas por Lambert y Lambert (1998) en el sur de
California, las cuales se sugiere han invadido la peninsula de Baja California (Tabla 1).

Rodriguez e Ibarra-Obando (2008) estudiaron las comunidades causantes de
fouling en el cultivo de ostras de la bahia de San Quintin, Baja California. En su trabajo
determinaron que el 40% de las especies eran ascidias, reportando asi a 13 especies,
de las cuales 10 son consideradas exéticas (Tabla 1). Posteriormente Tovar-Hernandez

et al. (2010) hizo otra importante aportacion para la costa de Mazatlan, Sinaloa, al
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registrar al Polyclinum constellatum Savigny, 1816 (asociada al copépodo parasito
Haplostomides hawaiiensis Ooishi, 1994) como la segunda especie de ascidia exodtica
en la zonay dos afos después enlisto 13 especies de ascidias introducidas en el Pacifico
mexicano (Tabla 1), 3 de ellas clasificadas como exéticas ocasionales (Ciona intestinalis
(Linnaeus, 1767), Lissoclinum fragile Van Name, 1902) y Styela clava Herdman, 1881) y
una considerada como exotica potencialmente invasora (Styela canopus (Savigny,
1816).

De los estudios mas recientes se encuentra los realizados en la costa Pacifico de
Panama por Carman et al. (2011), quienes en su estudio registraron 16 especie, 3 de
ellas nativas, 7 introducidas y 6 criptogénicas. Y el estudio realizado por Bonnet et al.
(2013), en donde describieron una especie nueva (Ascidia sideralis sp. nov. ) vy
documentaron la aparicion de 4 especies no nativas (A. cf. gemmata, A. cf. liberata, A.

archaia Sluiter, 1890 y A. sydneiensis Stimpson, 1855).

Ademas de estas contribuciones, es importante resaltar algunos trabajos como
informes de proyectos (Carballo, 2006) y algunas tesis de licienciatura (Moreno-Davila,
2010; Ramirez, 2013; Hernandez, 2015) y maestria (Hernandez-Inda, 2003; Moreno-
Davila, 2013) que sin duda tambien constituyen una importante aportacion al

conocimiento biologico de la fauna de ascidias de Mexico.

10



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del Pacifico mexicano: morfologia y

codigos de barras de ADN

Tabla 1. Registro de ascidias del POT (trabajos publicados).

Autor Afo Sitio de procedencia Especies
Monniot 1994 Costa de centro Pyura vannamei, Pyura cadamostoi y Pyura shiinoi.
América
Lambert y Lambert 2003 Ensenada, Baja Botrylloides violaceus, Botryllus schlosseri, Ciona intestinalis,
California Microcosmus squamiger, Polyandrocarpa zorritensis, Styela clava y
Styela plicata.
Sanamyan y 2004 Reserva nacional de  Botrylloides perspicuus, Ciona intestinalis, Diplosoma listerianum y
Schories Paracas, Peru Aplidium peruvianum.
Okolodkov etal. 2007 Peninsula de Botryllus violaceus, Botryllus schlosseri, Ciona intestinalis, Styela
California canopu y Styela clava.
Rodriguez e 2008 Bahia de San Quintin  Ascidia zara, Botrylloides perspicuum, Botrylloides violaceus, Botryllus
Ibarra-Obando schlosseri, Ciona sp., Didemnun sp., Microcosmus squamiger,
Polyandrocarpa zorritensis, Styela plicata y Symplegma reptans.
Tovar-Hernandez 2012 Pacifico mexicano Ascidia zara, Botrylloides perspicuum, Botrylloides violaceus, Botryllus

et al.

schlosseri, Microcosmus squamiger, Polyandrocarpa zorritensis,
Polyclinum constellatum, Styela plicata, Symplegma reptans, Ciona

intestinalis, Lissoclinum fragile, Styela clava y Styela canopus.
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2.3 Revision del conocimiento de estudios de ascidias asociadas a ecosistemas
coralinos

El conocimiento faunistico de ascidias asociadas a arrecifes de coral ha sido muy
pobremente estudiado en las costas del POT. Existen trabajos en donde se han enfocado
en el conocimiento de la biodiversidad de invertebrados marinos, entre ellos se encuentra
el realizado por Brusca y Thomson (1975), quienes detectaron la presencia de Aplidium
spp., Ascidia interrupta Heller, 1878, Rhopalaea sp. y Distaplia sp., en la costa de Cabo
Pulmo en el Golfo de California. También, se han realizado estudios en donde se han
descrito y registrado especies de ascidias asociadas a arrecifes coralinos en la costa del

mar Caribe en Bocas del Toro, Panama (Rocha et al., 2005; Bonnet y Rocha, 2011).

Por otra parte, se ha podido determinar la funcién que desempefian algunas
ascidias que habitan en los corales, esto derivado de su previa identificacion taxonémica.
Shenkar y Monniot (2006) identificaron la presencia de Botryllus eilatensis en la costa del
mar rojo de Israel, en su analisis observaron que esta especie puede competir por el
espacio con los corales, como resultado del aumento de nutrientes en el agua. Aunque
también pueden ayudar a remover particulas de plancton y de nitrégeno organico (Ribes
et al., 2005).

En general, se puede decir que solo existe un estudio descriptivo basado
exclusivamente en taxonomia de ascidias en el Pacifico occidental, en Nueva Caledonia
(Monniot et al., 1991).

2.4 Marcadores moleculares y taxonomia de ascidias

Entre los trabajos més sobresalientes basados en secuencias de ADN para los
Urochordata se encuentra el de Delsuc et al., (2008) quienes mediante un analisis
filogenético derivado de 146 genes del rRNA establecié que éste Subphylum aparece
como el grupo mas cercano a los vertebrados. Otro trabajo de interés es el realizado por
Moreno y Rocha (2008), quienes analizaron el orden Aplousobrachia basado en
caracteristicas morfolégicas y moleculares de ascidias recolectadas en las costas de

Brasil. También se han realizado estudios a nivel de género como el de Pérez-Portela, et
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al. (2007) quienes estudiaron (molecular y morfologicamente) 120 colonias diferentes de

ascidias del género Pycnoclavella colectadas en el Mar Mediterraneo occidental y

Atlantico nororiental, para establecer una relacion filogenética a través del gen

mitocondrial COI, mediante el cual se determind que existen seis especies diferentes en
dichos sitios.

Boyd et al. (1990) determinaron la congruencia entre los estudios morfologicos y
moleculares realizados a especies del género Botryllus colectados en Monterey
(California) y Woods Hole (Massachusetts), lo que les permiti6 determinar que
pertenecian a la especie B. schlosseri. Por otra parte, Lee y Shin (2014) compararon a
las ascidias Ciona intestinalis y Ciona savigny colectadas en 27 puertos de Corea, en
donde se encontraron diferencias moleculares y morfolégicas entre ambas especies,
determinando asi a C. intestinalis como especie exatica introducida y a C. savignyi como

primer registro en Corea.

Otras aportaciones han sido el uso combinado de marcadores mitocondriales (COI
ADNmt) y ribosomales (18S ADNr) para determinar la existencia de invasiones de
especies del género Didemnum (identificadas como Didemnum sp. Ay B o como dos
especies potencialmente nuevas), de las cuales era notable su existencia en distintas
regiones costeras del noroeste del Atlantico noroeste (Stefaniak et al., 2009). En este
trabajo fueron incluidas colonias de Europa, de ambas costas de América del norte, de
Japén y de Nueva Zelanda. El resultado sugirio la presencia de una sola especie, que
tomando en cuenta sus caracteristicas morfolégicas y genéticas fue descrita como

Didemnum vexillum Kott, 2002.
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. JUSTIFICACION

Los tunicados constituyen un grupo biolégico de interés por sus aplicaciones en la
farmacologia, ecologia y como recurso alimenticio, ademas de su reconocida capacidad
de invasion. Pese a su importancia, el conocimiento sobre la biodiversidad de los
tunicados en México ha sido poco desarrollado. Esto debido principalmente a la dificultad
taxondmica que representa su identificacion. Los pocos trabajos que se han realizado
hasta ahora estan enfocados a registros de especies comunes y de amplia distribucion,
y mayormente involucrados en el estudio de especies exoéticas o potencialmente
invasoras que se han encontrado adheridas a los cascos de barcos, raices de mangle,
cultivo de ostras, entre otros. Bajo estas circunstancias, es evidente la necesidad de
realizar esfuerzos para desarrollar un buen conocimiento sobre la biodiversidad de
ascidias en un ambiente tan importante como lo son los ecosistemas coralinos, esto con

la finalidad de sentar una base firme para el conocimiento de su fauna.

Ademas, la dificultad taxondmica basada en la morfologia pone de manifiesto la
importancia de incorporar otro tipo de datos, como el andlisis de marcadores moleculares
con la finalidad de generar hipotesis taxonomicas y filogenéticas robustas. Los
marcadores moleculares (ej. Codigos de barras de ADN) sin duda facilitaran e impulsaran
el desarrollo de investigaciones que involucren a los tunicados. Esto debido a que se
contara con una potente herramienta de identificacion basada en secuencias de ADN
(taxonomia molecular), la cual estara disponible para personas que no sean expertas en
el grupo, potencializando asi las investigaciones en otros campos, por ejemplo, el
ecolégico y el farmacologico.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la biodiversidad de ascidias asociadas a ecosistemas
coralinos del Pacifico mexicano mediante el analisis combinado de caracteristicas
morfolégicas y marcadores moleculares (taxonomia integrativa), para la identificacion de

especies y el entendimiento de sus relaciones filogenéticas.

4.2 Objetivos especificos

¢ l|dentificar y describir morfolégicamente las especies de ascidias recolectadas en
el presente estudio, asi como las incluidas en la coleccién de “Ascidias del Pacifico
mexicano” del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad Académica

Mazatlan.

e Generar codigos de barras de ADN (COl ADNmt) de las especies que sea posible,
con la finalidad de establecer su posicién sistematica y facilitar su estudio

taxondmico (taxonomia molecular).

e Evaluar la congruencia entre caracteres morfoldgicos y moleculares en la

identificacion de las especies.

e Contribuir a la consolidacion de una coleccion cientifica de “ascidias” en el Instituto

de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad Académica Mazatlan.
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V. AREA DE ESTUDIO

El area geografica considerada para este estudio corresponde a las zonas
caracterizadas por presentar ecosistemas coralinos en las costas del Pacifico mexicano,
la cual se extiende entre los 32°27'N, 117°07'0" y 14°32'N, 117°13'0" (Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica, 1991; Botello et al., 2000). La zona costera, se
caracteriza por poseer una gran diversidad de ambientes marinos como: playas
arenosas, rocosas, ecosistemas de manglar, sistemas lagunares estuarios y arrecifes de
coral (Hendrickx, 1995). De este ultimo, se estima que su fauna esta constituida por 23
especies de fauna coralina, lo cual ubica a esta regién dentro de las zonas con mayor

riqueza especifica dentro del Pacifico tropical (Reyes-Bonilla y Lépez-Pérez, 1998).

Las comunidades coralinas del Pacifico mexicano se encuentran distribuidas de la

siguiente manera (llustracion 1y Tabla 2):

W | SR GOLFO
DE
MEXICO

5= OCEANO PACIFICO

1102 05 1002

llustracion 1. Mapa del Pacifico mexicano sefalando la distribucion de las
comunidades coralinas (Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez, 1998).
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Tabla 2. Distribucion de las comunidades coralinas en el Pacifico Mexicano (Reyes-
Bonillay Lopez-Pérez, 1998).

Zona Estados Distribucién

Norte Baja California Norte De Norte a centro del Golfo de California

y Sur

Baja California Sur De Bahia Concepcion a Isla Coronados

Baja California Sur En Isla del Carmen, Loreto y Bahia Agua
Verde
Baja California Sur En Isla San José, La Paz e Isla Cerralvo

Baja California Sur De Cabo Pulmo a Cabo San Lucas

Centro Nayarit De Isla Jaltemba a Punta Mita, De Isla

Isabel a Islas Marias

Nayarit De Bahia de Banderas a Bahia
Tenacatita

Colima Isla Revillagigedo

Colima Manzanillo

Sur Guerrero Zihuatanejo a Acapulco
Oaxaca Puerto escondido a Huatulco

Sin embargo, a pesar de conocer la distribucion de los corales, no se ha
establecido de manera concreta si estos forman verdaderos arrecifes coralinos o no, ante
tal situacion y para fines practicos en este trabajo de investigacion se colectaron
individuos en sitios que presentan dichas estructuras, sin importar si forman o no sistemas

arrecifales.

5.1 Seleccién de las localidades de colecta

Para la seleccion de los sitos de colecta se tomaron en cuenta las areas de
distribucion de ecosistemas coralinos a lo largo de la costa del Pacifico mexicano
(mencionadas anteriormente. llustracion 1 y Tabla 2). Dichas areas fueron divididas en
tres grandes zonas geograficas de la siguiente manera: norte, centro y sur (Tabla 2).
Posteriormente se seleccionaron algunas localidades, de tal manera que se tuvieran
individuos representantes de cada zona (norte, centro y sur). Cabe mencionar, que no

todos los ejemplares analizados fueron colectados en este estudio, algunos de ellos
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fueron previamente colectados y preservados, cuya proveniencia es de la coleccién de
ascidias pertenecientes al Laboratorio de Ecologia del Bentos, del Instituto de Ciencias

del Mar y Limnologia, Unidad Mazatlan.

En general, se analizaron individuos provenientes de los siguientes 21 sitios de
colecta (llustracion 2), de los cuales se tom6 la informacion de su localizacion geogréfica
(Tabla 3.).

112°0'0"W 108°00"W 104°0'0"W 100°0'0"W 96°0'0"V

22°0'0"N

La Entrega
Cacaluta

18°0'0"N

Playa Coral

Zacatoso

14°00"NF o as70 140 210 220
W ™ w000 O

llustracién 2. Localidades de colecta: A) Baja California Sur, B) Sinaloa; C) Nayarit, D)
Jalisco, E) Guerrero y F) Oaxaca.
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Tabla 3. Sitios de colecta y su ubicacion geografica.

Sitios de muestreo

Ubicacidn geogréfica

Estado NUm. Nombre Latitud Norte Longitud Oeste
Baja California 1 Caleritas® 24°21'15" 110°16'58"
Sur

Sinaloa 2 Isla Pajaros® 23°15'00" 106°28'33"
Nayarit 3 Sayulita®* 20°52"10" 105°26'27"
4 Las Monas* 21°50'59" 105°52'46"

5 Las Marietas®* 20°41'56" 105°35'06"

6 Isla EI Morro* 21°40'22" 106°40'55"

7 Isla Redonda* 20°42'04" 105°34'31"

Jalisco 8 Mismaloya°* 20°31'59" 105°16'58"
9 Los Arcos®* 20°32'41" 105°17'28"

10 Playa Los Arcos®* 20°32'37" 105°17'16"

Guerrero 11 Sacramento® 17°37'55" 101°36'36"
12  El morro de Potosi® 17°32'03" 101°30'05"

13 Zacatoso® 17°39'13" 101°37'19"

14 Playa Coral°® 17°40'28" 101°39'22"

15 Riscalillo® 17°37'17" 101°31'18"

16 Playa Manzanillo® 17°37'10" 101°31'26"

Oaxaca 17 Cacaluta® 15°43'11" 96°09'48"

18 La Entrega® 15°44'40" 96°07'43"

19 Puerto Angel® 15°39'49" 96°29'44"

20 Estacahuite® 15°40'08" 96°28'53"

21 Playa Tijera® 15°41'05" 96°26'32"

Nota: *Localidades muestreadas por el Laboratorio de Ecologia del Bentos.
°Localidades muestreadas por el Laboratorio de Sistematica y Ecologia Molecular.
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5.2 Caracteristicas bioldgicas del area de estudio

De acuerdo con el listado faunistico de especies de corales que habitan en la costa
del Pacifico mexicano, las especies encontradas en los estados donde se realizo la

colecta son:

Baja California Sur: Pocillopora sverdrupi Durham, 1947 y Pocillopora baueri
Squires, 1959.

Sinaloa: Porites panamensis Verril, 1866 y Pocillopora Verrucosa (Ellis y
Solander, 1786)

Nayarit: Pocillopora capitata Verril, 1864, Pocillopora damicornis (Linnaeus,
1758), Pocillopora meandrina Dana, 1846, Pocillopora Verrucosa (Ellis y
Solander, 1786), Pocillopora baueri Squires, 1959, Pocillopora lobata Dana,
1846, Pocillopora panamensis Verrill, 1866, Pocillopora stellata (Verrill, 1868),
Pocillopora superjkialis Gardiner, 1898, Pavona clavus (Dana, 1846), Pavona
gigantea Verrill, 1869, Fungia curvata Hoeksema, 1989 y Fungia distortu
Michelin, 1842.

Guerrero: Pocillopora capitata Verrill, 1864, Pocillopora damicornis (Linnaeus,

1758), Pocillopora panamensis Verrill, 1866, Pavona gigantea Verrill, 1869.

Oaxaca: Pocillopora capitata Verrill, Pocillopora damicornis (Linnaeus, 1758),
Pocillopora eydouxi Milne Edwards y Haime, 1860, Pocillopora meandrina
Dana, 1846, Pocillopora Verrucosa (Ellis y Solander, 1786), Pocillopora
panamensis Verrill, 1866, Pavona gigantea Verrill, 1869, Pavona varians
Verrill, 1864 y Gardineroseris planulata Dana, 1846
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Procedencia del material examinado

Como se menciond con anterioridad (en la seccién V. Area de estudio), los
ejemplares analizados en este proyecto tienen 2 diferentes procedencias: algunos fueron
previamente colectados por el Laboratorio de Ecologia del Bentos (LEB) para fines
meramente taxondémicos. Mientras que, otros fueron colectados por el laboratorio de
Sistematica y Ecologia Molecular (LSEM) (para el presente estudio), los cuales fueron
empleados para la integracion de andlisis taxondmicos y moleculares. Por lo tanto, la
metodologia empleada en ambos laboratorios fue la misma en el analisis taxonémico,

pero difirié en el aspecto molecular.

Todos los ejemplares han sido incorporados en dos colecciones: La coleccion de
“Ascidias del Pacifico Mexicano” registrada ante la CONABIO proyecto No. BC0O05 y la
coleccion de “Tejidos y ADN genomico”, ambas ubicadas en el Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia, Unidad Académica Mazatlan, de la Universidad Nacional Autonoma de

México.

6.2 Obtencidon de las muestras

Los ejemplares fueron recolectados mediante buceo libre y/o autbnomo a poca
profundidad (<10 m.). Los individuos se desprendieron del sustrato mediante la aplicacion
de fuerza mecénica con apoyo de una espatula o cuchillo. Una vez extraidas las
muestras, se colocaron en bolsas de plastico (transparente) con agua de mar para su

traslado hacia el laboratorio y su posterior procesamiento taxonémico y molecular.

En cada localidad se anotaron las caracteristicas del habitat, las coordenadas
geograficas, profundidad y fecha de colecta, con la finalidad de relacionarlos con las
especies descritas.

6.3 Base de datos y catalogo fotografico

A partir de la informacion recabada en los muestreos, se cre0 una base de datos

digital en la cual fue incorporada toda la informacion respecto a los ejemplares y los datos
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se almacenaron sistematicamente para su posterior uso. Adicionalmente, se realizé un
catalogo fotografico de los ejemplares recolectados, con la finalidad de conservar de
manera visual las caracteristicas externas de los individuos (color, forma, incrustaciones,

etc.).
6.4 Preparaciéon de las muestras

Se anestesio a los especimenes mediante frio, colocandose hielo y cristales de
mentol directamente al agua de mar que contenia las muestras. Se dejaron reposar por
varias horas hasta lograr la relajacion de los organismos (abertura de los sifones).
Posteriormente, se separaron las muestras para sus respectivos andlisis de la siguiente

manera:

e Analisis molecular: En ambos modelos de organizacion se retir6 la tanica y sélo se
conservo el tejido en frascos inmersos en alcohol al 96%. En el caso de las
ascidias solitarias se deposito el saco branquial, mientras que de los especimenes
coloniales se guardaron los zooides.

e Andlisis morfolégicos: Todos los ejemplares fueron incorporados en una solucion
de formol al 4% durante al menos 1 mes. Transcurrido el tiempo, se retir6 el formol
de las muestras y se lavaron con abundante agua para eliminar residuos.
Finalmente se depositaron en frascos con etanol al 70%, con sus respectivas

etiquetas.

6.5 Analisis morfoldgicos

El tratamiento de las muestras fue similar entre los organismos solitarios y
coloniales. En individuos solitarios se retird la tanica y se abrié el cuerpo siguiendo la
linea media ventral para observar las caracteristicas internas. Mientras que, en individuos
coloniales se removio la tanica con la finalidad de extraer los zooides, los cuales fueron
observados en el microscopio para determinar la regionalizacion interna del cuerpo y
ademas para detectar la presencia y/o ausencia de espiculas mediante la adicion de
hipoclorito de sodio directamente a la tunica. La observacion de las caracteristicas

internas son elementos distintivos entre las especies (llustracion 3).
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En algunos casos se realizaron laminillas para la observacion espicular mediante

el uso de microscopio electronico de barrido, para llevarlo a cabo se procedié de la
siguiente manera: se tomo un trozo de la tlnica (especialmente del género Didemnum) y
se guemo directamente en la flama de un mechero, posteriormente fueron depositadas
en un vial inmersas en cloro, se dejaron reposar durante 24 horas, transcurrido el tiempo
se retir0 el cloro y se afadié alcohol al 70% (se realizaron 2 recambios). Finalmente se

extrajeron las espiculas del vial y se colocaron en laminas para su observacion.

1. Retirar tinica

-

2. Extraer saco 2. Extraer

branquial zooides

3. Disectar

4. Observar caracteres

internos

5w ---——-]

5. Identificar hasta el minimo nivel taxondémico

llustracion 3. Andlisis simplificado de los andlisis morfolégicos.

6.5.1 Descripcioén de las especies

Para la identificacion de las especies se consulto la literatura correspondiente al

Pacifico Oriental Tropical (véase antecedentes).

