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Urastoma sp. yPerkinsus marinus en los ostiones de importancia acuicola

Crassostrea virginica 'y Crassostrea corteziensis,
¢, Coevolucion o transfaunacion?

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Abelardo Caceres Matrtinez
Director de Tesis

El proceso evolutivo ha dado origen a la enormeerdidad de especies que
conocemos hoy en dia. Entre ellas, encontramos astiiones del génef@rassostreaEn
México, contamos con dos especies que tienen ugl paplogico equivalent€rassostrea
virginica en el Golfo de México Zrassostrea corteziensen el Pacifico mexicano mismas
que sostienen una pesqueria y cultivo regionaassbs especies evolucionaron a partir de
un ancestro comuan, segun estudios paleontolégaol Terciario tardio, el cual debid
haber contado con una carga parasitaria especifitadivergir C. virginica y C.
corteziensigde su ancestro comudn en dos especies diferentesyga parasitaria también
debi6 divergir. Para probar esta hipétesis, sectaiaaron genéticamente dos especies de
parasitos que se han encontrado en ambos hospd&dsiassus marinuy Urastomasp.

La caracterizacion dé>. marinus se realiz6 mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) especie especifico con blancoaeredion espaciadora no transcrita
(NTS) y de la region del espaciador interno trats¢iTS). Para el caso dgrastomasp.

se utilizé una PCR para amplificacion del gen 18%3. resultados obtenidos mostraron que
la secuencia dB. marinusfue similar a la linea dB. marinusTXsc NTS gen ribosomal
ARN de Texas y a la region intergénica de ADNPdenarinusde Maryland E.U.A. Para el
caso ddJrastomasp. se obtuvo que las secuencias de las localiddNayarit, Tabasco y
Baja California fueron similares a dos secuenacisridas comdJrastoma cyprinaalel
norte de Europa y una secuencia referida comastomasp. de Espafia.

La similitud en la identidad de los parasitos esitiols, nos muestra que su presencia en
ambos hospederos esta relacionada con una traasfé@nry no con una coevolucion. La
documentacion de dos transferencias del osti6istelC. virginicadel Golfo de México a

la costa del Pacifico mexicano, asi como la distifn conocida dd°. marinusy de
Urastomasp. apoyan esta conclusion. Estos resultados pemenidencia la necesidad de
implementar medidas de control para el movimiergoedtas especies de ostion entre
regiones geograficas para impedir la dispersiépatésitos y enfermedades que afecten a
la produccion y a la biodiversidad.

Adicionalmente, los resultados obtenidos a pargét dndlisis de ADN muestran la
necesidad de una reclasificacion de turbelariogéleéraJrastoma

Palabras Clave:CrassostreaUrastoma Perkinsustransfaunacion y coevolucion



ABSTRACT of the thesis presented Rocio Parra Lacaas a partial requirement to
obtain the MASTER OF SCIENCE degree Aguaculture. Ensenada, Baja California,
México, September 2010.

Urastoma sp. andPerkinsus marinus from the oysters of aquaculture importance
Crassostrea virginica and Crassostrea corteziensis
¢, Coevolution or transfaunation?

Evolution has led to a great diversity of speciett ive know today. Some of them
are the oysters that which to the gedrassostrealn Mexico, there are two species that
play an equivalent ecological rol€rassostrea virginicain the Gulf of Mexico and
Crassostrea corteziensis the Pacific Mexican coast. They support a regidishery and
culture and contribute to the oyster national pobidm. Both species evolved in the late,
Tertiary, according to paleontological studiesffra common ancestor which may have
had a specific parasitic load, so wh@nvirginica and C.corteziensigliverged from their
common ancestor into two species and their pacdsiéid should also diverge. In order to
probe this hypothesis, there were characterizedemgtic analysis two parasites that have
been found in both hostsPérkinsus marinusand Urastoma sp. P. marinug the
characterization was carried out using speciesifspgolymerase chain reaction (PCR)
targeting the non transcribed spacer region (NT8)the internal transcribed spacer (ITS).
For Urastomasp. the 18S gene was amplified. The results shahetdhe sequence &f
marinuswas similar to thé>. marinusribosomal ARN gen of the strain TXsc from Texas
and to the intergenic DNA d?. marinusfrom Maryland E.U.A. For the case dfastoma
sp. we obtained that the sequences from Nayariad@ and North Baja California were
similar to two sequences reportedlmstoma cyprinadrom the north of Europe and to
another sequence reportedlrastomasp. from Spain. The similarities obtained from the
parasites identity showed that the presence in bogis is related with transfaunation and
not to coevolution. The record of two American ey€. virginicatransfers from the Gulf
of Mexico to the Pacific coast of Mexico, and thewn distribution ofP. marinusand
Urastomasp. support this conclusion. These results maer ¢the necessity to implement
control measures on translocation of these spd&&fgeen geographic regions in order to
prevent parasites and disease spread that affegtedtulture and biodiversity.

Additionally the DNA showed the necessity to resis by DNA analysis, the
turbellarians of the genddrastoma.

Keywords: CrassostregUrastoma Perkinsustransfaunation y coevolution
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Capitulo 1

INTRODUCCION

I.1 Generalidades del grupo de los moluscos

El Phylum Mollusca es uno de los mas grandes, stdgee importantes grupos del
reino animal. Cuenta con alrededor de 50,000 espei@scritas, de las cuales 30,000 se
encuentran en el medio marino. Son organismos depaublando y la mayoria estan
protegidos por una concha externa. Dentro de éstacuentra un tejido que rodea a todos
los 6érganos denominado manto, el cual es respansi@bla secrecion de la concha. Otra
caracteristica importante es la presencia de urmpigcular que generalmente es usado
como Organo locomotor. A pesar de que la mayoriagierganismos comparten este plano
corporal, el grupo se caracteriza por ser muy doeDentro del Phylum podemos
encontrar 6 clases, siendo las mas representddiv@astropoda, Cephalopoda y Bivalvia.
La Clase Bivalvia cuenta con aproximadamente 7¢s@cies e incluye a organismos con
dos valvas o conchas como mejillones, escalopaejas y ostiones (Gosling, 2004). Los
ostiones son organismos que se clasifican dentrgyéleero Crassostreacon diversas
especies de importancia comercial tales co@rassostrea giggrassostrea rizophorae
Crassostrea sikame&rassostrea angulat&Crassostrea rivularisCrassostrea virginicay
Crassostrea corteziensientre otras; siendo estas dos Ultimas, especittgas de las
costas mexicanas que juegan un papel ecolégicovagnie en las costas del Golfo de
México y el Pacifico mexicano, respectivamente (Eabet al 2008; Maeda-Martinez,
2008, Pérez-Enriquext al. 2008).

I.2 Origen y paleogeografia deCrassostrea virginica y Crassostrea corteziensis
El origen de la clase Bivalvia se remonta al perio@ambrico, hace

aproximadamente de 535-521 millones de afios (n.@s)primeros representantes fosiles

son Pojetaiay Fordilla del Cambrico inferior (Fig. 1)Fordilla continla su existencia



durante el cambrico inferior Projetaia a la mitad del cambrico medio; los dos géneros
pertenecen al linaje de los Palaeotaxodonta. Estosstros parecen haber desaparecido ya
gue Unicamente se tienen datos de ellos al finad&debrico medio, por lo que los bivalvos
verdaderos permanecen ausentes en los registribss fasta el Ordovicico temprano,
donde aparece una nueva diversidad de Palaeotaesddi otro gran grupo o clado de
bivalvos, los Autobranquia o Autolamellibranchiat®, aparecen sino hasta el Ordovicico
medio y son claramente derivados de los Palaeotatad convirtiéndose en un grupo
parafilético. Los palaeotaxodonta son los bivalauss simples y primitivos, por lo que
pueden ser considerados como ancestros de otrpesgde acuerdo con el registro fosil
(Runnegar y Pojeta, 199Ruppert y Barnes, 1996; Giribert y Wheeler, 2002).

Pojetaia runnegari Frodilla troyensis

Figura 1. Registro fosil de los organismos del Cambrico iofePojeteaia runnegary
Fordilla troyensis Se cree que dieron origen a la clase Bivalvia lsgaroximadamente de
535-521 m.a (Pojeta, 2000).

Estos organismos se fueron diversificando y algudesellos desaparecieron en los
periodos de extincion del Tridsico y del Cretactm la Era Mesozoica. Para la Era
Cenozoica tardia, se presentaron grandes cambias enmunidades que se distribuian en
las zonas bajas alrededor de la zona tropical dériken Estos cambios incluyeron un

aumento en la especiacion y extincion de bivalademas de otros moluscos, corales y sus



simbiontes; por consecuencia, hubo una disminueida abundancia de éstos y de sus

depredadores. Estos sucesos se debieron a quairhusirimento en la productividad del

plancton relacionado a un cambio en el patron deuleicion oceanico y asociado

directamente con el cierre del istmo de Panam& apmximadamente de 3.5-3.0 m.a. en
el Oligoceno (Fig. 2) (Kirby y Jackson, 2004).

Fosil mas antiguo
de C. virginica

Fosil més reciente
de C. cahobasensis

Fésil més antiguo
de C. aff. virginica

ESCALA GEOLOGICA DE TIEMPO

Fosil més antiguo de C. columbiensis

(Especie simpatrica de
C. corteziensis)

Evolucién divergentede C. virginica

L

y C. col is a partir de una especie
estuarina comun (ancestro comun).

Cierredel istmo de
Panam3(3.1-2.8 m. a.)

Constriccion del istmo
de Panami (4.7-4.2 m.a.)
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Figura 2. Escala de tiempo geoldgico y eventos importanteslaemespeciacion de
Crassostrea virginicy Crassostrea columbiensfsCrassostrea corteziengis



Los organismos pertenecientes al gén@mssostreavivieron durante el Cenozoico
(Kirby, 2000, 2001) habitando regiones marginagadopres, hipersalinas o intermareales)
las cuales no fueron favorables para sus depreemaoarinos (Galtsoff, 1964; Cariker y
Van Zandt, 1972; White y Wilson, 1996) o alternatmente, habitaban zonas poco
profundas donde sobrevivian a la depredacion, ridnieina concha méas gruesa que les
ofrecia una mayor proteccion. Hoy en dia, las espateCrassostreainicamente habitan
los ambientes marginales (Harry, 1985), pero deragit periodo Terciario, diversas
especies también habitaban ambientes marinos dwoad@n a tallas mas grandes que las
de las zonas marginales (Stenzel, 19Ctassostrea cahobasenss una de las especies
con estas caracteristicas la cual desaparecio déflicgleno mientras qu€rassostrea
virginica, que habitaba las zonas marginales, sobrevivia eGaebe y Crassostrea
columbiensissobrevivia en el Pacifico, esta Ultima puedecsasiderada segun estudios
moleculares, como una especie simpatricdeorteziensigPérez-Enriqueet al 2008)

ya que su especiacion se dio a partir de una poblagie no necesitd el establecimiento
previo de una barrera geografica, desarrollando dos espeai la misma area geografica
que la especie progenitora, a diferencia del pmdesespeciacion alopatrica. El registro
fésil mas reciente deC. cahobasensigue encontrado en depodsitos del Plioceno en
Venezuela y Nicaragua, mientras que el registrd fas antiguo deCrassostrea aff. C
virginica data del Mioceno-Plioceno en Jamaica y el maguamtdeC. virginicay C.
columbiensig=C. corteziensisdatan del Pleistoceno en depdsitos de Costa Rfeamsma,
respectivamente (Fig. 2). Se plantean dos alteasapara explicar este patréon: una de ellas
es queC. virginicay C. columbiensig=C. corteziensisdescienden d€. cahobasensida
otra es queC. cahobasensise extinguio al final del Plioceno €. virginica'y C.
columbiensis(=C. corteziensjsya se encontraban presentes o llegaron provenieletes
otras zonas (Kirby y Jackson, 2004). Sin embargehidd a la gran distribucion
biogeografica, tanto de&. virginica (Golfo de St. Lawrence a Brasil) como @&
columbiensigGolfo de California hasta Chile) (Carriker y Gedf/, 1996) y a los reportes
de la presencia de ambas especies en localidagedatgn del pre-Cuaternario (Mioceno
temprano,C. virginica en Delaware y Nueva Jersey; Plioce, columbiensis(=C.

corteziensiy en California), es poco probable g@e virginicay C. columbiensiq=C.



corteziensiy desciendan d€. cahobasensisEs mas probable que desciendan de una
especie comun estuarina del Terciario tardio, gadeda América tropical o de alguna otra
parte (Kirby y Jackson, 2004).

I.3 Coevolucion y transfaunacion

A través del tiempo, los organismos llevan a caba funcion especifica en el
medio en el que habitan y cuando dos 0 mas espidxies ecosistema tienen actividades o
requerimientos en comun, interactian en ciertogyr@dirante esa interaccion es posible
que se beneficien, se dafien o no se afecten dlagsg@dum, 1971; Brooks y McLennan,
1993; Bruce, 1996). Las combinaciones de estasasti®nes pueden ser neutras, positivas
0 negativas y se dividen en: a) neutralismo, domdguna de las dos poblaciones es
afectada; b) competicion, las dos poblaciones setai activamente una a la otra; c)
competicion por el uso de los recursos, en el qaa poblacion afecta perjudicialmente a
la otra en la lucha por los recursos; d) amensaliagma de las poblaciones es neutra, en
tanto que la otra no se ve afectada; e) parasitisfaepredacion, en que una de las dos
poblaciones se beneficia y afecta a la otra megliatdque directo y depende de esto su
supervivencia; g) comensalismo, en el que unasipdalaciones resulta beneficiada, pero
sin que la otra se vea afectada; h) protocooperaaddénde las dos poblaciones se
benefician de la asociacion, aunque esta relacgoesrobligatoria para la supervivencia y;
i) mutualismo, cuando las dos poblaciones se baasfipero ninguna puede subsistir sin
la presencia de la otra (Odum, 1971).

Especificamente en el parasitismo, cuando el par&s ve favorecido por ciertas
condiciones ambientales o por su mismo hospederqquede generar un desequilibro
dando lugar a lo que se conoce como enfermedady senejemplifica en el gréafico de la

triada de la enfermedad o triada ecolégica (Fig. 3)



Salud Enfermedad

MEDIO

A
HOSPEDERO ' PARASITO HOSPEDERO PARASITO

Figura 3. Triada de la enfermedad. El medio, hospedero gsgias se encuentran en
equilibrio sin haber un efecto negativo sobre elpgealero por lo que se presenta un estado
de salud, sin embargo, cuando este equilibrio sgeo ya sea por parte del medio, del
hospedero o del parasito, como se muestra enfaelarécurre una enfermedad.

A través del tiempo, estas interacciones traenigonsn proceso evolutivo parasito-
hospedero que es dinamico e implican ciertos casndiola composicion genética de las
especies involucradas (Odum, 1971; Sanchez San20@%), esto es, cambios reciprocos
en ambas especies, a este proceso se le conoceocomvalucion. En este sentido, la
coevolucion podria definirse como un tipo de evidincde la comunidad, que implica
accion selectiva reciproca entre grupos principdiesorganismos de relacion ecoldgica
estrecha, como por ejemplo, entre plantas y hemmyentre grandes organismos y sus
microorganismos simbiontes, o entre parasitos yhaéspedes (Odum, 1971). Existen
diversas hipétesis para explicar la evolucion pardespedero y la adaptacion de cada una
de ellas. Una de las hipotesis es la del pensamimmvencional o “The Conventional
Wisdom” de May y Anderson (1983), donde mencionae tp coevolucion parasito-
hospedero se debe a un proceso de comensalismtualismo, por lo tanto, el éxito de un

parasito depende de no dafiar a su hospedero, pasuanprescindible para su



supervivencia, proliferacion y transmision, porgloe se propone que la patogenicidad es
evidencia reciente de la asociacién entre paragitasspederos. Otra de las hipétesis es la
del modelo epidemioldgico, donde la seleccion rétpuede favorecer la evolucién o
mantener la virulencia o las asociaciones de coafisnm® y simbiosis entre los parasitos y
el hospedero, favoreciendo cepas que presentalensra pero no a un nivel tal que sea
letal para su hospedero (Odum, 1971; Bruce, 1986ct®z Sanchez, 2005).

