UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE

BAJA CALIFORNIA

5
<
I
=
=
>
)
2>
c
A

O

Facultad de Ciencias

Desarrollo de un protocolo de Metabarcoding para la identificacion de
presas de Totoaba macdonaldi a partir del contenido estomacal

TESIS
PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE:
BIOLOGO
PRESENTA:
FADYA HUSSEIN MROUE RUIZ

DIRECTOR DE TESIS:
YOLANDA SCHRAMM URRUTIA

Ensenada, Baja California

Marzo del 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS

Desarrollo de un protocolo de Metabarcoding para la identificacion de presas de
Totoaba macdonaldi a partir del contenido estomacal

TESIS PROFESIONAL
QUE PRESENTA
FADYA HUSSEIN MROUE RUIZ

APROBADO POR:

MM

DRA. YOLAN[{A SCHRAMM URRUTIA
Presidenta del jurado

/

A
%)
DRA. IVONE GIFFARD MENA DRA. ASUNCION LAGO LESTON
Sinodal Sinodal
7
DR. JULIO ENRIQUE VALENCIA SUAREZ DRA. ALICIA ABADIA CARDOSO

Sinodal Sinodal



Agradecimientos

Gracias a la Universidad Auténoma de Baja California por el financiamiento del proyecto a través
de la Convocatoria Interna de Apoyo a Proyectos de Investigacién. Asi como a SEMARNAT por los
permisos de vida silvestre y a PROFEPA por la donacion de los ejemplares de totoaba que
posibilitaron este estudio. Ademads, agradezco al Dr. Luis Enriquez Paredes y al Dr. Conal True por
el apoyo brindado a través de su trabajo y experiencia con totoabas.

Con especial aprecio agradezco a mi directora, la Dra. Yolanda Schramm, por mostrarme la clase
de mentora que aspiro ser algun dia para mis estudiantes. Con infinita paciencia, siempre
disponible, siempre apoydndome y ayudandome a creer en mi trabajo y en las habilidades que
me ayudd a desarrollar. Gracias por ser cémplice de mis planes, por las infinitas cartas de
recomendacion y por siempre escucharme.

A mi comité, que puso gran esfuerzo en hacer de este trabajo la mejor versidn posible: a la Dra.
Ivone Giffard ver mi potencial a tan temprana etapa de mi carrera, creer en miy brindarme las
oportunidades que me llevaron hasta aqui hoy; al Dr. Julio Valencia por ser un excelente profesor
y siempre estar dispuesto a ayudarme en mis proyectos; a la Dra. Asuncidn Lago por abrirme las
puertas de su laboratorio y por su tiempo al ensefiarme sobre su drea de especialidad; a la Dra.
Alicia Abadia por su tiempo y disposicién en ayudarme a desarrollar este trabajo. A cada uno de
los miembros del comité les admiro y agradezco profundamente.

A la Dra. Jennyfers Chong y a la estudiante de doctorado Arlette Pacheco, por su participacion
en el proyecto. Les agradezco todo el tiempo, paciencia y consideracién que tuvieron para
hacerme entender la complejidad de la secuenciacién y la mejor manera de analizar las
secuencias.

Agradezco con gran apreciacion el haber coincidido con mis compafieros bidlogos, que siempre
estuvieron dispuestos a ayudarme, apoyarme, jugar uno y sacarme sonrisas durante nuestro
trayecto juntos. Especialmente a las extranjeras: Carolina, Mariana y Valeria. Llevo su amistad en
mi corazdn y sé que no estaria donde estoy sin su apoyo, gracias por sus ensefianzas.

Gracias a familia. Mis padres, incluyendo a mi segunda mamad y mis hermanos por apoyarme en
todos mis suefios y motivarme a no darme por vencida por mas complicado que fue el camino.
Gracias también a mi familia epigenética y a cualquier persona que me haya dado una palabra
de apoyo en el proceso.

Finalmente, agradezco a todas las personas que estuvieron detras de mi y trazaron el camino
para que yo pudiera desenvolverme en la ciencia. Camino en hombros de gigantes.



Resumen de la tesis de Fadya Hussein Mroue Ruiz presentada como requisito parcial para la
obtencidn de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California, México.

Marzo de 2021.

Desarrollo de un protocolo de Metabarcoding para la identificacidn de presas de Totoaba
macdonaldi a partir del contenido estomacal

Resumen aprobado:

Totoaba macdonaldi es una especie de pez en peligro de extincién, endémica del golfo de
California y una fuente de sustento para las comunidades en la costa. Debido a la sobre
explotacién, el gobierno mexicano prohibid su pesca en 1975. Sin embargo, aun es ilegalmente
pescada y exportada a China debido a que su vejiga natatoria es de gran valor en la medicina
tradicional china. A pesar de su estado de proteccién, poco se sabe sobre la biologia de la
totoaba. Para poder optimizar su cultivo e incluir la informacidn de su ecologia tréfica en los
esfuerzos de conservacion, la dieta de este pez debe de ser bien caracterizada. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue estandarizar un protocolo de metabarcoding para describir la dieta
usando secuenciacion de nueva generacion. Se disectaron cuatro totoabas silvestres que
fueron confiscadas por agentes de las autoridades mexicanas y se colecté el contenido
estomacal. Del ADN extraido de las muestras, se generaron librerias de los amplicones
representativos para cefaldpodos, cordados, invertebrados marinos y eucariotas. Después de la
secuenciacion, se identificaron 12 diferentes presas que indican la preferencia de la totoaba
por los peces (nueve especies), principalmente la anchoveta (Cetengraulis mysticetus) y la lisa
comun (Mugil cephalus). Otras presas identificadas fueron miembros de la familia Euphausiidae
(krill). Comparado con estudios previos basados en reconocimiento morfolégico de presas en
35 estémagos, este estudio encontré mds taxones y especies (18 y 14 vs 15y 3,
respectivamente) en solo cuatro estbmagos. Ademds, se encontraron siete especies nuevas en
la dieta. Este trabajo confirma que el metabarcoding es un método efectivo para el estudio de
los habitos alimenticios de esta especie, proveyendo las herramientas para el futuro analisis de
la dieta de la totoaba.
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Abstract of the thesis of Fadya Hussein Mroue Ruiz presented as a partial requisite for the
obtaining of a degree in Biology. Ensenada, Baja California, Mexico.

March 2021.

Development of a metabarcoding protocol for prey identification from stomach content in
Totoaba macdonaldi.

Approved abstract:

Totoaba macdonaldi is an endangered fish species endemic from the gulf of California, and was
a source of livelihood for people along the coast. Due to overexploitation, the Mexican
government banned the fishery in 1975. However, it is still illegally fished and exported to
China because the gas bladder is highly valued in traditional Chinese medicine. Despite its
status, little is known about totoaba’s biology. In order to optimize totoaba farming, and to
include the knowledge about its trophic ecology in conservation efforts, the diet of this fish has
to be well characterized. Therefore, the aim of this study was to standardize a metabarcoding
protocol to describe the diet by next-generation sequencing. We dissected four wild Totoaba
individuals that had been seized by Mexican law enforcement agents, and we collected the
stomach contents. From extracted DNA, we generated four representative amplicon libraries
for cephalopods, chordates, marine invertebrates, and eukaryotes. After sequencing, we
identified 12 different prey indicating Totoaba’s preference for fish (9 species), mainly Pacific
anchovy (Cetengraulis mysticetus) and Flathead grey mullet (Mugil cephalus). Other identified
prey were members of the Euphausiidae family (krill). Compared with previous studies based
on morphological recognition of prey in 35 stomachs, we identified more taxa and species (18
and 14 vs 15 and 3, respectively) in only 4 stomachs. Moreover, we found seven new prey
species. Our work confirms that metabarcoding is an effective method to study the feeding
habits of this species, providing the tools to further analyze Totoaba diet.
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Capitulo 1. Introduccion

La informacién sobre los habitos alimentarios de una especie tiene repercusiones en la
comprension de redes trdficas, el comportamiento de depredadores y la dindmica de
poblaciones (McClenaghan et al., 2019). El conocimiento de los habitos alimentarios de muchos
animales no siempre es posible porque algunos tienen habitats marinos o subterrdneos, tamafios
microscopicos, conductas evasivas, bajas densidades o habitos nocturnos (Kinoshita et al., 2019;

Pompanon et al., 2012) que no son posibles de observar de manera directa.

Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1890) es un pez endémico del golfo de California que se
encuentra declarado como especie en peligro de extincion por la Norma Oficial Mexicana NOM-
059-ECOL-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010), por lo que se prohibe su aprovechamiento. Sin
embargo, su pesca ilegal continla, ya que su vejiga natatoria, conocida como “buche”, tiene alto
valor comercial y es exportada desde México a Estados Unidos y China de manera ilicita

(Marquez-Farias y Rosales-Judrez, 2013).

La totoaba es un pez marino de gran tamafio y movilidad, lo que hace dificil determinar
sus habitos alimentarios por medio de métodos visuales o poco invasivos, necesarios por su
categoria de conservacién. El método que tradicionalmente se ha empleado para describir la
dieta de peces en general es el reconocimiento morfolégico de estructuras duras o restos de
presas en el contenido estomacal (Riccioni et al., 2018). Sin embargo, en el caso de totoaba esto
se traduce en la muerte de una gran cantidad de ejemplares para su estudio (De Anda-Montafiez
et al., 2013), ademas de que puede generar informacion taxondmica poco confiable (Bair y

Hajibabaei, 2012) debido al estado de los restos por el proceso de digestién.
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Actualmente, los avances en las técnicas moleculares pueden ayudar a proveer un mejor
entendimiento de los diferentes aspectos de la vida de los animales. Los andlisis comparativos
del acido desoxirribonucleico (ADN), gendmico y mitocondrial, reflejan una similitud entre
organismos de la misma especie y patrones heterogéneos en diferentes especies (Michel et al.,
2010). Esta caracteristica es utilizada para elucidar relaciones filogenéticas e identificacién de
especies mediante regiones especificas del genoma (Hinchliff et al., 2015; Leray y Knowlton,
2015). Actualmente, se cuenta con una gran diversidad de genomas secuenciados gracias a la
introduccion de la secuenciacidon de nueva generacidn que agiliza el proceso de obtencién de
informacidn (Taberlet et al., 2012); la informacidon obtenida se encuentra disponible en bases de

datos publicas, lo que hace posible los estudios extensivos de andlisis gendmicos.

Gracias al desarrollo de las herramientas mencionadas existe el método conocido como
metabarcoding, que consiste en la caracterizacion y utilizacién de una serie de marcadores
genéticos para obtener una representacién de la biodiversidad contenida en muestras de ADN
ambiental (Fernandes et al., 2018). Estas muestras suelen ser colectadas de sedimento, agua,
aire, heces (Nichols et al., 2019) y representa un método no invasivo de estudio. Este método
permite entender las interacciones en las cadenas tréficas que no pueden ser documentadas
mediante observacidon o examinacidon microscépica (Pompanon et al., 2012). En el caso de la
totoaba otros autores han realizado muestreos invasivos a partir del contenido estomacal, pero
una ventaja del método de metabarcoding es que requiere menor cantidad de muestra y de

individuos para describir la dieta de un depredador (Ji et al., 2013; Monterroso et al., 2018).

En este estudio se busca establecer un protocolo confiable, por medio del método

metabarcoding, para identificar presas de Totoaba macdonaldi a partir del contenido estomacal
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de individuos adultos silvestres, obtenidos como decomisos por parte de la Procuraduria Federal
de Proteccién al Ambiente (PROFEPA). Asi como evaluar su efectividad por medio de la

comparacion de resultados reportados a partir del método tradicional.
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Antecedentes

Biologia y ecologia de la totoaba

La T. macdonaldi antiguamente fue clasificada como Cynoscion macdonaldi (Villarmar,
1980). Actualmente se le ubica dentro del phylum Chordata, clase Teleostomi, orden
Perciformes, familia Sciaenidae, Subfamilia Otolithnae, género Totoaba y especie T. macdonaldi
(Gilbert, 1890). Este pez puede distinguirse visualmente por un caracteristico patrén de
pigmentos en la banda caudal (Morales-Ortiz, 1999). La totoaba se registra por primera vez,
como los ejemplares mds grandes de la familia Sciaenidae, en organismos capturados durante
el siglo XIX, con longitudes cercanas a los 2 metros y pesos de mas de 100 kg (Flanagan vy
Hendrickson, 1976). Las hembras son ligeramente mas grandes que los machos, sin embargo, no

presentan un rasgo obvio de dimorfismo sexual (True, 2012).

Existe informacidon escasa sobre su biologia en vida libre y mucha de la literatura data del
siglo pasado. Desde entonces, se sabe que el tipo de fertilizacién es externa, que tienen una
longevidad de 25 afios en promedio, que a lo largo de su vida realizan migraciones relacionadas
con la temperatura del medio, la alimentacidn y su reproduccion (Arvizu y Chavez, 1972;
Cisneros-Mata et al., 1995) y que suelen encontrarse entre 25-30 metros de profundidad

(Hernandez-Tlapale et al., 2020).

La totoaba se distribuye Unicamente en el golfo de California. Los adultos utilizan el delta
del rio Colorado como area de reproduccion durante el invierno y pasan ahi sus primeros afos
de vida para después migrar al sur (Cisneros-Mata et al., 1995), por lo que su distribucion va
desde el delta del rio Colorado en el norte, hasta la boca del rio Fuerte, Sinaloa y del rio Colorado

hasta bahia Concepcidn, Baja California Sur (B. C.S.) (Figura 1) (Valenzuela-Quifionez et al., 2015).
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Ri0 COLORADO 7] Z0NA DE DISTRIBUCION

CONOCIDA DE LA TOTOABA

FIGURA 2

Figura 1. Distribucidon de la Totoaba macdonaldi en el golfo de California. Tomado de Arvizuy
Chavez (1972)

Su alimentacion ha sido descrita solamente por el reconocimiento de estructuras duras
o restos de presas en el contenido estomacal (Berdegué, 1955; Arvizu y Chavez, 1972; De Anda-
Montafiez et al., 2013). Los Ultimos autores reportaron la identificacidn de restos en el contenido
estomacal de 65 totoabas colectadas en diferentes meses de los afios 2010 y 2011 y mostraron
que, de los 29 componentes identificados, los peces constituyen el grupo mas importante
(84.37%), con mayor abundancia de anchoveta bocona (Cetengraulis mysticetus) y pejerrey

(Colpichthys spp.), seguido de los crustidceos (15.34%) y los cefalépodos (0.29%) (De Anda-
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Montafiez et al., 2013). Dichos resultados muestran una menor diversidad que los presentados
en estudios anteriores (Berdegué, 1955; Arvizu y Chdvez, 1972), donde también fueron descritos
camarones del género Penaeus sp. y peces pequefios de la familia Gobiidae. Ambos estudios se

realizaron en organismos adultos.