El formato empleado para la descripcion de las especies fue el siguiente:
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e Nombre taxondémico: Se asent6 el nombre completo del ejemplar analizado (segun
sea el caso), pudiendo ser descrito hasta el minimo nivel taxonémico (nombre de

la especie original) o hasta un nivel superior (género o familia), seguido del autor

y afio de la descripcion.

e Lamina: Se present6 una lamina por cada individuo descrito, en donde se resaltan

las caracteristicas de cada especie.

e Sinonimia: En el caso de poseerlas, se colocaron las sindnimas correspondientes,

seguidas del autor y afio.

e Material examinado: Se menciond el numero de registro con el codigo asignado
por cada laboratorio. Para los ejemplares provenientes del laboratorio de
Sistemética y Ecologia Molecular (SEM), le corresponde el codigo SEM-TUN-
namero del ejemplar (1,2,3...etc.). Mientras que, para los organismos recolectados
por el laboratorio de Ecologia del Bentos, sélo les corresponde el cédigo LEB,
seguido de la serie de numeros natural (1,2,3...etc.). Posterior al cddigo, se
describio la localidad (Estado-municipio-localidad), las coordenadas geogréficas,

la fecha de colecta y la profundidad.

e Descripcion morfoldgica: Se desarroll6 detalladamente la descripcion de los
ejemplares analizados e identificados, con sus respectivas laminas, como un

auxiliar al entendimiento de las caracteristicas observadas.

e Comentarios morfoldgicos: Se presentaron algunos comentarios relacionados con

cada una de las especies.

e Distribucion geografica: Se referenciaron algunas de las localidades, en las cuales

se distribuyen las especies identificadas.

e Mapa de distribucion geografica: Se marcaron solamente los sitios en los cuales
se encontraron las especies producto de este estudio, a lo largo del Pacifico

mexicano.
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e (Cadigo de barras de ADN: De las especies que se logré obtener la secuencia
nucleotidica, se hizo una breve resefia del numero de pares de bases de la

secuencia y el porcentaje de similitud con otras especies.

e Tabla: En los ejemplares que no pudieron ser identificados a nivel especie y que
presentaban una gran variedad morfolégica se realizé una tabla comparativa con

cada una de las variables observadas.

6.6 Analisis con marcadores moleculares

Los analisis moleculares consistieron en una serie de pasos que consistieron en:
la extraccidon, amplificacion y secuenciacion de los fragmentos de ADN, asi como los

analisis realizados a las secuencias obtenidas (llustracién 4).

6.6.1 Extraccién, amplificacion y secuenciacion de los fragmentos de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico se emple0 el protocolo de Aljanabi y Martinez
(1997) (Anexo 1). Mientras que la amplificacion de secuencias de ADN se realiz
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en la cual se optimizaron los
protocolos (tanto de concentracion de reactivos como de perfiles de termociclado) para
obtener resultados exitosos (véase resultados moleculares). En dichas reacciones se
amplificé el extremo 5’ del gen que codifica 650 pb de la subunidad 1 de la enzima
Citocromo ¢ Oxidasa del ADN mitocondrial (COl ADNmt);

Los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados siguiendo el protocolo de
Travis Glenn (Anexo 2). Una vez limpio el producto de PCR se envi6é a secuenciar a la

empresa Macrogen, Inc, en Seul Corea (Anexo 3).

6.6.2 Andlisis de las secuencias
Una vez obtenidas las secuencias se realiz0 una serie de procedimientos, los

cuales se describen a continuacion:
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6.6.2.1 Verificacion y edicion de las secuencias

Las secuencias se sometieron a una busqueda con la herramienta bioinformatica

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi) de GenBank, con la finalidad de

corroborar su origen y determinar su correspondencia con los Ascidiacea. Posteriormente
se ensamblaron y editaron en el programa CodonCode Aligner (CodonCode Corporation),

con la finalidad de corregir inconsistencias y posibles errores durante la secuenciacion.

6.6.2.2 Alineamiento y andlisis filogenéticos

Las secuencias fueron alineadas en el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).
El andlisis sobre las relaciones filogenéticas se realiz6 empleando el método de maxima

verosimilitud y el modelo general de tiempo reversible (GTR) (llustracion 40).

6.6.2.3. Andlisis de sistematica molecular

Una vez obtenido el arbol filogenético se procedié a la identificacion de las
afinidades y agrupaciones obtenidas para las secuencias derivadas en este estudio al
comparar con secuencias de taxones cercanos. Posteriormente, através del programa
MEGA 6 se realizé un analisis de distancias genéticas a diferentes niveles taxonémicos,

de la siguiente manera:

e Especie: Se determiné el valor minimo y maximo de distancia genética existente
entre la secuencia obtenida en el presente estudio y su relaciéon con secuencias
de taxones a fines.

e Género: Se obtuvo el promedio de distancia genética entre las secuencias del
mismo género.

e Entre géneros: Se determiné el valor de distancias genéticas y el promedio sélo
de los géneros de interés, es decir, de los géneros a los cuales pertenecen las

secuencias obtenidas en el presente estudio.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

1. Extraccion de

ADN genomico

4. Secuenciacion
del ADN

5. Analisis de las

secuencias

llustracion 4. Esquema simplificado de los andlisis moleculares.

2. Amplificacion del
ADN mediante la
tecnica de la PCR

3. Purificacion
del ADN
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VIl. RESULTADOS

Se consolidd una coleccién de ascidias perteneciente al Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia, a la cual se incorporaron 390 ejemplares, de los cuales 130 pertenecen
a 21 sitios de ecosistemas coralinos y el resto asociados a diferentes sustratos, todos
ellos ubicados a lo largo de las costas del Pacifico mexicano.

Todos los ejemplares incorporados en la coleccidbn de referencia fueron

identificados hasta el minimo nivel taxonémico posible.

7.1 Resultados morfoldgicos

Se revisaron 130 ejemplares, de los cuales se logro identificar 27 especies
pertenecientes a 13 generos representativos de 7 familias de los 3 6rdenes en los cuales

se divide la clase Ascidiacea (llustracién 5).
25
20
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Especies

Numero de ejemplares

llustracion 5. Especies: 1. Diazona aff. carnosa, 2. Rhopalaea abdominalis, 3. Rhopalaea
birkelandi, 4. Didemnum sp., 5. Didemnum aff. recurvatum, 6. Didemnum vanderhorsti, 7.
Trididemnum savignii, 8. Eudistoma sp.1, 9. Eudistoma sp. 2, 10. Eudistoma sp. 3, 11. Eudistoma
sp. 4, 12. Cystodytes aff. lobatus, 13. Aplididum sp., 14. Ascidia ceratodes, 15. Ascidia sideralis,
16. Ascidia cf. sydneiensis, 17. Ascidia liberata, 18. Phallusia af. mammillata, 19. Phallusia aff.
nigra, 20. Microcosmus exasperatus, 21. Pyura haustor, 22. Pyura lignosa, 23. Pyura sp., 24.
Pyura aff. squamulosa, 25. Pyura stolonifera, 26. Metandrocarpa cf. michaelseni, 27. Styela
canopus.
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A continuacion, se presenta un listado taxondémico y una descripcion detallada de

cada una de las especies identificadas.

7.1.1 Listado faunistico de las especies de ascidias asociadas a arrecifes de coral
del Pacifico mexicano

Phylum Chordata Bateson, 1885
Subphylum Tunicata Lamarck, 1816
Clase Ascidiacea Nielsen, 1995
Orden Aplousobranchia Lahille, 1886
Familia Diazonidae Seeliger, 1906
Género Diazona Savigny, 1816
Diazona aff. carnosa Monniot y Monniot, 1996
Género Rhopalaea Philippi, 1843
Rhopalaea abdominalis (Sluiter, 1898)
Rhopalaea birkelandi Tokioka, 1971
Familia Didemnidae Giard, 1872
Género Didemnum Savigny, 1816
Didemnum sp.
Didemnum aff. recurvatum Sluiter, 1909
Didemnum vanderhorsti Van Name, 1924
Geénero Trididemnum Della Valle, 1881

Trididemnum savignii (Heller, 1886)
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Familia Polycitoridae Michaelsen, 1904
Género Eudistoma Caullery, 1909
Eudistoma sp.1
Eudistoma sp. 2
Eudistoma sp. 3
Eudistoma sp. 4
Género Cystodytes Von Drasche, 1884
Cystodytes aff. lobatus (Ritter, 1900)
Familia Polyclinidae Milne Edwards, 1841
Género Aplidium Savigny, 1816
Aplidium sp.
Orden Phlebobranchia Lahille, 1886
Familia Ascidiidae Herdman, 1882
Género Ascidia Linnaeus, 1767
Ascidia ceratodes (Huntsman, 1912)
Ascidia liberata Sluiter, 1887
Ascidia sideralis Bonnet y Rocha, 2013
Ascidia cf. sydneiensis Stimpson, 1855

Género Phallusia Savigny, 1816
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Phallusia aff. mammillata (Cuvier, 1815)
Phallusia aff. nigra Savigny, 1816
Orden Stolidobranchia Lahille, 1887
Familia Pyuridae Hartmeyer, 1908
Género Microcosmus Heller, 1877
Microcosmus exasperatus Heller, 1878
Género Pyura Molina, 1782
Pyura haustor (Stimpson, 1864)
Pyura lignosa Michaelsen, 1908
Pyura sp.
Pyura aff. squamulosa (Alder, 1863)
Pyura stolonifera (Heller, 1878)
Familia Styelidae Sluiter, 1895
Género Metandrocarpa Michaelsen, 1904

Metandrocarpa cf. michaelseni Ritter y Forsyth,
1917

Género Styela Fleming, 1822

Styela canopus (Savigny, 1816)
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7.1.2 Descripcion morfoldgica de las especies

Orden Aplousobranchia Lahille, 1886
Familia Diazonidae Seeliger, 1906
Género Diazona Savigny, 1816

Diazona aff. carnosa Monniot y Monniot, 1996
Lamina 1.

Material examinado: LEB-123; Nayarit-Bahia de Banderas-Isla redonda; Lat.
20°43'55.2", Long. 105°24'43.2; 05/04/2002; Intermareal.

Descripciéon morfologica: Espécimen colonial, cuya tinica es suave, delicada y con un
color rosado-traslucido (en preservacion), lo cual permite ver a través de ella. En la

superficie presenta incrustaciones de tubos de poliquetos y algunas algas.

En el manto del zooide, la musculatura toracica no es muy notoria. Sin embargo,
se puede apreciar que esta conformada por ligeras bandas longitudinales en el centro del

cuerpo y algunas bandas se curvan en contra del endostilo (Lamina 1. A).

Los zooides se encuentran completamente embebidos en la tanica, estos miden
2.0 cm de largo y 0.7 cm de ancho (LAmina 1. B) con tdnica, mientras que sin tunica el
cuerpo mide 1.0 cm de largo y 0.4 cm de ancho (Lamina 1. C). Poseen una coloracién
rosada palida en todo el manto, aumentando su tono en la base de los sifones. La forma
del cuerpo es irregular: el post abdomen es mas largo y ancho que el térax y el abdomen
es mas largo que ambos (térax y post abdomen). Los sifones (ambos) sobresalen de la
tunica (Lamina 1.D). El sifén oral posee aproximadamente 20 tentaculos orales con un
promedio de 0.08 mm de longitud (Ldmina 1. E). El saco branquial presenta
aproximadamente 35 vasos longitudinales de cada lado (Lamina 1. F y G). El estomago
se encuentra envuelto en una capa gelatinosa (Lamina 1. H). Las gbnadas se encuentran

en el asa intestinal (Lamina 1. I).
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Distribucion geografica: En costas filipinas: Isla de Mactan y en el Pacifico mexicano:

en Isla Redonda, Bahia de Banderas, Nayarit, en el presente estudio.

Nayarit T — 7
Bahia de Banderas

llustracién 6. Distribucion geografica de Diazona aff. carnosa en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxondémicos: Actualmente solo son reconocidas 12 especies de Diazona
en el mundo (Horton et al., 2017). La mayoria de las especies han sido registradas para
aguas del Indo-Pacifico, mientras que solo un registro corresponde al Mediterraneo y otro

en el Atlantico de América del sur (Monniot y Monniot, 1996).

Nuestros ejemplares corresponden muy bien con a las caracteristicas del
género,tomando en cuenta las caracteristicas observadas en nuestro individuo, este se
asemeja mas con D. carnosa, debido principalmente a su coloracion rosada (Unica entre
las especies de Diazona), la forma, el tamafio, la musculatura y los sifones del zooide,
los cuales coinciden con la descripcion realizada por Monniot y Monniot (1996) para las
costas de Filipinas. Sin embargo, debido a ciertas diferencias encontradas como el

numero de tentaculos y el tamafio de los zooides, aunado a la gran distancia geografica
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respecto a la localidad tipo es posible que se trate de una especie distinta, potencialmente

nueva para la ciencia.

Debido a la falta imposibilidad de una revision mas exaustiva por falta de material
en buenas condiciones hemos preferido manetener al ejemplar con el estatus de “afin”
hasta que nuevo material pueda ser revisado y corroborar si las diferencias son
suficientes para describir una especie distinta. Cualquiera que sea el caso, este ejemplar

constituye el primer registro de Diazona para las costas del Pacifico Oriental.
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Lamina 1. Diazona aff. carnosa Monniot y Monniot, 1996: A) Musculatura; B) Individuo con tanica;
C) Individuo sin tdnica; D) Sifones; E) Tentaculos orales; F) Individuo disectado; G) Vasos
longitudinales; H) Area abdominal; I) Gonadas.
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Género Rhopalaea Philippi, 1843
Rhopalaea abdominalis (Sluiter, 1898)
Lamina 2.
Sinonimia: Ciona abdominalis Sluiter, 1898

Material examinado: LEB-125; Nayarit-Bahia de Banderas-Tecuchitan; Lat. 20°43'55.2",
Long. 105°24'43.2"; 05/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-304; Oaxaca-Puerto Angel-
Playa Estacahuite; Lat. 15°40'8.06", Long. 96°28'53.54"; 16/05/2016; Intermareal. SEM-
TUN-331; Oaxaca-Puerto Angel -Playa Tijera; Lat. 15°41'5.07", Long. 96°26'32.36";
16/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-333; Oaxaca-Puerto Angel-Playa Tijera; Lat.
15°41'5.07", Long. 96°26'32.36"; 14/05/2016; Intermareal.

Descripciéon morfologica: Espécimen solitario de 3.1 cm de longitud y 0.8 cm de ancho
de forma alargada, con la parte superior mas amplia que la inferior. La tunica es firme y
cartilaginosa, con una coloracion rosada en conservacion (Ladmina 2. A). Posee

incrustaciones de conchas en la base.

Los sifones se encuentran proximos (Lamina 2. B), ambos poseen 6 l6bulos de
forma triangular-alargada y con manchas de pigmentos amarillos en forma de puntos
(Lamina 2. C). El sifén oral tiene 0.07 mm de longitud, presenta un velo (Lamina 2. D) y
posee aproximadamente 69 tentaculos en forma recta de aproximadamente 0.46 mm de
longitud (Lamina 2. E), ademas posee un anillo simple y un area peritubercular profunda
en forma de V, con un tubérculo dorsal en forma de embudo con un tamafio de 0.19 mm
de longitud y 0.09 mm de ancho (Lamina 2. F). Mientras que el sifon atrial es de 0.62 mm
de longitud. EI manto es delgado (Lamina 2. G), con poca musculatura, posee bandas
longitudinales curvadas hacia la linea ventral, las cuales se curvan convirtiéndose en
transversales, mientras que ambos sifones presentan musculatura circular conspicua de

manera interna y musculatura longitudinal superficial.
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La faringe es simple, no posee pliegues ni vasos parastigmaticos, presenta 4
estigmas por malla, aproximadamente 29 vasos longitudinales completos en cada lado y
105 vasos trasversales (Lamina 2. Hy I). Ademas, posee una lamina dorsal simple, entera
con un margen con aproximadamente 38 lengletas. La apertura del eséfago se
encuentra después de la faringe. El area abdominal se encuentra encapsulada en una
capa mas dura que el resto de la tanica, cuya forma es alargada, estrecha y ovalada
(Lamina 2. J). Las gonadas se encuentran enseguida del bucle intestinal (Lamina 2. K).

El ganglio neuronal entre ambos sifones (Lamina 2. L).

Distribucion geogréfica: La especie fue descrita por primera vez en “Isla Tortuga”,
Venezuela (Sluiter, 1898). Posteriormente fue registrada en: “Albatros”, Golfo de México
y “Fish Hawks”, Golfo de Florida (Van Name, 1945); Isla Guadeloupe (Monniot, 1983); y
en Nayarit, Jalisco, Guerrero y Oaxaca (Pacifico mexicano) en el presente estudio.
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llustracion 7. Distribucién geografica de Rhopalaea abdominalis en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: Los ejemplares examinados coinciden con la descripcion
realizada por Van Name (1945). Sin embargo, existen pequefias diferencias en su
descripcién con respecto a los individuos analizados en el presente estudio, tales como:
la longitud y forma de los individuos del Pacifico mexicano que son mas alargados y
menos anchos, ademas presentan un mayor numero de tentaculos orales y estigmas,
tres veces mas que los observados por Van Name (1945). Estas Ultimas variaciones
pueden ser atribuidas precisamente a que nuestros organismos son mas alargados. Con

este estudio se registra por primera vez la especie para el Pacifico Oriental.
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Lamina 2. Rhopalaea abdominalis (Sluiter, 1898): A) Individuo con tunica; B) Sifones vy
musculatura; C) Lébulos orales y pigmentos; D) Tentaculos orales; E) Velo; F) Tubérculo dorsal,
G) Individuo sin tanica; H); H) Faringe: lado izquierdo; I) Faringe: lado derecho; J) Abdomen; K)
Gonadas; L) Ganglio neuronal.
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Rhopalaea birkelandi Tokioka, 1971
Lamina 3.
Sinonimias: Rhopalaea birkelandi Tokioka, 1971

Material examinado: LEB- 200; Nayarit-Bahia de Banderas-Majahuitas; Lat. 20°44'42”,
Long. 105°23'34”, 08/06/2003; Intermareal. SEM-TUN-320; Oaxaca-Huatulco-Cacaluta,
Lat. 15°43'11.36", Long. 96°09'48.28"; 14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-323; Oaxaca-
Puerto Angel-Muelle; Lat. 15°39'49.48", Long. 96°29'44.62"; 04/11/2015; Intermareal.
SEM-TUN-324; Oaxaca-Huatulco-Cacaluta; Lat. 15°43'11.36", Long. 96°09'48.28";
14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-345; Jalisco-Mismaloya-Los Arcos; Lat. 20°32'41",
Long. 105°17'28"; 22/01/18; Intermareal. SEM-TUN-395; Guerrero-Zihuatanejo-
Sacramento; Lat. 17°37'55.82", Long. 101°36'36.79"; 27/01/18. Intermareal. SEM-TUN-
420; Guerrero-Acapulco-Playa Manzanillo; Lat. 17°37'10.74", Long. 101°31'26.17";
28/01/18. Intermareal. SEM-TUN-412; Guerrero-Zihuatanejo-Playa Las Gatas; Lat.
17°37'16.94", Long. 101°33'10.27"; 27/01/18. Intermareal. SEM-TUN-420; Guerrero-
Acapulco-Playa Manzanillo; Lat. 17°37'10.74", Long. 101°31'26.17"; 28/01/18.

Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario de 4.2 cm de longitud y 1.6 cm de ancho
(ancho uniforme a lo largo), con forma alargada y con una coloracion morada en estado
de conservacion. Tunica firme y cartilaginosa (Lamina 3. A), no posee incrustaciones, sin
proyecciones y presencia de comensales en la faringe: anfipodos, poliquetos y
copépodos. Sin tunica la forma del zooide es rectangular con una ligera proyeccién hacia

el estbmago (Lamina 3. B).

Los sifones son cortos y pequefios, se encuentran préximos entre si (Lamina 2.
C), ambos poseen 6 I6bulos de forma triangular-alargada (Lamina 3. D) y con manchas
de pigmentos amarillos en forma de puntos. Ademas, ambos presentan musculatura
circular conspicua de manera interna y musculatura longitudinal superficial. El sifon oral

tiene 0.14 mm de longitud, presenta un velo y posee aproximadamente 48 tentaculos en
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forma recta de aproximadamente 0.05 mm de longitud, mientras que el sifon atrial es mas

amplio y mide 0.23 mm de longitud (Lamina 3. E).

El area peritubercular en forma de “V”, con un tubérculo dorsal en forma de
embudo, este con un tamafio de 0.26 mm de longitud y 0.05 mm de ancho (Lamina 3. F).
La glandula neural se encuentra detras del ganglio (Ldmina 3. G)

La faringe es simple, no posee pliegues ni vasos parastigmaticos, presenta 4
estigmas lisas por malla (Lamina 3. H y 1), aproximadamente 26 vasos longitudinales
completos de lado derecho, 29 de lado izquierdo y 105 vasos trasversales. Presencia de
papilas faringeas soportadas en los vasos longitudinales. Ademas, posee una lamina
dorsal simple, entera con un margen con 97 lengletas. La apertura del esé6fago se

encuentra después de la faringe.

En el area abdominal, se encuentra un eséfago corto de forma alargada, pared lisa
y de tamafio extremadamente pequefio (Lamina 3. J). El ano es multilobado (Lamina 3.

K). Las génadas se encuentran embebidas en el asa intestinal (Lamina 3. L).

Distribucion geografica: La especie fue descrita por primera vez en Playas del Coco,
Costa Rica (Tokioka, 1971). Posteriormente se registré en el Pacifico mexicano: en el
Golfo de California (Carballo, 2006; Moreno-Davila, 2013), en la Costa de Oaxaca
(Moreno-Davila, 2010 y presente estudio), en Nayarit, Jalisco y Guerrero, en el presente

estudio.
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llustracién 8. Distribucion geografica de Rhopalaea birkelandi en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxondémicos: Las caracteristicas morfolégicas (externas e internas)
observadas en este ejemplar coinciden con la descripcién realizada por Tokioka en 1971,
por lo cual se puede decir que morfolégicamente se trata de la misma especie. Ademas,
esta especie ha sido previamente registrada en las costas de Oaxaca (Moreno-Davila,
2010) y Golfo de California (Carballo, 2006), en el presente estudio es registrada por

primera vez en la costa de Nayarit, Jalisco y Guerrero.
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Lamina 3. Rhopalaea birkelandi Tokioka, 1971: A) Individuo con tanica; B) Individuo sin
tunica; C) Sifones; D) Lobulos; E) Tentaculos orales; F) Tubérculo dorsal; G) Glandula
neuronal; H) Estigmas; I) Lamina dorsal; J) Abdomen; K) Lobulos anales; L) Gonadas.
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Familia Didemnidae Giard, 1872
Género Didemnum Savigny, 1816
Didemnum sp.

Lamina 4.