Una tercera hipotesis para explicar la evolucioragito-hospedero es la que propone que
la dindmica de evolucion por interaccion entre eiggepuede basarse en dos modelos, el
de la “coevolucion gen por gen”, en la cual poracgén causante de la resistencia en un
hospedero hay un gen correspondiente a la virdetadi parasito, y el modelo de “mosaico
geografico”, el cual sugiere un proceso de coev@uenucho mas dinamico, desde el
punto de vista evolutivo, ya que explica los camslgenéticos de las poblaciones como
consecuencia de la interaccion reciproca entrentaXor lo tanto, la estructura poblacional
del parasito pudiese ser el reflejo de la histdeaida y de las caracteristicas genéticas del
hospedero (Sanchez Sanchez, 2005; Bruce, 1996).

La especificidad del hospedero se puede definirocéan adaptacion de una especie
(parasito) con otra especie o un grupo limitadesigecies (hospedero u hospederos). Esta
especificidad puede ser rigida o flexible, de adoier qué tanto se restringa su eleccién de
hospedero o a un cierto grupo delimitado de éstasnbién puede depender de las
oportunidades del parasito de infectar al hospegiede su habilidad para sobrevivir a
todos los estadios transitorios que pudiesen @astplicados durante el paso de un
hospedero a otro (Odum, 1971; Adamson y Caira, ;1B84ce, 1996). La flexibilidad, en
cuanto a la especificidad del parasito, puede @aamuevas infecciones cuando se da la
transfaunacion de organismos. La transfaunaciérdeuefinirse como el traslado de
organismos de su habitat natural a un lugar espeaibnde no se encontraba habitando
anteriormente. El proceso de transfaunacion puedtergr lo que se conoce como el
“principio del patdégeno instantaneo”. Este pringipéxplica cémo, las condiciones

patégenas inducidas, a menudo son dadas por ajliction repentina o rapida de un



organismo con un indice intrinseco de crecimieotencialmente alto en un ecosistema en
el que los mecanismos de control adaptables paanétiébiles o faltan, o b) por cambios
abruptos o violentos del medio, que reducen lagéaedisponible para el control de
retroalimentacion, o afectan en alguna otra formadpacidad de autocontrol. (Odum,
1971). Este principio es comun en las actividadeprdduccion o explotacion del hombre
para la generacion de alimento, como lo es la altur@a, donde se da el traslado de
organismos reproductores, larvas y otros estadeosntbrés comercial hacia diferentes
zonas de su origen. Estos organismos introducigosgden competir con las especies
nativas por alimento o espacios reproductivos,eentros, y pueden ser portadores de
parasitos, que no estén presentes en las espetiegsna las que pueden afectar. Por lo
tanto, la presencia del parasito en un hospedeumaeegion determinada puede deberse a
que éste evoluciond en esa zona, porque su prasencl hospedero se debe a que sus
ancestros y los ancestros del hospedero interactuantre si en el pasado, o por
colonizacion, donde evoluciond en otra zona y erhospedero diferente (Odum, 1971;
Brooks y McLennan, 1993).

En el caso particular de los organismos pertentssea la Familia Ostreidae, se tienen
registros de diversas introducciones en diferepééses, sin estudiarse completamente sus
consecuencias (Ruesirét al, 2005). Su valor alimenticio y econémico, asi oosu
facilidad de extraccion han contribuido a una sexpéotacion de las especies nativas
(Eastern Oyster Biological Review Team, 2007; Lellaet al, 2008). Para reemplazar y/o
suplir la escasez de éstas, una practica comuridbatraisladar especies diferentes de
ostiones de un lado a otro y desarrollar técni@agudtivo. La consecuencia de dichos
movimientos y del desarrollo de cultivos ha sidodebplazamiento y/o sustitucion de
especias nativas y la dispersion de parasitosermetiades (Caceres-Martinez y Vasquez-
Yeomans, 2001). Ante esta situacion, es necesaear conciencia sobre el impacto
ecologico de la sobreexplotacion e introducciéredpecies exoticas, como el de buscar
satisfacer la demanda de estos recursos mediamtieag de cultivo y medidas sanitarias
adecuadas.



Las transfaunaciones de ostion en Ameérica del Noite&aron a medidados del siglo XIX,
cuando las poblaciones del ostién nativo de lsacOststeOstrea conchaphilae agotaron
por la enorme presiéon de extraccion. Al mejorarilaas de transporte entre la costa Este y
Oeste de E.U.A. se inicid la transfaunacionGtassostrea virginicaen el afio de 1875,
cuya produccion domind sobre la especie nativaahelstfio de 1939. Sin embargo, las
condiciones ambientales y la demanda comerciali@aspn su disminucién hasta quedar
en poblaciones reducto. A partir de entonces, g#0ia introduccion del ostion del
PacificoCrassostrea gigaespecie que domina la produccién ostricola eons$sa Oeste de
E.U.A hasta nuestros dias (Radwin y Hemingway, 1BI@sink, 2005; Conte, 2008).

Crassostrea virginicavive a lo largo de las costas de América del Nattsde el golfo de
St. Lawrence en Canada hasta Key Biscayne en &lpadando por el Golfo de México,
Panama y en las Islas del Caribe; también se lwitbeen las costas de Venezuela, Brasil
y Argentina (Carlton y Mann 1996; Wallace, 200C). virginica es la especie de mayor
importancia comercial a lo largo de la costa AiEnde América del Norte; en México,
esta especie se encuentra formando bancos osiriesiansos en el interior de lagunas
costeras y estuarios, cuyas aguas no superandsal@s mayores de 25 ppm (Rodriguez-
Romero y Gasca, 1998). De las ostras mas abundatasunes en la costa del Pacifico
mexicano destac@rassostrea corteziensigue se distingue por habitar en aguas salobres
asociada a raices de mangle (Stuardo y Martingg)3®@cuya distribucion geografica es
en la costa del Pacifico oriental que se extieradelel el Golfo de California hasta Panama
(Keen, 1971).

Considerando que los patdgenos y sus hospederdscievian por coexistencia, y el
impacto de los patdgenos nativos en hospederogosaéis probablemente bajo (o el
patégeno elimina a su hospedero y a él mismo p@l)igcuando una nueva combinacién
de parasito-hospedero sucede, el hospedero nanh® una respuesta o resistencia inmune
para los eventos o interacciones que tiene coneeliaren el que habita y no para el
patégeno introducido, pudiendo ser asi mas sustetila infeccion ya que no existio una

resistencia por medio de seleccion (Rueginél, 2005). Los ostiones al parecer tienen un
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patron similar al de muchas especies marinas cgpecto a estas introducciones,
incrementandose la incidencia de las enfermedadeseges presentandose enfermedades

completamente nuevas conocidas como enfermedadegeamtes (Harvebt al, 1999).

I.4 Importancia de los parasitos para el cultivo destion

Algunos ejemplos de enfermedades importantes erustwol bivalvos son las
provocadas porBonamia ostreae Haplosporidium nelsoni Marteilia refringens M.
sydneyiy Perkinsus marinus (Caceres-Martinez y Yeomans-Vasquez, 2008)Eass de
P. marinus agente causal de la enfermedad conocida comari®ey considerada como
la causa en la reduccién de poblaciones nativ&raesostrea virginican la costa Este de
los Estados Unidos, se cree que su origen se galdaciones d€. virginicade la costa
Sudoeste y del Golfo de México (E.U.A.). El movinte de ostiones nativos de esa zona,
que portaban al parasito, hacia zonas libres d@isjga y las condiciones de cultivo, con
altas densidades, favorecieron su desarrollo dagde a episodios de infeccion con mayor
virulencia (Burresoret al, 1994; Andrews, 1996; Reee# al, 2001). En las costas
mexicanas del Golfo de México se tienen los proneeportes d. marinusen 1962 en
C. virginica de Laguna Madre, Campeche y a finales de los R@ geportado en los
estados de Tabasco y Veracruz (Aguirre-Macetdal, 2007). A pesar de que a mediados
de los afios 90°s ocurrieron altas mortalidadesaeprdduccion del ostién del Este en
México, poco se sabe de la relacion de las misnoasl& presencia d®. marinus
Asimismo, hay poca informacién sobre su distribncjdabundancia (Aguirre-Macedkt
al., 2007). La costa del Pacifico de América del dldnabia sido considerada libre de este
parasito. Sin embargo, en 2008, Caceres-Martirmaaporadores reportan la presencia de

P. marinusen el ostion de plac€rassostrea corteziensen las costas de Nayarit.

En diferentes especies de ostiones, ademas dardésitps mencionados también podemos
encontrar turbelarios o gusanos planos tales c&tmglochus ellipticusy Urastoma
cyprinae Estas dos especies en particular han sido dod¢adsn como parasitos de

Crassostrea virginican las costas de Tamaulipas, Tabasco y Veracmuirg&-Macedo y
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Kennedy, 1999); mientras qu¥, cyprinaey Urastomasp. han sido encontrados en el
mejillon del Mediterraneo o mejillén azMytilus galloprovincialis el Choro o mejillon de
California Mytilus californianusy el ostion de placeCrassostrea corteziensen la costa
norte del Pacifico mexicano (Caceres-Martieeal, 1998; Caceres-Martinez al., 2010).
TantoS. ellipticuscomoU. cyprinaeson referidas como agentes causales de mortatidade
en poblaciones naturales del ostion del Egfe Yirginica) en E.U.A. y Canada
(McGladderyet al, 1992). Por su parte, Robledo y colaboradore84l6onsideran &.
cyprinaecomo un organismo patdégeno de moluscos, basamaoebservaciones sobre la
destruccion del tejido branquial ti& galloprovincialiscuando se encuentra parasitado en
altas densidades. Sin embargo, no lo asocian canuéte del hospedero. Por otro lado,
también se ha mencionado qlie cyprinae actia como comensal, sin provocar la
enfermedad o muerte del hospedero (Flersirg)., 1981). En este sentido y a diferencia de
P. marinus las planarias del génetdrastomason consideradas como de menor impacto

para la produccién comercial de ostion.

|.5 Caracteristicas dePerkinsus marinus

Perkinsus marinugPhylum Perkinsozoa) es un parasito facultativcagelular, el
cual, es responsable de episodios masivos de mdadalanto en poblaciones silvestres
como en poblaciones cultivadas @rassostrea virginica Otras especies del género
Perkinsushan sido reconocidas mundialmente como agenteslesude enfermedades que
afectan diversas especies de moluscos tales &arlonsus olsen{Villalba, 2008; OIE,
2009). Por su patogenicidad y efecto en la prodmccomercial de ostiones, asi como por
su efecto en la biodiversidad. marinus ha sido considerado por la Organizacion
Internacional de Salud Animal (OIE) como un patdsitijeto a declaracion obligatoria.
Teniendo en cuenta la importancia ecolégica denlolsiscos como organismos filtradores,
los episodios de mortalidad en poblaciones natsitadeen un alto impacto en el equilibrio
ecoldgico. Por otro lado, estos episodios de nidadl en las poblaciones cultivadas

provocan un gran impacto en el ambito economiaacias (Robledcet al, 2008).
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Dentro del ciclo de vida deerkinsus marinugpodemos encontrar dos fases o ciclos que
son: a) fase vegetativa y b) fase de vida libresistencia (Fig. 4).

Figura 4. Ciclo de vida déerkinsus marinusn el ostiérCrassostrea virginica

A: Estadio vegetativadl-2: Trofozoito inmaduro3-4: Trofozoito madurop-6: Divisiones
interna del trofozoito7: Tomonte con trofozoitos inmaduros en su interior.

B: Estadio de vida librel-2: Trofozoitos libres que aumentan de tamafio y prerele
vaculoplasto3-4: Trofozoitos que comienzan a madurar y generanouo @on un tdbulo
de descargab-6: Formacién de esporas, por palintomia, con dosleydenominadas
zoosporas;7: Disolucién del tapon del tabulo y liberacién des laoosporas moviles.
(Tomado y modificado de Perkins, 1996).

La fase vegetativa se lleva a cabo dentro del hiespeteniendo como resultado la
formacion de estructuras denominadas trofozoitos,cluales se pueden observar en el
tejido del ostion por histologia. La multiplicaciéegetativa ocurre dentro del tejido del
hospedero en el cual el trofozoito inmaduro (1A-ZA)madurar, desarrolla una gran
vacuola con un vaculoplasto dentro de la vacua@mbtén presenta un nucleo con un
nucléolo central lo cual le da las caracteristidasun trofozoito maduro (3A-4A). Los
trofozoitos maduros comienzan una division int€padintomia) durante la cual el nucléolo
reduce su tamafio a través de las tres primerascoeesis y es cuando el nucleo deja de
percibirse (5A-6A). Como resultado de esta divisiéa forman de 8 a 16 trofozoitos

inmaduros que son liberados por la pared del toenM). La Fase de vida libre o de
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resistencia, se ha observado en ostiones moribunfdatados poPerkinsusspp. donde se
genera una estructura de resistencia conocida tgmmospora o prezoosporangia (Fig. 4)
y su presencia se ha corroborado en ensiwygiro de Perkinsusspp. (Excepcion dé.
qugwad) utilizando el medio de cultivo de tioglicolato KRM por sus siglas en inglés
Ray’s Fluid Thioglycollate Medium) (Perkins, 196Bas hipnosporas sobreviven un largo
periodo en condiciones ambientales adversas y n@rssu capacidad de zoosporular, por
lo que se consideran un estadio de resistenciaoddatl ciclo dePerkinsus(Casaset al,
2002). En condiciones favorables, la hipnosporaamela un poro con un tubulo de
descarga (B3-B4), el cual esta cubierto por unrtaj@material de la pared secundaria que
se forma en la propia pared del trofozoito. Posterente, se produce la palintomia (B5-
B6) formandose numerosas esporas con dos flagafnadas zoosporas (B7). Durante este
proceso, el nucleo y las células individuales arede tal forma, que se puede percibir el
nucléolo, seguido de la disolucidon del tapdn deuld con la consecuente liberacion de las
zoosporas. Estas zoosporas, que tienen movimiéné pueden infectar a nuevos ostiones
en el medio natural. Una vez en el tejido, las pomss pierden sus flagelos y complejo
apical, convirtiéndose en trofozoitos inmaduros.

Por otro lado, se ha observado que las hipnosporeden salir al medio por diapédesis al
morir el organismo infectado o por la materia fegabtros hospederos pueden adquirirlas
por medio de la ingesta del parasito durante etgm@ normal de alimentacién del
molusco, donde los trofozoitos son fagocitadoslp®mhemocitos presentes en el canal de
alimentacion y otros tejidos (Caceres-Martinez,2®bbledcet al, 2008; Villalba, 2008).

Macroscépicamente, un ostién que se encuentra e@stado avanzado de infeccién puede
presentar una coloracion palida del manto y dédadyla digestiva. El cierre de sus valvas
es débil asi como la contraccion del manto. Se tdemo decremento en el peso y si se
determina el indice condicién (Pfc/Pv x100, donfied® el peso fresco de la carne y Pv es
el peso valva), éste es bajo y hay un pobre désaganadal.