El patréon de desarrollo del sistema digestivo en larvas es el tipico observado en peces
marinos carnivoros (Cérdova-Montejo et al., 2019). Las larvas de totoaba presentan cambios en
la actividad de enzimas digestivas durante sus primeros dias de vida y el sistema digestivo

completa su desarrollo entre 24 y 25 dias post eclosion (Galaviz et al., 2015).

Estado de conservacion

La totoaba ha sido histéricamente explotada comercialmente, lo cual ha contribuido la
importante reduccion de su poblacién. A lo largo del tiempo, se han emprendido diferentes
acciones para su conservacion. Primero, se prohibié temporalmente la pesca de tiburén, como
un intento por reducir la pesca incidental de totoaba en 1949 (Bobadilla et al, 2011).
Posteriormente, se protegid su habitat y se le incluyé en la Norma Oficial Mexicana (Bobadilla et
al., 2011), que la reconoce como una especie en peligro de extincion (NOM-059-ECOL-

SEMARNAT-2010) (DOF, 2015).

Ante una disminucién en el volumen de pesca, la totoaba pasé de estar denominada
como un recurso en declive a amenazada en 1975 (Cisneros-Mata et al., 1995), lo que provocé
la prohibicion de toda actividad pesquera. Lecari y Chavez (2007) propusieron una hipdtesis
multi-causal para explicar el declive en la poblacién. Los autores sefialan a la pesca comercial
entre 1929 y 1975 y al cambio en el flujo del rio Colorado como los principales factores que

redujeron el nimero de individuos en la poblacién (Lecari y Chavez, 2007). Este ultimo factor
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alterd la zona de reproduccién y desarrollo de la especie, pues cambid las condiciones de
salinidad en el alto golfo (Lecari y Chavez, 2007). Los mismos autores consideran que
perturbaciones ambientales pudieron provocar un efecto cascada y afectar los mecanismos
fisiolégicos y de comportamiento asociados al desove, reproduccién, alimentacién, tasa de
crecimiento y mortalidad del animal (Lecari y Chavez, 2007). Por otro lado, Cisneros-Mata (2020)
en su libro sobre la evaluacién del estado de la poblacidn de la totoaba desestima que los
cambios ambientales tengan grandes repercusiones sobre la abundancia de la especie, ya que es
altamente resiliente; en cambio, menciona que la mayor amenaza es la captura ilegal y

descontrolada de adultos y subadultos en el alto golfo de California en periodo de reproduccién.

Metabarcoding

Existen varios ejemplos de organismos en los que la dieta no puede ser completamente
descrita mediante observacion, principalmente en algunos invertebrados, microorganismos y en
ambientes acuaticos en general (Valentini et al., 2009). En los escenarios antes mencionados, la
descripcion de los habitos alimentarios suele hacerse mediante el reconocimiento de estructuras
remanentes en heces o directamente en el tracto digestivo del organismo en cuestién (Bowles
et al., 2011). Ademas de que tener acceso a muestras del tracto digestivo es una practica invasiva
y puede requerir sacrificar al organismo, la digestion impide su correcta identificacion
taxondmica. Debido a esto, se han desarrollado diferentes técnicas para elucidar las dietas de los
organismos, como la electroforesis de proteinas (Walrant y Loreau, 1995), la espectroscopia del
infrarrojo cercano (Rothman et al., 2009), los is6topos estables (Ostrom et al., 1997) u otras
técnicas moleculares (Pompanon et al., 2012). Sin embargo, la electroforesis de proteinas ha

demostrado ser poco eficiente con organismos generalistas, la espectroscopia es un método mas
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adecuado para describir componentes nutricionales y los isdtopos proveen informacion sobre el
ambiente explotado por el depredador en lugar de la identificacidn taxonédmica de las presas
(Pompanon et al., 2012).

En 2003, Hebert y colaboradores propusieron el uso del gen mitocondrial Citocromo ¢
Oxidasa subunidad | (COI) como una opcidn alternativa a la identificacidon de especies basada en
caracteres morfoldgicos, ya que estd presente en casi todos los animales y su divergencia permite
el reconocimiento de especies (Hebert et al., 2003). Lo anterior permitio agilizar la identificacion
de especies y mejorar la certeza de dicha identificacion; asi nacié el método del barcoding. Este
método se entiende como el uso de la variacién nucleotidica de un gen en especifico para la
identificacion taxondmica de los organismos (Geller et al., 2013). El metabarcoding utiliza
primers universales en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar secuencias
informativas de un conjunto de organismos o de una muestra de ADN ambiental, donde el prefijo
““meta” se refiere al uso de los genes marcadores en una muestra compleja (Ji et al., 2013). La
invencion de ese método representd un gran avance en varios campos de la ciencia, incluyendo
evolucién, ecologia y conservacién (Kress et al., 2018). Particularmente, ha sido util en el estudio
de las interacciones tréficas mediante la identificacion molecular de presas en las dietas de
depredadores (de Sousa et al, 2019). Ejemplo de lo anterior, es el estudio realizado por
Gdnzalez-Varo (2014), en el cual se describe la comunidad de aves responsables de la dispersion
de semillas, utilizando como muestra el ADN recolectado de semillas defecadas o regurgitadas,
representando un método no invasivo para caracterizar la interaccion presa-depredador; al igual
que el estudio de Brassea et al. (2019) en el cual se utilizaron heces para caracterizar la dieta de

la foca comun del Pacifico (Phoca vitulina richardii).



17

El alcance del barcoding de ADN se extiende hasta la identificacién de plantas, como lo
demuestra el estudio de Soininen y colaboradores (2009), en el cual determinan la dieta de dos
roedores herbivoros utilizando microhistologia y barcoding del gen trnL. Sus resultados muestran
una mayor resolucion con el método de ADN ya que fue posible identificar, a nivel de género, el
75% de las secuencias, mientras que con histologia menos del 20% de los fragmentos fueron
identificables a ese nivel (Soininen et al,, 2009). Por otro lado, Ji et al. (2013) probaron la
precisidon del metabarcoding en un estudio donde compararon los resultados de la identificacidon
de tres conjuntos de datos de alta calidad, colectados en Malasia, China y el Reino Unido, en los
cuales se incluyeron 55,813 especies de artrépodos y aves identificadas a nivel de especie;
trabajo que llevd 2,505 horas a taxénomos expertos. Aqui concluyeron que las muestras
identificadas con metabarcoding produjeron resultados mds exhaustivos y rdpidos, con menor
dependencia en la habilidad del taxdnomo y menor refutabilidad por terceros (Ji et al., 2013).
Basado en toda la evidencia mencionada, en el presente estudio se seleccioné el método de
metabarcoding para realizar la identificacién molecular de las presas en el contenido estomacal

de la totoaba.
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Justificacion
La identificacién precisa de la dieta de la totoaba impactard diferentes aspectos en la
conservacién de la especie, ya que, sin el conocimiento de la su biologia, ecologia poblacional y

estructura genética poblacional, su manejo es dificil (de Ledn et al., 2010). El conocer su dieta

permitira considerar la ecologia tréfica de la totoaba en las estrategias de conservacién.