Material examinado: LEB-36; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°41'56" Long. 105°35'06"; 10/06/2003. Intermareal; 79; Oaxaca-Puerto Angel; Lat.
15°39'49", Long. 96°29'44"; 05/12/2002; 1.5 metros. SEM-TUN-217; Nayarit-Santiago
Ixcuitla-Isla Isabel; Lat. 21°52'30" N, Long. 105°54'54" W; 23/09/2014; Intermareal. SEM-
TUN-305; Oaxaca-Puerto Angel-Estacahuite; Lat. 15°40'08", Long. 96°28'63";
16/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-314; Oaxaca-Puerto Angel-Estacahuite; Lat.
15°40'08", Long. 96°28'53"; 04/11/2015; Intermareal. SEM-TUN-330; Oaxaca-Huatulco-
Cacaluta; Lat. 15°43'11", Long. 96°09'48"; 14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-360;
Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos; Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018;
Intermareal. SEM-TUN-364; Jalisco-Puerto Vallarta-Playa Los Arcos; Lat. 20°32'37",
Long. 105°17'16"; 23/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-378; Nayarit-Bahia de Banderas-
Tanel Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-
393; Guerrero-Zihuatanejo-Sacramento; Lat. 17°37'55", Long. 101°36'36"; 27/01/2018;
Intermareal. SEM-TUN-396; Guerrero-Zihuatanejo-Playa Coral; Lat. 17°40'28", Long.
101°39'22"; 27/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-415; Guerrero-Zihuatanejo-El Morro de
Potosi; Lat. 17°32'03", Long. 101°30'05"; 28/01/18; Intermareal.

Descripciéon morfoloégica: Espécimen colonial de forma masiva y de color blanco
(preservado) (Lamina 4. A). En la tunica, posee espiculas en forma estelada de
aproximadamente 25 um de diametro, con rayos muy bien definidos (Lamina 4. D), pero
poco proyectados, en la base se encuentran adheridas particulas de carbonato de calcio
(Lamina 4. C).
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Los zooides son de color amarillo ocre (preservados) y se encuentran totalmente
embebidos en la tinica (Lamina 4. B), son pequefios, de aproximadamente 2 mm de largo
y 0.5 mm de ancho. Poseen 2 divisiones corporales: torax (Lamina 4. E) y abdomen
(Lamina 4. F). El sifén oral se encuentra en posicion de 90°, mientras que el sifon atrial
es una apertura que se abre en sistemas cloacales, dejando al descubierto algunas
hileras de estigmas. El canal alimentario se encuentra posterior a la faringe. El

espermiducto en forma de espiral de 332.79 um de diametro.

Distribucion geogréfica: En el Pacifico mexicano: En Nayarit, Jalisco, Guerrero y
Oaxaca, en el presente estudio. Comentarios taxondmicos del género, véase mas

adelante.

Nayarit
Las marietas
Isla Isabel

Jalisco
Los arcos

Sacramento
Playa Coral
Playa El morro de Potosi

Oaxaca
Cacaluta
Estacahuite

llustracion 9. Distribucion geogréafica de Didemnum sp. en ecosistemas coralinos del Pacifico
mexicano.
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ICMYL~UNAM

Lamina 4. Didemnum sp.: A) Colonia adherida al sustrato; B) Espiculas; C) Particulas de
carbonato de calcio; D) Colonia sin sustrato; E) Zooide: térax; D) Zooide: Toérax; F) Zooide:
estomago.
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Didemnum aff. recurvatum Sluiter, 1909
Lamina 5.

Material examinado: LEB-37; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°41'56", Long. 105°35'06"; 04/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-261; Baja California
Sur-La Paz-Caleritas; Lat. 24°21'15", Long. 110°16'58"; 20/08/2017; Intermareal. SEM-
TUN-262 y 263; Sinaloa-Mazatlan-Isla Pajaros; Lat. 23°15'00", Long. 106°28'33";
27/11/2017. SEM-TUN-301; Oaxaca-Puerto Angel-Playa Tijera; Lat. 15°41'05", Long.
96°26'32"; 16/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-302; Oaxaca- Huatulco-Cacaluta; Lat.
15°43'11", Long. 96°09'48"; 14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN- 303; Oaxaca-Puerto
Angel-Playa Tijera; Lat. 15°41'05", Long. 96°26'32"; 16/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-
308; Oaxaca-Puerto Angel-Playa Tijera; Lat. 15°41'05", Long. 96°26'32"; 16/05/2016;
Intermareal. SEM-TUN-312; Oaxaca- Huatulco-Cacaluta; Lat. 15°43'11", Long.
96°09'48"; 14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-315; Oaxaca-Huatulco-La Entrega; Lat.
15°44'40", Long. 96°07'43"; 15/05/2016. Intermareal. SEM-TUN-318; Oaxaca- Huatulco-
Cacaluta; Lat. 15°43'11", Long. 96°09'48"; 14/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-327;
Oaxaca-Huatulco-Cacaluta; Lat. 15°43'11", Long. 96°09'48"; 14/05/2016; Intermareal.
SEM-TUN- 335; Oaxaca-Puerto Angel-Playa Tijera; Lat. 15°41'05", Long. 96°26'32";
16/05/2016; Intermareal. SEM-TUN-338; Oaxaca-Huatulco-San Agustin; Lat.
15°41'15.90"N, Long. 96°14'15.91"; 14/05/16; Intermareal. SEM-TUN-355; Jalisco-Puerto
Vallarta-Los Arcos; Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-
TUN-356; Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos; Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28";
22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-361; Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos; Lat.
20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-368; Jalisco-Puerto
Vallarta-Playa Los Arcos; Lat. 20°32'37", Long. 105°17'16"; 23/01/2018; Intermareal.
SEM-TUN-374; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat. 20°41'56", Long.
105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-414; Guerrero-Zihuatanejo-El morro de
Potosi; Lat. 17°32'03", Long. 101°30'05"; 28/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-407,
Guerrero-Zihuatanejo-Zacatoso; Lat. 17°39'13", Long. 101°37'19"; 27/01/2018;

Intermareal.
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Descripcion morfologica: Espécimen colonial, color marron en estado de preservacion
(Lamina 5. Ay B). Posee espiculas en forma estelada de aproximadamente 17.5 um de
diametro, con rayos muy bien definidos, pero poco proyectados (Lamina 5. C). La tunica
es traslucida.

Los zooides son de color amarillo ocre (preservados) y se encuentran totalmente
embebidos en la tdnica, son pequeiios, de aproximadamente 1.5 mm de largo y 0.5 mm
de ancho (Lamina 5. D). Poseen 2 divisiones corporales: térax y abdomen. El sifén oral
se encuentra en posicion de 90°, mientras que el sifén atrial es una apertura circular que
se abre en sistemas cloacales. El canal alimentario se encuentra posterior a la faringe. El
abdomen es muy ancho, incluso mayor que el area toracica. El espermiducto en forma

de espiral de aproximadamente 473.981 um de didmetro. Proceso muscular corto.

Distribucion geografica: La especie Didemnum recurvatum fue registrada por primera
vez en Indonesia (Sluiter, 1909). Posteriormente fue registrada en el Indo-Pacifico: en
costas de Australia, Filipinas y archipiélago Sulu (Millar, 1975). Mientras que, en costas
del Pacifico mexicano se detect6 por primera vez su presencia en la costa de Oaxaca
(Moreno-Davila, 2010), la cual se confirm6 en el presente estudio para dicha zona y
ademas se encontr6 en costas de Baja California Sur, Sinaloa, Nayarit, Jalisco y

Guerrero. Comentarios taxondmicos del género, véase mas adelante.
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llustracién 10. Distribucion geogréfica de Didemnum aff. recurvatum en ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano.
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Lamina 5. Didemnum aff. recurvatum Sluiter, 1909: A) Colonia adherida al sustrato; B) Colonia
sin sustrato; C) Espiculas; D) Zooide.
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Didemnum vanderhorsti Van Name, 1924
Lamina 6.

Material examinado: LEB-78; Oaxaca-Puerto Angel; Lat. 15°39'49", Long. 96°29'44";
05/12/2002; 1.5 metros. SEM-TUN-311; Oaxaca-Puerto Angel-Cacaluta; Lat. 15°43'11",
Long. 96°09'48"; 04/11/2015; Intermareal. SEM-TUN-351; Jalisco-Puerto Vallarta-Los
Arcos; Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-363;
Jalisco-Puerto Vallarta-Playa Los Arcos; Lat. 20°32'37", Long. 105°17'16"; 23/01/2018;
Intermareal. SEM-TUN-379; Nayarit-Bahia de Banderas-Tunel Marietas; Lat. 20°41'56",
Long. 105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-383; Nayarit-Bahia de Banderas-
Tanel Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-
386; Sinaloa-Mazatlan-Isla Pajaros; Lat. 23°15'00", Long. 105°17'16"; 11/07/2014;
Intermareal. SEM-TUN-392; Guerrero-Zihuatanejo-Sacramento; Lat. 17°37'55", Long.
106°28'33"; 27/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-397; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva
Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-404;
Guerrero-Zihuatanejo-Zacatoso; Lat. 17°39'13", Long. 101°37'19"; 27/01/2018;
Intermareal. SEM-TUN-408 y 409; Guerrero-Zihuatanejo-La Caleta de Chon; Lat.
17°32'03", Long. 101°30°05"; 27/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-418; Guerrero-
Zihuatanejo-Riscalillo; Lat. 17°37'17", Long. 101°31'18"; 28/01/2018; Intermareal. SEM-
TUN-419; Guerrero-Zihuatanejo-Playa Manzanillo; Lat. 17°37'10", Long. 101°31'26";
28/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfologica: Espécimen colonial, color blanco (preservado) (Ldmina 6. A
y B). Posee espiculas en forma estelada de aproximadamente 30 um de diametro, con
rayos muy bien definidos y proyectados (Lamina 6. C). La tlnica es muy densa, poseia

un poliqueto en la superficie.

Los zooides son de color amarillo palido (preservados) y se encuentran totalmente
embebidos en la tunica, son pequefios, de aproximadamente 1.5 mm de largo y 0.6 mm
de ancho. Poseen 2 divisiones corporales: torax (Lamina 6. D) y abdomen (Lamina 6. E).

El sifon oral se encuentra en posicion de 90°, mientras que el sifon atrial es una apertura
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gue deja al descubierto algunas filas de estigmas y se abre en sistemas cloacales. El
canal alimentario se encuentra posterior a la faringe. El abdomen es muy ancho, el
estbmago es muy grande y surge como si fuera una protuberancia, el intestino se
encuentra saturado de material organico. El espermiducto en forma de espiral de
aproximadamente 473.98 um de diametro. Musculatura en proceso larga de 1.1 mm de
longitud. La colonia se encontraba en reproduccion, se encontraron varias larvas (Lamina
6. F).

Distribucion geografica: La especie Didemnum vanderhorsti fue registrada por primera
vez en el mar Atlantico en Curacao (Van Name, 1924). Posteriormente fue registrada en
Florida y Jamaica (Van Name, 1945) y en el Golfo de México (Cole y Lambert, 2009). En
el Océano Pacifico se ha registrado en Bahia Concepcién, Golfo de California, Panama
(Van Name, 1945), Oaxaca (Moreno-Davila, 2010), Nayarit, Jalisco, Guerrero y se

confirmo su presencia en Oaxaca, en el presente estudio (llustracion 11).

Codigo de Barras de ADN: Se alinearon 3 secuencias de 650 pb que resultaron
idénticas entre ellas, estas son representativas de los ejemplares SEM-TUN-386, SEM-
TUN-408 Y SEM-TUN-409. Al comparar la secuencia con sus similares disponibles en
Gen Bank, se observl que esta difiere en 16% a la secuencia mas cercana que es un
Didemnum candidum (NUum. de acceso AY116602.1).
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llustracion 11. Distribucién geografica de Didemnum vanderhorsti en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.
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Lamina 6. Didemnum vanderhorsti Van Name, 1924: A) Colonia adherida al sustrato; B) Colonia
sin sustrato; C) Espiculas; D) Zooide: Térax; E) Zooide: Estdbmago; F) Larva.
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Comentarios taxonémicos del género Didemnum: El género Didemnum es uno de los
mas diversos de la clase Ascidiacea, que de acuerdo con el registro mundial de especies
marinas (WORMS) posee 331 especies validas, las cuales se han registrado
principalmente en costas del Atlantico. Mientras tanto, en el Pacifico se han registrado
principalmente en el area del Indo-pacifico y Pacifico norte. Pero, especificamente en
costas mexicanas solo se han registrado algunas especies: D. recurvatum y D.
vanderhorsti, en las costas de Oaxaca (Moreno-D4vila, 2010). En este trabajo, se
comprobd las dos especies para la misma zona. Ademas, se ampli6 su registro hacia las
costas de Nayarit, Jalisco y Guerrero.

Las colonias analizadas fueron identificadas hasta el minimo nivel taxonémico
posible, esto debido a su pequefio tamafio y a la complejidad derivada de la contraccion
de los zooides, lo cual dificulta la observacion de las caracteristicas internas. Pese a ello,
los ejemplares observados se diferenciaron de otras especies debido a la morfologia del
zooide, especificamente en: lo largo del sifén oral y la forma de los I6bulos, la apertura
branquial, la forma del estdbmago, en la forma y tamafio de las espiculas, todo este
conjunto de caracteristicas difiere del resto de los individuos analizados (Tabla 4.).
Debido a estas caracteristicas se pudo identificar a Didemnum sp., D. recurvatum, D.
vanderhorsti. Sin embargo, solo en un ejemplar se pudo contar con la larva (D.
vanderhorsti), la cual sirvié para la corroboracion de la especie, en los otros dos casos,

no pudo ser posible.
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Tabla 4. Comparacion de las principales caracteristicas entre las especies del género, presentes en las costas del
Pacifico mexicano: Didemnum sp.1, Didemnum af. recurvatum y Didemnum vanderhorsti.

Caracteristicas

Didemnum sp. 1

Didemnum aff.

Didemnum vanderhorsti

observadas recurvatum
Color de la colonia Blanco Marrén Blanco
Tamano del zooide 1728. 904 pm 1351.21 pm 1526.000 pm
(largo/ancho)
499.562 pm 484.207 pm 611.735 um
Lébulos orales Triangulares, alargados Ondulados, cortos Ligeramente triangulares,
cortos
Sifén atrial Apertura Tubo circular Apertura
Numero de giros del 6 6 7
espermiducto
Proceso muscular Muy corto Corto Largo
Espiculas 25 um, poco proyectadas 17.5 pm, poco 30 um, bien proyectadas
proyectadas
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Género Trididemnum Della Valle, 1881
Trididemnum savignii (Heller, 1886)
Lamina 7.

Material examinado: LEB-70; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°41'56", Long. 105°35'06"; 04/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-266 y 267;
Sinaloa-Mazatlan-Isla Pajaros; Lat. 23°15'00”, Long. 105°17'16"; 11/07/2014;

Intermareal.

Sinonimias: Aplidium pullum (Sluiter, 1898); Didemnum atrocanum Van Name,
1902; Didemnum lucidum Van Name, 1902; Didemnum porites Van Name, 1902;
Didemnum savignii Herdman, 1886; Didemnum tenebricosum Sluiter, 1909;
Polyclinum pullum Sluiter, 1898; Tridentemnum savignii (Herdman, 1886);
Trididemnum atrocanum (Van Name, 1902); Trididemnum lucidum (Van Name,
1902); Trididemnum porites (Van Name, 1902); Trididemnum pullum (Sluiter, 1898);

Trididemnum savigney (Herdman, 1886); Trididemnum savignyi (Herdman, 1886).

Descripciéon morfolégica: Espécimen colonial, color pardo después de estar en
formol (Lamina 7. A) y azul-verdosa en vida. Posee espiculas en forma estelada de
aproximadamente 22.5 pum de diametro, con rayos muy bien definidos poco
proyectados (Lamina 7. B).

Los zooides son de color amarillo palido y se encuentran totalmente
embebidos en la tdnica, son pequefos, de aproximadamente 1.2 mm de largo y
464.29 um de ancho (Lamina 7. C). Poseen 2 divisiones corporales: térax y
abdomen. El area toracica presenta 3 hileras de estigmas. El sifén oral se encuentra
en posicion de 90°, mientras que el sifén atrial es una apertura que deja al
descubierto algunas filas de estigmas y se abre en sistemas cloacales. El canal
alimentario se encuentra posterior a la faringe. El abdomen es muy ancho, el

estbmago es muy grande y redondeado, muy notorio. El espermiducto en forma de
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espiral. La colonia se encontraba en reproduccion, presencia de larvas de

aproximadamente 1.2 mm de longitud (Lamina 7. D).

Distribucion geografica: La especie ha sido registrada en costas del Atlantico: En
Bermudas (Van Name, 1902), Florida, Bahia Biscay, Puerto Rico, Jamaica (Van
Name, 1945) y en Australia (Kott, 2001). En las costas del Pacifico: en las islas
Filipinas, Palau, Marianas, Hawaii (Tokioka, 1967) y en el Pacifico mexicano: se ha
detectado su presencia en la parte sur (Oaxaca) (Moreno-Davila, 2010) y en la costa

de Nayarit, en el presente estudio.

15

Nayarit
Las marietas

llustracién 12. Distribucion geogréfica de Trididemnum savignii. en ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: La colonia examinada coincide con un ejemplar
descrito para la costa de Oaxaca (Moreno-Davila, 2010). Las principales
caracteristicas distintivas fueron: el nimero de hileras de estigmas, su coloracion y

la estructura del zooide.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos

del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”
Cdédigo de Barras: Se obtuvieron dos secuencias, que al ser alineadas resultaron
idénticas entre si, conformadas por 600 pb, representativas de los ejemplares SEM-
TUN-266 Y SEM-TUN-267. Al comparar la secuencia con sus similares disponibles
en Gen Bank, se observo que esta difiere en 17% a la secuencia mas cercana que
es un Cystodytes dellechiajei (NUm. de acceso AY1523044.1).

59



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

X1,508  18xm 1ICMYL -UNAY

Lamina 7. Trididemnum savignii.: A) Colonia; B) Espiculas; C) Zooide; D) Larva.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Familia Polycitoridae Michaelsen, 1904
Género Eudistoma Caullery, 1909
Eudistomasp. 1
Lamina 8.

Material examinado: LEB-20; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°41'56", Long. 105°35'06"; 04/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-260; Nayarit-
Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 05/10/2002;
Intermareal. SEM-TUN-348; Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos; Lat. 20°32'41",
Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-359; Jalisco-Puerto Vallarta-
Los Arcos; Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-
381; Nayarit-Bahia de Banderas-Tunel Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06";
24/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-394; Guerrero-Zihuatanejo-Sacramento; Lat.
17°37'55", Long. 101°36'36"; 27/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen colonial de 1.7 cm de didmetro y 0.3 mm de
grosor, cuya forma es de almohadilla con apariencia gelatinosa y coloracién
superficial beige (Lamina 8. A) en estado de preservacion. La tinica es muy dura 'y

no posee espiculas.

Los zooides se encuentran totalmente embebidos en la tanica (Ldmina 8. B
y C) y no presentan un arreglo ordenado. Son muy pequefios, de aproximadamente
0.09 mm de largo y 390.96 um de ancho. Poseen 2 divisiones corporales: torax y
abdomen. El térax presenta 3 hileras de estigmas. El canal alimentario se encuentra
posterior a la faringe. EL sifén oral es mas largo que el atrial y posee I6bulos
redondeados, mientras que el sifon atrial posee 5 I6bulos. La musculatura es muy

notoria, presenta lineas longitudinales externas y longitudinales internas.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Dentro de la misma colonia, los zooides presentan una alta variabilidad
morfolégica (LAmina 8. D, E, F, G y H), estas variaciones derivan en una diferencia

en el area abdominal, pero principalmente en el tamafio y posicion de los sifones.

Distribucion geografica: En el Pacifico mexicano; en Cueva Marietas, Bahia de
Banderas, Nayarit, en Los Arcos, Jalisco y en Sacramento, Guerrero, en el presente

estudio.

s

Yl
%

Gulf of
Mexico

Pacific Ocean

15

Nayarit
Las marietas

Jalisco
Los arcos

JM ‘

Sacramento

llustracion 13. Distribucion geogréafica de Eudistoma sp.1 en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Lamina 8. Eudistoma sp. 1: A) Colonia; B) Zooide 1: Embebido en la tinica; C) Zooide 2:
Embebido en la tunica; D) Zooide: Forma 1; E) Zooide: Forma 2; F) Zooide: Forma 3; G)
Zooide: Forma 4; H) Zooide: Forma 5.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Eudistoma sp. 2
Lamina 9

Material examinado: LEB-23; Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos; Lat. 20°32'41",
Long. 105°17'28"; 08/04/2002; 6 metros. 24; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva
Marietas; Lat. 20°41'566", Long. 105°35'06"; 04/10/2002; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen colonial de 2.3 cm de diametro y 0.8 cm de
grosor, cuya forma es de almohadilla con apariencia gelatinosa y coloracion
superficial amarilla (Lamina 9. A) en estado de preservacion. La tinica es muy dura,

no posee espiculas.

Los zooides se encuentran totalmente embebidos en la tinica (LAmina 9. A),
no presentan un arreglo ordenado. Son pequefios, de aproximadamente 1 mm de
largo y 198.128 um de ancho. Poseen 2 divisiones corporales: torax y abdomen. El
térax presenta 3 hileras de estigmas. El canal alimentario se encuentra posterior a
la faringe, en algunos individuos se encontré el area abdominal enroscada o doblada
hacia el torax. El sifon oral posee 5 l6bulos triangulares. La musculatura externa del

zooide no es muy visible.

Dentro de la misma colonia, los zooides presentan una alta variabilidad

morfologica (Lamina 9. B, C, D, Ey F).

Distribucion geografica: En el Pacifico mexicano: Bahia de Banderas, Nayarit y
en Los Arcos, Puerto Vallarta, Jalisco, en el presente estudio. Comentarios

taxondémicos del género (véase mas adelante).
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llustracion 14. Distribucién geografica de Eudistoma sp.2 en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Lamina 9. Eudistoma sp. 2: A) Colonia; B) Zooide; C) Térax del zooide 1; D) Zooide 2; E)
Zooide 3; F) Area abdominal.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Eudistoma sp.3
Lamina 10.

Material examinado: LEB-25; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva las Marietas; Lat.
20°42'3.6", Long. 105°33'57.6"; 05/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-386; Nayarit-
Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat. 20°42'3.6", Long. 105°33'57.6"
05/10/2002; Intermareal.

Descripciéon morfoldgica: Espécimen colonial de 10.0 cm de largo y 1.2 cm de
grosor, cuya forma es de almohadilla con apariencia gelatinosa y cubierta
completamente de granos de arena, lo cual le da una coloracion superficial pardo
en estado de preservacion (Lamina 10. A). La tdnica es muy dura, no posee

espiculas.

Los zooides se encuentran totalmente embebidos en la tlnica, no presentan
un arreglo ordenado. Son relativamente grandes, de aproximadamente 2.6 mm de
largo. El térax es grande mide 1.2 mm de largo y 1.2 mm de ancho. Poseen 2
divisiones corporales: térax y abdomen. El térax es muy ancho, presenta 3 hileras
de estigmas. El canal alimentario se encuentra posterior a la faringe, en algunos
individuos se encontro el &rea abdominal enroscada o doblada hacia el torax., mide
0.07 mm de largo y 411.58 um de ancho. Los sifones se encuentran distantes,
mientras que el sifon oral posee 6 I6bulos triangulares y 4 en el sifon atrial. La
musculatura es prominente, compuesta de bandas longitudinales externas y

circulares o longitudinales internas.