Los bivalvos tienen un sistema circulatorio abiezbm un sistema inmune con factores

humorales y mecanismos celulares. Dentro de |lderis humorales se pueden encontrar
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lectinas, lisozimas, péptidos antimicrobianos ebidores de proteasas, entre otros (Cheng,
1996). La respuesta celular esta principalmentarddtada por los hemocitos, los cuales
son capaces de ingerir y destruir microorganisrademas de que son quimiosensibles,
moviles, fagocitan y pueden formar agregados c@sleEstas células de la hemolinfa se
dividen en dos tipos: granulocitos e hialinocit8e. ha visto que los granulocitos son mas
eficientes en la destruccién de microorganismogntras que los hialinocitos producen
especies reactivas de oxigeno y promueven la agéegeelular (Rudell, 1971; Villalba,
2008).

En organismos infectados pBerkinsus marinusse ha visto que en la hemolinfa hay una
mayor actividad de lisozimas y una desorganizadéintejido conectivo y de las células
epiteliales (Céaceres-Martinez, 2002; Villalba, 2008ambién, es posible observar
infiltracion de hemocitos y fagocitosis en la magade las infecciones, la cual puede ser
iniciada por el reconocimiento de las moléculasad@embrana que estan expuestas en el
parasito, como se encontré0 en hemocitosCdEssostrea virginicalos cuales reconocen
carbohidratos que se encuentran anclados a la palethr de los trofozoitos. Otro
mecanismo de defensa es por liberacion de inhiesdde proteasas, los cuales pueden
tener efecto en las serinas proteasas extracedudaigarasito, que se cree juegan un papel
importante en la patogenicidad y virulenciaRlenmarinus degradando proteinas del ostién
y suprimiendo el sistema inmune (Faisthl, 1999; Villalbaet al, 2004). También se ha
sugerido qud®. marinuspudiese estar suprimiendo la liberacion de meialsodle oxigeno
reactivo (Reactive Oxigen Species ROS), bloquedadcapacidad de los hemocitos de

reconocer y fagocitar. marinus(La Peyre, 1993; Anderson, 1999).

El patron de la enfermedad estd dado por una tiaiiemdirecta de hospedador a
hospedador (transmision horizontal), donde todssektadios de vida son infectivos. En
este sentido, las células viables son liberaddasheces del hospedero o por medio del
tejido de éste al morir y descomponerse y probadée) son ingeridas por otro. Los datos
de prevalencia de la enfermedad son muy variapbes; el caso d€rassostrea virginica
se sabe que puede presentar a menudo un 100 %\ddepicia, sin embargo se ha visto

que intensidad de la infeccidon puede aumentar dimidtuos expuestos al patdgeno durante
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mas de un afio (Anderson, 1996; Parlal, 1999; Villalbaet al, 2005). La infeccidén es
frecuentemente letal pafa virginica aproximadamente al afio o dos afios después de la
infeccion, y la muerte se ve asociada con los gesi@le mayor temperatura en el agua o
inmediatamente después de estos (Burresait, 1994; O Farrekt al, 2000; Villalbaet

al., 2005). Para su control y prevencion se han plobatibioticos y varias técnicas, como
la quimioterapia Calvo y Burreson, 1994)que en organismos portadores reduce la
infeccidn, pero no la elimina, con la desventajaqde su uso no es practico en el medio
natural. Otras alternativas son la produccion geass resistentes y la repoblacién con las
mismas, y por ultimo, sin ser por ello menos imgate, las buenas practicas de manejo,
donde se ha visto que tiene beneficios en losvogltextensivos, en areas con salinidades
inferiores a 12 ppm asi como en el uso de espezsetentes a la enfermedad y con rapido
crecimiento (Barber y Mann, 1991; Meyetsal, 1991; Buchanaet al, 2001; OIE, 2009).

I.6 Caracteristicas deUrastoma sp.

Los gusanos de la clase Turbellaria se encuenteaificados en cuatro 6rdenes:
Acoela, Macrostomida, Rhabdocoela y Tricladida ¢gere 1981).Urastoma cyprinaeesta
clasificado dentro del orden Rhabdocoela, en ebrsldn Revertospermata, perteneciente a
la familia Urastomidae (Rieger, 1981; Faubel y Nare2001). ElI génerblrastoma sp.
comprende a los turbelarios ciliados, que midemxapradamente de 0.4 a 0.8 mm de
longitud. Tienen dos ocelos prominentes situados grarte anterior y cuenta con un poro
urogenital localizado en la regién posterior temhirComo se menciond anteriormente,
este turbelario también se ha encontrado en as@eces de bivalvos conMytilus edulis
M. galloprovincialis y M. californianus entre otros (Céceres-Martinez al, 1998;
Canestriet al, 1998; Bruret al, 1999; Crespet al, 2005). Existe polémica con respecto
al papel que juega la presencia de este turbedariel tejido branquial, ya que algunos
autores lo consideran como un organismo simbiongergp causa dafios a su hospedador
(Fleminget al, 1981); sin embargo, otros autores como Roblecldaboradores (1994), lo
definen como un organismo patégeno de moluscos bakrearse una destruccion

importante en el tejido branquial dé. galloprovincialis cuando se encuentra en altas
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densidades. Se cree que el dafio al tejido bransgiidebe a que el gusano se ancla de la
parte anterior del cuerpo a los filamentos brarigsjgpresumiblemente en una postura de
alimentacién del mucus que rodea al tejido, prordoasu destruccién con infiltracion
hemocitica en el area afectada (Betiral, 1997; Caceres Martinet al, 1998; Bruret al
1999; Hooge y Tyler, 1999). McGladdest al (1992) mencionan a los turbelarios
Stylochus ellipticugy U. cyprinaecomo causantes de mortalidades en poblacionesatestu
del ostidén del Este tanto en E.U.A. como en Can&#ahan reportado infecciones de
aproximadamente 1000 turbelarios por hospedad@rassostrea virginicgPlourdeet al.,
1991) y en M. galloprovincialis un aproximado de 170 por individuo (Murina y
Solonchenko, 1991).

El ciclo de vida de este parasito es casi completdéendesconocido. Sin embargo, algunos
hallazgos apoyan que parte de éste transcurre aredib externo (Fig. 5); en primera
instancia, debido a que no se han observado logebilles en las branquias del hospedero
o dentro de los organismos adultos; por otro ladoha encontrado drastoma cyprinae
viviendo en forma libre sobre lodos y algunas algesinas (Marcus, 1951; Westbland,
1955), y por ultimo, en ciertas estaciones del sgidan visto numerosos juveniles en las
branquias de los moluscos (Flemetgal, 1981; McGladdergt al, 1992; Parra-Laca Obs.
personal). También se ha logrado la produccion ukvérillos y su eclosiom vitro
confirmandose asi que la reproduccion e cyprinae puede tomar lugar fuera del
hospedero (Crespat al., 2005).
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Figura 5. Dibujo esquematico del ciclo de vida tkastoma cyprinaepropuesto por
Crespoet al (2005).

1: Turbelario sexualmente maduro, el cual, deja spédador por estimulos desconocidos;
2: Secrecion de un capullo o capside en el mediarext8: Adulto en la capside donde
deposita los huevecillod; Conforme avanza el desarrollo embrionario aprogensente 3
embriones se desarrollan dentro de cada hueviclosion y liberacién de juveniles de la
capside;6: Los juveniles infectan a un nuevo hospedadornakado su madurez sexual
como parasito en las branquias de moluscos.

[.7 Uso de herramientas moleculares para el analsigenético dePerkinsus marinusy

Urastoma sp.

Tradicionalmente, las infecciones provocadas p@erkinsus marinus se
diagnostican por analisis histolégico (presenciastadios de desarrollo del parasito) o por
medio de la incubacion del tejido del hospedersjlppemente infectado, en el medio de
fluido de tioglicolato de Ray en donde se desarellestadio de hipnospora, misma que se
observa al microscopio (Abollet al, 2006). Ademas de estas técnicas, también szaultil

el andlisis genético mediante la amplificacion dgnsentos como el espaciador transcrito
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interno (ITS por sus siglas en ingles Internal $cailbed Spacer) y los espaciadores no
transcritos (NTS por sus siglas en ingles Non Taalmsd Spacers) de la especie, mediante
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, posiglas en inglés Polymerase Chain
Reaction). Esta técnica y la secuenciacion de tagnfentos obtenidos, se considera

confirmativa de la presencia 8emarinus

Los ITS son partes de ARN no funcional que se aricaie situados entre ARN ribosomal
funcional (ARNr) como la subunidad mayor, subunidashor y el 5.8S. En el genoma de
los eucariontes, los genes de ARNr se encuentptides en “tAndem”, pudiendo haber

cientos o miles de estas copias (Hillis y DixorQI(Fig. 7 y 7).

18S 5.8S 28S
ITS1 ITS2

Figura 6. Estructura tipica en tandem del genoma de eudeasorLos espaciadores
transcritos internos ITS (Internal Transcribed $pgcson transcritos pero no traducidos y
mas variables que los genes de ARNr (18S, 5.8SyZBS). Los espaciadores divergen o
varian lo suficiente para poder informar sobrecielzes filogenéticas entre especies.
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GenARNr GenARNr
(tandem) (tandem)
I} A
[ ) [ |
18S 5.8S 28S 18S 5.8S 28S

Espacios transcritos Espacios no transcritos

Figura 7. Las secuencias repetidas o tandem flanqueadosspaciadores no transcritos
denominados NTS (Non Transcribed Spacers). Tomadaeogificado de Hartshorne y
Toyofuku, 1999)

La unidad de transcripcion contiene, ademas dgdogs que codifican para 18S, 5.8S y
28S, espaciadores transcritos internos (ITS) yreste (ETS) y toda la estructura se

encuentra flanqueada por espaciadores no trarsorifd'S (Non-Transcribed Spacers).

Para la identificacion de las especies, asi com getudios filogenéticos, se utiliza el ITS
(Audemardet al, 2004), fragmentos de la subunidad ribosomal §.88S y los NTS del
ARNr (Marshet al, 1995; Robledet al, 1998). En el caso de las regiones ITS se han
desarrollado iniciadores que son género-especificespecie-especificos palPerkinsus
marinus(De la Herraret al,, 2000; Yarnalkt al, 2000) (Tabla I).

Tabla I. Iniciadores utilizados para amplificar regione$ IdePerkinsus

Primer Secuencia Primer Secuencia Tamafio Referencia
sentido anti sentido aproximado
del producto
(pb)

Género  PerkITS-85 CCGCTTGTTTGGATCCC PerkiTS-750 ACATCAGGCCTIRATGATG 703 Casaset al., 2002
especifico
Especie  PmarlTS-70F  CTTTTGYTWGAGWGTTGCGAGATG  PmarlTS-600R  CGRITGCGAGTACCTCKAGAG 509 Audemard et al., 2004
especifico
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Por otro lado, para diferenciar entre especies ilambe han utilizado los ensayos de
polimorfismo de la longitud de los fragmentos d&niecion o RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism, por sus siglas en inglés)srclales se secuencian los Amplicénes
obtenidos (secuencias especificas de nucledtidesiid) mediante los cortes por enzimas

de restriccion o endonucleasas (Abatal, 2006).

En el caso dé&Jrastoma cyprinagla mayoria de los estudios moleculares realizados
encuentran enfocados en su filogenia, basados anéétis del gen 18S (Carrane@al,

1999). Sin embargo, para su identificacion, sezatitaxonomia clasica por medio del
andlisis del aparato reproductivo, como el gonopetoducto genital femenino, bursa
copuladora, presencia 0 ausencia de espinas d& deceyaculacién, papilas del pene,
distribucién del testiculo, ausencia o presencih rdésculo parenquimatico, tipo de

conexion del ovario y la separacion del oviductdresotras (Sluys, 1989).

1.8 Relojes moleculares y genes ITS, NTS y 18S

Antes de los afios sesentas, la Unica forma dezanddi filogenia era por medio de
los fosiles, por lo que no podia estudiarse laohsstevolutiva de los organismos. Desde
entonces, las herramientas moleculares han sigoatieayuda para conocer la filogenia de
organismos que no generan fésiles, organismos oca morfogénesis en el tiempo u
organismos con gran variabilidad fenotipica; unaedtas herramientas son los relojes
moleculares. Los relojes moleculares se basan eprimasicia de que los procesos de
replicacion del ADN, transcripcion, sintesis detphoas y metabolismo, son similares en
todos los organismos y que ademas, las proteidd®N/s que llevan a cabo los procesos
de mantenimiento y funcionalidad celular son altai@eonservados. A traves del tiempo
se ha presentado la sustitucion de nucleétidos geries de mantenimiento, por lo que las
secuencias de ADN y de proteinas han cambiado.e8ibargo, estos cambios han
preservado la funcionalidad de los genes a pesdasdenodificaciones, por lo que los
cambios en el cédigo de ADN ocurridos han tenid@op®@ ningun efecto en la

funcionalidad del gen o de la proteina (Bargeesl, 2000). La hipétesis de los relojes
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moleculares asume que la sustitucion de nucledégdasna secuencia especifica, ocurre a
una tasa constante para asi proveer una medideng@otde divergencia de las diferencias
entre dos secuencias (Zuckerkandl y Pauling, 19€98unas sustituciones de aminoacidos
pueden darse con sélo la sustitucion de un nudieotiero otros pueden requerir un
minimo de dos o tres nucleétidos (Wilseh al, 1977), es por esto que los relojes
moleculares deben de calibrarse preferentementdasa en registros fosiles (Wilsen

al., 1987). El analisis de genes que codifican parsubunidad menor de ARNr (16S en
procariontes y 18S en eucariontes) permiten elisapatle relaciones relativamente
ancestrales (>100 m.a.) (Wainrigittal, 1993), esto se debe a que la tasa de sustitucion
nucleotidica de estos genes es relativamente béggef et al, 2010). Por tanto, los
cambios en las secuencias de nucledtidos de estes gon Utiles para resolver relaciones
entre taxa muy cercanos que han divergido reciemteam(aproximadamente <10 m.a.)
(Campbellet al, 1996). La tasa de sustitucion del gen 18S smileakn un promedio de
1.8x10' sustituciones por afio, lo que equivale a 1.8 % qamta 100 m.a., célculo
estimado de acuerdo a la tasa de sustitucion dell§& en procariotas (Moraet al,
1993). Sin embargo, otros autores como Escaladtgala en 1995, determinaron que la
tasa de sustitucion es de 0.8 % por cada 10 nh.eongarar secuencias ascendentes del
gen 18S del ARNr de organismos multicelulares djetes, de los cuales se conoce su
tiempo de divergencia. Las regiones internas trdaascson mas utiles para dilucidar
eventos mas recientes, ya que estas evolucionarrapé® que el gen 18S, por tanto,
pueden proveer informacion de taxa que aparecigremolucionaron en los ultimos 50
m.a. (Mas-Coma, 1999). Se calcula que los ITS tiem& tasa de sustitucion de 0.3-0.8 %

por cada m.a. muy similar en las secuencias nedraas (Deprest al, 1992).
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Capitulo 1l

JUSTIFICACION, HIPOTESIS, OBJETIVOS

[1.1 Justificacion

En la actualidad, se conoce que la principal calgs@rotes de epizootias en los
campos ostricolas ha sido la transferencia de egenfecciosos, via el transporte de
moluscos vivos. Debido a esto, es imprescindibleestldio de los patdgenos y los
problemas sanitarios que afectan a los moluscosMViois en las costas mexicanas para
poder establecer medidas de control, previnientiogds pérdidas masivas (Harvetl al,
1999; Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2001;er€sdviartinez y Vasquez-
Yeomans, 2007).

El ostion del EsteCrassostrea virginicay el ostion de place€rassostrea corteziensis
ambas especies comestibles y de importancia ecoaprpioseen nichos ecoldgicos
equivalentes en el Golfo de México y en el Pacifioexicano, respectivamente, y tienen
una carga parasitaria similar, en particular cos especies de parasitagrastomasp.y

Perkinsus marinus.