Es importante destacar que, desde la década de los afos noventa, en la Facultad de
Ciencias Marinas, de la Universidad Autonoma de Baja California, se estudia y cultiva a esta
especie con éxito (True, 2012). Entre 1997 y 2012 se liberaron alrededor de 12,000 individuos
marcados genéticamente para tratar de incrementar la poblacidon silvestre. Sin embargo, se
reconoce que se necesita un mayor conocimiento sobre diferentes aspectos para optimizar su
cultivo y minimizar su alta mortalidad en cautiverio (True, 2012). Esta mortalidad esta asociada,
entre otras cosas, a problemas de nutricidn (Mata-Sotres et al., 2015) por lo que cualquier
informacién sobre los requerimientos nutricionales es de gran importancia para mejorar su

produccién (Minjarez-Osorio et al, 2012).

El comercio de totoaba es altamente rentable, dicha actividad fue facilitada gracias a los
esfuerzos de investigacidn en la Universidad Auténoma de Baja California y permitié que
actualmente la carne de totoaba de cautiverio sea exitosamente comercializada (Juarez et al.,
2016). Ademas, la vejiga natatoria de este pez es similar a la de Bahaba taipingensis, un pez
endémico del este de Asia en peligro critico de extincidn, del cual este 6rgano llegé a cotizarse
en casi medio milléon de délares (Tuuli et al., 2016). Con el apoyo de peces provenientes del
cultivo, el recurso podria contemplarse como renovable en el drea y abre la posibilidad de

reconstruir una pesqueria sustentable para mejorar la economia local (Juarez et al., 2016).
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El golfo de California es un sitio de gran importancia econdmica, ya que en él se obtiene
alrededor de medio millén de toneladas al afo, representando el 50% de la pesca total nacional,
lo que genera mas de 50,000 empleos (Ulloa et al., 2006). Ademas, ha sido de manera histdrica,
fuente de sustento para los pobladores de la costa e incluso para las comunidades indigenas
como los Seris (Bahre et al., 2000). Actualmente, la actividad pesquera en el alto golfo esta
prohibida, ya que se declaré6 como area protegida en 1993 (DOF, 1993). Es por esto, que las
personas que solian dedicarse a la pesca debieron buscar otra manera de generar ingresos. En el
periodo entre 2005 y 2009 comenzé a darse una compensacion econdmica a los pescadores
(Bobadilla et al., 2011), pero esta no ha logrado satisfacer las necesidades de la comunidad, por
lo que la pesca ilegal continla sucediendo (Rojas-Bracho, 2019). Ademas, Cinti et al. (2010)
mencionan que la pesca ilegal tiene repercusiones en la comunidad, causando segregacion, lo
gue aumenta la problematica social. Cualquier esfuerzo encaminado a un cultivo mas exitoso de

la totoaba y/o a la reapertura de la pesca, ayudara al bienestar socioecondémico de la region.

Objetivo

Objetivo general
El objetivo general de este estudio es desarrollar un protocolo basado en método de
metabarcoding para identificar a las presas del pez totoaba (Totoaba macdonaldi) silvestre, a

partir del contenido estomacal.

Objetivos particulares
1. Identificar las presas del contenido estomacal de Totoaba macdonaldi adulta silvestre,

con el método metabarcoding.
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2. Comparar las presas identificadas molecularmente con las reportadas en la literatura e
identificadas por medio de reconocimiento morfoldgico, para evaluar la efectividad del

nuevo protocolo.

Hipotesis
El metabarcoding identifica una mayor cantidad de presas a nivel de especie de Totoaba

macdonaldi en comparacion con el método de reconocimiento taxondmico de contenido

estomacal, a partir de una menor cantidad de muestras.



Capitulo 2. Metodologia

Toma de muestras y almacenamiento

Bajo los permisos de oficio numero SGPA/DGVS/06959/17 y SGPA/DGVS/03981/19, se
recibieron cuatro ejemplares de Totoaba macdonaldi de la Procuraduria Federal de Proteccién
al Ambiente, decomisadas de la bahia de San Felipe. Dichos ejemplares se recibieron congelados,
sin embargo, se desconocen las condiciones de manejo desde su pesca hasta la entrega en el
laboratorio, como por ejemplo si en algin momento estuvieron a temperatura ambiente, o por

cuanto tiempo.

La diseccién de los peces se llevd a cabo en el Laboratorio 3 de Biologia en la Facultad de
Ciencias Marinas. De cada uno de los ejemplares se realizé un corte ventral longitudinal y se
extrajo el tubo digestivo completo desde la boca hasta el ano, el cual se colocé en aluminio y se
abrié longitudinalmente. Se tomaron cinco réplicas de cada segmento (estdmago anterior y
posterior, saco pildrico, intestino anterior, intestino posterior y recto) por espécimen. Sin
embargo, para este estudio solo se utilizd el estdmago (sin distinguir anterior y posterior). Cada
muestra fue colectada en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL estéril, después, se peso y
adecué para que todos los tubos contuvieran aproximadamente 0.20 gramos de materia
digestiva. A continuacidn, se afiadié 1 mL de RNAlater (Sigma Aldrich) para evitar la degradacién
del material genético, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -

80°C hasta su uso.

21
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Extraccion de ADN

Para asegurar una calidad de acido desoxirribonucleico (ADN) adecuada para secuenciar,
se probaron diferentes métodos de extraccion: por sales (Miller et al., 1988), CTAB (Doyle y
Doyle, 1987), por medio de kits DNeasy blood & tissue kit (QIAGEN) y QlAamp DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN). En este ultimo se probd el protocolo sugerido por el fabricante y el protocolo
modificado por Brassea-Pérez, et al. (2019). De acuerdo al mejor rendimiento obtenido se
seleccionaron los dos kits y los protocolos sugeridos por el fabricante para el estudio. Previo a la
extraccién con el DNeasy blood & tissue kit, se descongelaron las muestras, se pesaron 0.100 g
de material por muestra y se procedio6 al lavado de RNAlater, que consistio en afadir 100 uL de
agua de destilada, desionizada y esterilizada (DDE) y centrifugar a 20,000 x g por 3 minutos. Para
las muestras extraidas con del Q/Aamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN), por las indicaciones del
protocolo, se utilizd la totalidad de la muestra y se continud con el lavado. Una vez extraido el
ADN, se realizd la confirmacién visual mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
buffer TBE (0.5 X), corrido a 1.14 V/cm? durante 40 minutos. Ademds, se cuantificd la
concentracién y calidad del ADN en el espectrofotémetro Nanodrop ® (Thermo Fisher). La
extraccién y amplificacidn se realizaron en el laboratorio de Ecologia Molecular “Dr. Jorge de la

Rosa Vélez” de la Facultada de Ciencias Marinas.

Construccion de librerias de secuenciacion

La biblioteca de secuenciacidn se preparé de acuerdo al protocolo de Preparacion de
biblioteca de 16S (lllumina) para la plataforma lllumina Miseq. Dicho protocolo consiste en
amplificar regiones de interés en una primera ronda de PCR vy realizar una segunda ronda para
etiquetar y afadir los adaptadores de secuenciacion. Finalmente se purifican, normalizan y
diluyen los productos de PCR para juntarlos en concentraciones equimolares y continuar con la

desnaturalizacion y secuenciacién.
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Con el fin de identificar a los grupos de cordados, cefalépodos, invertebrados marinos y
eucariotas, se generaron las cuatro librerias respectivas. Para ello, para el primer PCR se eligieron
los primers descritos en la literatura que se muestran en la Tabla 1, siguiendo las condiciones de

PCR recomendadas por los autores.