Dentro de la misma colonia, los zooides presentan una alta variabilidad

morfologica (Lamina 10. B, C y D).

Distribucion geografica: En el Pacifico mexicano: Cueva Marietas, Bahia de
Banderas, Nayarit, en el presente estudio. Comentarios taxonomicos del género

(véase mas adelante).
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llustracion 15. Distribucion geografica de Eudistoma sp. 3 en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.
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del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Lamina 10. Eudistoma sp. 3: A) Colonia; B) Zooide: Forma 1; C) Zooide: Forma 2; D) Area
abdominal.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Eudistoma sp.4
Lamina 11.

Material examinado: SEM-TUN-260; Nayarit-Bahia de Banderas- Cueva Marietas;
Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 05/10/2002; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen colonial de 10.8 cm de diametro y 2.0 cm de
grosor, cuya forma es de almohadilla con apariencia gelatinosa (Lamina 11. A), cuya
coloraciéon se torna marron (en estado de preservacion). La tinica es muy suave,

no posee espiculas.

Los zooides se encuentran totalmente embebidos en la tunica, no presentan
un arreglo ordenado. Son pequeiios, de aproximadamente 1.3 mm de largo y 0.05
mm de ancho. Poseen 2 divisiones corporales: térax y abdomen. El térax presenta
3 hileras de estigmas. El canal alimentario se encuentra posterior a la faringe con
un pedunculo ectodermal de 356.202 um de ancho. Los sifones se encuentran en
diferentes posiciones (proximos o distantes), mientras que el sifén oral posee 6
I6bulos redondeados y el sifén oral sin I6bulos. La musculatura externa no es muy
prominente, compuesta de lineas circulares en los sifones y musculatura

longitudinal externa en el &rea toracica.

Dentro de la misma colonia, los zooides presentan una alta variabilidad
morfologica (Lamina 11. B, C, D, E, F, Gy H).

Distribucion geografica: En el Pacifico mexicano: Cueva las Marietas, Bahia de
Banderas, Nayarit, presente estudio. Comentarios taxonémicos del género (véase

mas adelante).
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llustracion 16. Distribucion geogréafica de Eudistoma sp.4 en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Lamina 11. Eudistoma sp. 4: A) Colonia; B) Zooide: Forma 1; C) Zooide: Forma 2; D)
Zooide: Forma 3; E) Zooide: Forma 4; F) Zooide: Forma 5; G) Zooide: Forma 6; H)
Pedunculo ectodermal.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del Pacifico mexicano: morfologia y
cédigos de barras de ADN”

Tabla 5. Comparacion de caracteristicas entre el género Eudistoma sp.1, sp.2, sp.3y sp.4.

Caracteristicas Eudistomasp.1l Eudistomasp.2 Eudistomasp.3 Eudistomasp.4
Color de la colonia Beige Amarillo Pardo Marrén
Tamarfio del zooide 0.9 mm 1.0 mm 2.6 mm 0.1 mm
(largo/ancho) 0.3 mm 0.1 mm 1.2 mm 0.5 mm
Sifén oral Corto, 6 I6bulos  Corto, 5 I6bulos  Corto, 6 I6bulos Corto, 6 l6bulos

redondeados triangulares triangulares redondeados
Sifén atrial Largo Largo largo largo
Area abdominal Redondeada Enroscada y Alargada Amplia
alargada
Peddnculo ectodermal No No No Si
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Comentarios taxondémicos del género: el género Eudistoma es de los mas diversos
de la Clase, cuenta con 166 especies validas, distribuidas principalmente en costas de
los océanos Atlantico e indico y del mar Mediterraneo. Mientras que en costas del
Océano Pacifico el nimero de registros es muy bajo. Aunque, en el Pacifico mexicano
no hay especies registradas (en articulos cientificos), que pertenezcan a este género, en
un reporte cientifico acerca de la biodiversidad de ascidias en el Pacifico mexicano
fueron registradas tres especies: Eudistoma diaphanes, Eudistoma molle, Eudistoma

psammion en costas de Sonora (Carballo, 2004).

Haciendo una revision del material biolégico, se encontrdé una gran variabilidad
morfoldgica intraespecifica, derivada de la alta plasticidad fenotipica de los individuos.
Este factor dificulta la correcta identificacion de las especies, debido a que en las
descripciones de especies conocidas solo se centran en la revision de 1 o 2 individuos,
dejando muy grande el margen de error. Para evitarlo, se tendrian que tomar en cuenta
estas diferentes formas para poder especificar a qué especie pertenece. Los ejemplares
fueron diferenciados entre ellos por las siguientes caracteristicas: la coloracion beige del
zooide, su diminuto tamafio, la forma redondeada de sus Iébulos orales y de su abdomen,
pero principalmente la forma general que tiene su cuerpo (Tabla 4.).

Finalmente, haciendo una combinacién de las caracteristicas morfolégicas
observadas (anatomia del zooide y la variabilidad intraespecifica que presentan) y la
revision de la literatura (principalmente de la distribucion geogréafica y descripciones de
las especies), se sugiere que: para una confirmacion de la identificacion taxondmica se

realicen analisis moleculares comparativos.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Género Cystodytes Von Drasche, 1884
Cystodytes aff. lobatus (Ritter, 1900)
Lamina 12.

Sinonimias: Distoma lobata Ritter, 1900; Eudistoma lobata (Ritter, 1900); Eudistoma
lobatum (Ritter, 1900).

Material examinado: LEB-15; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°41'56, Long. 105°35'06"; 02/04/2002; 10 metros. 16; Nayarit-Bahia de Banderas-Isla
El Morro; Lat. 21°40'22", Long. 106°40'55”; 04/10/2002; Intermareal. SEM-TUN-264 vy
265; Sinaloa-Mazatlan-Isla Pajaros; Lat. 23°15'00", Long. 105°17'16"; 11/07/2014;

Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen colonial de 1.5 cm de largo, 0.9 cm ancho y 0.3
cm de grosor, cuyos bordes son redondeados (Lamina 12. A). La apariencia es lisa,
suave y gelatinosa. La tunica es muy delgada, traslicida y posee particulas de material
organico (Lamina 12. B). Los zooides se encuentran completamente embebidos en la
tunica y envueltos en una capsula de pocas espiculas circulares de diferentes tamafios

entre 402.26 um y 68.08 um de didmetro, cuya forma es irregular (Lamina 12. C y D).

Los zooides son irregulares, con un tamafio aproximado de 1.2 mm de largo y 0.5
mm de ancho. El sifén oral se encuentra expuesto en la superficie de la colonia. El cuerpo
se encuentra dividido en 2 regiones: torax y abdomen, el canal alimentario se encuentra
posterior a la faringe (Lamina 12. E y F). Las gbénadas se encuentran en la pared

intestinal.

Distribucion geografica: La especie fue identificada por primera vez en la costa de
Dillon Beach (Ritter, 1900). Posteriormente fue registrada en: Long Beach, Pescadero
Point Beach y Monterey Bay (Van Name, 1945). En el Pacifico mexicano: Bahia de

Banderas y Cueva Marietas, Nayarit, en el presente estudio.
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llustracion 17. Distribucién geografica de Cystodytes aff. lobatus en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: La descripcion de Van Name (1945) es muy corta y
ambigua, a pesar de ello, lo descrito coincide con lo observado en el ejemplar examinado.
Sin embargo, no se pudieron observar mas caracteristicas internas para confirmar la
correcta identificacion de la especie. Con este estudio se registra por primera vez la

especie en costas del Pacifico mexicano.

Cdédigo de Barras: Se obtuvieron 2 secuencias de 604 pb, que después ser alineadas
resultaron ser idénticas entre si. Estas secuencias son representativas de los ejemplares
SEM-TUN-264 y SEM-TUN-265. Al comparar la secuencia con sus similares disponibles
en Gen Bank, se observo que esta difiere en 13% a la secuencia mas cercana que es un
Cystodytes dellechiajei (NUm. de acceso AY523044.1).
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Pacifico mexicano: morfologia y cddigos de barras de ADN”

Lamina 12. Cystodytes aff. lobatus (Ritter, 1900): A) Colonia; B) Zooides embebidos en la tunica;
C) Zooides envueltos en espiculas; D) Espiculas; E) Zooide: Lado derecho; F) Zooide: izquierdo.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Familia Polyclinidae Milne Edwards, 1841
Género Aplidium Savigny, 1816
Aplidium sp.

Lamina 13.

Material examinado: LEB-21; Nayarit-Santiago Ixcuintla-Isla Isabel; Lat. 21° 52' 30",
Long. 105° 54' 54"; 22/11/1999; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen colonial de 2.5 cm de diametro y 1.0 cm de
grosor, la forma es de almohadilla con apariencia gelatinosa y coloracién superficial
blanca (preservado) (Lamina 13. A). La tunica es muy dura y trasparente, no posee

espiculas, sin embargo, presenta gran cantidad desecho organico.

Los zooides se encuentran totalmente embebidos en la tunica, no presentan un
arreglo ordenado, son pequefios, de aproximadamente 1.3 mm de largo y 240.15 um de
ancho. Poseen 3 divisiones corporales: torax, abdomen y postabdomen. El sifén oral
posee 6 lobulos triangulares y alargados. La musculatura externa no es muy visible, es
confusa. El sifon oral es una pequefa lengleta. El torax representa la tercera parte del
tamafio total del individuo, con una gran cantidad de filas de estigmas. El canal
alimentario se encuentra posterior a la faringe, el estbmago es globular y plegado, el
postabdomen esta inmediatamente pegado al abdomen. Algunos zooides presentan 4

larvas en el conducto larvario.

Dentro de la misma colonia, los zooides presentan una alta variabilidad
morfologica (LAmina 13. B, C, D, E y F), estas variaciones derivan en una diferencia en
el area abdominal, la cual se encontré enroscada (Lamina 13. C) o doblada hacia el térax
(Lamina 13. B).

Distribucion geogréfica: En el Pacifico mexicano: Isla Isabel, Nayarit, en el presente

estudio.
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llustracién 18. Distribucién geografica de Aplidium sp. en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: El tamafio de los zooides varié dependiendo el arreglo del
area abdominal (doblada o enroscada). En general, los zooides presentaron una alta
variabilidad intraespecifica, ademas de encontrarse muy contraidos imposibilitando ver
su anatomia, lo cual complicé la identificacion hasta el minimo nivel taxonémico. Sin
embargo, se pudo definir el género al cual pertenecia el ejemplar por la divisién corporal
(térax, abdomen y postabdomen), el tamafio del zooide y la gran cantidad de filas de,

estigmas.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Lamina 13. Aplidium sp.: A) Colonia; B) Zooide: Forma 1; C) Zooide: Forma 2; D) Zooide: Forma
3; E) Zooide: Forma 4; F) Zooide: Forma 5.
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“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Orden Phlebobranchia Lahille, 1886
Familia Ascidiidae Herdman, 1882
Geénero Ascidia Linnaeus, 1767
Ascidia ceratodes (Huntsman, 1912)
Lamina 14.

Sinonimias: Ascidia californica Ritter y Forsyth, 1917; Ascidia eiseni Michaelsen, 1923;

Phallusia ceratodes Huntsman, 1912.

Material examinado: LEB-116; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas; Lat.
20°42'3.6", Long.105°33'57.6"; 05/10/2002; Intermareal. 111; Nayarit-Bahia de
Banderas-Isla Redonda; Lat. 20°42'04", Long. 105°34'31"; 04/14/2002; Intermareal.
SEM-TUN-321; Oaxaca-Huatulco-Cacaluta; Lat. 15°43'11", Long. 96°09'48"; 11/05/2016;
6-15 m. SEM-TUN-390; Guerrero-Zihuatanejo-Sacramento; Lat. 17°37'55", Long.
101°36'36"; 11/05/16; Intermareal. SEM-TUN-344; Jalisco-Puerto Vallarta-Los Arcos;
Lat. 20°32'41", Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-405 y 406;
Guerrero-Zihuatanejo-Zacatoso; Lat. 17°39'13", Long. 101°37'19"; 27/01/18; Intermareal.

Descripcion morfologica: Espécimen solitario de forma ovalada, con el cuerpo mas
ancho que largo, cuyas dimensiones sin tunica es de 3.5 cm de ancho y 1.4 cm de largo
(Lamina 14. A), mientras que con tunica alcanza los 4.5 cm de ancho y 2.8 cm de largo
(Lamina 14. B). Esta es firme y de textura cartilaginosa, presenta una coloracion pélida
o transparente en la parte media-central y cuya coloracién aumenta en el contorno de los
sifones, terminando un color amarillo o marron (Lamina 14. A). Presenta ligeras
incrustaciones de conchas en la base, sin proyecciones en la tinica y sin presencia de

comensales en la faringe.

La musculatura esta dispuesta en varias direcciones, pero concentradas en la

base del sifén atrial. Ambos sifones presentan musculatura interna y musculatura
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longitudinal superficial, sin ningan patrén, mientras que en la parte media-central la
musculatura se vuelve compleja, presentando 3 tipos: transversal, longitudinal y oblicua.

El saco branquial se encuentra en medio de la tunica.

El sifébn oral se encuentra posicionado a 90° respecto de la base, mide 0.7 mm de
largo. Presenta un margen de 8 I6bulos de forma triangular-alargado (Lamina 14. C), con
presencia de velo y 110 tentaculos orales rectos de aproximadamente 0.08 um cada uno
(Lamina 14. D). Mientras que el sifon atrial mide 1.2 mm de largo, se encuentra arriba de
la mitad, en posicion de 45° respecto al sifén oral, cuya margen es lobada, con 6 l6bulos
en forma triangular (Ldmina 14. E).

En la pared del cuerpo se encuentra el area pre-faringea con proyecciones a lo
largo de su margen, un peritubercular en forma de “V”, con un tubérculo dorsal en forma
de herradura con las orillas enroscadas hacia adentro, mide 0.05 pum de largo y 0.04 mm
de ancho (Ldmina 14. F), este tiene una proyeccion que se dirige hacia el ganglio. El

ganglio neuronal se encuentra entre el sifon oral y sifon atrial (Lamina 14. G).

La faringe no presenta pliegues ni vasos parastigmaticos, posee 45 vasos
longitudinales de lado derecho y 42 de lado izquierdo, ambos completos, se encontraron
de 3 a 6 estigmas (Lamina 14. H) entre cada vaso longitudinal y presencia de papilas
entre sus intersecciones, con proyecciones en la base (Lamina 14. 1). La ldmina dorsal

es continua, ligeramente dentada (Lamina 14. J).

El es6fago es corto y se encuentra ligeramente anterior a la lamina dorsal. El
estébmago es ovalado, con pliegues en la pared. El intestino se ubica al lado izquierdo de
la faringe. El ano carece de I6bulos (Lamina 14. K). Las génadas se encuentran

parcialmente dentro del asa intestinal, cuya forma es ramificada (Lamina 14. L).

Distribucion geografica: La especie fue descrita originalmente para la costa de Canada
(Hutsman, 1912). Posteriormente se registré desde California, USA (Bahia de Tomales,
San Clemente y San Diego) hasta el Golfo de California (Puerto Refugio, Baja California)
(Huntsman, 1912; Ritter y Forsyth, 19147). En Centro América (Puerto Santa Elena,
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Ecuador) y en Sudamérica (Tocopilla, Chile) (Van Name, 1945). En el Pacifico mexicano:

previamente fue registrado por Moreno-Davila (2010) en la Costa de Oaxaca, Bahia de

la Paz, en el presente estudio se confirmd su presencia nuevamente en Huatulco,

Oaxaca y se extendié el registro hacia Bahia de Banderas, Nayarit, en Mismaloya,
Jalisco.

Gulf of
Mexico

Nayarit
Las marietas
Isla redonda

Jalisco
Los arcos

Sacramento -
Zacatoso
Oaxaca

Cacaluta

llustracion 19. Distribucién geografica de Ascidia ceratodes en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.

Comentarios morfolégicos: La identificacién de Ascidia ceratodes (Huntsman, 1912)
suele ser un poco confusa, ya que como lo menciona Van Name (1945) se puede
confundir con Ascidia californica Ritter y Forsyth, 1917 y Ascidia interrupta Heller, 1878.
Sin embargo, Ascidia ceratodes Hutsman, 1912 se diferencia de ellas por la forma de su
cuerpo (mas ancha que alargada) y por la posicion de sus érganos internos. Basandose
en esas caracteristicas se pudo identificar el ejemplar. Aunque esta especie ya habia

sido registrada en la costa de Oaxaca (Moreno-Davila, 2010) en este estudio se registra
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por primera vez en costas de Nayarit y Jalisco, con lo cual se amplia su registro en el

Pacifico mexicano.
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Lamina 14. Ascidia ceratodes (Huntsman, 1912): A) Individuo sin tanica; B) Individuo con tunica;
C) Lo6bulos orales; D) Tentaculos orales; E) Lobulos atriales; F) Tubérculo dorsal; G) Ganglio
neuronal; H) Estigmas; |) Papilas proyectadas en los vasos longitudinales; J) Lamina dorsal; K)

Gonadas; L) Ano.
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Ascidia liberata Sluiter, 1887
Lamina 15.
Sinonimias: Ascidia dorsalis Monniot, 1987, Ascidia solomonensis Nishikawa, 1986.

Material examinado: LEB-122; Nayarit-Bahia de Banderas-Tecuchitdn; Lat.
20°43'55.2", Long. 105°24' 43.2"; 05/10/2002; Intermareal.

Descripcion morfologica: Espécimen solitario de forma ovalada y un ancho uniforme
sus dimensiones sin tunica son de 0.8 cm de ancho y 2.0 cm de largo (Lamina 15. A),
mientras que con tunica alcanza los 1.3 cm de ancho y 2.5 cm de largo (Lamina 15. B).
La tunica es de textura dura, firme y cartilaginosa, presenta una coloracion pélida o
traslucida uniforme con algunos pliegues o arrugas en su superficie. Los sifones
presentan proyecciones conicas. Presenta incrustaciones de conchas. EI manto del

cuerpo es de color ligeramente parduzco.

La musculatura es mas pronunciada del lado derecho del individuo, no es
compleja, ambos sifones presentan musculatura circular conspicua interna vy
musculatura longitudinal superficial, los cuales forman bandas en cada I6bulo. Mientras
gue la base de estos esta formada por fibras cortas longitudinales muy marcadas de
118.416 um de grosor (Lamina 15. C), estas lineas se pierden al llegar a los érganos
internos, dejandolos al descubierto. Por lo tanto, el area abdominal se encuentra cubierta

por la faringe, libre de musculatura.

El sifén oral y el sifén atrial se encuentran posicionados de manera horizontal,
formando un angulo cercano a los 90° con respecto de la base (Lamina 15. E). El sifon
oral mide 1.6 mm de longitud, presenta un margen de 7 I6bulos de forma triangular
(Lamina 15. F) y aproximadamente 200 tentaculos orales rectos de aproximadamente
0.08 um cada uno (Lamina 15. G). Mientras que el sifon atrial mide 1.5 mm de longitud,
con 6 I6bulos en forma triangular (Lamina 15. H). En ambos sifones no se encontraron

manchas de pigmentos.
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En la pared del cuerpo se encuentra el area peritubercular en forma de “V”, con

un tubérculo dorsal en forma de “U”, con los extremos muy enrolladas hacia el centro, lo
cual da una apariencia en forma de corazén con un tamafio de 258.81 um de largo y
153.94 um de ancho (Lamina 15. I), este tiene una proyeccion que se dirige hacia el
ganglio (Lamina 15. J), el cual se encuentra entre ambos sifones, pero mas cerca del

siféon oral.

La faringe no presenta pliegues ni vasos parastigmaticos, posee 38 vasos
longitudinales completos de lado derecho, con entre 4 y 5 estigmas entre cada vaso
longitudinal y presencia de papilas entre sus intersecciones (Lamina 15. J), con
proyecciones en la base. La ldmina dorsal es doble y continua, con ligeras proyecciones
formadas por los vasos transversales, o que hace que se confunda con lenguletas,
presenta 12 dobleces y abarca la tercera parte de la distancia entre el sifon oral y el atrial,
ésta mide 908.85 um de longitud.

El estbmago es grande y ovalado (Lamina 15. K). El intestino se ubica al lado
izquierdo de la faringe. Las gbnadas se encuentran parcialmente fuera del asa intestinal,

cuya forma es saculiforme (Lamina 15. L). Los ovocitos miden 0.04 mm de diametro.

Distribucion geografica: La especie fue registrada por primera vez en Bahia de Batavia,
California (Sluiter, 1887). Posteriormente fue registrada en: la costa del Pacifico oriental:
Bahia de Batavia, California, en Panama (Bonnet et al., 2013) y Bahia de Banderas,

Nayarit, en el presente estudio.
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Gulf of
Mexico

Nayarit
Tecuchitan

llustracién 20. Distribucion geogréfica de Ascidia liberata en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: El individuo analizado coincide con la descripcion de
Ascidia liberata realizada por Bonnet et al (2013). Sin embargo, algunas caracteristicas
no pudieron ser debidamente observadas, como el lado izquierdo de la faringe, tampoco
mas rasgos del area abdominal. Con este estudio se obtiene el primero registro de la

especie para costas del Pacifico mexicano.
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Lamina 15. Ascidia liberata Sluiter, 1887: A) Individuo sin tdnica; B) Individuo con tanica; C)
Fibras musculares; D) Estobmago; E) Musculatura externa; F) Lobulos orales; G) Tentaculos
orales; H) Sifén atrial; 1) Tubérculo dorsal; J) Ganglio neuronal; K) Estigmas; L) Gonadas.
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Ascidia sideralis Bonnet y Rocha, 2013

Lamina 16.

Sinonimias: Ascidia sideralis Bonnet y Rocha, 2013.

Material examinado: SEM-TUN-346; Jalisco-Puerto Vallarta-Los arcos; Lat. 20°32'41",
Long. 105°17'28"; 22/01/2018; Intermareal. SEM-TUN-416; Guerrero-Zihuatanejo-El
Morro de Potosi; Lat. 17°32'03", Long. 101°30'05"; 28/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario, con forma redondeada, cuyas
dimensiones con tunica alcanzan los 3.7 cm de largo y 5.4 cm de ancho. La apariencia
externa de la tdnica es opaca, dura y cartilaginosa (Lamina 16. A).

El organismo sin tunica presenta una coloracion amarillo claro. La musculatura es
compleja, esta conformada por densas y numerosas bandas circulares y pocas lineas
longitudinales en ambos sifones, mientras que, en la regién central, dichas bandas se
vuelven mas complejas, las cuales van en varias direcciones: oblicuas, longitudinales,

transversales, formando una especie de “malla” (LAmina 16. By C).