El 82 % de la produccién ostricola Nacional recat@res estas especies y la posibilidad de
mejorar sus técnicas y practicas de cultivo regieécan un aumento de dicha produccion.
Entre las mejoras para el cultivo estd el manejitaz#o, con el cual se puede controlar y
evitar la dispersion de parasitos y enfermedadesdsie sentido, es importante conocer la
interaccion de la relacion paréasito-hospedero enité®s evolutivos y del manejo ostricola
actual. Estos enfoques del estudio de la interaquédasito-hospedero permitiran dilucidar
si la carga parasitaria actual en ambas espedges)pidicada por dos parasitos en
particular,Perkinsus marinuy Urastomasp., esta determinada por un proceso coevolutivo

0 por procesos de transfaunacion, derivados detigaaccomerciales y de cultivo. La
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respuesta a esta pregunta impactara de maneraadimecel tipo de medidas de manejo

sanitario a implementar.

[I.2 Hipotesis

Si la carga parasitaria actual @eassostrea virginicay Crassostrea corteziensis,
representada por dos especies de parasitos d@dsificcomoPerkinsus marinusy
Urastomasp. es el resultado de un proceso coevolutivo, debenndrarse variedades o
diferencias especificas de parasitos en cada hespedino, es por un proceso de
transfaunacion.

[1.3 Objetivo general

» Determinar si existe coevolucion entre los parésifoastomasp. y Perkinsus
marinusy los ostionesCrassostrea corteziensig Crassostrea virginicao si su

presencia se debe a un fendmeno de transfaunacion

[1.4 Objetivos particulares

» |dentificar especies d&rastomasp. enCrassostrea corteziensig Crassostrea
virginica.

e Caracterizar y comparar por biologia moleculaPeakinsus marinuy Urastoma
sp.

» Corroborar siP. marinusy Urastomasp. presentes ef. virginicason las mismas
especies que €. corteziensis

» Determinar si la variacion parasitaria esta dadeeferto de transfaunacion o como

resultado de coevolucion.
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Capitulo 111

MATERIALES Y METODOS

I11.1 Obtenciéon de Perkinsus marinus

Se analizaron ostiones adultos, con un promedialtiede 9 cm, recolectados en
zonas de cultivo del estado de Veracruz (Laguna dinga-Golfo de Meéxico con
coordenadas 19°01'42.83" N y 96°04'21.07 O), NaydEstero Boca de Camichin
coordenada 21°44'37.72" N y 105°29'30.49” O) y SanoBahia San Jorge con
coordenadas 31°03'31.73” N y 113°04'27.91” O) (F8). Para el caso de Veracruz, la
especie recolectada fu€rassostrea virginicaque se cultiva en fondoCrassostrea
corteziensisen Nayarit y Sonora, cultivada en balsas con saytaen modulos en

suspension, respectivamente.

Zonas de muestred

Cultivo de Crassostreacortezienssen balsas (sartas)en e
estado de Nayarit

Figura 8. Zonas de muestreo &erkinsus marinusA: Lugares de muestreo en los estados
de Sonora (Bahia San Jorge), Nayarit (Boca de Gém)ig Veracruz (Laguna Mandinga).
B: Cultivo de ostion de placeCrassostrea corteziensen sistema de balsa€; Sartas
amarradas a troncos que se encuentran suspendidbagua por medio de flotadores.
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Los ostiones se lavaron externamente para eliman#&rs organismos asociados y se
abrieron para la revision macroscoépica del cuetpndo y la obtencion de muestras. Para
el andlisis dePerkinsus marinuse tomaron secciones de tejido branquial cona@resiy

recto (Fig. 9) que se almacenaron a -20°C hastadlisis con técnicas moleculares.

Figura 9. Andlisis en fresco de las muestras de ostion.0@dgtie placerCrassostrea
corteziension el cuerpo blando expuesto para la toma detrage$Se muestra el tejido
branquial, donde se observa, dentro de los circldosrosion del tejido con ondulaciones
en los bordes.

[11.2 Caracterizacién molecular de Perkinsus marinus

[11.2.1 Extraccion de ADN a patrtir de tejido branquial y recto

Se utilizaron las muestras de tejido branquial gtor@ecolectadas dérassostrea
corteziensisy Crassostrea virginicaEl tejido se colocé en un tubo de microcentrifuga
estéril de 1.6 mL y se adicionaron 500 de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0 estéril, 100
pug de proteinasa K (BIOLINE) (10 mg/mL) y 1pQ@ de SDS 10 % (duodecil sulfato de

sodio) y se incub6 toda la noche a 56°C. Despué&sadiempo, se agregaron 500 uL del
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reactivo comercial DNAzol® (Research Molecular @entEl tubo se dejo incubando 3
horas a 56°C. Después de ese tiempo, se centifugih a 16, 862 x g a temperatura
ambiente en una microcentrifuga (Eppendorf 531p@ja precipitar el tejido degradado.
Se transfirieron 800 uL del sobrenadante a un wstéril y se agregaron 200 pL de
cloroformo 99 %, se mezclé por 20 segundos y stiftegd por 6 min a 16, 862 x g. Se
transfirieron, cuidadosamente, 600 L del sobremada otro tubo estéril y se agregaron
800 pL de isopropanol 99.9 % (-20°C) que se mepdo inversién y se dejo en el
congelador toda la noche para precipitar el ADNaWez transcurrido el tiempo se
centrifug6 por 10 min a 20, 817 x g. El sobrenaglaet eliminé por decantacion y el ADN
precipitado se lavo con 750 pL de etanol al 70 #s{dbés se centrifugd por 10 min a 20,
817 x g y de nueva cuenta el sobrenadante se éliptindecantacion. El ADN precipitado
se secO en una estufa a 56°C para eliminar lossrdst etanol, por un tiempo no mayor a
30 minutos. Posteriormente, el ADN se resuspendi®@) pL de amortiguador Tris-
EDTA pH 8.0 estéril.

El ADN gendmico se detectd por medio de la técde@lectroforesis en gel de agarosa al
1.0 %. Se mezclaron 10 pL del ADN resuspendido Tl de colorantes de carga 5X
(xilencianol y azul de bromofenol en Ficoll). Comeferencia se utiliz6 un marcador de
peso molecular de 0.1 a 2 Kb (Ladder Il GENE CHOICIEP) a una concentracion de 1
ug/uL. A la camara de electroforesis se le agredi@iente amortiguador TBE 1X para
cubrir el gel y se aplicaron 100 volts por espad#® una hora. Una vez realizada la
electroforesis, se tifio el gel utilizando una sdoae bromuro de etidio (1 pg/mL) por un
tiempo de 10 minutos. Después de ese tiempo, sagjel gel con agua destilada y se
detect6 el ADN con transiluminacion de luz ultrdeta (Bromuro de etididexcitacion= 302
nM, Aemisisn = 590 nm). La concentracibn de ADN se determin@nds un
espectrofotometro UV haciendo las lecturas a 26@arongitud de onda utilizando 90 uL

de la extraccion de ADN, obteniendo un promedi@4i@ ng.
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[11.2.2 Preparacion de la Reaccion de PCR

Se utilizaron los oligonucle6tidodTS-1 (5"-CAC TTG TAT TGT GAA GCA
CCC-3) yNTS-2 (5-TTG GTC ACA TCT CCA AAT GAC-3’) los cuales artifican un
fragmento de 307 pb (Robledd al,1998) y los oligonucledtidoBerklTS-85 (5'-CCG
CTT TGT TTG GAT CCC-3’) yPerkITS-750 (5- ACA TCA GCC CTT CTA ATG
ATG-3’) gue amplifican un fragmento de 509 pb (Aodedet al, 2004). El volumen final
de la PCR fue de 25 pL utilizando todos los comptes de GeneChoice. Las
concentraciones de los componentes para los olgedtidos NTS fueron las siguientes:
Amortiguador estandar de reaccion “PCR Buffer 1X0 (MM Tris-HCI, pH 8.5, 50 mM
KCI, 1.5 mM MgCI2, 147 0.1 % Triton X-100), dNTPA@M, 1 uM de cada iniciador y
2.5 U de Tag DNA polimerasa (Marshet al, 1995). Las concentraciones de los
componentes para los oligonucledtidos ITS fuersrsiguientes: Amortiguador estandar de
reaccion “PCR Buffer 1X” (10 mM Tris-HCI, pH 8.505nM KCI, 1.5 mM MgCI2, 147
0.1% Triton X-100), dNTP 100 pM, 1 uM de cada iador y 0.625 U d&raqg DNA
polimerasa (Audemardt al 2004). Para ambas reacciones se utilizaron 10@en§DN
molde. La reaccion de PCR se realiz6 en un terdaoinc Apollo (marca Continental Lab
Products).

Las condiciones de amplificacion para el NTS esdtstritas en el articulo de Marshal
(1995) y resumiendo fueron las siguientes: desakacion inicial a 91 °C por 3 minutos;
35 ciclos de 91 °C por 1 min. ,58 °C por 1 min2y°C por 1 min.; extension final de 72°C
por 10 min. Las condiciones de amplificacién pdril8 estan descritas en el articulo de
Audemardet al. (2004) y resumiendo fueron las siguientes: desal@acion inicial a 94
°C por 4 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1 min.,°65por 1 min. y 72 °C por 1 min.;
extension final de 72 °C por 10 min. En todas kmcciones realizadas se incluyd un
control positivo de ADN gendémico de hospederos iobeccion porPerkinsus marinuy

un control negativo consistente en la mezcla deciéa de la PCR sustituyendo el ADN
por agua estéril.
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Los productos de PCR se detectaron por medio déctaca de electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % para el caso de los NTS y 1.2r80lpa ITS. Se aplicé una carga de 100
volts por 1 hora y el gel fue tefiido con una sdlnae bromuro de etidio (1 pg/mL). Como
referencia se utiliz6 el marcador de peso molecdéai0.1 a 1 Kb (Gene Choice) a un
concentracion de 0.5 pg/pL. Los productos de PCRIificados se mandaron limpiar y
secuenciar de forma directa en ambas direccionés Bniversidad Estatal de San Diego
(SDSU, CSUPERB MicroChemical Core Facility).
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[11.3 Obtencion de Urastoma sp.

Se analizaron ostiones adultos con una medida pliorde 9 cm d€. virginicadel
estado de Tabasco (Mecoacéan-Golfo de México corrdeoadas 18°23'57.16” N y
93°08'23.42” O) cultivados en sartas flexionadasotlares sostenidos en travesafos,
corteziensisde Nayarit (Estero Boca de Camichin con coorden&df44'37.72" N y
105°29'30.49” O) cultivado en balsas con sartag.(ED). Para el estado de Veracruz se
hizo un muestreo d€. virginicaen la Laguna de Mandinga sin obtencion de ejereplde
Urastoma sp. En el estado de Baja California se hizo el stnee de Mytilus
galloprovincialis (Bahia Todos los Santos con coordenadas 31°45"14N)4y
116°42'41.92” O)para obtenelUrastoma cyprinagel cual fue utilizado como organismo

control para comparar cddrastomasp. obtenido de los estados de Nayarit y Tabasco.

Cultivo de Crassostreavirginicaen collaren el
Zonas de muestreq
estado de Tabasco
, B

Figura 10. Zonas de muestreo tirastomasp. A: Muestreo d€rassostrea corteziensen

el estado de Nayarit (Boca de Camichidassostrea virginicaen el estado de Tabasco
(Laguna Mecoacan) Mytilus galloprovincialisestado de Baja California (Bahia Todos los
Santos)B: Cultivo de ostion del Esi€. virginicaen sistema de sartas en forma de collar.
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Los ostiones se lavaron externamente para elimiateria organica y organismos
asociados a la concha del ostion y se abrieron lparavision macroscopica del cuerpo
blando y la obtencién de muestras. Una vez loadigdos gusanos en las branquias del
hospedero, se tomaron usando un pincel o pinzascplscaron en cajas de cultivo con
agua de mar estéril, dejandolos aproximadamentes odra promover la remocion de
mucosidad o de tejido del hospedero. Una vez li;ypas gusanos se colocaron en un tubo
de microcentrifuga estéril de 1.6 mL, el cual setrifeigé a 20, 817 x g por 1 min para
precipitar a los turbelarios y extraer el liquidmanente. Estos fueron preservados a -20 °
C hasta su utilizacion. Para el caso ddUosstomaprovenientes de Nayarit se conservaron

en etanol al 96 %, ya que su recoleccion se hizzagmpo.

[11.4 Caracterizacion molecular de Urastoma sp.

[11.4.1 Extraccion de ADN a partir de aislados deUrastoma sp.

Para la caracterizacion tlastomasp. se llevo a cabo la extraccion de ADN con el
kit “QIAamp DNA Investigator” de Qiagen, siguientiis pasos descritos por el fabricante.
El ADN gendmico se detectd por medio de la técde@lectroforesis en gel de agarosa al
1.0 %. Se mezclaron 10 puL del ADN resuspendido L de colorantes de carga 5X
(xilencianol y azul de bromofenol en Ficoll). Comeferencia se utilizd un marcador de
peso molecular de 0.1 a 1 Kb (Ladder Il GENE CHOICIEP) a una concentracion de 1
ug/uL. A la camara de electroforesis se le agredi@isnte amortiguador TBE 1X para
cubrir el gel y se aplicaron 100 volts por espad#® una hora. Una vez realizada la
electroforesis, se tifio el gel utilizando una sdoae bromuro de etidio (1 pg/mL) por un
tiempo de 10 minutos. Después de ese tiempo, saghjel gel con agua destilada y se
detect6 el ADN con transiluminacion de luz ultrdeta (Bromuro de etididexcitacion= 302
nM, demisisn = 590 nm). La concentracion de ADN se determindizabhdo un
espectrofotometro UV a 260 nm utilizando 90 uL aextraccion de ADN, obteniendo un
promedio de 740 ng patdrastomasp. de Mytilus galloprovincialis 20 ng pardJrastoma

sp. deCrassostrea corteziensys20 ng pardJrastomasp. deCrassostrea virginica
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[11.4.2 Preparacion de la Reaccion de PCR

Se utilizaron los oligonucle6tido$/UR1- 5 TAC CTG GTT GAT CCT GCC
AGT AG 3, 1R/URL5 CTT GGC AAA TGC TTT CGC 3'2F/UR1- 5 GCG AAA
GCA TTT GCC AAG AA 3',2R/UR1- 5 GAT CCT TCC GCA GGT TCA CCT AC 3
los cuales amplifican dos productos de aproximad#e®@00 pb (pares de bases) (Carranza
et al, 1997);1F/UR2- 5 AMC TGG TTG ATC CTG CCA G 3'1R/UR2- 5 TGA TCC
ATC TGC AGG TTC ACC T 3’ que amplifican un produale aproximadamente 1743 pb
(Noren y Jondelius, 1999)800 F 5 GGT GCC AGC NGC CGC GGT 31100 R &’
GAT CGT CTT CGA ACC TCT G 3, que amplifican un plcto aproximado de 500 pb
(Noren y Jondelius, 1999).

La reaccion de PCR fue de 25 pL utilizando tod@sdomponentes de GeneChoice. Las
concentraciones de los componentes para todogigmniocledtidos antes descritos fueron
las siguientes: PCR Buffer 1X (10 mM Tris-HCI, ptp,850 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 147
0.1 % Triton X-100), dNTP 1 mM, 0.2 pM de cada iaitor y 1.25 U deraq ADN
polimerasa (Willems, 2006). Para la reaccion de nagestras de Baja California se
utilizaron 100 ng de ADN molde y para las muestiaNayarit y Tabasco se utilizaron 20
ng de ADN. La reaccién de PCR se realiz6 en undeictador Apollo (marca Continental
Lab Products).