Se utilizaron los reactivos MyTaqg™ DNA (Bioline), en donde el buffer incluye la mezcla
de reactivos necesarios para la reaccidn y solo se requirié afiadir la Taq polimerasa, los primers,

el ADN y agua. El producto de PCR se visualizé en gel de agarosa al 1%.

Tabla 1. Descripcion de los primers. Primers utilizados en el PCR punto final junto con la secuencia del
mismo, el gen o la regidn del gen que amplifica, autores y la longitud del fragmento esperado en pares de
bases (pb).

Gen blanco Amplicon

Primer Secuencia Autores del primer (pb)
Chord_16S_F CGAGAAGACCCTRTGGAGCT ADNmt 16S ~120
Chord_16S_R CCTNGGTCGCCCCAAC (Deagle et al., 2013)
Ceph_16S_F GACGAGAAGACCCTAWTGAGCT ADNmt 16S ~260-310
Ceph_16S_R AAATTACGCTGTTATCCCT (Deagle et al., 2009)
Euk_F GTACACACCGCCCGTC V9-18S ARNr ~260
Euk_R TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC (Gilbert et al., 2014)
miCOlintF_F GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC col
(invertebrados) (Leray et al., 2013) ~313
JgHC02198_R TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA (Geller et al., 2013)

(invertebrados)

Una vez obtenidos los productos de la primera ronda de la PCR, se transportaron al
laboratorio de Metagendmica del Departamento de Innovaciéon Biomédica del Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE) para continuar con la
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segunda ronda de PCR y la secuenciacidn. Se seleccionaron los productos que presentaron la
mejor calidad (concentracién e integridad) para hacer una mezcla de las réplicas acorde a la
region y organismo al que pertenecen. Dichos productos se utilizaron como templete para la
segunda ronda de la PCR, de acuerdo al protocolo Two-step PCR Approach (lllumina, 2011), el
cual consiste en la incorporacion de los adaptadores de secuenciacién y los indices para distinguir
el organismo del cual proviene la secuencia. Las muestras fueron indexadas usando el Nextera
XT Index Kit (Ilumina). El producto de la segunda ronda de PCR fue confirmado mediante

visualizacidn en gel de agarosa al 1%.

Purificacién, normalizacion y cuantificacion de las librerias

La normalizacién y purificacién de las muestras se realizé con el kit SequalPrep™
Normalization Plate (96) (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Esto permite
eliminar los residuos de los reactivos de la PCR y normalizar a una concentracion similar los
productos de PCR. El éxito de la normalizacién se confirmé mediante la cuantificacién de las
muestras en el equipo Qubit™ 3.0 fluorémetro (Invitrogen™) utilizando 2 pL de muestra por tubo
con el protocolo del kit Qubit™ dsDNA BR Assay de Molecular Probes® (Invitrogen™). Los valores
obtenidos estuvieron entre 1-2 ng/uL, por lo que se ajustd la concentracion de cada muestra
para garantizar que la secuenciacion se realizara a partir de la misma cantidad de producto. Para
ello se obtuvo la concentracién equimolar utilizando una ecuacién que toma en cuenta el tamano
del amplicén de cada muestra. Una vez normalizadas las muestras, se procedié a crear el
metapool del total de las muestras por cada amplicén (n=4 metapoles) y se volvid a cuantificar y

obtener la concentracion equimolar.
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ng

[ 1x10

nM

- (660 g/mol)(No. de pares de bases del amplicon)

Posteriormente, el resultado obtenido se convirtié a picomoles:
1nM = 1000 pM

Con base en dicha ecuacidn, se cred el pool de cada metamuestra que contenia la misma
concentracién de cada muestra, y posteriormente se diluyeron las bibliotecas a una
concentracién final de 20 pM. Esta técnica busca igualar las lecturas que tendra cada libreria,

basada en las caracteristicas particulares del amplicon.

Desnaturalizacién, solucién de carga y secuenciacion

La desnaturalizaciéon es necesaria para poder realizar la secuenciacién, ya que se
requieren hebras sencillas de ADN para que sean capaces de hibridar con la celda de flujo. Este
procedimiento se hizo siguiendo las indicaciones del protocolo “16S Metagegomics sequencing
libraries”. Cada metamuestra se desnaturalizé con NaOH y se combind con el buffer de
hibridacidn para obtener una concentracidn final deseada, que en este caso fue de 5 pM. El pool
final se formoé al combinar cada metamuestra (de cada amplicén) en proporciones iguales,
excepto el amplicén de invertebrados marinos, el cual se afiadié en un 20% mas para compensar

la existencia de dos bandas en el PCR (com. pers. J. Chong?).

El mismo procedimiento se realizé para desnaturalizar la libreria control PhiX, donde se

produjo la libreria desnaturalizada a una concentracidon de 5 pM. Finalmente, la solucién de

1 Dra. Jennyfers Chong-Robles. Postdoc asociado al proyecto del Consorcio de Investigacion del
Golfo de México (CIGoM), en el laboratorio de Metagendmica de CICESE.
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trabajo se prepard con 20% de libreria control o phiX. La secuenciacién se realizé con la estrategia

paired end con el kit MiSeq Reagent Kit v2 de 300 ciclos de Illumina.

Procesamiento de datos

Los primers forward y reverse fueron eliminados con Cutadapt v2.8 (Martin, 2011) en el
modo paired end. Las secuencias se filtraron, se eliminaron los errores de secuenciacion, se
unieron y se determinaron las quimeras utilizando el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016)

(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html) en el lenguaje R (R Core Team, 2018) con los

parametros predeterminados. En el caso de los amplicones de invertebrados, solamente se
utilizé la secuencia forward debido a la falta de traslape de nucleétidos entre las secuencias

forward y reverse, ya que estos eran > 300 pb.

La tabla final de la Variante de Secuencia de Amplicon (ASV), que contiene un registro
del numero de veces que cada ASV fue observada en cada muestra, se alined con una base de
datos de nucleétidos no redundante (v5) utilizando los ejecutables BLAST+ (v2.9). Se realizd un
BLAST nt (nucledtidos) para asignar la taxonomia de las presas bajo los siguientes parametros: E-
value minimo de 10%, porcentaje de identidad > 96% y alineamiento > a 100 pb. Este

procedimiento fue realizado para cada uno de los marcadores taxonémicos.

Una vez obtenidos los resultados del BLAST, se analizaron manualmente para asignarles

una identidad bajo los siguientes criterios:

1. Porcentaje de identidad mas alto y E-value mas bajo.
2. ldentificacién a nivel de familia, en caso de que la secuencia fuera homdloga a varios

géneros.


https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html
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3. Distribucion geografica: organismos marinos, presentes en el golfo de California.

Para el Ultimo punto, se utilizaron bases de datos como World Register of Marine Species
(WoRMS Editorial Board, 2020), FishBase (Froese y Pauly, 2020) y Encyclopedia of life

(Encyclopedia of life, 2014).

Finalmente, se realizd un andlisis para encontrar las presas de la totoaba entre los

organismos identificados. Los criterios de inclusion fueron:

1. Organismos que estuvieran previamente reportados como presa de totoaba.

2. Organismos que no hayan sido reportados como parasitos de peces.

3. Organismos presentes en el analisis, que no estén reportados como dieta de las presas
de la totoaba en la literatura.

4. Organismos referidos en la dieta de otros peces de la familia Sciaenidae similares a la

totoaba.