Los sifones son muy anchos y cortos, ambos poseen 8 I6bulos en forma triangular
con manchas de pigmentos entre ellos (Lamina 16. D y E). Sin tunica: el sifon oral es
mas ancho que el atrial, el primero presenta un tamafio de 2.0 cm de longitud y 1.1 cm

de ancho, mientras que el segundo (atrial) mide 1.0 cm de largo y 0.9 cm de ancho.

El organismo disectado (Lamina 16. F y G) posee en el éarea toracica
aproximadamente 10 tentaculos orales lisos (Lamina 15. H), los cuales se encuentran
muy dispersos entre si. Ademas de presentar un area peritubercular en forma de “V” y
un tubérculo dorsal amorfo (Lamina 16. 1), cuyos bordes se doblan el centro. La lamina

dorsal es continua (Lamina 16. J). Mientras que la region faringea es lisa, no posee
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pliegues y se encuentra constituida por aproximadamente 50 vasos longitudinales de

lado derecho y aproximadamente 45 de lado izquierdo, con 4 hileras de estigmas y

papilas proyectadas entre ellos (Lamina 16. K). El intestino es muy amplio (Lamina 16.
L).

Distribucion geogréfica: En el Pacifico: en islas Canales, Panama. En el presente

estudio: en Mismaloya, Jalisco y Zihuatanejo.

Gulf of
Mexico

Jalisco
Los arcos

El morro de Potosi

llustracién 21. Distribucion geogréfica de Ascidia sideralis en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxonémicos: La principal caracteristica que distingue a esta especie con
respecto a otras de su mismo género es la presencia de puntos en la tinica, ademas de
coincidir con otros atributos: la forma y el nimero de l6bulos (orales y atriales), la
musculatura externa, la forma del tubérculo dorsal, entre otras caracteristicas
observadas (Bonnet y Rocha, 2013). Con este estudio se obtiene el primer registro de la

especie para costas del Pacifico mexicano.
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Lamina 16. Ascidia sideralis Bonnet y Rocha, 2013: A) Individuo con tunica; B) Individuo sin
tunica: derecha; C) Individuo sin tdnica: izquierda; D) Puntos de pigmento en los I6bulos; E)
Lébulos; F) Individuo disectado; G) lado derecho; H) Tentaculos orales; ) Tubérculo dorsal; J)
Lamina dorsal; K) Papilas proyectadas; L) Intestino.
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Ascidia cf. sydneiensis Stimpson, 1855
Lamina 17.

Sinonimias: Ascidia bisulca Sluiter, 1904, Ascidia compta Sluiter 1887, Ascidia
diplozoon Sluiter, 1887, Ascidia divisa Sluiter, 1898, Ascidia donnani Herdman, 1906,
Ascidia incerta Herdman, 1899, Ascidia incerta Herdman, 1898, Ascidia limosa Sluiter,
1887, Ascidia longitubis (Traustedt, 1882), Ascidia longitudinalis Seeliger, 1901, Ascidia
pyriformis Herdman, 1880, Ascidia sydneyensis Stimpson, 1855, Phallusia canaliculata
(Heller, 1878), Phallusia divisa (Sluiter, 1898), Phallusia incerta (Herdman, 1899),
Phallusia longitubis Traustedt, 1882, Phallusia pyriformis (Herdman, 1880), Phallusia
sydneiensis (Stimpson, 1855).

Material examinado: LEB-119; Nayarit-Bahia de Banderas-Tecuchitan; Lat. 20°43'55";
Long. 105°24'43"; 05/10/2002; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario de forma de campana, el cuerpo es
ligeramente alargado y mas ancho de la parte inferior que superior (Lamina 17. A), cuyas
dimensiones sin tunica es de 3.2 cm de ancho y 1.8 cm de largo (Lamina 17. B), mientras
gue con tunica alcanza los 4.0 cm de ancho y 3.0 cm de largo. La tanica es flexible y de

textura cartilaginosa, presenta una coloracién palida o transparente uniforme.

La musculatura es mas pronunciada del lado derecho del individuo, esta dispuesta
en varias direcciones, concentrandose en la base del sifon atrial, presentando 3 tipos:
transversal, longitudinal y oblicua (Ldmina 17. C). Ambos sifones presentan musculatura
circular interna y musculatura longitudinal superficial (Lamina 17. D), formando bandas

longitudinales en cada l6bulo.

El sifon oral se encuentra posicionado a 90° respecto de la base, mide 0.9 mm de
largo. Presenta un margen de 8 lobulos de forma triangular, con presencia de velo y
aproximadamente 80 tentaculos orales rectos (Lamina 17. E). Mientras que el sifon atrial
se encuentra posicionado a 270° respecto a la base y mide 1.0 mm de largo, con 6

I6bulos en forma triangular (LAmina 17. F). Ambos sifones presentan manchas de
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pigmentos de color amarillo en forma de punto, en cuanto al sifébn oral estos se

encontraron entre cada uno de ellos y en el sifon atrial ubicados en la punta de cada
I6bulo (LAmina 17. G).

En la pared del cuerpo no presenta proyecciones a lo largo del margen de la ranura
per-faringea, ni papilas, ademas posee un area peritubercular en forma de “V”, con un
tubérculo dorsal en forma de ovalo con un tamafo de 323.86 um de largo y 458.53 um
de ancho (Lamina 17. H), este tiene una proyeccion que se dirige hacia el ganglio

(Lamina 15. 1), el cual se encuentra entre el sifon oral y el sifon atrial.

La faringe no presenta pliegues ni vasos parastigmaticos, posee 35 vasos
longitudinales de lado derecho y 30 de lado izquierdo, ambos completos, se encontraron
3 estigmas entre cada vaso longitudinal y presencia de papilas entre sus intersecciones

(Lamina 17. J). La ldmina dorsal es continua, ligeramente dentada (LAmina 17. J).

El es6fago es corto y se encuentra ligeramente anterior a la lamina dorsal. El
estbmago es ovalado de un tamafio de 1.3 mm de largo. El intestino se ubica al lado
izquierdo de la faringe. El ano es multilobado. Las génadas se encuentran parcialmente
fuera del asa intestinal, cuya forma es ramificada. Los ovocitos miden aproximadamente
48.43 pym de diametro (Lamina 16. L).

Distribucion geografica: La especie fue registrada por primera vez en costas
Orientales: Japdén (Stimpson, 1855). Posteriormente se registrd en el Atlantico: St.
Thomas, Vieques, Puerto Rico, Cuba y Santa Marta, Colombia (Van Name, 1995). En el
Pacifico occidental: Australia, Isla Palau, Filipinas (Monniot y Monniot, 2001), en el
Pacifico mexicano: Puerto Angel, Oaxaca (Moreno-Davila, 2010), Bahia de Banderas,

Nayarit, en el presente estudio.
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llustracion 22. Distribucion geogréfica de Ascidia cf. sydneiensis en ecosistemas coralinos del

Pacifico mexicano.

Comentarios taxonémicos: El ejemplar analizado coincide con la descripcién de Van
Name (1945). Sin embargo, también difiere en algunas caracteristicas como la forma del
tubérculo dorsal, el autor la describe en forma de coraz6n, mientras que en el presente
estudio es en forma de U, otra diferencia es la posicion del ganglio la cual la ubica un
poco detrds del tubérculo dorsal, mientras que en el ejemplar analizado este se
encuentra un poco mas alejado del tubérculo dorsal. Se sugiere la revision de mas
ejemplares o la realizacién de un andlisis genético para corroborar si es derivado de una

variabilidad fenotipica.
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Lamina 17. Ascidia cf. sydneisensis Stimpson, 1855: A) Individuo con tunica; B) Individuo sin
tunica; C) Musculatura externa; D) Sifon oral y atrial; E) sifon oral; F) Pigmentos en el sifén oral,
G) Sifon atrial; H) Tubérculo dorsal; I) Ganglio neuronal; J) Papilas proyectadas en los vasos; K)
Lamina dorsal; L) Génadas.
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Género Phallusia Savigny, 1816
Phallusia aff. mammillata (Cuvier, 1815)

llustracion 25.

Material examinado: SEM-TUN-382; Nayarit-Bahia de Banderas-Las Marietas; Lat.
20°41'56", Long. 105°35'06"; 24/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario en forma de trapecio invertido, con
proyecciones irregulares y voluminosas en los margenes, cuyas dimensiones con tunica

son 3.5 cm de largo y 4.3 cm de ancho (llustracion 25).

La tdnica es gruesa, cuyo grosor aumenta notoriamente en ambos sifones, alcanzando
los 0.4 cm de ancho, el color es rosado con ligeros tonos morados, posee incrustaciones

de algas. Ambos sifones se encuentran separados entre Si.
Distribucion geografica: En el noroeste del Atlantico, en el mar Caribe, en el canal de

la Mancha y en el mar Mediterraneo (Shenkar et al., 2018). En el Pacifico mexicano: en

Bahia de Banderas, Nayatrit.
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llustracion 23. Distribucién geografica de Phallusia aff. mammillata en ecosistemas coralinos
del Pacifico mexicano.

Comentarios taxondomicos: El ejemplar no pudo ser completamente identificado debido
a que no fue preservado para analisis morfolégicos, por tal motivo, al ser disectado los
organos internos se encontraban deformados. Por ello, se tomaron en cuenta solo las
caracteristicas externas: coloracion forma y las deformidades de la tunica, las cuales
coinciden con fotografias para esta especie. Aunque su estatus esta en duda, porque la
especie esta registrada para costas Atlanticas. Este seria el primer registro para el
Pacifico oriental.
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llustracion 24. Phallusia aff. mammillata (Cuvier, 1815).
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Phallusia aff. nigra Savigny, 1816

llustracion 26.

Material examinado: SEM-TUN-387; Nayarit-Bahia de Banderas-Sayulita; Lat.
20°52'10", Long. 105°26'27"; 25/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario, cuyas dimensiones con tunica son de

2.3 cm de alto y 1.1 cm de ancho (llustracion 27).

La apariencia externa de la tinica es muy rigida y dura, presenta una coloracion muy
oscura (casi negro), con incrustaciones de ascidias de la familia Didemnidae, lo cual le
proporciona una apariencia de poseer pigmentos blancos. Los sifones se encuentran
separados entre si por una distancia de 1.8 cm, éstos son muy anchos, casi igual de

amplios que la parte ventral.
Distribucion geografica: Mar Egeo, mar Mediterrdneo, en el Océano Atlantico:

Bermudas, Caribe, Brasil y Golfo de México. En el Pacifico: Hawai y Bahia de Banderas

(Shenkar et al., 2018), Nayarit, en el presente estudio.
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llustracién 25. Distribucion geogréafica de Phallusia aff. nigra en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios morfolégicos: El ejemplar no pudo ser correctamente identificado debido
a que no fue preservado para analisis morfolégicos, debido a esto, al ser disectado los
organos internos se encontraban deformados. Por ello, se tomaron en cuenta solo las
caracteristicas externas: coloracion y forma, las cuales coinciden con fotografias para
esta especie. De confirmase el estatus taxondmico, este seria el primer registro para el

pacifico mexicano
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llustracion 26. Phallusia aff. nigra Savigny, 1816.
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Orden Stolidobranchia Lahille, 1886
Familia Pyuridae Hartmeyer, 1908
Género Microcosmus Heller, 1877
Microcosmus exasperatus Heller, 1878
Lamina 18.
Sinonimias: Ascidia dorsalis Monniot, 1987, Ascidia solomonensis Nishikawa, 1986.

Material examinado: SEM-TUN-253; Sinaloa-Mazatlan-Isla Pajaros; Lat. 23°15'00",
Long. 105°17'16"; 11/07/2014; Intermareal.; SEM-TUN-380; Nayarit-Bahia de Banderas-
Cueva Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06". 24/01/2018. Intermareal. SEM-TUN-
391; Guerrero-Zihuatanejo-Sacramento; Lat. 17°37'55", Long. 101°36'36"; 27/01/2018;
Intermareal. SEM-TUN-401; Guerrero-Zihuatanejo-Zacatoso; Lat. 17°39'13", Long.
101°37'19". 27/01/2018. Intermareal.

Descripcion morfoldgica: Espécimen solitario, en forma globular, cuyas dimensiones
sin tanica son de 5.1 cm de ancho y 3.9 cm de largo (Lamina 18. A y B), mientras que
con tunica alcanza los 6.2 cm de ancho y 6.9 cm de largo (Lamina 18. C). La tdnica es
de textura muy dura, rigida y rugosa, con incrustaciones de algas y coloracion externa

rojiza, mientras que por dentro el color se torna beige.

El organismo sin tanica presenta una coloracién amarilla en la region toracica y
rojiza en torno a ambos sifones. La musculatura es muy densa, en los sifones es circular
externa, mientras que en el resto del cuerpo se compone de lineas longitudinales en la
base y oblicuas en el centro las cuales bajan del sifén atrial hacia el endostilo. El sifén
oral mide 0.9 mm de largo y 1.2 mm de ancho, presenta espinas (Lamina 18. D), mientras
gue el sifén atrial mide 0.8 mm de largo y 1.1 mm de ancho, ambos son tetralobulado
(Lamina 18. E).
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El individuo disectado posee aproximadamente de 15 a 20 tentaculos orales
ramificados en 2 érdenes de tamafio (Lamina 18. F). El area peritubercular en forma de
“V” (Lamina 18. G) y tubérculo dorsal muy enroscado (Lamina 18. H), mide 1105.36 um
de largo y 909.11 um de ancho. La lamina dorsal es dentada con aproximadamente 50
proyecciones (Lamina 18. I). La faringe con 6 pliegues de lado derecho y 5 de lado
izquierdo, con 5 a 6 hileras de estigmas por malla y vasos parastigmaticos sobre ellas
(Lamina 18. J).

En el area abdominal, el estbmago es alargado, con presencia de endorcarpos
cerca del intestino. La glandula digestiva es color marrén (LAmina 18. K). Las gonadas

se encuentran en el lado derecho formando sacos (Lamina 18. L).

Distribucion geogréfica: Esta especie fue descrita por primera vez en el Mar Rojo
(Heller, 1878). Posteriormente fue registrada en Costas del Océano Atlantico: desde
Carolina del sur (Van Name, 1921) hasta Brasil y en costas del Pacifico: Australia (Kott,
1985), Guam vy Filipinas (Millar, 1975), sur de California (Cohen et al., 2005), Baja

California Sur (Moreno-Davila, 2013), Nayarit y Guerrero, en el presente estudio.
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llustracion 27. Distribucién geografica de Microcosmus exasperatus en ecosistemas coralinos

del Pacifico mexicano.

Comentarios morfoldgicos: Los caracteres definitorios para la identificacion de esta
especie son: el tamafo, la apariencia y coloracion externa (rojiza) e interna de la tunica,
el numero de tentaculos orales, el nUmero de pliegues, génadas en el intestino,
coloracion de la glandula digestiva, pero principalmente, el detalle que tiene mayor valor
taxonodmico es el tipo de espinas que presenta en el sifon oral. Todos estos caracteres
taxondmicos estan basados en la descripcion realizada por Van Name (1945) y en la
clave de identificacion de Rocha et al., (2012) y coinciden perfectamente con el ejemplar
examinado. Con este estudio se amplia el registro de la especie en costas del Pacifico

mexicano y se registra por primera vez en costas de Nayarit y Guerrero.

Cddigo de Barras: Se obtuvo una secuencia de 621 pb, representativa del ejemplar
SEM-TUN-253. Al comparar la secuencia con sus similares disponibles en Gen Bank, se
observd que esta difiere en 17% a la secuencia mas cercana que es un Microcosmus
squamiger (Num. De acceso EU486404.1).
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Lamina 18. Microcosmus exasperatus Heller, 1878: A) Individuo con tunica; B) Individuo sin
tinica: lado derecho; C) Individuo sin tanica: lado izquierdo; D) Lébulos orales; E) Espinas del
sifén oral; F) Tubérculo dorsal; G) Area peritubercular; H) Tentaculos orales; 1) Lamina dorsal; J)
Individuo disectado: pliegues; K) Organismo disectado: lado derecho; L) Organismo disectado:
lado izquierdo.
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Género Pyura Molina, 1782
Pyura haustor (Stimpson, 1864)
Lamina 19.

Sinonimias: Cynthia erecta Ritter, 1900; Cynthia haustor Stimpon, 1864; Cynthia
macrosiphonus Ritter, 1900; Halocynthia haustor (Stimpson, 1864); Halocynthia johnsoni
Ritter, 1909; Halocynthia washingtonia Ritter, 1913.

Material examinado: LEB-148; Oaxaca-Puerto Angel; Lat. 15°39'49", Long. 96°28'53";
05/12/2002; 1.5 metros. 158; Nayarit-Bahia de Banderas- Cueva Marietas; Lat.
20°41'56", Long. 105°35'06"; 04/10/2002. Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario de forma ovalada, tiene un ancho
uniforme, cuyas dimensiones sin tanica son de 4.0 cm de ancho y 3.0 cm de largo
(Lamina 19. A), mientras que con tunica alcanza los 5.2 cm de ancho y 4.9 cm de largo
(Lamina 19. B). La tunica es de textura dura, firme y cartilaginosa, completamente
cubierta por una colonia de Didemnum, por lo cual no se pudo apreciar la coloracion.
Ademas, presentaba incrustaciones de algas. El manto del cuerpo es de color amarillo

palido.

La musculatura es mas pronunciada del lado derecho del individuo, no es
compleja, ambos sifones presentan musculatura circular conspicua externa, mientras
gue en la base se vuelven longitudinales internas y diagonales externas, principalmente

mas densas del sifén oral hacia el centro del manto.

El sifén oral y el sifén atrial se encuentran posicionados de manera horizontal,
formando un angulo cercano a los 45° con respecto de la base, con una distancia de 3.0
cm entre ambos. El sifon oral mide 0.8 cm de longitud y 3.8 de diametro (Lamina 19. C),
presenta aproximadamente 10 grandes tentaculos orales ramificados (Lamina 19. D).

Mientras que el sifon atrial mide 1.1 cm de largo y 0.8 cm de diametro, cuya margen es
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lobado. Ambos sifones con 4 l6bulos de forma triangular (Lamina 19. E), no se

encontraron manchas de pigmentos.

En la pared del cuerpo se encuentra el area peritubercular en forma de “ V”, con
un tubérculo dorsal en forma de “O”, los extremos muy proyectados, lo cual da una

apariencia de presentar una forma de estrella (Ldmina 19. F).

La faringe presenta 6 pliegues longitudinales en ambos lados (Lamina 19. G y H),
con 4 o 5 estigmas entre cada vaso (Lamina 19. I). La lamina dorsal es continua con
lengiietas pequefias y poco visibles. La distribucibn aproximada de los vasos
longitudinales contados de la ldmina dorsal hacia el endostilo es la siguiente: Izquierda:
18 (12), 17 (12), 18 (16), 18 (17), 18 (15), 15 (13); derecha: 8 (10), 11 (13), 12 (13), 8
(14), 14 (20), 15 (13).

En estbmago se encuentra rodeado del diverticulo gastrico (Lamina 19. J). El
intestino se ubica al lado izquierdo, es tan grande que abarca casi todo lo largo del
individuo y es muy amplio, principalmente en la parte terminal, el cual presenta
endocarpos. (Lamina 19. K) El ano carece de l6bulos. Las gbnadas son saculiformes y

ramificadas (LAmina 19. L).

Distribucion geogréfica: En la regiébn de Puget Sound, Washington, en la costa de
California (Van, Name, 1945), en el Pacifico mexicano: en costas de Nayarit (presente
estudio) y en costa de Oaxaca anteriormente reportada por Moreno-Davila (2010) y

actualmente reportada en el presente estudio.
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llustracion 28. Distribucién geografica de Pyura haustor en ecosistemas coralinos del Pacifico
mexicano.

Comentarios morfoldgicos: De acuerdo con la descripcidn realizada por Van Name
(1945), el individuo analizado coincide con el tamafio, en el tipo de musculatura, en la
presencia de endorcarpos, en el tipo de lamina dorsal, el nimero de pliegues
branquiales, el nimero de estigmas, el estbmago y las gbnadas. Sin embargo, en la
misma descripcion deja muy amplio el margen de identificacion, ya que en su estudio
menciona que: la forma, el tamafio corporal y de los sifones puede ser variable, la
musculatura puede ser de varios tipos, el nUmero tentaculos orales, estigmas, de vasos
longitudinales y transversales por su parte variables. De los cuales, al menos el
organismo analizado presenta alguna caracteristica de la amplia gama de posibilidades,
solamente difiere en la forma del tubérculo dorsal. Sin embargo, en otro estudio ya se ha
reportado esta variabilidad para la misma especie (Moreno-Davila, 2010). Con este
estudio se amplia el registro de la especie para costas del Pacifico mexicano y se registra

por primera vez en costas de Nayarit.
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Lamina 19. Pyura haustor (Stimpson, 1864): A) Individuo sin tlnica; B) Individuo con tanica: lado;
C) Sifén oral: musculatura; D) Lébulos orales; E) Tentaculos orales; F) Tubérculo dorsal G)
Pliegues toracicos; H) Pliegues; 1) Estigmas; J) Diverticulo gastrico; K) Endocarpos; L) Génadas.
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Pyura lignosa Michaelsen, 1908
Lamina 20.

Material examinado: 159 y 160; Jalisco- Puerto Vallarta- Mismaloya; Lat. 20°31'59",
Long. 105°16'58"; 04/06/2000; Intermareal. SEM-TUN-319; Oaxaca-Huatulco-Cacaluta;
Lat. 15°43'11.36", Long. 96°09'48.28"; 14/05/16; Intermareal. SEM-TUN-333; Oaxaca-
Puerto Angel-Muelle; Lat. 15°39'49.48", Long. 96°29'44.62"; 04/11/15; Intermareal. SEM-
TUN-375 y SEM-TUN-375; Nayarit-Cueva Marietas; Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06";
24/01/18; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario con forma oval-alargada, cuyas
dimensiones sin tunica son de 1.3 cm de ancho y 1.5 cm de largo (Lamina 20. A),
mientras que con tdnica alcanza los 1.9 cm de ancho y 2.0 cm de largo. La tunica es de
textura dura, firme, cartilaginosa y arrugada, se encuentra libre de particulas, pero con
ligeras espinas en algunas partes, la coloracion en uno de los ejemplares es amarilla
ocre, con ligeros puntos de pigmentos color naranja (Lamina 20. B), mientras que en el
otro ejemplar su color es naranja de la base y ligeramente amarilla de la parte superior.
Independientemente de las arrugas que presenta la superficie, la tinica posee en la
superficie una serie de divisiones poligonales diminutas, las cuales se asemejan a
escamas. Lo sifones no son prominentes en la superficie. Los individuos se encontraban
unidos al sustrato de la parte ventral o a un costado. El manto del cuerpo es de color

amarillo pélido.