Las condiciones de amplificacion para el 18S ed#stritas en el articulo de Carrareta
al. (1996) con una modificacion en la temperaturalgeamiento y resumiendo fueron las
siguientes: Desnaturalizaciéon 5 min a 94°C, 35oside 94°C (30 seg), 54°C (30 seg),
72°C (45 seg) con una extension final de 72 °C8pain. Para las reaccionesdestoma
sp. deMytilus galloprovincialisno se incluyd control positivo; para las muestdas
Crassostrea corteziensge Nayarit se incluyd ADN genomico dkastoma. cyprinaale

M. galloprovincialisde Baja California, y para las muestrasQlassostrea virginicale
Tabasco se incluyd ADN gendmico d¢ cyprinae de M. galloprovincialis de Baja

California y Urastomasp. de deC. corteziensidde Nayarit amplificado. Para todas la
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muestras se incluyd un control de muasculo del raespelibre deUrastomasp. y un
control negativo consistente en agua esteéril.

Previo a la deteccién dé&lrastomasp., se realiz6 la estandarizacion del métodoGie P
utilizando diferentes temperaturas de alineamieots) lo cual se determind que la

temperatura de 54 °C fue la adecuada para obter@icanes.

Los productos de PCR se detectaron por medio déctaca de electroforesis en gel de
agarosa al 2.0 %. Se aplicé una carga de 100 poltsl h y el gel fue tefiido con una
solucion de bromuro de etidio (1 pg/mL). Como refieia se utilizdé el marcador de peso
molecular de 100 a 1 Kb (Bioladder 100 GENE CHOICTIEP) a un concentracion de 0.5
pMo/uL. Los productos de PCR amplificados se secanc de forma directa en ambas
direcciones en la Universidad Estatal de San Di{&jaSU, CSUPERB MicroChemical
Core Facility).

I11.5 Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se editaron manualmearie gbtener la mayor
similitud entre las secuencias sentido y antiseniitdizando el software MEGA 4 (Tamura
et al, 2007) con la ayuda de cromatogramas. Las se@sers@ alinearon utilizando
CLUSTAL W y fueron comparadas por medio de BLASThda base de datos del
GenBank (banco de genes) para determinar su sichilina vez obtenidas las primeras
diez secuencias con el mayor porcentaje de simhjlda cobertura y con el valor e (e-value)
mas bajo, se transformaron a formato FASTA paraepadinearlas con las secuencias
consenso obtenidas de los genes de interés aragbBc A continuacion, se realizaron los
arboles filogenéticos utilizando el método estatbstie mayor probabilidad o similitud

(Maximum Likelihood Tree) por medio del modelo daniura-Nei (Kumaet al, 2008).
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Capitulo 1V

RESULTADOS

IV.1 Analisis molecular dePerkinsus marinus

IV.1.1 Amplificacion de los espaciadores no transios NTS

Con el ADN obtenido del tejido branquial de losanigmos analizados se llevo a
cabo la amplificacion de los fragmentos NTS e IP&ta el caso del NTS se obtuvieron
fragmentos amplificados del tamafio esperado apamande 307 pb (pares de bases) (Fig.
11).

Figura 11. Deteccion dePerkinsus marinugpor PCR con el uso de iniciadores para la
region NTS erCrassostreaspp. de los estados de Nayarit, Veracruz y Soi@agil 1) ,7)
Marcador de peso molecular de 0.1 a 1 Kb (Gene€@hao®) Control positivo (ADN
genomico deP. marinus 3) Control negativo (agua estérid) Muestra positiva de>.
marinusde ostion de Nayari§) Muestra positiva d®. marinusde ostion de Veracrus)
Muestra positiva d€. marinusde ostion de Sonora.
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IV.1.2 Analisis de la secuencia NTS deerkinsus marinus

Obtenida la secuenciacion en sentido y antisenticgalizada la edicibn manual de
las secuencias con el programa MEGA 4 (Tanairal, 2007) se obtuvo una secuencia
consenso del NTS deerkinsus marinugde 242 pb (Tabla Il). La composicion nucleotidica
fue de un promedio de 24.8 % T (timina), 17.8 %Cdgitocina), 27.3 % de A (adenina) y
un 30.2 % de G (guanina) (Tabla Il1).

Tabla Il. Secuencia NTS obtenida Berkinsus marinus

1 CCACATCACA GCCCAGTAGI TCAATAGAGA GACGAGTGAA CATAGITTAT AACATTGICC

61 AAGGGGTGGA GGGGGATGCG CGAAATCGAT GTGCACGITT GGTCAAAGAT GCTCGCGAAA
121 GCTGCACATC AATTTCGCAC ATGGGCGAAA TTGACTTGCA GGTGGGTATA AAAGITGATC
181 TAGGCCATGI GGCTCGATTT CAACCATATG GGTATGCTTC TGAGGATGGEG GTGITACAGT
241 GC

Tabla 1ll. Composicion nucleotidica de la secuencia del N@Beatkinsus marinus

TU) C A G Total
Perkinsus marinugeCrassostrea corteziensfblayarit)y 24.8 17.827.3 30.2 242.0
Perkinsus marinuge Crassostrea virginicgVeracruz) 24.8 17.827.3 30.2 242.0
Perkinsus marinugeCrassostrea cortezieng{Sonora) 24.8 17.827.3 30.2 242.0
Promedio 24.8 17.827.3 30.2 242.0

Posteriormente, se realizO una comparacion corsdagencias referidas en el GenBank
donde se observo que las muestrasPeekinsus marinugde los estados de Nayarit,
Veracruz y Sonora tienen un porcentaje de simildab98 % al 100 %. Con la secuencia
EU617394.1 [ NTS de muestras d&rassostrea corteziensidel estado de Nayarit
(Caceres-Martineet al, 2008)] se obtuvo un 100 % de identidad y 100 é«obertura
correspondiente a los nucleotidos 31 al 271; coselaiencia AF497479.1 [gen 5S de la

subunidad mayor, subunidad menor y la region NT&easia flanqueando el gen 5.8S, con
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3816 pb, obtenida de muestras provenienteS.darginica del norte del Golfo de México
en la costa de E.U.A. (Robledo, 1999)] se obtuv@®€e identidad y 97 % de cobertura
correspondiente a los nucleétidos 190 al 431 ygitomno y con la secuencia S78416.1 de
307 pb [(region intergénica dentro del ADN gendmide Perkinsus marinusen
Crassostrea virginicale la region de Maryland E.U.A.) (Marsh, 1995y ,abtuvo un 98 %

de identidad con 97 % de cobertura correspondeetds nucleotidos 31 al 271(Tabla 1V).

Tabla IV. Comparacion por BLAST de la region NTS Berkinsus marinusbtenidas de
Crassostrea cortezienside los estados de Nayarit y Sonora asi comdi@dssostrea
virginica del estado de Veracruz.

BLAST gen NTS

No. de Acceso Cobertura Valor E Identidad

Eu617394.1 Perkinsus marint NTS, secuenci 100% 4e-12€ 100%
parcial

AF497479.1 Perkinsus marin. cepa Txsc ge  97% le-12C 99%
ARNIr, secuencia parcial

S78416.1 Perkinsus marint region 97% 7e-11¢ 98%

intergénica de ADN gendémico

Se encontraron 6 nucledtidos diferentes respedtes aecuencias consenso de NTS de
Perkinsus marinusle Nayarit, Veracruz y Sonora y las otras dosessmas dd®. marinus
referidas (Tabla V) con dos transiciones (cambioegpurinas o entre pirimidinas) y cuatro
transversiones (cambio entre purina y pirimidinas)entras que entre las secuencias
AF497479.1 y S78416.1 solo se encuentra una difexgmor transicion (Tabla V).
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Tabla V. Diferencia de nucledétidos entre secuenciaPeikinsus marinuslel GenBank y
las encontradas en este estudio para el gen NTS.

Posicién de nucleétidos gen NTS*

No. de Acces 19¢ 19t 19€¢ 201 22t 31€
AF497479.1 T G A T T T
S7846.1 C
Perkinsus marint en este estud C T C C G T

Nota: los espacios blancos indican nucle6tidosléguen comparacion cokF497479.1. Nimero de posicién
de acuerdo a la secuencia AF49747Bitiando la comparacion a partir del nucleé6ti@® hasta la posicion 431.

Con los resultados de la comparacion por BLAST k@ secuencias referidas en el
GenBank se realiz6 un arbol filogenético de Neighlmning donde se obtuvo que
Perkinsus marinugle Sonora, Veracruz y Nayarit son idénticas filggEamente &.

marinus de Nayarit reportado por Caceres-Martie¢zal (2008) y presentan una ligera
variacion corP. marinusde las costa Este de los E.U.A., sin que porssstzonsidere una
especie diferente, ya que se encuentran dentrongeho clado. Por otro lado, se pudo
observar una diferencia mayor representada pobisaceion en otro clado al comparar con

dos secuencias de Australiafleolseni(Fig. 12).



Perkinsus sp. AF466539.1 cepa P.sp.7 gen ARNr NTS (Australia)
Perkinsus sp. AF466536.1 cepa P.sp.4 gen ARNr NTS (Australia)

{ Perkinsus atlanticus AF509333.1 gen 5S ARNr incluye NTS (Espana)
Perkinsus olseni AF466532.1 cepa P.0o6 gen ARNr incluye NTS (Australia)

— Perkinsus olseni AF466529.1 cepa P.03 gen ARNr NTS (Australia)

— Perkinsus sp. AF466540.1 cepa P.sp.8 gen ARNr NTS (Australia)

Perkinsus olseni AF466530.1 cepa P.o4 gen ARNr incluye NTS (Australia)
ﬂerkinsus olseni AF466528.1 cepa P.02 gen ARNr NTS (Australia)

Perkinsus marinus AF497479.1 cepa TXsc gen ARNr incluye NTS (Texas)
_L Perkinsus marinus S78416.1 Region intergenica ADN genomico 307 nt (Maryland)

Perkinsus marinus Nayarit (Crassostrea corteziensis)

Perkinsus marinus Veracruz (Crassostrea virginica)

Perkinsus marinus Sonora (Crassostrea corteziensis)
Perkinsus marinus EU617394.1 NTS (Nayarit)

0.05

Figura 12. Arbol de Neighbor-Joining de las secuencias de NitSnidas d®erkinsus marinude los estados de Sonora, Nayarit
y Veracruz y secuencias obtenidas en GenBank.

37
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IV.1.3 Amplificacion de los espaciadores internoganscritos ITS

A partir del ADN extraido se amplificé la regiomS deP. marinusde muestras
obtenidas deCrassotrea cortezienside los estados de Nayarit y Sonora. Se obtuvo un

tamafio de la banda aproximado al esperado de 7(RgML3).

— 1000 pb

—___700pb
—— 600 pb

—— 400 pb
——300pb

—— 200 pb

—100pb

Figura 13. Deteccion dePerkinsus marinugor PCR con el uso de iniciadores para la
region ITS enCrassostreacorteziensis de los estados de Nayarit y Soncaail@) ,6)
Marcador de peso molecular de 0.1 a 1 Kb (Gene€@hao®) Control positivo (ADN
gendémico deP. marinus 3) Control negativo (agua estéril); 4) Muestra puaitde P.
marinusde ostion de Nayari§) Muestra positiva dB. marinusde ostion de Sonora.

IV.1.4 Andlisis de la secuencia ITS dBerkinsus marinus

Obtenida la secuenciacion en sentido y antisenticgalizada la edicion manual de
las secuencias con el programa MEGA 4 (Tanairal, 2007) se obtuvo una secuencia
consenso de 560 pb @&erkinsus marinugTabla VI) La composicién nucleotidica fue de
un promedio de 30.2 % T, 22.1 % de C, 26.1 % deuA £1.6 % de G (Tabla VII).
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Tabla VI. Secuencia ITS obtenida Berkinsus marinus.

1 TTGTACTAGI CATAGTATCC AAATCCAATT TTGGATTTTG GTATTTCAAA ACGAAATTCC
61 AAACTCTCAA CGATGGATGC CTCGGCTCGA GAATCGATGA AGGACGCAGC GAAGTGCGAT
121 AAGCACTGCG ATTTGCAGAA TTCCGTGAAC CAGTAGAAAT CTCAACGCAT ACTGCACAAA
181 GGGGATCTTT CCTCTTTGTA CATACATATC AGIGTCGCTC TTCTTCCCGA TACAAACATT
241 TTGTTGITAA CGCAACTCAA TGCTTTGTAT CCCGCTTGA ACTAACTCTT CGGAGGTGGTT
301 CGITATGIGC GCTTGIGAAG GCAGGCGTAT TAATTTGCAA GCGCTATAATC TCGTATTGTA
361 GCCCCTCCGA AAGGAGECTT GCGCCTGTGA GTAGCTCTCG AGGTACTCGC AAACTCGACT
421 GIGTTGTGGT GATATCACGT GITCCTTGAT CACGCGATTC TTCTCTTCAA CGCATTACGT
481 CAAATCTATT GATAAATGCA GAGAAGTGIT TGAATCACGC GITCAGICTG GTCGCGAGAT
541 TATTATATAT CATAACACCC

Tabla VII. Composicién nucleotidica de la secuencia del N@Batkinsus marinus

TU C A G Total
Perkinsus marinude Crassostrea corteziengfSonora) 30.2 22.126.1 21.6 560.0
Perkinsus marinude Crassostrea corteziensfblayarit) 30.2 22.126.1 21.6 560.0
Promedio 30.2 22.126.1 21.6 560.0

Posteriormente, se realizd6 una comparacion corsdagencias referidas en el GenBank
donde se observo que las muestraBel&insus marinude los estados de Nayarit y Sonora
tienen un porcentaje de identidad del 100 % conskmuencias ITS referidas en el
GenBank con numero de acceso DQ370479.1, DQ3704A&82495185.1, AY295183.1,
AY?295181.1, AF497479.1, AF150990.1, AF150989.1, BFY85.1 y U07700.1, y un 99
% de identidad con las secuencias AY295195.1, D@37Q, AY295197.1, EU919504.1 y
DQ370481.1; muestras provenientes de la costadedtes E.U.A. de Virginia y Maryland,
asi como de las costas del norte de Espafa (TdH)a Mos porcentajes de cobertura y
similitud obtenidos para las secuencias DQ37047%9.DQ370478.1, DQ370480.1 y
DQ370481.1 corresponden del lugar 41 al 600; pasa decuencias AY295185.1,
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AY295183.1, AY295181.1, AY295195.1, AY295197.1, EI9804.1 y AF497479.1 del
lugar 144 al 703 y para las secuencias AF15099(0150989.1, U07700.1 y AF150985.1
del lugar 200 al 759.

Tabla VIIl. Comparacion por BLAST de la region ITS erkinsus marinusbtenidas de
Crassostrea corteziensite los estados de Nayarit y Sonora.

BLAST gen ITS

No. de Acces Cobertura Valor E  Identidad

DQ370479. Perkinsus marint aislado 7, ITS1 100% 0.C 100%
secuencia parcial

DQ370478. Perkinsus marint aislado 6, ITS1 100% 0.C 100%
secuencia parcial

AY295185.: Perkinsus marint clon NJ3 1 100% 0.C 100%
subunidad 1K gen ARNr

AY295183.: Perkinsus marint clon MA2 11, 100% 0.C 100%
subunidad 1K gen ARNr

AY?295181.: Perkinsus marint clon LA23 7, 100% 0.C 100%
subunidad 5 gen ARNr

AF497479.. Perkinsus marint cepa Txsc ge 100% 0.C 100%
ARNIr, secuencia parcial

AF150990.. Perkinsus marint aislado TCML-1, 100% 0.C 100%
gen 18S ARNr, secuencia parcial

AF150989.: Perkinsus marint aislado WIML-2, 100% 0.C 100%
gen 18S ARNr, secuencia parcial

AF150985. Perkinsus marint aislado FPMI-6, 100% 0.C 100%
gen 18S ARNr, secuencia parcial

u07700.: Perkinsus marin. gen 18S 'y 28 100% 0.C 100%
ARNTr, secuencia parcial

AY295195.: Perkinsus marint clon SC2 4 7 100% 0.C 99%
subunidad menor gen ARNr

DQ370480. Perkinsus marint aislado 9, ITS1 100% 0.C 99%
secuencia parcial

AY295197.: Perkinsus marint clon SC2 4 8 100% 0.C 99%
subunidad menor ARNr

EU919504. Perkinsus marint aislado EBPICv1- 100% 0.C 99%
h6-g5 clon 2, subunidad menor ARNr

DQ370481. Perkinsus marint aislado 10, ITS1  100% 0.C 99%

secuencia parcial
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Se encontraron seis nucleétidos diferentes resggelds secuencias dRerkinsus marinus
de Nayarit y Sonora y las secuencias Rle marinus referidas (Tabla IX) con tres

transiciones y tres transversiones (Tabla IX).