Como proxy de la eficiencia del método de metabarcoding, con respecto al método
tradicional que utiliza el reconocimiento morfoldgico del contenido estomacal, se construyeron
histogramas con el espectro general de diversidad. Los resultados de las presas identificadas en
este trabajo se compararon con las presas identificadas en totoabas de tamafio similar en el

estudio de De Anda-Montanez et al. (2013).

También, se calculé la curva de acumulacidn de especies con el indice Chao2 (Chao,
1987), utilizando el programa EstimateS (versién 9.1.0) (Colwell, 2013) para observar la riqueza

presentada en la muestra comparada con la de una muestra ilimitada y el dendrograma del indice
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de similitud de Jaccard (Jaccard, 1901) en Past3 (Hammer et al., 2001) para visualizar la similitud

entre las dietas de los individuos.



Capitulo 3. Resultados

Extraccion y creacion de librerias de ADN

Las muestras se procesaron con los dos kits de extraccidon y se eligieron los mejores
productos. Al final, se contd con un total de 33 muestras del estdmago de las totoabas (Tabla 2).
Cada una de las muestras procesadas se utilizdé para la construccién de las librerias de

secuenciacion.

Tabla Il. Muestras seleccionadas de acuerdo a la mejor calidad de extraccién de ADN. T: niumero de
totoaba; E1: Estdmago anterior; E2: Estdmago posterior. En réplica se sefiala el nimero de réplicas que
existen de ese segmento. Por ultimo, se sefiala el método de extraccion utilizado y la fecha de extraccién.

Individuo y Region Réplica Método
QlAamp DNA Stool DNeasy blood y
Mini Kit (QIAGEN) tissue kit (QIAGEN)

T1E1 1 04/10/17
2 13/04/18

T1E2 1 16/11/17
2 11/12/17
3 28/02/18
4 05/03/18
5 14/03/18
6 02/04/18

T2E1 1 16/11/17
2 11/12/17
3 02/04/18

T2E2 1 28/02/18
2 05/03/18
3 02/04/18

T3E1 1 02/04/18
2 02/04/18
3 02/04/18

T3E2 1 14/09/17
2 11/12/17
3 28/02/18
4 05/03/18
5 02/04/18

T4E1 1 03/10/17
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2 11/12/17
3 13/12/17
4 02/04/18
5 09/04/18
6 02/04/18

T4E2 1 04/10/17
2 28/02/18
3 05/03/18
4 02/04/18
5 02/04/18

Al menos una de las réplicas de cada regién por individuo presentd amplificacién con
cada uno de los primers (Figura 2). Con dichas amplificaciones, se cred exitosamente el pool para

el indexado que se realizd en una segunda ronda de PCR.
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Figura 2. Amplicones de la primera ronda de PCR; en el gel A se muestra los productos del
primer de cordados (16S mt); en B, el primer de cefalépodos (16S mt); en C, el primer de eucariota (18S
ARNr) y en D el primer de invertebrados (COl).

Secuenciacion

Como resultado de la secuenciacién, se obtuvieron 934,866 secuencias después del
control de calidad de lllumina; de éstas, se identificaron 772,355 mediante BLAST, lo que

representé el 83% del total (Tabla 3).

Tabla lll. Analisis de las secuencias obtenidas. NUmero de secuencias obtenidas por cada primer, el tipo
de analisis: F-R (Forward-Reverse) o F (Forward) y el nimero de secuencias identificadas en BLAST. Las
ultimas dos columnas muestran el nimero y porcentaje de secuencias que pertenecen a la totoaba.

Primer Tipode Secuencias Secuencias % de Secuencias  Secuencias  Secuencias  %de
andlisis  totales identificadas ~ Secuencias unicas asignadas detotoaba  Secuencias
identificadas de totoaba

Ceph F-R 156,905 149,487 95 40 37 115,051 77
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Euk F-R 196,431 181,220 92 46 42 0 -
Chord F-R 288,268 245,964 85 33 25 149,801 61
Invert F 293,262 195,684 67 59 29 98,181 50

Total 934,866 772,355 83 178 133 363,033 47

|dentificacién de organismos

Segun los criterios de identificacidn, se les asigné identidad a 18 organismos (Tabla 4).
Se encontraron 12 organismos como presa de totoaba, de los cuales cinco han sido previamente
reportados y siete se identificaron aqui por primera vez. Ademas, cuatro especies detectadas se
asociaron a la dieta de las presas de la totoaba, una como parasito de pez (Kudoa thyrsites) y un
gusano marino (Parasagitta elegans) que se descartd segun los criterios de inclusién. Del total
de organismos identificados, diez fueron reconocidos por el primer de eucariota (18S ARNr),
nueve por el de cordados (16S ADNmt), ocho por el de cefalépodos (16S ADNmt) y cinco por el

de invertebrados (COl); presentando redundancia en algunos organismos (Tabla 5).

Tabla IV. Organismos identificados en el contenido estomacal. Organismos identificados en Ia
secuenciacion, asi como su nombre comun y los datos de sexo y talla de la totoaba en la que se
identificaron. Los organismos marcados con ** han sido previamente reportados como dieta de la totoaba
y los marcados con * se consideran presa de la totoaba segln los criterios utilizados en este estudio:
animales que no han sido reportados como parasitos de peces, animales que no se han reportado como
dieta de las presas de la totoaba, presas de otros scianidos.

Organismo Nombre comun T1 T2 T3 T4
Q d d Q

99.9 81.0 104.1 135.8
cm cm cm cm

Cetengraulis Anchoveta, sardina v v v v

mysticetus** bocona

Mugil cephalus** Lisa comdin v v v v

Totoaba macdonaldi* Totoaba v v v v

Micropogonias Chano nortefio v v v

megalops*

Engraulis mordax** Anchoveta nortefia v v v

Thalassiosira minuscula ~ Diatomea v v v

Euphasiidae sp.** Krill v v v
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Calanidae sp.

Kudoa thyrsites
Anchoa mundeoloides**
Calanoida sp.
Caulolatilus princeps*
Chanos chanos*
Planktoniella sol
Sardinops sagax*
Tessarabrachion
oculatum*
Thysanoessa sp. *
Parasagitta elegans

Copépodos
Parasito

Anchoa golfina
Copépodos

Pez blanco

Chano, sabalote
Diatomea

Sardina del Pacifico
Krill

Krill
Gusano flecha

ENERN

Tabla V. Organismos identificados por primer. Organismos identificados, nombre comun y el primer por el

cual se amplificaron.
Organismo

Cetengraulis mysticetus
Mugil cephalus

Totoaba macdonaldi
Micropogonias megalops
Engraulis mordax
Thalassiosira minuscula
Euphasiidae sp.
Calanidae sp.