La musculatura es igual de pronunciada en ambos lados del cuerpo, es tan densa
gue cubre completamente los 6rganos internos, lo cual impide apreciarlo a simple vista.
Los sifones poseen musculatura circular externa y longitudinal interna, dicha musculatura
no forma bandas en los I6bulos (Lamina 20. C y D). Mientras que el resto el cuerpo

presenta largas bandas oblicuas de amplio grosor.

El sifén oral (LAmina 20. C) se encuentra de manera horizontal formando en

angulo de 90° con respecto de la base, mide 5.0 mm de longitud y 4.0 mm de ancho, con
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un margen tetralobulado, presenta aproximadamente 10 tentaculos orales muy delgados
y poco ramificados (Lamina 20. E). Mientras que el sifon atrial se encuentra posicionado
a 180° respecto a la base, mide 3.1 mm de longitud y 1.6 mm de ancho, este no posee
I6bulos, es liso y completamente circular. Ambos sifones presentan un margen sin

presencia de manchas de pigmentos.

La faringe presenta 6 pliegues de ambos lados (Lamina 20. F), los cuales poseen
vasos longitudinales y transversales. La distribucion aproximada de los vasos
longitudinales contados en cada pliegue empezando la lamina dorsal hacia el endostilo,
es la siguiente: de lado derecho: 1 (14), 2 (16), 3 (18), 4 (18), 5 (16) y 6 (12), en el lado
izquierdo: 1 (18), 2 (18), 3(18), 4 (18) y 5 (14). Entre cada vaso longitudinal se encuentran
series de 3 a 5 estigmas. Ademas, posee vasos parastigmaticos irregulares, es decir,

pueden encontrarse en algunas hileras de estigmas y en otras no (Ldmina 20. G)

En la pared del cuerpo se encuentra el area peritubercular en forma de “V” (con
ondulaciones en los costados), con un tubérculo dorsal en forma de “U” (Lamina 20. H),
con las orillas dobladas hacia el centro. La lamina dorsal posee aproximadamente 70

lengletas (Lamina 20. I). El ganglio neuronal en medio de ambos sifones.

El intestino se encuentra de lado izquierdo. El ano es ligeramente lobado (Lamina
20. J). El diverticulo gastrico (Ldmina 20. K) y las génadas (Lamina 20. L) presente en
ambos lados. En el lado izquierdo, las gbnadas se encuentran parcialmente rodeadas
del asa intestinal, mientras que, en el lado derecho alojadas en el manto, su forma es
saculiforme y surgen de una proyeccién tubular en la cual se localiza el oviducto y

espermiducto.

Distribucion geogréfica: La especie fue identificada por primera vez en Punta Arenas,
Costa Rica (Michaelsen, 1908). Posteriormente fue registrada en: Isla Guadalupe
(Monniot, 1983), Golfo de California (Van Name, 1945), en el Pacifico mexicano: Bahia
de La Paz, Baja California Sur (Moreno-Davila, 2013), en Bahia de Banderas, Nayarit,

Puerto Vallarta, Jalisco y Cacaluta, Oaxaca, en el presente estudio.
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llustracion 29. Distribucion geogréfica de Pyura lignosa en ecosistemas coralinos del Pacifico
mexicano.

Comentarios taxondémicos: A diferencia de la descripcion realizada por Van Name
(1945) para la misma especie, los individuos examinados poseen una musculatura mas
densa, lo cual imposibilita ver los 6rganos a través de ella. Sin embargo, esta especie
esta caracterizada por presentar dos tipos de arreglos de los sifones y detalles en forma
de escama en la tunica, estas caracteristicas fueron encontradas en nuestros

ejemplares, los cuales fueron determinantes para definir la especie.
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Lamina 20. Pyura lignosa Michaelsen, 1908: A) Individuo sin tunica; B) Individuo con tinica; C)
Sifén oral; D) Sifon atrial; E) Tentaculos orales; F) Pliegues branquiales; G) Estigmas; H)
Tubérculo dorsal; 1) Lamina dorsal; J) Ano; K) Diverticulo gastrico; L) Gonadas.
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Pyura sp.

Lamina 21.

Material examinado: SEM-TUN-417; Guerrero-Zihuatanejo-El Morro de Potosi; Lat.
17°32'03", Long. 101°30'05"; 28/01/2018; Intermareal.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario, con forma redondeada, sus
dimensiones con tunica alcanzan los 3.0 cm de largo y 4.0 cm de ancho. La apariencia
externa de la tanica es rugosa y dura, la coloracion externa es rojiza, con incrustaciones

de algas y tubos de poliquetos (Lamina 21. A).

El organismo sin tunica presenta una coloracion amarillo claro en el manto,
mientras que en los sifones dicha coloracidn se acentla a un color rojizo. La musculatura
es muy notoria del lado izquierdo del individuo (Lamina 21. B), estd conformada por
pronunciadas y numerosas bandas circulares y pocas lineas longitudinales en ambos
sifones, dichas bandas circulares bajan del sifon oral hacia la region central del manto,
en donde la musculatura se vuelve mas densa. Ademas, presenta proyecciones en forma
de espinas a lo largo y ancho de su musculatura (Ldmina 21. C). Mientras que, de lado
derecho dicha musculatura es practicamente inexistente, dejando al descubierto sus

organos internos (Lamina 21. D).

Los sifones son muy anchos y cortos, separados entre si por una distancia de 2.7 cm,
ambos poseen 4 I6bulos en forma redondeada en sus bordes (Lamina 21. E). Sin tlnica:

el sifén oral es mas corto que el atrial.

El organismo disectado posee en el area toracica aproximadamente 10 tentaculos orales
ramificados, los cuales se encuentran muy dispersos entre si. Ademas de presentar un
area peritubercular en forma de “V” (Ldmina 21. F) y un tubérculo dorsal amorfo (Ldmina
21. G), cuyos bordes se doblan el centro. La lamina dorsal es continua. Mientras que la

region faringea presenta pliegues: 5 de lado derecho y 6 de lado izquierdo (Lamina 21.
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H), con 5 hileras de estigmas y vasos parastigmaticos sobre ellos (LAmina 21. ). La

Lamina dorsal posee lenguetas (aproximadamente 100).
En el area abdominal se encuentran las gonadas saculiformes y ramificadas (Lamina 21.
J), mientras que a un costado del intestino presenta endorcarpos (Ladmina 21. K) y un

diverticulo gastrico (Lamina 21. L).

Distribucion geografica: En el Pacifico mexicano: El morro de Potosi, Guerreroit.

Gulf of
Mexico

Guerrero -
El morro de Potosi

llustracion 30. Distribucién geografica de Pyura sp., en ecosistemas coralinos del Pacifico
mexicano.

Comentarios taxondmicos: El minimo nivel taxondmico no se logré establecer ya que
no se encontrd6 mucha similitud a especies del género Pyura reportadas en costas del
Pacifico mexicano. Una caracteristica distintiva de la especie es la presencia de
proyecciones en el manto, las cuales pueden tener un valor de caracter taxonémico. Con

este estudio se registra por primera vez a la especie en costas del Pacifico mexicano.
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Lamina 21. Pyura sp.: A) Individuo con tanica; B) Individuo sin tunica: lado derecho; C) Espinas
D) Individuo sin tanica: lado izquierdo; E) Lobulos orales; F) Area peritubercular; G) Tubérculo
dorsal; H) Individuo, Kdisectado: Pliegues; 1) Faringe: vasos longitudinales; J) Gonadas; K)
Intestino; L) Diverticulo gastrico.
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Pyura aff. squamulosa (Alder, 1863)

llustracion 32.

Material examinado: SEM-TUN-375y 376; Nayarit-Bahia de Banderas-Cueva Marietas;
Lat. 20°41'56", Long. 105°35'06"; 24/01/2018; 6 metros.

Descripcion morfolégica: Espécimen solitario de pequefio tamafio de
aproximadamente 2.5 cm de ancho y 2 cm de alto, se encontr6é adherido al sustrato de

parte ventral.

La tinica es muy dura y coracea cuya coloracién en vida es rosada, con ligeros
bordes redondeados, los cuales se propagan de la mitad superior de la tinica hasta los
sifones, los cuales presentan una coloracidon rojiza y le confieren una particularidad

especifica que lo hace diferente a otras especies.

Los sifones se encuentran separados entre si, formando &ngulos de

aproximadamente 90°, cuyos margenes son tetralobulados.

Distribucion geografica: Esta especie fue identificada por primera vez en las islas
Britanicas (Alder, 1863), posteriormente ha sido registrada en el mar Mediterraneo (costa
de ltalia), aguas europeas (costas de Reino Unido, Irlanda, Francia y Espafia) (EOL,
2018) y en costa del Pacifico mexicano (Bahia de Banderas, Nayarit), en el presente

estudio.
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Mexico

Nayarit
Las Marietas

llustracion 26. Distribucion geogréafica de Pyura aff. squamulosa en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: La identificacién del ejemplar estd basado en la apariencia
externa del individuo y su semejante parecido a fotografias (tomadas de la web)
capturadas a esa especie, esto debido a que el individuo fue conservado para analisis
moleculares, por ello, las estructuras internas se deformaron de tal manera que su

identificacion basada en la herramienta tradicional se complicé.
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llustracion 27. Pyura aff. squamulosa (Alder, 1863)
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Pyura stolonifera (Heller, 1878)
Lamina 22.

Sinonimias: Cynthia praeputialis Heller 1878, Cynthia stolonifera Heller, 1878,
Cynthiopsis coalitus (Sluiter, 1898), Cynthiopsis praeputialis (Heller, 1878), Halocynthia
vanhaffeni Michaelsen, 1904, Halocynthia vanhoeffeni Michaelsen, 1904, Halocynthia
vanhoffeni Michaelsen, 1904, Microcosmus coalitus Sluiter, 1898, Pyura bradleyi Van

Name, 1931, Pyura violacea Peres, 1949.

Material examinado: LEB-131; Jalisco-Puerto Vallarta- Los Arcos; Lat. 20°32'41, Long.
105°17'28"; 04/06/2003; Intermareal.

Descripcion morfoldgica: Espécimen solitario en forma de trapecio invertido, cuyas
dimensiones sin tanica son de 2.0 cm de ancho y 1.8 cm de largo (Ldmina 19. Ay B),
mientras que con tlnica alcanza los 2.1 cm de ancho y 1.9 cm de largo. La tdnica es de
textura dura, firme y cartilaginosa, se encuentra completamente cubierta de granos de
arena, lo cual le proporciona una coloracién café y dificulta la observacion de los sifones,
los cuales se confunden con el resto del cuerpo (Lamina 19. C). El manto del cuerpo es

de color ligeramente parduzco.

La musculatura es mas pronunciada del lado derecho del individuo, no es
compleja, los sifones poseen musculatura circular externa y longitudinal interna (Lamina
19. D). Mientras que el manto sélo presenta largas bandas longitudinales de amplio

grosor, estas lineas cubren los 6rganos del individuo.

El sifébn oral y el sifon atrial se encuentran de manera horizontal y en angulo
cercano a los 90° con respecto de la base. El sifon oral mide 0.09 mm de longitud,
presenta aproximadamente 8 tentaculos orales muy gruesos y ramificados (Lamina 19.
E). Mientras que el sifon atrial es mas largo que el oral, mide 1.5 mm de longitud y 1.3
mm de ancho. Ambos sifones presentan un margen de 4 I6bulos triangulares sin

presencia de manchas de pigmentos (Lamina 22. F).
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La faringe presenta 6 pliegues en ambos lados, los cuales poseen vasos
longitudinales y transversales (Lamina 22. G). La distribucion aproximada de los vasos
longitudinales contados en cada pliegue empezando la lamina dorsal hacia el endostilo,
es la siguiente: de lado derecho: 1 (18), 2 (14), 3 (18), 4 (18), 5 (16) y 6 (10), en el lado
izquierdo: 1 (24), 2 (18), 3 (20), 4 (16), 5 (14) y 6 (10). Entre cada vaso longitudinal se
encuentran 4 series de estigmas. Ademas, en la faringe se encontré presencia de
espiculas calcareas en forma recta y estelada, de aproximadamente 406.504 um de
longitud (LAmina 22. H).

En la pared del cuerpo se encuentra el area peritubercular en forma de “V” (con
ondulaciones en los costados), con un tubérculo dorsal en forma conica-espiral) (Lamina
22. E), este tiene una proyeccion que se dirige hacia el ganglio, el cual se encuentra

entre ambos sifones (LAmina 22. 1). La lamina dorsal es continua con 42 lengletas.

El intestino es grande, abarca méas de la mitad del cuerpo y se encuentra de lado
izquierdo. El ano es multilobado, con 18 |6bulos (Lamina 22. J). El diverticulo gastrico
(Lamina 22. K) y las gonadas (Lamina 22. L) presente en ambos lados. En el lado
izquierdo hay aproximadamente 40 sacos de gonadas, los cuales se encuentran
parcialmente rodeadas del asa intestinal, mientras que en el lado derecho existen
aproximadamente 70 grandes sacos de gonadas, alojadas en el manto, los cuales surgen

de una proyeccion tubular en la cual se localiza el oviducto y espermiducto.

Distribucion geogréfica: La especie fue descrita por primera vez en el Océano Atlantico
(Heller, 1878), Posteriormente fue registrada en: El Océano Indico: Sudafrica (Heller,
1878; Kalk, 1958; Monniot y Monniot, 1976; Millar, 1955 y 1962), Pacifico oriental:
Zorritos Peru y Bahia Santa Elena, Ecuador. En el Pacifico mexicano: Oaxaca (Moreno-

Davila, 2010) y Los Arcos, Jalisco, en el presente estudio.

122



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

Gulf of
Mexico

Jalisco
Los arcos

llustracion 28. Distribucién geografica de Pyura stolonifera en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios morfol6gicos: Pyura stolonifera fue descrita en 1878 por Heller para el
Océano Atlantico, afios después, en el Océano Pacifico fue descrita por Van Name
(1931) describi6 Pyura bradleyi. Sin embargo, después de corroborar el estatus

taxonomico fue sinonimizada como Pyura stolonifera.

El individuo analizado en este estudio coincide con la descripcidn realizada por
Van Name (1931), excepto el numero de gonadas observadas, en este trabajo se registra
un mayor numero de génadas. Con este estudio se amplia el registro de la especie en

costas del Pacifico mexicano y se registra por primera vez en las costas de Jalisco.
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Lamina 22. Pyura Stolonifera (Heller, 1878): A) Individuo sin tunica: lado izquierdo; B) Individuo
sin tunica: lado derecho; C) Individuo con tunica; D) Musculatura del sifon oral; E) Tentaculos
orales y tubérculo dorsal; F) Lobulos orales; G) Pliegues branquiales; H) Espiculas; 1) Ganglio
neuronal; J) Lébulos anales; K) Diverticulo gastrico; L) Génadas.
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Familia Styelidae Sluiter, 1895
Género Metandrocarpa Michaelsen, 1904
Metandrocarpa cf. michaelseni Ritter y Forsyth, 1917
Lamina 23.
Sinonimias: Metandrocarpa cf. Michaelseni Ritter y Forsyth, 1917

Material examinado: LEB-169; Nayarit-Bahia de Banderas-Tecuchitan; Lat. 20°43'55",
Long. 105°24'43"; 05/10/2011; Intermareal.

Descripcion morfologica: Espécimen colonial con forma globular. La tanica es de
textura dura, firme y cartilaginosa, se encuentra libre de particulas, la coloracion es
blanca-traslucida (Lamina 23. A). La colonia se encuentra unida por estolones (Lamina
21. B) y unida completamente al sustrato de la parte posterior, dejando libre solamente

ambos sifones.

Los zooides se encuentran completamente comprimidos, cuyas dimensiones
aproximadas son de 1.4 mm de ancho y 0.07 mm de largo. Los sifones se encuentran
muy préximos con una separacion de 505.36 pum entre si, ambos de manera horizontal,
formando angulos de 90° respecto a la base. El sifén oral posee aproximadamente 12
tentaculos lisos de diferentes tamafios, todos ellos muy separados entre si (LAmina 23.
CyD).

En la pared del cuerpo se encuentra un area peritubercular en forma de “V” con
un tubérculo dorsal en forma de 6valo (Ldmina 23. E). La ldmina dorsal es continua. La
faringe posee 14 hileras de estigmas (Lamina 23. F).

El intestino se encuentra del lado izquierdo. El estémago es ovalado, amplio y
posee aproximadamente 9 pliegues (Lamina 23. G). El ano es multi lobado (Lamina 23.
H). Las gonadas se encuentran en la pared del cuerpo, las gdnadas femeninas consisten

en 5 o0 6 ovarios pequefos de aproximadamente 258. 24 um de diametro (Lamina 23. I).
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Distribucion geografica: La especie fue registrada por primera vez al norte y sur de
California, USA (Ritter y Forsyth, 1917; Van Name, 1945). En este estudio solamente se

encontré en Bahia de Banderas, Nayarit, en el presente estudio.

Gulf of
Mexico

Nayarit
Tecuchitan

llustracion 29. Distribucién geografica de Metandrocarpa cf. michaelseni en ecosistemas
coralinos del Pacifico mexicano.

Comentarios taxondmicos: Nuestros ejemplar encajan muy bien con la descripcion de
Metandrocarpa michaelseni dada por Van Name (1945), incluso las ilustraciones son

muy similares a lo observado en nuestro individuo.
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Lamina 23. Metandrocarpa cf. michaelseni Ritter y Forsyth, 1917: A) Colonia 1; B) Colonia 2; C)
Individuo disectado; D) Tentaculos orales; E) Area peritubercular; F) Tubérculo dorsal; G)
Estigmas; H) Estémago; I) Ano; J) Gonadas.
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Styela canopus (Savigny, 1816)
Lamina 24.

Material examinado: LEB-67; Jalisco-Puerto Vallarta- Los Arcos; Lat. 20°32'41", Long.
-105°17'28"; 08/04/2002; Intermareal.

Descripcion morfologica: Espécimen solitario de forma ovalada, que con tlnica mide
1.4 cm de ancho y 1.2 cm de largo (Lamina 24. A), sobre ella presenta muchas
irregularidades e incrustaciones de algas. Mientras que, sin tanica el cuerpo mide 1.1 cm
de largo y 1.2 cm de ancho (Lamina 24. B), la forma es completamente diferente, se
caracteriza por presentar un cuerpo mas ancho que largo, ambos sifones muy préximos

entre si y desviados hacia la derecha (Lamina 24. C).

La musculatura es de la siguiente manera: en los sifones presenta bandas
longitudinales externa, las cuales se van uniendo a la base, en donde la musculatura se

vuelve circular y transversal hasta cubrir el resto del manto.

El ejemplar presenta sifones alargados, ambos del mismo tamafio con una
longitud de 497.10 um de largo y 376.14 um de ancho, con 4 |6bulos alargados y
redondeados (Lamina 24. D). El sifén oral posee aproximadamente 40 tentaculos orales

ramificados (LAmina 24. E).

El saco branquial es plegado, con 5 pliegues de lado derecho y 4 de lado izquierdo
(Lamina 24. F), en ellos se encuentran vasos longitudinales, parastigmaticos y 9 hileras
de estigmas entre cada malla (Ldmina 24. G). En la pared de cuerpo se encuentra el
area peritubercular muy pequefia y un tubérculo dorsal diminuto en forma de “0” (Lamina
24. H). El intestino esta en el lado izquierdo, el cual es alargado y en forma de “C” (Lamina

24. 1), sobre el estbmago se encuentra un diverticulo gastrico pequefio (Lamina 24. J).

Las gonadas se ven facilmente a simple vista a través del manto (Lamina 24. K),
se encuentran 2 de cada lado. Cada uno comprende un ovario alargado, sinuosamente

curvado, con el extremo dirigido hacia el sifén auricular. El ovario esta bordeado a cada

128



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

lado por pequefios testiculos que varian de forma, con varias ramas irregulares, estos se
encuentran a poca distancia del ovario; sus conductos van hacia el ovario, sobre cuya

superficie libre se unen para formar el conducto espermatico comun (Lamina 24. L).

Distribucion geogréfica: La especie fue registrada por primera vez en el puerto de
Boston como Styela Partita por (Stimpson, 1852). Posteriormente fue sinonimizada a
Styela canopus (Savigny, 1816), la cual ha sido registrada en costas del Océano
Atlantico: en Massachusetts, Florida, las Antillas, Cuba, Puerto Rico y Curacao. En el
lado europeo desde islas Anglonormandas y costa oeste de Francia hasta islas de Cabo
verde y Africa occidental tropical. En el Pacifico: En Isla Toboguilla, Panama (Van Name,

1945), Oaxaca (Moreno-Davila, 2010) en Puerto Vallarta, Jalisco, en el presente estudio.

Gulf of
Mexico

Jalisco
Los arcos

llustracion 30. Distribucion geografica de Styela canopus en ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano.

Comentarios taxonémicos: La principal caracteristica distintiva de esta especie es la

forma y distribucion de las gonadas, las cuales al ser comparadas con la descripcion
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realizada por Van Name (1945) coincide en su totalidad. Con este estudio se registra por

primera vez la especie en las costas del Pacifico mexicano.
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Lamina 24. Styela canopus (Savigny, 1816): A) Individuo con tunica; B) Individuo sin tanica; C)
Sifones: oral y atrial; D) Lébulos orales; E) Tentaculos orales; F) Pliegues; G) Estigmas; H)
Tubérculo dorsal; I) Intestino; J) Diverticulo gastrico; K) Génadas; L) Ovocitos.
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7.2 Resultados moleculares

7.2.1 Extraccion de ADN

Se realiz6 el procedimiento de extraccion de ADN gendmico a 140 individuos, del
cual 70 ejemplares fueron considerados como resultados favorables (por presentar

bandas de buena calidad). Por lo tanto, el porcentaje de éxito fue del 54%.

La calidad y cantidad de ADN fue variable entre los individuos sometidos a este
procedimiento (llustracién 31) y dependiendo de esto, se prepararon distintas diluciones
(1:10, 1:20, 1:30, 1:50y 1:100), con la finalidad de obtener una concentracion adecuada
para la amplificacion de fragmentos de ADN de interés. En los casos donde la

concentracion fue baja, no se realizaron diluciones.

llustracion 31. Electroforesis en gel de agarosa: extracciones de ADN de algunas ascidias.

7.2.2 Amplificacién del marcador mitocondrial (COIl)

Después de realizar varios experimentos, se creé e implementd un protocolo para
el proceso de amplificacion del fragmento COI mediante la estandarizacién de las
concentraciones idoneas para llevar a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (Tabla 6) y la optimizacion de las condiciones de termociclado (Tabla 7 y 8).
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Tabla 6. Caracteristicas de los reactivos empleados en la PCR.

Volumen (ul)  Reactivos/Concentracion/ Marca

6.10 ddH20

2.00 Buffer PCR/10X/PROMEGA

1.10 dNTP’s/10 Mm/PROMEGA

0.75 Cebador foward/10um/MACROGEN

0.50 Cebador reverse/10um/MACROGEN

0.50 BSA/20mg/mL/SIGMA

0.10 Taq polimerasa/lU/PROMEGA
05a15 ADN/variable

Tabla 7. Condiciones de termociclado.