Tabla IX. Diferencia de nucleotidos entre secuenciaBel&insus marinugel GenBank y
las encontradas en este estudio para el gen ITS.

Posicion de nucleétidos gen ITS*
No. de Acces 353t 3547 359¢ 3728 373t 375¢
AF497479..

DQ370479.
DQ370478.
AY295185.:
AY295183.:
AY295181.:
AF150990..
AF150989..
AF150985..
U07700.:
AY29519¢ A G
DQ37048! A G G C
AY?295197 C
EU919f04 C
DQ37048: A
Perkinsus marint de Nayarit de est T A C T A A
estudio
Perkinsus marint de Sonora de es T A C T A A
estudio

Nota: los espacios blancos indican nucleétidosléguen comparacion con DQ370479.1. * Nimero decpiosde
acuerdo a la secuencia AF497479.1, iniciando lgpemation a partir del nucledtido 3200.hasta lagi@si3759.

Al hacer el andlisis de los datos en el arbol &élugtico Neighbor-Joining se observaron
otras secuencias que presentaron variacionesn®iargo, a pesar de estas diferencias, la
mayoria de las secuencias se encuentran relac®oadda excepcion de. atlanticusy P.
olsenj provenientes de Espafa y China, respectivamBigel4).
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Perkinsus marinus AF150990.1 aislado TCMD 1 (Virginia)

Perkinsus marinus AF150985.1 aislado FPMD-6 ITS (Virginia)

Perkinsus marinus AF497479.1 cepa TXsc 5S ITS (Texas)

Perkinsus marinus AY295181.1 clon LA23 7 5 (Virginia)

Perkinsus marinus AY295183.1 clon MA2 11 1K (Virginia)

Perkinsus marinus AY295185.1 clon NJ3 1 1K (Virginia)

Perkinsus marinus DQ370478.1 gen ARNr incluye ITS (Espafia)

Perkinsus marinus DQ370479.1 ITS gen ARNr incluye ITS (Espafia)
Perkinsus marinus Nayarit (Crassostrea corteziensis)

— Perkinsus marinus AF150989.1 aislado WIMD-2 ITS (Virginia)

Perkinsus marinus AY295195.1 clon SC2 4 6 (Virginia)
Perkinsus marinus DQ370480.1 aislado 9 ITS (Virginia)
Perkinsus marinus AY295194.1 clon SC2 4 5 (Virginia)

Perkinsus marinus AY295193.1 clon SC2 4 4 (Virginia)

Perkinsus marinus EU919504.1 aislado EBPICv15 H6-G5 ITS (Virginia)
Perkinsus marinus DQ370477.1 aislado 5 ITS (Espafia)

Perkinsus marinus AY295197.1 clon SC2 4 8 (Virginia)

Perkinsus marinus AY295188.1 clon NJ3 1 6 (Virginia)

Perkinsus marinus AY295184.1 clon MA2 11 3 (Virginia)

Perkinsus marinus PMUQ7700 ITS (Australia)

Perkinsus marinus DQ370481.1 aislado 10 ITS (Espafa)
Perkinsus marinus DQ370475.1 aislado 2 ITS (Espafia)
Perkinsus marinus AY295199.1 clon SC3 (Virginia)
Perkinsus marinus AY295198.1 clon SC3 2 1B (Virginia)
| Perkinsus atlanticus AF369975.1 aislado E8 (Espafa)

| Perkinsus olseni GU233532.1 aislado SS 3 (China)

0.005

Figura 14. Arbol de Neighbor-Joining de las secuencias de db&nidas déerkinsus
marinusde los estados de Sonora y Nayarit y secuenctasidhs en GenBank.
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V.2 Andlisis molecular deUrastoma sp.

IV.2.1 Amplificacion del gen 18S déJrastoma sp. deCrassostrea corteziensis del

estado de Nayarit

Se llevo a cabo la amplificaciéon del gen 18S Ulastomasp. proveniente de
Crassostrea cortezienstel estado de Nayarit de acuerdo al protocolo aiea@zaet al
(1997) obteniendo el producto esperado de 800 gbmidmo, se utilizd el protocolo de
Noren y Jondelius (1999) que amplific6 un productoy leve de 500 pb. (Fig. 15). Se
obtuvo amplificado con los iniciadores 1F-UR1 /WR4 y 2F-UR1 / 2R-URL1.

1 2 3 4 5 6 7 8 SJ
3,000 pb——

1,000 ppb———
700 pb
500 pb

Figura 15. Electroforesis en agarosa al 2.0 %, donde se namestos fragmentos
amplificados del gen 18S ddrastomasp. deCrassostrea corteziensigovenientes del
estado de Nayarit. Carrdl) Marcador de peso molecular de 0.1 a 1 Kb (Gene€h@®)
Control positivo deUrastoma cyprinaextraido de branquia ddytilus galloprovincialis
del estado de Baja Californid) Control negativo (agua estérilj Musculo del hospedero;
5) Muestra positiva dé&Jrastomasp. con los iniciadores 1F-UR1 y 1R-URg); Control
positivo deU. cyprinaeextraido de branquia ddytilus galloprovincialisdel estado de
Baja California;7) Control negativo (agua estérif) Masculo del hospeder@®) Muestra
positiva deUrastomasp. con los iniciadores 2F-UR1 / 2R-URL1.
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IV.2.2 Amplificacion del gen 18S deUrastoma sp. deCrassostrea virginica del

estado de Tabasco

Se llevo a cabo la amplificacion del gen 18S Ufastomasp. proveniente de
Crassostrea virginicadel estado de Tabasco de acuerdo al protocoloaderizaet al
(1997) obteniendo el producto esperado de 800 gbmidmo, se utilizd el protocolo de
Noren y Jondelius (1999) con el cual no se obtuwplificacion (Fig. 16). Se obtuvo
amplificado con los iniciadores 2F-UR1 y 2R-UR1.

1,000 pb—— | -
700 pp—— -’
500 pb——

Figura 16. Electroforesis en agarosa al 2.0 %, donde se namestos fragmentos
amplificados del gen 18S dizastomasp. deCrassostrea virginicgprovenientes del estado
de Veracruz .Carril 1) Marcador de peso molecular de 0.1 a 1 Kb (Gene€jia2)
Control positivo deUrastoma cyprinaextraido de branquia ddytilus galloprovincialis
del estado de Baja California MuestB); Control positivo deUrastomasp. extraido de
branquia deCrassostrea corteziensidel estado de Nayari) Control negativo (agua
estéril);5) Musculo del hospeder6) Muestra positiva d&lrastomasp. con los iniciadores
2F-UR1y 2R-URL.
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IV.2.3 Andlisis de la secuencia del gen 18S deastoma sp.

Una vez obtenida la secuencia en sentido y anitikeptrealizada la edicion manual
de las secuencias con el programa MEGA 4 (Tamued, 2007) se obtuvo una secuencia
consenso de 680 pb tlrkastomasp. deCrassostrea corteziens{3abla X); una secuencia
de 665 pb déJrastomasp. deCrassostrea virginicgTabla Xl) y una secuencia consenso
de 662 pb pardJrastoma cyprinaede Mytilus galloprovincialis (Tabla Xll), con los
iniciadores 2F-UR1/2R-UR1 deprotocolo descrito por Carranzet al, 1997. La

composicion nucleotidica fue de un promedio de 26.B, 21.1 % de C, 25.0 % de Ay un

27.7 % de G (Tabla XIII).

Tabla X. Secuencia del gen 18S obtenidadJdestomasp. deCrassostrea corteziengikl
estado de Nayarit

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

TTTAACTTTC

TATGGITGCA

TGCGGECTTAA

CAGATTAATA

GACGCGATTTG

CTATTCTACG

CGAGATTGAG

CACTGECGTT

ACGTCGTGAC

GACAAGTCAT

CTACCGATTG

GATGITTCTG

CCCTCGAGCA

AAGCTGGAAC

TTTGACTCAA

GCTCTTTCTT

TCTGGTTAAT

GATGATAGGT

CAATAACAGG

CGCAGCGAGT

AGGGATTGGEG

CACGCTTGIGC

AATGGTCCAG

GGAAGATAAT

GICTCCGCGC AAAGCCAAAG TCTATTGGIT CCGGGEGGAAG

TTAAAGGAAT TGACGGAAGG GCACCACCAG GAGTGGAGCT

CACGGGAAAA CTCACCCGAC CCGGACACTG TAAGGATTGA

GATTCGGIGG ATGGTGGTGC ATGGCCGTTC TTAGITGGTG

TCCGATAACG AACGAGACTC TAACCTACTA AATAGTACAC

GAATGITACT TCTTAGAGGG ACAAGCGGECG TTTAGICGCA

TCTGTGATGC CCTTAGATG TTCGGEEECCEC ACGCGTIGCTA

AAAATCCTGG TTCGAAAGRA TTGGGGAACC TCCTGAATGG

GATTGCAATT ATTCCCCATGA ACGAGGAATT CCTAGTAAG

TGATTATGTC CCTGCCCTTT GIACACACCG CCCGICGCTA

TGAGGITATT GGACCGGGAA CATGGAGITG GTAACTTCTC
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Tabla XI. Secuencia del gen 18S obtenidadJdastomasp. deCrassostrea virginicalel
estado de Tabasco.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

GATTCGAGGT GGTATTTTAA CTTTCCCCTC

GGTTCCGEEG GAAGTATGGT TGCAAAGCTG

CCAGGAGIGG AGCTTGCGGC TTAATTTGAC

ACTGTAAGGA TTGACAGATT AATAGCTCTT

GITCTTAGIT GGTGGAGCGA TTTGICTGGT

ACTAAATAGT ACACCTATTC TACGGATGAT

GGCGITTAGT CGCACGAGAT TGAGCAATAA

CCGCACGCGT GCTACACTGG CGITCGCAGC

AACCTCCTGA ATGGACGICG TGACAGGGAT

GAATTCCTAG TAAGGACAAG TCATCAGCTT

CACCGCCCGT CGCTACTACC GATTGAATGG

AGITG

GAGCAGTICTC CGCGAAAGCC AAAGTCTATT

GAACTTAAAG GAATTGACGG AAGGGCACCA

TCAACACGGEG AAAACTCACC CGACCCGGAC

TCTTGATTCG GTGGATGGTG GTGCATGGECC

TAATTCCGAT AACGAACGAG ACTCTAACCT

AGGTGAATGT TACTTCTTAG AGGGACAAGC

CAGGICTGIG ATGCCCTTAG ATGITCGGEGEG

GAGTAAAATC CTGGITCGAA AGGATTGGEGEG

TGGGEGATTGC AATTATTCCC CATGAACGAG

GIGCTGATTA TGTCCCTGCC CTTTTGTACA

TCCAGTGAGGT TATTGGACCG GGAACATGG




47

Tabla XII. Secuencia del gen 18S obtenidas deastoma cyprinae de Mytilus
galloprovincialis

1 TCGAGCAGTC TCCGCGAAAG CCGAAGICTT TTGGTTCCGG GGGGATTATG TTTGCAAAAA

61 TGAAACTTAA AGGAATTGAC GGAAGGGCAC CACCAGGAGT GGAGCCTGCG GCTTAATTTG

121 ACTCAACACG GGGAAACTCA CCCGACCCGG ACACTGTAAG GATTGACAGA TTAATAGCTC

181 TTTCITGATT CGGTGGATGG TGGTGCATGG CCGTTCTTAG TTGGTGGAGT GATTTGICTG

241 GITAATTCCG ATAACGAACG AGACTCTAAC CTACTAAATA GTACACGTAA TCTTTCGACT

301 TTACGTGAAT TATACTTCTT AGAGGGACAA GCGGCGITTA GICGCACGAG ATTGAGCAAT

361 AACAGGTCTG TGATGCCCTT AGATGITCGG GGCCGCACGC GCGCTACACT GACGITCACA

421 GCGAGTAAAA TCCTGGTTCG AAAGGACTGG GGAACCTGIT GAATGGACGT CGTGACAGGEG

481 ATTGGGGATT GCAATTATTC CCCATGAACG AGGAATTCCT AGTAAGGACA AGICATCAGC

541 TTGIGCTGAT TATGICCCTG CCCTTTGTAC ACACCGCCCG TCGCTACTAC CGATTGAATG

601 GITTAGTGAG GITATTGGAC TGGGGACATT GAGITGGAAA CTTCTCGATGC TTCTGGGAA

661 GA

Tabla Xlll. Composicion nucleotidica de la secuencia del g deUrastomasp. de
Tabasco y Nayarit Yrastoma cyprinagle Baja California.

TU) C A G Total

Urastomasp. deCrassostrea virginicgTabasco) 26.0 21.24.8 28.0 665.0
Urastomasp. deCrassostrea corteziengislayarit) 26.2 21.325.0 27.5 680.0
Urastoma cyprina@le Mytilus galloprovincialis(Baja

California) 26.6 20.725.2 27.5 662.0
Promedio 26.3 21.125.0 27.7 669.0

Posteriormente con las secuencias deastoma sp. de Crassostrea corteziensis

Crassostrea virginicay Mytilus galloprovincialis se realiz6 una comparacion con las
secuencias referidas en el GenBank donde se obtuymrcentaje de identidad del 92 %
con las secuencias referidas pdfa cyprinae con nimero de acceso AF167422.1 y

AF065428.2; muestras provenientes del norte de gayryg la secuencia referida para
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Urastomasp. con numero de acceso U70085.1 (Tabla XIV); taiggroveniente de
Espafia. Los porcentajes de cobertura y similitudJoestomasp. de Nayarit obtenidos
para las secuencias AF167422.1 corresponden dat L@P9 al 1689, para la secuencia
AF065428.2 corresponden del lugar 1009 al 1690rg fmasecuencia U70085.1 del lugar
1058 al 1737; mientras que los porcentajes de itihiparaUrastomasp. de Tabasco
corresponden para la secuencia AF167422.1 del lug@4 al 1659, para la secuencia
AF065428.2 del lugar 994 al 1660 y para la secaed@0085.1 del lugar 1043 al 1707.

Tabla XIV. Comparaciéon por BLAST del gen 18S deastomasp. de Crassostrea
corteziensigle Nayarit yCrassostrea virginicale Tabasco.

BLAST gen 18¢

No. de Acceso Cobertura Valor E Identidad

AF167422.. Urastoma cyprinagen 18S ARNr 99% 0.C 92%
secuencia parcial.

AF065428.. Urastoma yprinae gen 18S ARNr 99% 0.C 92%
secuencia parcial.

U70085.: Urastom: sp. gen 18S ARNI 99% 0.C 92%

secuencia completa.

Para la secuencia dérastoma cyprinaade Mytilus galloprovincialisde la comparacion
con las secuencias referidas en el GenBank sewdbgee la muestra dg. cyprinaetiene

un porcentaje de identidad del 93 % con las secaneferidas par&d). cyprinaecon
namero de acceso AF167422.1 y AF065428.2; muegtm&nientes del norte de Europa,
y un 92 % con la secuencia referida pdrastomasp. con nimero de acceso U70085.1
(Tabla XV); muestra proveniente de la costa de BEsphos porcentajes de cobertura y
similitud obtenidos para las secuencias AF167428rlesponden del lugar 1022 al 1684,
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para la secuencia AF065428.2 corresponden del [L@2? al 1685 y para la secuencia

U70085.1 del lugar 1072 al 1735.