Kudoa thyrsites

Anchoa mundeoloides
Calanoida sp.
Caulolatilus princeps
Chanos

Planktoniella sol
Sardinops sagax
Tessarabrachion oculatum
Thysanoessa sp.
Parasagitta elegans

Nombre comun

Anchoveta, sardina bocona

Lisa comun
Totoaba

Chano nortefio
Anchoveta nortefia
Diatomea

Krill

Copépodos
Parasito

Anchoa golfina
Copépodos

Pez blanco

Chano, sabalote
Diatomea

Sardina del pacifico
Krill

Krill

Gusano flecha

Ceph

v

ANEANEANEEN

\

Amplificado por:

Euk Chord

v

ANURNENEN

v

ANENEN

Invert
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Analisis de los datos de la dieta

Las principales presas de la Totoaba macdonaldi, con base en su frecuencia de aparicion,
fueron Cetengraulis mysticetus, Mugil cephalus y Totoaba macdonaldi, ya que se identificaron
en todos los individuos, seguidas de Engraulis mordax, Micropogonias megalops y Euphasiidae
sp. que se presentaron en tres de las cuatro totoabas (Figura 4). Al comparar los datos con el
estudio de dieta de totoaba mas reciente (De Anda-Montafiez et al., 2013), solo se encontrd a

Cetengraulis mysticetus identificado al mismo nivel taxondmico en totoabas de etapa adulta

(Figura 5).
Presencia/ausencia de presas por individuo
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Figura 3. Resumen de la dieta de T. macdonaldi encontrada en este estudio. Se presentan los
datos de presencia/ausencia por totoaba (T1, T2, T3, T4).
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Figura 4. Espectro general de diversidad. Se muestran tres aspectos de los datos de
presencia/ausencia: Total, representa el nimero crudo de presencia de dicho organismo; Relativo, es el
numero total del taxén, dividido entre el nUmero de estémagos estudiados; y Porcentaje (%), nimero
relativo multiplicado por 100. El grafico A muestra los datos obtenidos en el presente estudio (n=4),
mientras que B se construyo con los datos de las campanias 3 y 4 del estudio de reconocimiento
morfoldgico de De Anda-Montafiez et al. (2013) (n=35).
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El dendrograma obtenido por medio del indice de Jaccard mostré que la relacién mas
cercana se encuentra entre las dietas de las totoabas 2 y 3. Al mismo tiempo que este grupo se

asemeja a la totoaba 1, y la totoaba 4 resulta como el individuo con la alimentaciéon mas diferente

(Figura 6).
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Figura 5. Dendrograma con el método de grupos pareados del indice de similitud de Jaccard. El
dendrograma muestra que la alimentacidn de las totoabas 2 y 3 se encuentra mas relacionada; al mismo
tiempo que este grupo se asemeja a la dieta de la totoaba 1y, por ultimo, la totoaba 4 difiere en mayor

medida.

La curva de acumulacion de especies con el indice de Chao2 muestra una eficiencia de

68.96% (Figura 7).
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Curva de acumulacion de especies
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Figura 6. Curva de acumulaciéon de especies del indice de Chao2. El indice de Chao2 y las
especies encontradas. Este indice es una estimacion del nimero total de especies en la muestra basado
en el numero de especies Unicas y el nimero de especies duplicadas. Eficiencia: 68.96%.



Capitulo 4. Discusién

El presente estudio provee un analisis preliminar de la dieta de Totoaba macdonaldi
utilizando por primera vez una técnica molecular para el analisis. El método del metabarcoding
resulto ser efectivo, incluso con un nimero de muestra pequeiio, lo cual es importante al trabajar

con especies catalogadas en peligro de extincidon, como es el caso de la totoaba.

Factores que afectan la extraccion de ADN

Las condiciones de lisis que presenta el estémago favorecen la degradacién del material
genético, sin embargo, se han realizado estudios exitosos de andlisis de metabarcoding de
contenido estomacal en peces, ya que estos animales suelen tragar a su presa entera, causando
qgue la descomposicidén sea lenta y permitiendo colectar ADN integro (Amundsen y Sanchez-
Hernandez, 2019). En este caso, no se sabe si los peces estuvieron en descongelacién en algin
momento desde su captura, lo que posiblemente llevé a tener dificultades en la extraccién. Para
solucionar esto, las muestras que no fueron exitosamente procesadas con el QlAamp DNA Stool

Mini Kit, se procesaron con el DNeasy blood y tissue kit.

En algunas de las muestras la banda de ADN observada en el gel de agarosa no fue nitida,
ademas de presentar un barrido. Esto puede ser indicador de la degradacién del material
genético (Anexo G). La cuantificacion realizada con el espectrofotometro resultd en
concentraciones bajas de ADN, lo cual se ha demostrado puede generar errores en la
cuantificacién (Yu et al. 2017). Por lo cual, para determinar la cantidad ADN en la reaccién de
amplificacidn, se utilizé informacidn combinada del espectrofotémetro y la integridad en el gel

de agarosa.
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Construccion de librerias genéticas y secuenciacion

Se eligieron estratégicamente marcadores de los grupos taxondmicos que fueron
reportados en estudios de reconocimiento morfolégico de la dieta de la totoaba (Berdegué,
1955; Arvizu y Chavez, 1972; De Anda-Montafiez et al., 2013). El éxito del analisis depende de la
habilidad de la PCR para amplificar material genético de todas las presas. Esto se puede ver
afectado por la presencia de ADN del depredador, ya que se encuentra en mayor concentracién
y con mejor integridad (Leray et al., 2013). La amplificacién preferencial del depredador puede
llevar a la pérdida de informacion de las secuencias objetivo que se encuentran en baja
concentracién (Boessenkool et al., 2012). Para contrarrestar esto, se han desarrollado diferentes
estrategias, como digerir el ADN del depredador con enzimas de restriccion (Blankenship y
Yayanos, 2005) o el uso de un primer bloqueador disefiado especificamente para el depredador
(Vestheim y Jarman, 2008). En este estudio se optd por aumentar la profundidad de
secuenciacidon (Devloo-Delva et al., 2018) y por una reduccién en los ciclos de la PCR (Polz y
Cavanaugh, 1998), debido a la insuficiente informacion genética de la totoaba para poder disefiar
un primer bloqueador adecuado o elegir enzimas de restriccién especificas. Sin embargo, en el
caso de totoaba, tal vez no sea recomendable utilizar un primer bloqueador o enzimas de
restriccion, debido a su aparente canibalismo. Es decir, al bloquear la amplificacion del ADN del

depredador, también se estaria evitando identificar a la propia totoaba como presa.

Para la optimizacidn de las lecturas en las muestras se utilizé el Two-step PCR Approach
(Illumina, 2011). En este método, se amplifican los loci de interés con un nimero bajo de ciclos
en la primera reaccién, mientras que en la segunda reaccién se utiliza el producto de la primera

reaccion como molde para el indexado de cada muestra (Arandjelovic et al.,, 2009). El tamafio
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promedio de los amplicones fue de 126.51 pares de bases, a excepcién del amplicéon de
invertebrados (>300 pb). La longitud de estos amplicones es ideal para este tipo de estudios,
debido a que pueden ser usados en muestras que presenten cierto grado de degradacién del
ADN (Pompanon et al., 2012). En el caso de los amplicones del primer de invertebrados (COl),
donde la longitud era mayor que la capacidad de lectura de la celda de flujo (150 pb), el analisis
se realizé usando solo la secuencia forward (124 pb); en contraste con el resto de los amplicones,

donde el analisis utilizé las secuencias forward y reverse.

Con esta informacién se obtuvo la Unidad Taxondmica Operativa (OTU), en donde una
diferencia de una sola base se consideraba una OTU diferente. El analisis basado en OTUs es
deseable, ya que es independiente a la taxonomia y representa una ventaja al no estar limitado
por un marco de referencia taxonémico que se encuentra en constante evolucién (Berry et al.,
2017); en su lugar, analiza las secuencias como un conjunto de datos y las compara entre si

(Schloss y Westcott, 2011).

Asignacion taxondmica

La asignacién taxondmica se llevd a cabo a través de la herramienta BLAST y una serie de
criterios de inclusion. Dichos criterios se seleccionaron para descartar las secuencias que se

hubieran identificado errdneamente en el BLAST, contaminacién o errores de la secuenciacion.