Etapas Tiempo y temperatura Numero de ciclos
Inicio 3 min. a94°C 1
Desnaturalizacion 1 min.a94°C
Alineamiento 1 min. a la temperatura
Optima (42 a 52°C) 40
Elongacion de la 1 mina72°C
cadena
Elongacioén final 8 mina72°C 1
Conservacion 4.0°Ca -

Tabla 8. Temperatura de los cebadores.

Cebador Temperatura
Foward Reverse °C
Tun-F Tun-R 42
Urocho F Urocho R 49
dgHCO dgLCO 42 a 52
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Se obtuvieron resultados positivos pertenecientes a cuatro individuos, los cuales
estuvieron representados por la presencia de bandas de buena calidad en los geles de
verificacion (llustracion 36).

llustracion 32.Electroforesis en gel de agarosa que muestra la concentracion de productos
PCR obtenidos de la amplificacion del fragmento del gen COI.

Derivado de lo anterior, el porcentaje de éxito de la PCR con los cebadores
empleados en este proyecto fue del 25%, es decir, de 120 pruebas de PCR’s realizadas,
se logré obtener 30 resultados positivos, que al ser unidos para su purificacion, les

correspondieron a 16 individuos (Tabla 9).

7.2.3 Andlisis de las secuencias

En total, fueron secuenciados 16 productos de PCR, de los cuales se obtuvieron
secuencias de nueve individuos (en total 18, tanto foward como reverse), de
aproximadamente 650 pb, todas ellas de buena calidad (llustracién 33), las cuales al ser
analizadas les corresponden a cuatro especies.
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llustracion 33. Cromatograma de la sencuencias de ADN de Cystodytes aff. lobatus.

]

Se realiz6 un andlisis de las secuencias, el cual consistié en el rastreo de las
secuencias obtenidas en este trabajo, a través del programa BLAST® de GenBank, el
cual proporcioné un porcentaje de similitud de entre 80% y 86% de parentesco con

especies afines incorporadas en la base de datos (Tabla 9).
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Cédigo Especie Cebador Pb Blast % de Cédigo de
utilizado GenBank parentesco acceso
SEM-TUN-264 Cystodytes TUN-Fy 604 Cystodytes 87 AY523044.1
aff. lobatus TUN-R dellechiajei
SEM-TUN-265 Cystodytes TUN-Fy 604 Cystodytes 87 AY523044.1
aff. lobatus TUN-R dellechiajei
SEM-TUN-266  Trididemnum TUN-RY 600 Cystodytes 83 AY523044.1
savignii TUN-R dellechiajei
SEM-TUN-267  Trididemnum TUN-RY 600 Cystodytes 83 AY523044.1
savignii TUN-R dellechiajei
SEM-TUN-253  Microcosmus TUN-Fy 621 Microcosmus 83 EU486404.1|
exasperatus TUN-R squamiger
SEM-TUN-352 Didemnum Urocho-F y 730 Nitratireductor 86 CP029208.1
vanderhorsti Urocho-R sp.
SEM-TUN-353 Didemnum Urocho-Fy 710 Nitratireductor 85 CP029208.1
vanderhorsti Urocho-R sp.
SEM-TUN-359 Didemnum Urocho-F y 590 Sulfitalea 80 AP012547.1
vanderhorsti Urocho-R hydrogenivorans
SEM-TUN-377 Didemnum Urocho-F y 580 Sin parentesco 0 -
vanderhorsti Urocho-R
SEM-TUN-378 Didemnum Urocho-F y 640 Sin parentesco 0 -
sp. Urocho-R
SEM-TUN-383 Didemnum Urocho-F y 710 Polymorphum 81 CP002568.1
vanderhorsti Urocho-R gilvum
SEM-TUN-386 Didemnum Urocho-F y 640 Didemnum 84 AY116602.1
Urocho-R candidum
SEM-TUN-404 Didemnum Urocho-F y 650 Polymorphum 85 CP002568.1
vanderhorsti Urocho-R gilvum
SEM-TUN-405 Didemnum dgHCO y 710 Didemnum 82 AY116602.1
vanderhorsti dgLCO candidum
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SEM-TUN-408 Didemnum Urocho-F y 720 Didemnum 83 AY116602.1
vanderhorsti Urocho-R candidum

SEM-TUN-409 Didemnum Urocho-F y 650 Didemnum 84 AY116602.1
vanderhorsti Urocho-R candidum
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Pacifico mexicano: morfolog

7.2.4 Alineamiento y analisis del locus mitocondrial (COI)

Se alinearon 167 secuencias pertenecientes a la clase Ascidiacea, todas ellas de

entre 600 y 750 pb, de las cuales nueve derivaron de este estudio y el resto de la base

de Thalia longicauda

7

, Se incorpord una secuencia

de datos de GenBank. Adicionalmente

perteneciente a la clase Thaliacea. Después de alinear las secuencias y eliminar los

del cual se obtuvieron 83 de

final del alineamiento fue de 418 pb

el tamano

extremos

sitios conservados, 281 sitios variables, de los cuales 266 son sitios parsimoniosamente

informativos (llustracion 35).
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A TGATTTTTGEETSETEGEGETGATGCCEGEGEGCGETTCET - - -6GB666CTGEG6CAAA- - - - - - -

A TGATTTTTGGETGTGGTGATGCCGGCGEGTTCGT - - -G66G6CTGGCAAA- - - - - - -

AJ517314 Cioi

v Name

3. LSEM1006

4. LSEM 1005

/)5 LSEN1002

VB ISEMB24Tun|A T A AT T T TTTTTTTTGTTATACCTACTATAGTAGGTGGATTTAGAAA- - - - - - - -

KPO72781PdJA T A AT T T T TTTTTTTGTTATACCAACTATAATTAGGAGATTTGGTAA - - - - - - -

KM#1BISE|A T A AT T TTTTTTTTTGTCATGCCCGTTTTAATTAGAGSGGSGTTTAGGAA- - - - - - -

13 KWH1BI0EJA T A AT TTTTTTTTTTGTCATGECCGTTTTAATTAGAGGBGTTTAGGAA- - - - - - - -

V14 KW11609EA T A A T T TTTTTTTTTGEGTGATACCTGEGTTTTGATTAGAAGGTTTAGAAA- - - - - - - -

KIgaa3goMi]JA T 6 A T T T T TTTCTTTGTTATACCTATAATAATTGGTGBGGEGTTTGGTAA- - - - - - - -

71st]A T 6 AT T T T TTTTTTTGTTATGCCGGTAATAATTAGAAGATTT TAGGAA - - - - - - -

KJ725°
KI725°
KJ725:

G6DglA T A AT TTTCTTCTTTGTAATACCAACCCTTATTAGGAGGTTTAGAAA - - - - - - -

62AsfA T A AT T T TTTTCTTTGTTATGECCCATTATAGTTGGGGGGTTTGGAAA- - - - - - - -

S3DEfA T A AT TTTTTTTTTGGTAATACCCACCCTTATTAGAAGATTTGGAAA- - - - - - - -

K725
KJ725°

S2DkffA T A AT T T T TTTTTTTATTATACCECGGTTATAATTAGAAGATTTAGAAA - - - - - - -

KF7918670lA T A AT T T TTTTTTTTEGTAATACCTACTATAATTAGAAGATTTAGAAA - - - - - - -

4T06PHIA T A AT T TTTTTTTTCGTCATGCCCATTATAATCGGCGGEGTTTGGAAA- - - - - - -

KF4’

>

Conserved: 83/418

[lustracidn 34. Alineamiento de las secuencias: Sitios conservados.

7.2.5 Andlisis filogenético

El arbol filogenético mostré cinco agrupaciones principales (llustracion 36),

pertenecientes a los tres Ordenes en los cuales se divide la clase Ascidiacea

(Aplousobranchia, Phlebobranchia y Stolidobranchia).

138



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

El clado mejor representado y constituido como grupo parafilético fue el érden
Stolidobranchia, en donde se encontraron a las familias: Molgulidae (compartiendo clado
con el orden Aplousobranchia), Pyuridae y Styelidae (en un mismo clado). Mientras que
los 6rdenes Aplousobranchia y Phlebobranchia se encontraron compartiendo taxones
constituyéndose, como grupos polifiléticos. En el primero (Aplousobranchia) se encontro
representado por las familias: Polyclinidae, Polycitoridae, Diazonidae, Clavellinidae y
Didemnidae, esta dltima es la mas abundante en el analisis. En el segundo
(Phlebobranchia) se encontraron las familias: Ascidiidae (compartiendo clado con el
orden Aplousobranchia), Corellidae y Cionidae (en un mismo clado). Por ultimo, en el

grupo de los Stolidobranchia.
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[ Aplousobranchia [ Phlebobranchia [ stolidobranchia

llustracion 35. Arbol de maxima verosimilitud correspondiente al fragmento mitocondrial COI.
Los cuadros representan las agrupaciones y las barras verticales los 6rdenes en los cuales se
divide la clase Ascidiacea.
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Derivado del analisis filogenético, se pudo ubicar afinidades para las secuencias

de este estudio en secuencias de taxones cercanos (géneros y especies) obtenidas de
GenBank. En este sentido, se observaron cuatro agrupaciones principales de interés

(G1, G2, G3y G4) que se muestran a continuacion:

La grupacion G1 (llustracion 37), esta constituida por las secuencias del género
Cystodytes, con un valor bootstrap del 17% y un valor de distancia genética promedio de
0.525. En este clado quedd ubicada la secuencia de Cystodytes aff. lobatus de este
estudio, con un valor de distancia genética minimo de 0.005 que se encontré al
compararla con la de Cystodytes aucklandicus (GenBank) y que indicaria una cercania
evolutiva considerable, mucho mayor que con las demas especies del mismo género
(Tabla 10).

En el clado G2 (llustracidén 37) se encuentran agrupadas todas las secuencias del
género Trididemnum (bootstrap=24%) con un valor promedio de distancia genética de
0.210 incluyendo la secuencia de Trididemnum savignii (de este estudio). Las distancias
genéticas estimadas en comparaciones pareadas dentro del clado indican que la especie
mas cercana a nuestra secuencia fue Trididemnum cerum con una distancia genética de
0.193 (Tabla 11).

T —— —
Aplicicerrr elegarts (AySOQO927 1)

l FEeuUdoadisionIa Cyrntiserrse (Ay600970)

AL il iras e rici iiza (AN

Cystodytes auckiandicus (AyS23059)
100 Cysltodyteoes sp. (LSEM SO2)
Cy stodytes aff. lobatus (SEM-TUN-264 ¥ SEM-TUN-2E85)
EFudistorma viride (IKJ9244392)

[* Cystodytes dellochiajsi (AyS5S23042)

| I:Polycil‘or‘ adriaticesrrn (AY&500582)

22 Coycmtaciicden = cleallectiisaiei (LIS 2 IO TES)

zs Tricliclerririrm cyarncophiorirm (KJ725158)
Tridicderiricrr solicdirr (IFSO&186&)
Tricidermnaneisrr cerewrr (IKF309632)
Tridicderrrrrerrrm sawvigmi (SEM-TUN-288 ¥V SEM-TUN-2287)
100 | FPoelyclintwurm indicowurm (FKPOQ72781)

Polyvolingurrm sp. (Contig7 LSEM S10 S13 v 540)
[ Diplosornra listoriarnwurm (KE79518687)

llustracion 36. Representacion filogenética de las agrupaciones G1y G2.
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Tabla 10. Distancias genéticas entre las especies del género Cystodytes (agrupacion

G1).
Especies 1 2 3 4 5
Cystodytes aucklandicus
Cystodytes dellechiajei 0.374
Cystodytes dellechiajei 0.642 0.346
Cystodytes sp. 0.770 0.405 0.758
*Cystodytes aff. lobatus 0.786 0.417 0.743 0.005

*Secuencia obtenida en el presente estudio.

Tabla 11. Distancias genéticas entre las especies del género Trididemnum (agrupacion

G2).
Especies 1 2 3 4
Trididemnum cerum
Trididemnum cyanophorum 0.209
*Trididemnum savigni 0.193 0.273
Trididemnum solidum 0.199 0.166 0.218

*Secuencia obtenida en el presente estudio.

El clado G3 (llustracion 38), agrup6 la secuencia de Microcosmus exasperatus,
obtenida en este estudio con un valor bootstrap del 80% y de distancia genética de 0.304

respecto a su congénere M. squamiger.

I e s S sy nicraton lacazel (Ay600986)
Ecteinascidia twurbinata (Ef6a43374)

ek mom e R ARO R
86

EFoteinascidia herdmarnri (AyvGe00968)

20 Aicrocosmes sqauanifger (FiS28602)
Microcosmus exasperatus (SEM-TUN-253)

FHalocyrittirea pyriforris (Fi528610)
100 | Polycarpa sp. (KFRooss8s8)
! styelidae (Krzoess=)

100 | Stirela sp. (FiS28639)

llustracion 37. Representacion filogenética de la agrupacion G3.

El género Didemnum se caracterizO por presentar dos grandes agrupaciones
(clados distintos) dentro del andlisis filogenético. La agrupacién de interés fue nombrada

como G4, en dicho clado se agruparon las secuencias de Didemnum aff. recurvatum
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obtenidas en este estudio con las secuencias de Didemnum candidum, con un valor

bootstrap del 100% y un valor promedio de distancia genética entre las secuencias de

0.116 (Tabla 12). Mientras que el valor de distancia genética entre las dos agrupaciones

formadas por el género Didemnum fue de 0.762.

Didermrrncus vanderfrorsti (SEM-TUN-408)
—nf;ldemnum vanderforsti (SEM-TUN-386)
Dicdesrmmeurrm vanderbhorsgti (SEM-TUN-409)
Diddsrmriurm candidum (KJA725164)
99 Dicderrrricirry candicderrr (WKJO725170)
(= ’

Didertrriwnt candideum (GAFRPE4)

Diderrricrrn camndideirm (KJA7251689)
Dicaderrrricerr candiderrr (KJAO7251668)
Diderririuurry candidurr (AY 116602)
Diderriricirry carrdiderm

llustracion 38. Representacion filogenética de la agrupacion G4.

Tabla 12. Distancias genéticas entre las especies del género Didemnum (agrupacion

G4).

Especies 1 2 3 4 5
Didemnum candidum
Didemnum candidum 0.036
Didemnum candidum 0.015 0.052
*Didemnum vanderhorsti 0.172 0.183 0.169
*Didemnum vanderhorsti 0.184 0.192 0.180 0.021
*Didemnum vanderhorsti 0.168 0.179 0.165 0.003 0.018

*Secuencias obtenidas en el presente estudio.

En cuanto a la relacion entre los diferentes grupos (G1, G2, G3 y G4), se obtuvo

una matriz de distancias (Tabla 13) con valores minimos de 0.234 y maximos de 0.531,

gue en promedio se tiene una distancia genética de 0.442 entre los diferentes géneros

(Trididemnum, Didemnum, Cystodytes y Microcosmus).
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Tabla 13. Distancias genéticas entre géneros.

Especies 1 2 3 4
Trididemnum
Didemnum 0.515
Cystodytes 0.234 0.501
Microcosmus 0.445 0.531 0.429
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VIII. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Taxondmicas

En este apartado se abordan temas relacionados con los criterios
empleados en la identificacién de los ejemplares examinados, la problematica que esto
conlleva y aspectos generales sobre la biodiversidad del grupo, con énfasis en la zona
de estudio (Pacifico mexicano). En cuanto a los criterios empleados para discernir entre
orden, familia y géneros se consultd la literatura de diferentes especialistas en
taxonomia (Van Name, 1945; Monniot y Lambert, 2008; Monniot, et al., 1991; Rocha, et
al., 2012), que de acuerdo a ellos, mencionan que en general, los miembros de la clase
Ascidiacea comparten ciertas caracteristicas como, por ejemplo: l6bulos (orales y
atriales), estigmas, tentaculos orales, entre otros, los cuales pueden variar en nimero y
dimensién, pero existen ciertas caracteres que son diagndésticos para identificar las

especies.

En el o6rden Phlebobranchia, se identificaron cuatro familias: Diazonidae,
Didemnidae, Polycitoridae y Polyclinidae, los cuales se pueden diferenciar entre ellos,

por las caracteristicas mostradas en la tabla 14.

Tabla 14. Comparacion entre cuatro familias del 6rden Phlebobranchia: Diazonidae,
Didemnidae, Polycitoridae y Polyclinidae.

Familia Diazonidae Didemnidae  Polycitoridae  Polyclinidae
Caracteristicas Saco Colonias Sifones con Sifén oral
branquial con planas e aberturas lobulado y
muchas filas incrustantes, independientes, atrial sin
de estigmas, zooides musculatura  |ébulos, puede
papilas en los pequeios muy presentar o no
vasos pronunciada una lengueta

longitudinales

y lamina
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dorsal con

lengletas

Respecto a la familia Diazonidae, se identificaron especies pertenecientes al
género Diazona y Rhopalaea, los cuales se diferencian por las caracteristicas mostradas
en la tabla 15.

Tabla 15. Comparacion entre dos géneros de la familia Diazonidae: Diazona y

Rhopalaea.
Géneros Diazona Rhopalaea
Colonias Grandes y masivas Pequefios grupos
Zooides Pequefios Grandes
Tldnica El estbmago se encuentra Estdmago ligeramente
muy incrustados a la incrustado a la tunica

tinica que lo rodea

En cuanto a la familia Didemnidae, se encontraron especies representantes del
género Didemnum y Trididemnum, dichos géneros se diferencian entre si por las
siguientes caracteristicas: el género Didemnum posee cuatro filas de estigmas y una
abertura auricular simple y/o con lengieta, mientras que, el género Trididemnum posee

tres filas de estigmas y una abertura auricular simple.

Mientras que, la familia Polycitoridae se encontr6 representada por los géneros
Eudistoma y Cystodytes, que se diferencian por las caracteristicas mostradas en la tabla
16.

Tabla 16. Comparacién entre dos géneros correspondientes a la familia Polycitoridae:

Eudistoma y Cystodytes.
Géneros Eudistoma Cystodytes
Espiculas Ausentes Presentes en forma de

disco
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Zooides Alargados y estirados Cortos y compactos
Faringe Mas de 4 hileras de 4 hileras de estigmas
estigmas
Estdmago Alargado Redondeado
Células de vejiga Ausentes Abundantes

Por altimo, el Unico género representante de la familia Polyclinidae fue Aplidium,

gue se caracteriza por poseer zooides robustos, con pocas filas de estigmas y abdomen
corto.

Del orden Phlebobranchia se encontr6 la familia Ascidiidae como Unica
representante caracterizada por lo siguiente: ser solitarias, con tunica trasltcida, el saco
branquial presenta musculatura en el lado derecho, el intestino generalmente alargado y
rodeando el ovario. En dicha familia se encontraron representantes del género: Ascidia,

Ascidiidae y Phallusia, que se diferencian por las caracteristicas mostradas en la tabla
17.

Tabla 17. Comparacion entre tres géneros correspondientes a la familia Ascidiidae:
Ascidia, Ascidiiella y Phallusia.

Género Ascidia Molgula Phallusia
Caracteristicas Conducto neuronal Son mas Conducto neuronal
con una sola pequefias y como con muchas
apertura en el caracter diferencial aperturas ademas
tubérculo dorsal tienen los dos del que esta en el

sifones en la parte tubérculo dorsal

apical del cuerpo,

En este estudio se encontraron dos familias pertenecientes al orden

Stolidobranchia: Styelidae y Pyuridae, que se diferencian por las caracteristicas
mostradas en la tabla 18.
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Tabla 18. Comparacion entre dos familias pertenecientes al orden Stolidobrancha:
Styelidae y Pyuridae.

Familia Styelidae Pyuridae
Organizacién Solitaria o colonial Solitario
Musculatura Ligeramente pronunciada Muy marcada
Sifones cuadrados Cuadrados
Tent4culos Simples Ramificados
Pliegues 4 en cada lado De 6 a 10

Dentro de la familia Styelidae, se identificaron especies de cuatro géneros: Styela,
Pyura, Microcosmus y Metandrocarpa, que se diferencian por las caracteristicas

mostradas en la tabla 19.

Tabla 19. Comparacion entre cuatro géneros pertenecientes a la familia Styelidae:
Styela, Pyura, Microcosmus y Metandrocarpa.

Género Styela Pyura Microcosmus Metandrocarpa
Sifones Variable Cortos Largos Cortos
Lamina Lisa Lengietas Membrana Lisa
dorsal
Go6nadas Envueltas en Lobuladas Con 5 I6bulos Lobuladas
membrana y

ovario tubular

8.1.2 Problemaéatica en la taxonomia de la clase Ascidiacea

La clase Ascidiacea presenta una alta dificultad en lo que respecta a la
clasificacion taxonémica de las especies, debido principalmente a la complejidad en la
manipulacion e interpretacion de las caracteristicas morfoldégicas empleadas para su
identificacion. Uno de los puntos que se ha sugerido como clave para la identificacion de

las especies es una buena preservacion de los organismos basada en diferentes
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metodologias previas y post-fijacion de los individuos. Esto con la finalidad de conservar

de manera adecuada las estructuras corporales (Van Name, 1945; Monniot et al., 1991;

Monniot & Monniot, 1996; Bonnet & Rocha, 2013). En este trabajo se presentd gran

dificultad en la revisibn de algunos de los ejemplares (recolectados previamente al
estudio) principalmente atribuido a la problematica de la fijacion.

Otro aspecto que algunos autores han sugerido de manera auxiliar es la
realizacion de fichas que contengan la informacion del organismo en vida (ej. Palomino,
2017), también la toma de fotografias in situ (Rocha et al., 2012), con la finalidad de
facilitar la identificacion de los especimenes. Es de mencionar que para este estudio no
se contd con imagenes o fichas de los ejemplares recolectados previos al estudio, pero
si de los obtenidos durante esta investigacion, lo que sirvid de referencia para comparar
y facilitar la identificacion de los ejemplares con otros reportados para la costa del
Pacifico y otras partes del mundo.