Tabla XV. Comparacion por BLAST del gen 18S deastoma cyprinaede Mytilus

galloprovincialisde Baja California.

BLAST gen 18S

No. de Acceso Cobertura Valor E

AF167422. Urastoma cyprinagen 18S ARNr 99% 0.C

secuencia parcial.

AF065428.. Urastoma cyprinagen 18S ARNr 99% 0.C

secuencia parcial.

U70085.: Urastom: sp. gen 18S ARNI 99% 0.C

secuencia completa.

Identidad

93%

93%

92%




Tabla XVI. Diferencia de nucleotidos entre secuenciadmstomasp. obtenidas en el estudio y las secuencias del GénBan

Posicién de nucleétidos gen 18S*

No. de

Acceso e = = = = e e e e S S S N T i i o o = S
O O O O O kB kP B kR P B P B P P P P P P B P DN ® 0 W
I @@ © © © O O O O kB B N W W W N N N 0 0o o o O ~ o
N @ M B 0 © N B & o ® W P N OO w oo o © a0 & o N & W N

U70085.1 A-S§ - - T A S TAGGTITOCGSG - - CC - - A C G cC

AF167422.1 G C C G N G N C G

AF065428.2 G C C G G G G

Uastoma T C G C A C T G G - - T G C G A A

sp. de

Nayarit

Uastoma T - G C A C T G G - - T G C G A A

sp. de

Tabasco

Uastoma T - G C€C - C T T G G T T A A A - - G C G T A A

cyprinaede

Baja

California
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No. de
Acceso

L e e e o o o o o o o o o o = o o T
W W W W W W W W W W W W oW W W w A~ A~ N N N N
O O O O 9O O N N N N N N 0O © o0 0 O O 9O 9O B
= N O ©© ©® © O N W » O © W b O & G ® © O o
uvoos, € ¢ 6 T T T G C AT A G T A TA - T C - T C
AF167422.1 G N C
AF065428.2 G G N C
Urastoma T T C A C A T G A T G T G G cC G T
sp. de
Nayarit
Urastoma T T C A C A T G A T T G G cC G T
sp. de
Tabasco
Urastoma G A T C C A C T C A T G G cC G T
cyprinaede
Baja
California
No. de
Acceso e e T e S o S N S O
A M DN 101 O OO O O O N N N N
N ®©® © N W W N A N © © o O 9o o
~ OO N P N ® P P © O © O Fr ® O
U70085.1 C A A CGTCG - T TAAGSG T
AF167422.1
AF065428.2
Uastoma T G G T C A CcC C G A A G
sp. de
Nayarit
Uastoma T G G T C A T C C G A A G
sp. de
Tabasco
Urastoma T A G G A A
cyprinaede
Baja
California

6TVT

>

0cri

(@]

vevt

>

8911

Nota: los espacios blancos indican nucleétidosléguen comparaciéon con U70085.1. * Numero de p@iside acuerdo a la secuencia U70085.1, iniciandortgaracion a partir del nucleétido 1072.hasteokacion 1711.
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Se encontraron sesenta y siete nucledtidos ditset las secuencias Weastomasp. del
estudio con respecto a las dos secuenciddrdstoma cyprinagy Urastomasp. del GenBank
(Tabla XV1) con un total de sesenta y nueve tréaoss y sesenta y nueve transversiones (Tabla
XV1). Para las secuencia teastomasp. de Crassostrea cortezienss&® encontraron cincuenta y
siete nucledtidos diferentes respecto a las semsedeUrastomasp referidas (Tabla XVI) con
veintitrés transiciones y veintitrés transversiorf@abla XVI). Del mismo modo, para las
secuencia deUrastoma sp. de Crassostrea virginicase encontraron cincuenta y nueve
nucleotidos diferentes respecto a las secuenciadrdsgtomasp. referidas (Tabla XVI) con
veintitrés transiciones y veintitrés transversiofiesbla XVI). Para las secuencia deastoma
cyprinae de Mytilus galloprovincialisse encontraron cincuenta y tres nucledtidos difese
respecto a las secuencias deastomasp. referidas (Tabla XVI) con veinte transiciones y
veinticinco transversiones (Tabla XVI).

Al hacer el analisis de los datos en el arbol &logtico Neighbor-Joining se observé que las
secuencias del gen 18Sldmstoma cyprinaese localizan dentro de un clado con la secuerecia d
Urastomasp., esta secuencia presenta una variacion coactesp las referidas conudrastoma
cyprinae de seis transiciones y seis transversiones. Rorlatlo, la secuencia del gen 18S
obtenida deUrastomasp. deMytilus galloprovincialis (Fig. 17), reportado anteriormengor
taxonomia clasica comld. cyprinag se localiza en un clado separado de las secsetelianorte

de Europa y Espafia asi como de las obtenidas desd@alp Nayarit. Estas Ultimas, se agrupan en
un mismo clado lo que nos indica que estas pogréarenecen al mismo género y tal vez una
especie aun no descrita (Fig. 17).



Urastoma sp. (Crassostrea virginica) Tabasco Urastomidae-Platelminto

Urastoma sp. (Crassostrea corteziensis) Nayarit Urastomidae-Platelminto

Urastoma sp. (Mytilus galloprovincialis) Baja California Urastomidae-Platelminto

Urastoma sp. USU70085 18S gen ARNr secuencia completa Urastomidae-Platelminto

] Urastoma cyprinae AF167422 18S gen ARNr secuencia parcial Urastomidae-Platelminto

Urastoma cyprinae AF065428 18S gen ARNr secuencia parcial Urastomidae-Platelminto

Notentera ivanovi AJ287546.1 18S gen ARNr Fecampiidae-Platelminto

Ichthyophaga sp. AJ012512.1 18S gen parcial ARNr Urastomidae-Platelminto

Ciliopharyngiella constricta isolate NHM-London AY775755.1 18S gen ARNr secuencia parcial No hay familia descrita -Platelminto

Trochonerilla mobilis AY834759.2 18S gen ARNr secuencia parcial Nerillidae-Annelida
Cossura candida AY532350.1 18S gen ARNr secuencia parcial Cossuridae-Annelida

{— Capilloventer australis AY365455.1 18S gen ARNr secuencia parcial Capilloventridae-Annelida

[ Saccocirrus sp. BC-2003 AY340441.1 18S gen ARNI secuencia parcial Saccocirridae-Annelida

L saccocirrus papillocercus AF412808.1 18S gen ARNr secuencia parcial Saccocirridae-Annelida

0.02

Figura 17. Arbol filogenético de Neighbor-Joining de las sewmias obtenidas para el gen 189Jiastomasp. de Baja California,
Tabasco y Nayarit con secuencias obtenidas de Gé&nBlas familias a las que pertenecen.
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Capitulo V

DISCUSION Y CONCLUSIONES

V.1 Discusién

La definicion de especie ha sido un tema contréadeastravés de la historia de la
biologia. Lo que a primera vista parece ser unmid&n sencilla, se complica cuando se
estudian los detalles para diferenciar una espéeieotra. En términos generales, se
considera especie a un grupo de organismos capdeentrecruzarse, producir
descendencia fértil en condiciones naturales y emtinprasgos anatomico funcionales
caracteristicos. Este concepto de especie es dioagda que algunos miembros del grupo
pueden quedar alejados del nucleo de la poblacg®pgrase de esa poblacion original. En
es0s casos, comienza un aislamiento reproductieoegentualmente dard origen a una
nueva especie. Este proceso en términos evoluliees su tiempo y esta asociado con
eventos climéticos y de dindmica geoldgica (OdudT1). La taxonomia convencional ha
provisto de herramientas morfoldgicas, funcionalescoldgicas que han permitido a la
ciencia discernir entre una especie y otra. Sinaggd) la frontera para la diferenciacion es
imbricada llegandose a considerar subespeciesslivariedades y cepas que no son mas
que el reflejo del dinamismo fenotipico que perrmémmente sufren las poblaciones. Por
ejemplo, el nimero, color y forma de los apéndiesin copépodo, su nicho espacial y
ecoldgico, pueden ser argumentos suficientes pangiderarlo como una especie en
particular, una variedad o una subespecie y ladrarsiempre estara sujeta a controversia,
de tal suerte que las reclasificaciones taxonontieassido continuas a través del tiempo
apoyadas en mejores tecnologias para encontraemtifas. Con el advenimiento de la
biologia molecular moderna y la posibilidad de seciar parcial o totalmente el genoma
de los seres vivos, se pensO que los problemasladdicacion taxonomica estarian
resueltos. Nada mas intimo que el genoma mismo pac@ntrar diferencias y si,
efectivamente, esta nueva tecnologia ha causadoeuakucion en cuanto a la filogenia y

diferenciacion de “especies”. Sin embargo, nuevaen@os enfrentamos a un nivel de
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imbricacion e incertidumbre igual al que considardbs haber superado a través de la
taxonomia clasica. Actualmente, la elaboracionrbelés filogenéticos nos dan multiples
ramificaciones basadas en la secuencia de nuadedtidnos enfrentamos al hecho de
definir una nueva frontera: ¢ Cual es el nimerowtgeidtidos que deben cambiar, en una
parte del genoma o en el genoma total de un omganique determinan si se pertenece a
una especie u otra? Ante este cuestionamientoiggensmanteniendo los conceptos de
subespecie, variedad, linea o cepa. Al final daJ dos damos cuenta que el dinamismo
inherente a la vida misma nos imposibilita a pamefimite fijo en el tiempo y el espacio
para hacer esta diferenciacion. Ante esta situacggresamos a los cambios evidentes a
nuestros sentidos béasicos. Negro o blanco mas socowcentremos en los grises. Un
cambio tan dramatico como el aislamiento reprodactjue toleraron los ostiones del
géneroCrasssostreante la emergencia del istmo de Panama hace amdamente de 3.1

a 2.8 m.a. nos permite, con toda certidumbre, aploygue Kirby y Jackson (2004) han
expuesto en sus teorias sobre el surgimientcCdessostrea virginicay Crassostrea
corteziensis(= Crassostrea columbien$is/ justifican la validez de la hipotesis aqui
planteada. Sin embargo, el caso no es tan fadif@lenciar su carga parasitaria. Para el
caso deéPerkinsus marinysggracias a la abundante informacion publicadagpabcimiento

de su genoma, nos ha sido posible determinar lditasinde dicha especie en poblaciones
de hospederos que, naturalmente estdn separadasegponden a especies claramente
diferenciadas (no solo a nivel morfolégico, sinmitéén a nivel reproductivo). La similitud
en sus secuencias gendmicas asumidas como espee@fieas (region NTS), nos indican
gue se trata de una misma variedadPdearinusy por tanto nos muestran que el presunto
aislamiento reproductivo en la poblacion de estégi® (a partir de su ancestro comun) y
su posible diferenciaciébn como especie, subespecagiedad no ha ocurrido y por tanto su
presencia eiC. corteziensise debe al traslado @& virginica hospedero proveniente de

una zona endémica teemarinus

Estos resultados coinciden o pueden ser apoyadok éoformacion encontrada sobre los
movimientos de organismos de la costa Este a l@a ¢@sste del territorio mexicano. Se

tiene registro de dos introducciones de ostionkEsté de areas endémicas Rierkinsus
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marinus en el Golfo de México a la costa del Pacifico. W ellas fue para la
comercializacion de ejemplares @gassostrea virginicgorovenientes de la Laguna de
Tamiahua en el Estado de Veracruz hacia el Estaddblayarit en los afios 80°s para
satisfacer la demanda del producto. Operativamezitananejo de este tipo de lotes
importados para comercializacion se distribuyeoeales comerciales a pie de playa y son
colocados en la zona costera aledafa para su nmam@eto, con lo cual entran en contacto
directo con el ecosistema receptor y eventualmesiie,carga parasitaria puede ser
transferida a nuevos hospederos susceptibles.ohdilchente, los ejemplares muertos y los
desechos del consumo, son arrojados indiscriminexdeea la zona costera aledafa. Estas
practicas evidencian la facilidad con la que uragigo puede ser transferido de una region
a otra siendo comunes entre comerciantes y apanente han ocurrido a lo largo del
tiempo (CESANAY Comité Estatal de Sanidad AcuiocdéaNayarit). El segundo de los
registros se refiere a la introduccion de un laeegemplares d€. virginicade las costas
de Louisiana hacia Bahia San Jorge en Sonora @uehrdiio 2005, cuando acontecio el
fendmeno natural del huracan Katrina, esto debidgua los productores de la zona
mandaron de Louisiana a Sonora reservas de ejegapl&ios para evitar la pérdida total de
sus producciones (COSAES- Comité de Sanidad Aauidel Estado de Sonora). Por otro
lado, la creciente demanda y produccion comercidl @ktion han dado lugar a
movimientos dentro de la zona, promoviendo asiispedsion del patdogeno dentro del
estado de Nayarit (Caceres-Martinez y Vasquez-Yasm2008; Navarro-Barrera, 2010
datos no publicados) y probablemente hacia loslestenas al norte como son Sonora y
Sinaloa, en donde se fomenta el cultivaGtassostrea corteziensigl fomento del cultivo
de esta especie va de la mano de investigacior@8gimas y tecnologicas para su
optimizacion. En este sentido, también se han ahiemvidencias de trabajos de
investigacion y de fomento que han transferidoismr@minadamente lotes d€.
corteziensien la zona (Chavez-Villalbet al, 2005; Hurtado Oliva, 2008). Debido a estos
movimientos no controlados, es importante que g@eimenten medidas sanitarias a los
lotes de organismos que se transfieren de costata o entre localidades, como entre los
estados de Nayarit, Sinaloa y Sonora. Las certificees deben de estipular que los
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organismos se encuentran libres de paréasitos jeedo asi la introduccion de especies

exoticas que pudieran causar problemas en losasilyi alterar la biodiversidad del lugar.

Con respecto &Jrastomasp., el analisis de las fracciones del genoma adas, nos
permite determinar qudrastomasp. presente e@rassostrea virginicay en Crassostrea
corteziensicorresponden al mismo género y muy probablemetgderasma especie entre
ellas, ya que las dos se encuentran ubicadas ddetrmismo clado; sin embargo, se
trataria de otra especie ya que se ubican en do cl@parado a las secuencias referidas
como U. cyprinae (GenBank AF100197.1 y AF167422.1) (Willenet al, 2005)y
Urastomasp. (GenBank USU70085.1) (Carranetal, 1997), agrupadas en el mismo
clado. Teniendo en cuenta la relacion filogenébiotenida con las secuencias del gen 18S
de Urastomasp. con respecto a las e cyprinag se puede proponer que existen dos
especies diferentes dérastomasp. aun no descritas. De acuerdo al arbol filogeméla
secuencia d&rastomasp. USU70085.1 (Carraneh al, 1997) se puede decir que se trata
de una variedad dd. cyprinaeya que se encuentran ubicadas dentro del misrdo.cBin
embargo, las secuencias dmstomasp. deC. virginicay C. corteziensison ubicadas en
un clado separado al d& cyprinaepor lo que podrian ser una nueva especie. Por otro
lado, Urastoma sp. deMytilus galloprovincialis descrito anteriormente por taxonomia
clasica (Céceres-Martinezt al, 1998) comoU. cyprinage se encuentra en un clado
separado d&rastoma spde C. corteziensiy C. virginica y de U. cypringepor lo que
podria considerarse como otra especie o variedaglgima de las anteriore€omo se
menciond anteriormente para el casoRdemarinus en éste caso, al obtener las mismas
secuencias se determina que la presencidlrdstomasp. del estado de Nayarit es por

efecto de transfaunacion.