En cuanto a la identificacion de ascidias, esta actividad es menos compleja en
individuos solitarios, esto asociado principalmente a su tamafio, lo que le confiere mayor
facilidad en la manipulacién e interpretacion de sus estructuras. Mientras que en ascidias
coloniales, la fragilidad de sus extructuras corporares y su tamafo se convierte en un
problema, debido a que alcanzan escasos centimetros de longitud. Debido a esto se han
sugerido otras metodologias, que consisten en la identificacion a través de su estado
larvario (Monniot y Lambert, 2008) y la observacion de sus espiculas (Turon, 1986). La
primer metodologia es compleja debido a que la identificacion dependera de su estado
de maduréz y de su época reproductiva, que a pesar de ser poco conocida, difiere entre
grupos (Brusca y Brusca, 2003; Monniot y Lambert, 2008). Ante tal situacién, fue poco
practico tomar como criterio de referencia la morfologia de las larvas, ya que solo en
algunos de los ejemplares estudiados se encontraron presentes. Ademas, otro
inconveniente con el uso de esta metologia es que las descripciones de muchas especies
son antiguas y no hacen referencia a esta caracteristica. Por lo que, en la mayoria de los

casos no fue posible comparar la larva con lo registrado en la literatura.
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En el caso particular de la familia Didemnidae, Turén (1986) sugirid6 que si se
examina un numero suficiente de espiculas y se realiza un recuento de los radios se
podria llegar al minimo nivel taxondmico (especie). Desafortunadamente no se ha
logrado la identificacion de especies a través de esta propuesta, debido a que muy pocos
autores han seguido este procedimiento. Sin embargo, es de reconocer la necesidad de
dar mayor importancia a estos caracteres, con la finalidad de comprobar si realmente
pueden ser diagnosticos en la discriminacion de especies. Para lo cual es recomendando
principalmente el uso de microscopio electrénico de barrido para una mejor resolucion

de estas estructuras.

Ademas, en los géneros Didemnum, Cystodytes y Eudistoma, se detectd una
importante variabilidad morfologica intraespecifica en los zooides. Esto al parecer
derivado de la alta plasticidad fenotipica de los individuos de algunas especies, lo que
conlleva a un problema mayor para la correcta identificacion de las especies. El problema
deriva en que muchas de las descripciones de especies conocidas solo se centran en la
revision de uno o dos individuos (zooides) (Van Name, 1945), dejando muy grande el
margen de error al no tomar en cuenta otros fenotipos de la misma colonia. Para evitar
esto, se tendrian que tomar en cuenta la morfologia de un mayor numero de zooides con

la finalidad de generar una diagnosis mas completa de las especies.

Probablemente el mayor problema para el estudio de las Ascidias del Pacifico
mexicano (y en general del Pacifico oriental) es la escasa literatura existente (véase
antecedentes), lo que dificulta la identificacién de las especies hasta el minimo nivel
taxonodmico. La poca literatura que hay es muy ambigua y poco descriptiva, dejando muy
grande el margen de identificacion. Como consecuencia de esta poca informacion
podemos resaltar el incremento significativo de nuevos registros y la probable presencia

de nuevas especies en nuestras costas.
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8.3 Biodiversidad de la clase Ascidiacea en el Pacifico mexicano

La clase Ascidiacea constituye un grupo altamente biodiverso con
aproximadamente 2800 especies registradas a nivel mundial, de esta cifra solo 40
pertenecen a costas del Pacifico mexicano (véase antecedentes). Si bien, las
caracteristicas del area geogréfica (tipo de sustrato, alimento, competencia, depredacion
etc.) son de suma importancia para la diversidad de especies, es mas probable que el

bajo nimero de registros se deba mas bien a la falta de estudios en el area.

En este trabajo se encontraron representantes de los 3 6rdenes de Ascidiacea. El
orden mejor representado fue Aplousobranchia (72% equivalente a 76 especies),
seguido del Stolidobranchia (16% equivalente a 17 especies) y en ultimo lugar el
Phlebobranchia (12% equivalente a 13 especies). Esta informacién es acorde con lo
esperado para los tres 6rdenes debido a que en general las proporciones son similares
al estudio realizado por Shenkar y Swalla (2011), en donde también el orden més diverso
es el Aplousobranchia con 1480 especies (llustracion 40).

Stolidobranchia

Stolidobranchia Aplousobranchia

Phlebobranchia
12%
1020,36%

Aplousobranchia

Phlebobranchia

llustracion 39. Porcentaje de especies por orden: a) Tomado de Shenkar y Swalla (2011); b)
Presente estudio.

En cuanto al nimero de familias, se identificaron siete, la mejor representada fue
la Didemnidae (llustracion 41), fue muy abundante y frecuente, ya que se observé en

todos los sitios muestreados, lo cual coincide perfectamente con el estudio de Shenkar
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y Swalla (2011) (llustracién 42), en donde enfatizan que esta familia es de las mas

diversas a nivel mundial. Su alta frecuencia se puede deber a su cosmopolitismo

(Stefaniak et al., 2009), aunado a las ventajas que le ofrecen las condiciones ambientales

como: la disponibilidad del alimento, pero principalmente por la poca profundidad y la

presencia de luz (lturralde, 1996), como es el caso de los ecosistemas coralinos donde

fueron encontradas.

30

Numero de especies

llustracién 40. Numero de especies por familia (presente estudio).
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llustracidon 41. Namero de especies por familia (Shenkar y Swalla, 2011).

En cuanto al nUmero de géneros, fueron identificados 13 (llustracién 47), el mejor
representado fue Didemnum, con una mayor diversidad de especies, su caracter
cosmopolita les ofrece mayores ventajas respecto a otros géneros. Seguido del género
Rhopalaea, el cual se caracteriza por ser de ambientes coralinos, su caracter
regenerativo le ofrece muchas ventajas para su subsistencia en sustratos duros, ya que
al ser victimas de depredacion o desprendimiento forzado, el estbmago suele quedar
adherido al sustrato, lo cual le ofrece beneficios para su pronta regeneracion y asi poder

permanecer por bastante tiempo en estos sitios (Shenkar et al., 2016).
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llustracion 42. Numero de especies por género (presente estudio).

En cuanto al nimero de especies, se identificaron 27, de las cuales: 12 fueron
nuevos registros para las costas del Pacifico Oriental Tropical (Diazona aff. carnosa,
Eudistoma sp.1, Eudistoma sp.2, Eudistoma sp.3, Eudistoma sp.4, Didemnum sp.,
Rhopalaea abdominalis, Pyura squamulosa, Pyura stolonifera, Pyura sp., Phallusia nigra
y Phallusia mammillata) y cuatro para las costas del Pacifico mexicano (Cystodytes aff.

lobatus, Aplidium sp., Ascidia liberata y Metandrocarpa aff. michaelseni).

De la literatura, uno de los arrecifes coralinos mejor estudiados en cuanto a la
diversidad de ascidias es en Nueva Caledonia (Monniot et al., 1991). Donde al comparar
la riqueza de familias con respecto a este estudio es muy similar (13 en ambos casos).
Sin embargo, difieren en el nimero de géneros, debido a que en Nueva caledonia se
supera 5 veces el numero de géneros (~136 géneros) respecto al presente estudio. La
diferencia puede estar atribuida principalmente a que los arrecifes de Nueva Caledonia
ha sido relativamente bien estudiada y en ese sitio se encuentran dos expertos mundiales
en el conocimiento taxondmico de ascidias. Mientras que en el Pacifico mexicano hace

falta mas estudios al respecto.

154



“Taxonomia de ascidias (Tunicata: Ascidiacea) asociadas a ecosistemas coralinos del
Pacifico mexicano: morfologia y cédigos de barras de ADN”

8.2 Moleculares
En esta seccion se abordan los aspectos relacionados con los procesos de
estandarizacion de protocolos de extraccion y amplificacion de ADN de la clase

Ascidiacea, asi como también se enfatizan aspectos de la sistemética molecular del

grupo.

8.2.1 Estandarizacion de los protocolos empleados para el analisis molecular

La amplificacion de fragmentos de ADN en ascidias se ha visto marcada por el
uso frecuente del marcador mitocondrial COI, tanto para estudios sistematicos como
poblacionales. A pesar de su uso, se puede decir que aun se han desarrollado muy pocos
cebadores especificos para la amplificacién de loci en tunicados, incluso se desconoce
la variabilidad que puedan tener otros fragmentes (cominmente usados en otros grupos)
para su aplicacion en sistemética de los Ascidiacea. En este trabajo solo se emplearon
tres juegos de cebadores representados por los dgLC0O1490 y dgHCO2198 (Meyer, et
al., 2005), Tun-F y Tun-R (Stefaniak et al., 2009) y Urocho-F y Urocho-R. Todos ellos
amplificaron el mismo fragmento de ‘COI’ de especies coloniales (principalmente de la
familia Didemnidae). Los que mejores resultados dieron fueron los cebadores Tun-F y
Tun-R, ya que ademas se aplicaron individuos solitarios (género Microcosmus), su
efectividad comparada con los dgLC01490 y dgHC02198 y los Urocho-F y Urocho-R,
se debe principalmente a que fueron diseflados especificamente para la clase
Ascidiacea, mientras que los otros (dgLC0O1490 y dgHC02198 y los Urocho-F y Urocho-

R) han sido empleados en todo tipo de invertebrados.
8.2.3 Cadigos de barras de ADN

El codigo de barras de ADN fue propuesto con la finalidad de proporcionar un
marcador molecular estandar, que permita identificar y discernir de forma confiable entre
las especies. Sin embargo, a lo largo de su implementacién se ha demostrado que
especies de diferentes grupos presentan porcentajes de divergencia distintos, es decir
gue las tasas de evolucion molecular mitocondrial (en este caso del gen COI) no son las

mismas entre todos los grupos de especies. Debido a lo anterior, se ha debatido sobre
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la importancia y eficiencia de los cédigos de barra y el grado de divergencia que debe
establecerse para estandarizar los criterios para diferenciar entre especies (Hebert et al.,
2003; Griggio et al., 2014). En algunos grupos como los metazoarios inferiores, el
fragmento es muy poco variable (Cruz-Barraza et al., 2012). Mientras que, para otros
grupos de organismos superiores, es funcional para estudios a nivel poblacional debido
a la diversidad haplotipica que puede presentar en una misma especie (Griggio et al.,
2014). A pesar de lo anterior, el gen COI es ampliamente utilizado por diversos autores
(ej. Kumaran et al., 2013; lyappan et al., 2016). En el caso particular de las secuencias
de ascidias obtenidas en el presente estudio, el cédigo de barras fue eficiente para
discriminar al menos hasta género, presentando porcentajes de parentezco que oscilan
entre el 81 y 87%, confirmando asi la congruencia de las secuencas obtenidas con las
incorporadas en la base de datos de GenBANK. Sin embargo, es necesario la
secuenciacion de un mayor nimero de especies de la clase Ascidiacea, para definir con

claridad el porcentaje de divergencia entre ellas y una identificacion mas precisa.

En el caso particular de la especie Didemnum vanderhorti, se puede apreciar que,
en la identificaciébn molecular, algunas secuencias mostraron porcentaje de parentesco
del 84% con especies afines (Didemnum candidum) y otras con 85% de parentesco, el
cual se encuentra relacionado con bacterias (Nitrareductor sp. y Polymorphum gilvum).
Esta relacion, se puede atribuir a la eficacia de los cebadores (Urocho-F y Urocho-R),

para amplificar simbiontes presentes en las ascidias.

Por otra parte, se logré amplificar la especie Didemnum sp., la cual al ser sometida
al analisis BLAST, no mostrd relaciébn con ninguna secuencia inmersa en la base de

datos, ante tal situacién, la secuencia quedé fuera del analisis filogenético.

En general, se obtuvieron cuatro nuevos cédigos de barras de ADN pertenecientes
a las siguientes especies: Cystodytes aff. lobatus, Trididemnum savignii, Microcosmus

exasperatus, Didemnum vanderhorsti y Didemnum sp.
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8.2.4 Sistematica molecular del grupo

Basandose en el Unico estudio que aborda la filogenia molecular de la clase
Ascidiadea, se puede apreciar que, en el analisis realizado por Turén y Lépez (2004), los
tres 6rdenes aparecen bien diferenciados, en donde Aplousobranchia y Stolidobranchia
se encuentran separadas en clados distintos generalmente con buen soporte por sus
valores de bootstrap, tal situacion es contraria a este estudio, debido a que el orden
Phlebobranchia presenta los valores de bootstrap mas altos. Esta diferencia puede estar
relacionada con que Turdn y LOpez incorporaron un bajo numero de especies en su
estudio. Asi mismo Turén y Lopez (2004) mencionan la parafilia de Phlebobranchia, lo

cual se pudo reafirmar en el analisis.

Como ya se menciono en los resultados, las secuencias obtenidas en este estudio
se agruparon con especies afines al género, derivado de ello se formaron 4
agrupaciones, todas ellas con valores Bootstrap que oscilan entre 72 y 100%.

En la agrupacion G1 y G2, se encuentran los géneros Cystodytes (valor boostrap
del clado del 17%) y Trididemnum (valor bootstrap del clado del 22%), unidos al mismo
clado con un valor Bootstrap muy bajo. Ambos pertenecientes a la clase
Aplousobranchia, lo cual coincide con el estudio de Turon & Lopez (2004), donde
claramente se aprecia esta misma agrupacion de la familia Didemnidae y Polycitoridae.
Sin embargo, el clado no es monofilético, ya que, no se encuentran incluidos todos los
representantes de la familia Didemnidae, el resto de los géneros quedan fuera de la

agrupacion.

En la agrupacion G3 se encuentra la especie Microcosmus exasperatus,
relacionada con géneros afines, formando un clado con un valor bootstrap del 80%. Sin
embargo, en la agrupacion no se encuentran todos los representantes del género, ya
gue algunas especies quedan fuera o emparentadas en otros grupos. El género
Microcosmus pertenece a la familia Pyuridae, la cual se encontro relacionada con la

familia Styelidae, dicha agrupacién de clados coincide con el analisis realizado por Turon
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y Lopez (2004), en donde se observé el mismo patrén. De lo cual se puede inferir que

ambas familias son grupos hermanos.

En cuanto a la agrupacion G4 se encuentra la especie Didemnum vanderhorsti, la
cual se encontré agrupada con especies a fines (Didemnum candidum) con un valor de
soporte para la separacion del grupo del 100%. Las secuencias correspondientes al
género Didemnum fueron las mas diversas de la familia Didemnidae, de ellas se pudieron
observar dos agrupaciones: la primera agrupacion, pertenece al orden Aplousobranchia
y contiene el mayor niumero de especies cuyas identidades en un mismo clado son
soportadas con un Bootstrap del 82%. De este género se han realizado diferentes
analisis filogenéticos, en los cuales confirman su agrupacién molecular (ej. Stefaniak et
al., 2009; Kumaran et al., 2013). Sin embargo, la segunda agrupacién del género se
encontrd relacionada con el orden Phlebobranchia, lo cual, se contrapone al estudio
realizado por Turdn y Lopez (2004) y Moreno y Rocha (2008), quienes mencionan que

la familia Didemninae es la mas estable al realizar cladogramas.

Por otra parte, la agrupacion G4 coincide con el estudio realizado por lyappan et
al., (2016), en donde se observé una relacion entre el género Didemnum (perteneciente
al orden Aplousobranchia) y el género Ascidia (perteneciente al orden Phlebobranchia).
Sin embargo, en su estudio s6lo se basaron en pocas secuencias pertenecientes a
ambos géneros. De esto, se puede inferir que la secuencia obtenida en el presente
estudio (Didemnum vanderhorsti) y la secuencia de referencia (Didemnum candidum),
probablemente estén mal asignadas molecularmente, es decir, que quiza no se amplificd

a la especie, si no, a algun simbionte o algun otro organismo ajeno al individuo.

En el andlisis de distancias genéticas entre los dos niveles taxonomicos
analizados (especie y género), se pudo apreciar que las secuencias obtenidas en el
presente estudio con especies afines al género son diferentes. En cuanto al analisis entre
géneros, se evidencio la separacion entre los diferentes grupos, pero no se encontré
completa congruencia con la sistemética taxondmica, debido a que se esperaba
encontrar valores de distancia genética menores entre los géneros pertenecientes a la

misma familia e inversamente cuando pertenecen a familias diferentes. Es decir, se
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encontré mayor distancia entre los géneros Trididemnum y Didemnum (misma familia) y

menor distancia entre Cystodytes y Trididemnum (familias distintas).

Combinando el andlisis de valores Bootstrap y distancias genéticas se puede
inferir que dichos valores no son robustos, debido principalmente a la falta de
representantes (secuencias) en los diferentes grupos, si se incrementa el conocimiento
molecular estos valores tendrian congruencia. De lo anterior, queda en evidencia la falta

de estudios moleculares a los miembros de la clase Ascidiacea.
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IX. CONCLUSIONES
9.1 Taxon6émicas

La taxonomia de la clase Ascidiacea es una disciplina altamente compleja, que
ademas de requerir de un especialista, es necesario seguir adecuadamente e incluso
mejorar las técnicas de manipulacion, asi como realizar afiadir fichas, fotografias y
mejores descripciones. Ademas de esto, se recomienda el uso combinado de la
taxonomia tradicional con marcadores moleculares, como herramientas para lograr una

mejor identificacion, con el fin de incrementar el conocimiento faunistico.

Se logré la identificacion de 27 especies, de las cuales 16 son nuevos registros
(Diazona aff. Carnosa, Eudistoma sp. 1, Eudistoma. sp. 2, Eudistoma.sp. 3, Eudistoma.
sp. 4, Cystodytes aff. lobatus, Aplidium sp., Ascidia liberata, Pyura sp., Pyura aff.
Squamulosa, Pyura stolonifera, Metandrocarpa aff. Michaelseni, Phallusia aff.
Mammillata y Phallusia aff. nigra) para las costas del Pacifico mexicano y 11 ya habian
sido registradas (Rhopalaea birkelandi, Didemnum aff. recurvatum, Didemnum
vanderhorsti, Trididemnum savignii, , Ascidia ceratodes, Ascidia sideralis, Ascidia cf.

sydneiensis, Microcosmus exasperatus, Pyura haustor, Pyura lignosa y Styela canopus).

En general, de los sitios de muestreo, el orden Aplousobranchia fue el mejor
representado en los ecosistemas coralinos, con cuatro familias representativas
(Diazonidae, Didemnidae y Polyclinidae). La familia Didemnidae fue la mejor
representada, en la cual el género Didemnum fue el mas diverso. De éste,
especificamente Didemnum aff. recurvatum fue la especie mas abundante y frecuente

en dichos ambientes.

La mayor diversidad de especies se encontrd en la region central, es decir, en las

costas de Nayarit.

9.2 Moleculares

Se generaron nueve nuevos coédigos de barras de ADN, pertenecientes a las

siguientes especies: Cystodytes aff. lobatus, Trididemnum savignii, Microcosmus
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exasperatus y Didemnum vanderhorsti. Estos seran incorporados al sistema BOLD del
consorcio internacional de codigo de barras de ADN y a la base de datos de Gen Bank,

una vez que las especies sean validadas mediante obra publicada.

En la implementacion de las herramientas moleculares, los tres 6rdenes en los
qgue se divide la clase Ascidiacea no se establecieron como grupos monofiléticos. Sin
embargo, los individuos estudiados mostraron afinidades con especies de al menos el
mismo género, con ello se confirmo la congruencia entre los caracteres genotipicos y

fenotipicos.

9.3 Otras

Se contribuyé en la restauracion y actualizacion de material biolégico a la
coleccion de ascidias del Pacifico mexicano perteneciente al Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia, Unidad Académica Mazatlan. En total, se revisaron 390 ejemplares,
de los cuales 260 preexistian en la coleccion del Laboratorio de Ecologia del Bentos y
130 fueron colectados por el Laboratorio de Sistematica y Ecologia molecular. Estos
ultimos en 21 localidades distintas, principalmente ecosistemas coralinos ubicados a lo
largo de la costa del Pacifico mexicano. Con esto, se amplia la cantidad de registros para

dicha costa.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN gendmico.

Para la extraccion de ADN genomico se empled el protocolo de (Aljanabi y Martinez,

1997),

el cual consiste en los siguientes procedimientos:

Cortar 50 mg de tejido lo mas finamente posible.
Colocar el tejido en un tubo eppendorf de 1.5 ml y afadir 350 ul de buffer de
extraccién (100 Mm de NaCl, 50 mM Tris-HCI, SOS al 1% 50 mM EDTA pH 8.0).

3. Adicionar 20 pl de proteinasa K y dar vortex brevemente.

4. Colocar los tubos en la incubadora a 55°C por 12 horas (0 bien hasta que la

© N o O

9.

10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

digestion se halla efectuado).

Adicionar 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y dar vortex brevemente
Poner en agitacidén a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos.

Extraer 500 pl de la capa acuosa (superior) y transferir a un tubo eppendorf nuevo.
Tener cuidado en no tocar la interfase, si esto ocurre, volver a centrifugar a 13,000
gravedades por 5 minutos.

Adicionar 50 pl de acetato de sodio 3M, pH 5.2 y 1 ml de etanol absoluto frio.
Invertir varias veces los tubos y ponerlos a -20°C por lo menos una hora (o 30
minutos a 80°C). También puede dejarse toda la noche.

Centrifugar a maxima velocidad por 20 minutos.

Decantar el liquido de los tubos, sin perder el pellet formado.

Adicionar 750 pl de etanol al 70% y ponerlo en agitacion a temperatura ambiente
por 15 minutos.

Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos.

Decantar el etanol.

Dejar secar el pellet.

Re-suspender el pellet formado en 50 a 100 pl de TE pH 8.0, dependiendo del

tamafio que éste tenga. Dejar reposar por lo menos una hora.
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18.Correr la muestra del paso anterior en un gel de agarosa al 2% (3 pul de ADNy 2

ul de loading buffer).

El criterio empleado para determinar si una extraccion tiene un resultado positivo

0 negativo esté regido por las siguientes condiciones: 1. Presencia de una banda de

amplio grosor y 2. Ausencia de material degradado o residuos.

Anexo 2. Protocolo de purificacion de productos de PCR.

1.

2

Extraer los productos de los PCR que amplificaron secuencias de ADN y afiadir
a un tubo nuevo: Contabilizar los pl de productos de PCR extraidos.

Afnadir a dicho tubo el doble de pl de PEG que el obtenido en los productos de
PCR. Mezclar con ayuda de la micropipeta (absorbiendo y expulsando el
liquido). Dar vértex brevemente.

Dejar los productos de PCR + PEG incubar a -20°C por 40 minutos.
Centrifugar a 13,000 revoluciones por 20 minutos.

Decantar el sobrenadante.

Agregar 125 ul de etanol al 80% frio por las paredes del tubo y dejar reposar
por 1 minuto. Si se expulsa de manera espontanea se debera reposar por 2
minutos.

Repetir el paso 5y 6.

Poner a secar con la tapa abierta, hasta que el pellet se seque.

Disolver el producto de PCR en 25 pl de Te; pipetear varias veces para

homogeneizar el ADN.

10.Correr un gel de verificacion, agarosa al 2% tefiido en bromuro de Etidio.

Anexo 3. Secuenciacion de productos de PCR

1.

Se preparan reacciones de 25 pl de los productos corroborados de PCR a una
concentracion de 50Ng/ul, y 20 ul de primers por muestra a una concentracion
de 10 pmole/ul = 60 ng/ul.
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2. Se envian a la empresa Macrogen ubicada en JapOn para su secuenciacion.
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