A partir de la relacion filogenética obtenida de fecuencias, se sugiere que se realicen
mas estudios enfocados a la identificacion moleadédaespecies y variedadesUimastoma

sp. con la finalidad de esclarecer la taxonomiagéeéro y la posibilidad de encontrar mas
especies dentro de este taxdn. Algunas de lasnhienmtas moleculares que se proponen

para explicar las variaciones y comprobar la preaete diferentes especies ldestoma



58

sp. seria el uso de marcadores moleculares, colR&Ld?, el cual es un marcador con el
gue se obtienen patrones de fragmentos pequefi@gedeina mitocondrial, como el gen
citocromo oxidasa. Esta técnica proporciona undpatie bandas que es Unico para ADN
de una especie en particular. Otro de los marcadque se sugieren son los RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA) los cualeson, ADN polimorfico
amplificado al azar con el uso de iniciadores &(i® a 15 bases) de secuencia aleatoria y
por medio de PCR, areas especificas distribuidaza en el genoma. Estos iniciadores
hibridan en diferentes regiones del genoma y axigiperfiles electroforéticos que varian
segun el polimorfismo de los distintos individubBstas son algunas técnicas factibles para
su aplicacion en el estudio taxondmicoldtastomasp. ya que se requiere poco ADN, lo
cual representa una ventaja pues en algunas oeaspmr variaciones estacionales son
pocos los individuos dgrastomasp. que pueden ser recolectados (Murina y Solochenk
1991; Rayyaret al, 2004; Parra-Laca Obs. personal); ademéas de éerdos sencillos,

rapidos y con una alta eficiencia.

Los resultados obtenidos tanto Berkinsus marinusomo deUrastomasp. ayudan a
entender el porqué de las medidas de control #agthdo de organismos vivos de su zona
de origen a otras localidades para impedir la dssfe de parasitos y enfermedades que
afectan a la produccién y a la biodiversidad. Uealas alternativas, es promover la
investigacion y el desarrollo de tecnologia deiwnltle especies locales o nativas de la
regidén para asi evitar el traslado de organismtermeos.

Otras de las medidas posibles son: el uso de tiemeauarentena en donde se aislen los
organismos durante un periodo limitado para eetaresgo de la extension de parasitos;
expedicién de certificados sanitarios que estipujea los lotes se encuentran libres de
patdgenos, ya sea por analisis de un nimero detnawks lote o por la certificacion del
lugar de origen como zona libre de infeccién; yama ello, la capacitacién constante
tanto de productores como de comerciantes paraceonoaplicar buenas practicas de
manejo como el evitar desechar conchas, viscecas@veres de ostion a cuerpos de agua
como los esteros de cultivo o en la linea de cgsatgue ésta entra en contacto con el agua

por medio del oleaje o durante las mareas altasngriendo asi la dispersion de los
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parasitos. Hacer caso omiso de las medidas dermmiéwnepuede tener un mayor impacto en
los hospederos locales debido a que la respuelstastiana inmune puede ser menor ante
el parasito, trayendo consigo problemas que sediddn en pérdidas econdmicas en las

producciones ostricolas y desequilibrio ecoldgitdadocalidad.
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V.2 Conclusiones

1.- Con el andlisis de las secuencias de NT8atkinsus marinugon las secuencias del
GenBank de la region NTS de marinus,se puede decir quBerkinsus marinusie

Sonora, Nayarit y Veracruz son de la misma especie.

2.- Con el analisis de las secuencias de IT®Pel&insus marinugon varios tipos dé.

marinus se puede decir que las muestras de Sonora yiNsgarde la misma variedad.

3.- La presencia deerkinsus marinugen las costas del Pacifico mexicano en los est&los

Nayarit y Sonora son por efecto de transfaunacion.

4.- Con el analisis del gen 18Sdmstomasp. de Nayarit y Tabasco, se puede decir que la
especie dé&Jrastomasp. del Golfo de México y del Pacifico pudierand&rmismo género

y probablemente de la misma especie.

5.- La presencia d&Jrastomasp. en las costas del Pacifico mexicano, en aedestle
Nayarit, y en el Golfo de México, en el estado d#dsco, se deben a un efecto de

transfaunacion.

6.- Los registros de movimientos @@rassostrea virginicadel Golfo de México hacia
Nayarit, asi como de Louisiana hacia la costasal®i@ y entre las regiones de Nayarit,
Sinaloa, Sonora y Baja California Norte contribuyem®xplicar la distribucién actual de
Perkinsus marinusen las costas del Pacifico mexicano y la presedeiaéste por
transfaunacion.

7.- La similitud de las secuencias deastomasp. de los estados de Tabasco y Nayarit
junto con las evidencias de los movimientos regikts por el CESANAY de lotes de
ostion de la laguna de Tamiahua en el estado dacWer hacia Nayarit, sustentan la

evidencia de que se trata probablemente del misenerg y especie ddrastomasp.
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encontrado, tanto en la costa del golfo de Méxam@ en el Pacifico mexicano, resultado

de un proceso de transfaunacion.

8.- Son necesarios mas estudios taxondmicos dedasismos del génetdrastomapara
determinar si existen mas especies dentro de ésitéas diferencias pudieran estar dadas

por variaciones dentro de la especie, debido asstibdicion geografica.

9.- La implementacién de medidas de control paamsfaunacion, que consisten en:
tiempos de cuarentena, certificacion sanitaria alesly capacitacion de productores y
comerciantes sumado a las buenas practicas deortaies como evitar desechar ostiones
muertos, visceras o conchas a las orillas o delgrims cuerpos de agua evitando asi la
dispersion de parasitos que pudiesen tener unoefesgativo en las producciones y los

ecosistemas.
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APENDICE |

Abreviaturas

ADN
BLAST
CESANAY
cm
COSAES
dNTP’s
EDTA
FAO
HCI
ITS
KCI
Kb
MEGA
m.a.
Hd

mg
MgCl,
min
ML

mL
mM

ng

nm
NTS
°C

Acido desoxiribonucléico

Basic Local Alignment Search Tool

Comité Estatal de Sanidad Acuicola de Nayarit
centimetros

Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora
2’ -deoxinucleosido 5" -trifosfato

Acido etilen-di-amino-tetra-acético

Food and Agriculture Organization

Acido clorhidrico

Espaciador interno transcrito (Internal transcribpdcer)
Cloruro de potasio

Kilo bases

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

millones de afios

microgramos

miligramos

Cloruro de magnesio

minutos

microlitro

mililitro

milimoles

nanogramos

nanometros

Espaciadores no transcritos (Non transcribed Sgpace

Grados centigrados



p.H.
pb
PCR
Pfc
ppm
Pv
SDS
Taq
TBE
Tris

Xdg

Potencial de hidrogeno

pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Rbaction)
Peso fresco de la carne

partes por millon

Peso de la valva

Dodecil Sulfato de Sodio

Thermophilus aquaticus

Tris/Borate/EDTA

Tris (hidroximetil) amino-metano

Veces la fuerza de gravedad
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APENDICE Il

Soluciones

Extraccién de ADN

* Proteinasa K

A 100 mg de liofilizado (48.40 u/mg) se le agred@ml de agua grado biologia molecular
estéril.

* Etanol 70 %
Para 50 mL mezclar 35 mL de etanol absoluto comil%le agua.
Reaccion de PCR

* Iniciadores para Perkinsus. marinus y Urastoma sp.

Se prepara una solucion stock a una concentra@d@tO@uM, a partir de ésta, se
elabora la solucién de trabajo tomandopl@e iniciador mas 9L de HO grado
biologia molecular obteniendo una concentracioraleajo de 1QuM. Se usan 0.5

ul de la solucién de trabajo para @2Bde reaccion de PCR.

* Mezclade dNTP’s

Se colocan 1QL de dATP 10 mM, dGTP 10 mM, dCTP 10 mM y dTTP 18l ron
pH 7.0 -8.0 mas 100L de HO grado biologia molecular.
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Electroforesis

« TBEIX

Para una solucion con volumen final de 500 mL, geegan 450 mL de agua
destilada mas 50 mL de buffer TBE 10X.

* Gelagarosal.0%

Para preparar un gel de agarosa al 1 % se pe$ag y0Ose afora con amortiguador

TBE 1X, a un volumen final de 50 mL. La agarosdiseelve por calentamiento.

 Gelagarosa 1.5 %

Para preparar un gel de agarosa al 1.5 % se pe&arg @e agarosa y se afora con
amortiguador TBE 1X, a un volumen final de 50 mla &garosa se disuelve por

calentamiento.

 Gelagarosa 2.0 %

Para preparar un gel de agarosa al 2.0 % se pegadelagarosa y se afora con
amortiguador TBE 1X, a un volumen final de 50 mla &garosa se disuelve por

calentamiento.
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APENDICE Il

Participacién en congresos derivados del trabajo desis

Parra-Laca R.Vasquez-Yeomans R. , M. A. Rio-Portilla y J.Céasevlartinez.. 2010.
Characterization ofJrastomasp. found inCrassostrea virginicaand Crassostrea
corteziensisa coevolutive approach. World Aquaculture Societytednational

Congress San Diego California.

Parra-Laca R.R. Vasquez Yeomans J. Caceres Martinez.. 20liellarian Urastoma
cyprinaeparasiteof the Mediterranean musddlytilus galloprovincialisby molecular
genetics. AMS-WSM 2010 Joint Annual Meeting Sandoi€alifornia.
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APENDICE IV

Secuencias d&Jrastoma sp. generadas en el estudio y depositadas en GearB

» Urastomasp. deCrassostrea corteziengiBlayarit)

Archivo tipo FASTA del gen 18S ribosomal deastomasp. deCrassostrea corteziensis

No se incluyen los iniciadores, con informacionlizdda para someter la secuencia al

GeneBank.

>Urastomasp. 18S rRNA gene, partial sequence.

tttaactttc
tat ggttgca
tgcggcttaa
cagattaata
gagcgatttg
ctattctacg
cgagat t gag
cact ggcgt t
acgt cgt gac
gacaagt cat
ctaccgattg
gatgtttctg

AUTHORS: Parra-Laca, R., Vasquez-Yeomans, R., detMrtilla, M.A. and Caceres-

Martinez, J.

ccct cgagca
aagct ggaac
tttgactcaa
gctctttctt
tctggtt aat
gat gat aggt
caat aacagg
cgcagcgagt
agggat t ggg
cagcttgtgce
aat ggt ccag
ggaagat aat

gt ct ccgegce
t t aaaggaat
cacgggaaaa
gat t cggt gg
t ccgat aacg
gaat gt t act
tct gt gat gc
aaaat cct gg
gattgcaatt
tgattatgtc
tgaggttatt

REFERENCE: 2 (bases 1 to 680)

aaagccaaag
t gacggaagg
ct cacccgac
at ggt ggt gc
aacgagact ¢
t ctt agaggg
cctt agat gt
tt cgaaagga
attccccatg
cctgececttt

ggaccgggaa

tctattggtt
gcaccaccag
ccggacact g
at ggccgttc
taacctacta
acaagcggcg
t cggggcecgce
tt ggggaacc
aacgaggaat
gt acacaccg

catggagttg

ccgggggaag
gagt ggagct
t aaggat t ga
ttagttggtg
aat agt acac
tttagtcgca
acgcgtgcta
t cct gaat gg
t cct agt aag
cccgtcgeta
gtaacttctc

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (13-SEP-2010) Aquaculture, Cerde Investigacion Cientifica y

de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Ceardtguana-Ensenada No. 3918,
Ensenada, Baja California 22860, México.

PCR_primers: "fwd_name: 5F, fwd_seq: gcgaaagcatiygaa,rev_name: 9R, rev_seq:
gatccttccgcaggttcacctac".



* Urastomasp. deCrassostrea virginicgTabasco)
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Archivo tipo FASTA del gen 18S ribosomal deastomasp. deCrassostrea virginicaNo

se incluyen los iniciadores, con informacion uéiia para someter la secuencia al

GeneBank.

>Urastomasp. 18S rRNA gene,partial sequence.

gat t cgaggt
ggt t ccgggg
ccaggagt gg
act gt aagga
gttcttagtt
act aaat agt
ggcgt tt agt
ccgcacgcegt
aacct cctga
gaattcctag
caccgcccgt

agttg

ggtattttaa
gaagt at ggt
agct t gcggce
tt gacagatt
ggt ggagcga
acacctattc
cgcacgagat
gct acact gg
at ggacgt cg
t aaggacaag
cgct act acc

ctttcccctce
t gcaaagct g
ttaatttgac
aat agctctt
tttgtctggt
t acggat gat
t gagcaat aa
cgttcgcagce
t gacagggat
tcat cagctt
gat t gaat gg

gagcagtctc
gaactt aaag
t caacacggg
tcttgattcg
t aat t ccgat
aggt gaat gt
caggtctgtg
gagt aaaat ¢
tggggat t gc
gtgctgatta
t ccagt gagg

cgcgaaagcc
gaat t gacgg
aaaact cacc
gt ggat ggt g
aacgaacgag
tacttcttag
at gcccttag
ctggttcgaa
aattattccc
tgtccctgec
ttattggacc

aaagt ct at t
aagggcacca
cgacccggac
gt gcat ggcc
act ct aacct
agggacaagc
atgttcgggg
aggat t gggg
cat gaacgag
cttttgtaca
gggaacat gg

AUTHORS: Parra-Laca, R., Vasquez-Yeomans, R., detP®rtilla, M.A. and Céceres-

Martinez, J.

REFERENCE: 2 (bases 1 to 665)

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (13-SEP-2010) Aquaculture, Cerde Investigacion Cientifica y

de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Ceardtguana-Ensenada No. 3918,
Ensenada, Baja California 22860, México

PCR_primers: "fwd_name: 5F, fwd_seq: gcgaaagcatifigaa, rev_name: 9R, rev_seq:

gatccttccgcaggttcacctac".
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* Urastomasp. deMytilus galloprovincialis(Baja California)

Archivo tipo FASTA del gen 18S ribosomal Ueastomasp. deMytilus galloprovincialis
No se incluyen los iniciadores, con informacionlizdda para someter la secuencia al
GeneBank.

>Urastomasp. 18S rRNA gene,partial sequence.

t cgagcagt c tccgcgaaag ccgaagtctt ttggttccgg ggggattatg tttgcaaaaa
t gaaacttaa aggaattgac ggaagggcac caccaggagt ggagcctgcg gcttaatttg
act caacacg gggaaactca cccgacccgg acactgtaag gattgacaga ttaatagctc
tttcttgatt cggtggatgg tggtgcatgg ccgttcttag ttggtggagt gatttgtctg
gttaattccg ataacgaacg agactctaac ctactaaata gtacacgtaa tctttcgact
ttacgtgaat tatacttctt agagggacaa gcggcgttta gtcgcacgag attgagcaat
aacaggtctg tgatgccctt agatgttcgg ggccgcacgc gcgctacact gacgttcaca
gcgagt aaaa tcctggttcg aaaggact gg ggaacctgtt gaat ggacgt cgt gacaggg
attggggatt gcaattattc cccatgaacg aggaattcct agtaaggaca agtcatcagc
ttgtgctgat tatgtccctg ccctttgtac acaccgcccg tcgctactac cgattgaatg
gtttagtgag gttattggac tggggacatt gagttggaaa cttctcgatg cttctgggaa
ga

AUTHORS: Parra-Laca, R., Vasquez-Yeomans, R., delM®rtilla, M.A. and Céaceres-

Martinez, J.

REFERENCE: 2 (bases 1 to 662)

TITLE: Direct Submission

JOURNAL: Submitted (13-SEP-2010) Aquaculture, Cerde Investigacion Cientifica y

de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Cardtguana-Ensenada No. 3918,

Ensenada, Baja California 22860, México

PCR_primers: "fwd_name: 5F, fwd_seq: gcgaaagcatifigaa, rev_name: 9R, rev_seq:
gatccttccgcaggttcacctac".