Solamente en cuatro casos no se reconocié la especie de la secuencia. Particularmente,
en el caso del krill no fue posible distinguir entre Euphausia pacifica, Nematobrachion flexipes y
Tessarabrachion oculatum, por lo que dicha identidad se presenta a nivel de familia como

Euphasiidae sp.
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En los resultados se puede observar que los marcadores no presentaron alta
especificidad en cuanto a su taxén destinado (Tabla 5), ya que amplificaron organismos de otros
grupos. Sin embargo, es destacable el hecho de que el marcador para eucariotas fue el Unico que
no amplificé ADN de totoaba. Esto se debe a que, aunque el primer puede amplificar un gran
espectro de eucariotas, tiene preferencia por los microorganismos (Gilbert et al., 2014).
También, puede deberse a que la regidon que amplifica no esta disponible para un rango amplio
de animales en las bases de datos genéticas. Sin embargo, ha sido exitosamente utilizado para

determinar la dieta de especies zooplanctivoras de peces (Albaina et al., 2016).

Por otro lado, con el marcador de invertebrados marinos, que se basa en el gen
mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COl), se obtuvo el menor nimero de organismos
identificados y el menor porcentaje de secuencias de calidad. Este marcador se afiadid con la
intencién de identificar la presencia de cangrejos pequefios y camarones del género Penaenus
descritos por Berdegué (1955) y crustaceos de los 6rdenes Decapoda, Portunoidea, Penaeoidea,
Euphausiacea, Sicyoniidae y Stomatopoda descritos como alimento de la totoaba por De Anda-
Montafiez y colaboradores (2013). Ademas, se buscaba identificar organismos de este grupo, que
no hayan sido identificados mediante reconocimiento morfoldgico. Contrario a lo esperado, los
amplicones no detectaron ningiin molusco ni crustaceo, solamente peces y krill. Existen posibles
explicaciones para este fendmeno. Podria ser que, en efecto, las totoabas muestreadas no los
ingirieron, o es que hubiera un sesgo en la PCR y no se hayan amplificado dichas secuencias por
la naturaleza degenerada del primer (Polz y Cavanaugh, 1998). En el estudio hecho por Leray et

al. (2013) demuestran que, aunque el primer se disefié para detectar invertebrados marinos,
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tiene una preferencia para amplificar ADN de peces cuando no se utiliza ninguna técnica para

eliminar el ADN del depredador en muestras digestivas.

En contraste con el marcador de invertebrados marinos, el de cordados resultd ser el
mas informativo. Este tuvo un porcentaje de identificacién de 85%, lo cual se atribuye a que la
region de interés es la mas corta de entre todos los marcadores (~120 pb) y que pudo distinguir
a nivel de especie a todos los organismos detectados a excepciéon de Calanidae sp. Los
marcadores para eucariotas y cefaldpodos también resultaron adecuados dadas las condiciones
del estudio. Estos tuvieron porcentajes de identidad de 92% y 95% respectivamente. Sin
embargo, aunque presentaron un porcentaje mayor al marcador de cefalépodos, también fueron

inferiores en resolucidn.

Identificacion de las presas de la totoaba

Al igual que en la asignacion taxondmica, las presas se seleccionaron mediante una serie
de criterios, porque es importante discernir entre las presas de totoaba, los organismos parasitos
del depredador o de sus presas, o del alimento de sus presas, debido a la alta resolucién del
metabarcoding (Hardy et al., 2017). Para ello, se consideraron las presas previamente descritas
y la biologia de la totoaba, ya que el conocimiento de la ecologia tréfica del depredador bajo
estudio ayuda a reducir los falsos positivos en la identificacion de las presas (Monterroso et al.,
2018). Berdegué (1955) examind, por reconocimiento morfolégico, los estomagos de siete
totoabas en estados juvenil y adulto; en los adultos determind como alimento principal a las
anchovetas (Cetengraulis mysticetus) y las anchoas (principalmente Anchoa mundeoloides). Por

otro lado, De Anda-Montafiez et al. (2013) realizaron campanas de monitoreo entre abril del
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2010y noviembre del 2011. En su estudio, obtuvieron 65 estdmagos con alimento e identificaron

por reconocimiento morfolégico 29 componentes: 17 peces, 10 crustaceos y dos cefalépodos.

De los 18 OTUs identificados en este estudio, se descartaron cuatro especies y una
subclase, como posibles presas de totoaba. Kudoa thyrsites se elimind como candidato a presa
de totoaba, ya que estd descrito como pardsito de peces. Por otro lado, se observd la presencia
de dos diatomeas: Thalassiosira minudscula y Planktoniella sol; su aparicidn se atribuye a la
amplificacidn de la dieta de Cetengraulis mysticetus (James, 1988) o de Mugil cephalus, que se
alimenta de diatomeas, algas, copépodos y materia organica (Islam et al., 2009). A pesar de que
no se encontré informacion sobre el consumo de copépodos por parte de alguna especie presa
de tototaba identificada, ni del gusano flecha (Parasagitta elegans) se optd por el criterio mas
conservador, por lo que se descartaron como presas de totoaba. Sin embargo, se requieren

estudios mas profundos para confirmar esto.

Como se menciond anteriormente, no se usé un primer bloqueador de totoaba en este
trabajo, por lo que es légico que en todos los casos exista amplificacién del depredador. Es
destacable mencionar que las secuencias obtenidas de totoaba resultaron en diferentes OTUs,
esto quiere decir que presentan minimo una base diferente entre ellas. Esto no es evidencia
directa de que estos peces hayan consumido otras totoabas, ya que ninguno de los sitios
amplificados contiene regiones para diferenciacién intraespecifica. Sin embargo, tampoco hay

evidencia de que se trate de errores en la amplificacidon o secuenciacion.

El estudio de reconocimiento morfoldgico de De Anda-Montafiez et al. (2013) no reporta
haber encontrado restos de totoaba en los estdmagos estudiados. Sin embargo, si se han

identificado otolitos de totoaba cuando se han extraido organismos silvestres para utilizarlos
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como reproductores en cultivo, y éstos expulsan el contenido estomacal por el cambio de presion
(com. pers. L. M. Enriquez Paredes?). Por otro lado, Enriquez Paredes menciona que, en la
experiencia de cultivo de Totoaba macdonaldi, los peces deben ser separados por talla, para
evitar el canibalismo. Es necesario realizar un analisis que permita diferenciar individuos
genéticamente para comprobar si los adultos consumen otras totoabas de estadios mas jovenes
en vida libre. Esto puede realizarse con microsatélites o polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs), que han sido ampliamente utilizados en estudios de ecologia, evolucidén y conservacion

(Morin et al., 2004).

En este estudio, se identificaron 12 presas ingeridas entre las cuatro totoabas
muestreadas. Las especies Cetengraulis mysticetus y Mugil cephalus fueron detectadas en los
cuatro estomagos (Tabla 4). Mugil cephalus también fue reportada en el trabajo de De Anda-
Montafiez et al. (2013), pero no fue muy abundante, solo se detectd en cuatro de los 65
estdmagos; esto puede deberse tanto a variaciones en la poblacidon de M. cephalus durante las

campafias de muestreo como a problemas de deteccién en la muestra.

En la Figura 5 se observa la comparacién entre lo obtenido por De Anda-Montaiez et al.
(2013) en las campaiias de febrero y marzo del 2011, las cuales se eligieron porque todas las
totoabas muestreadas estaban en etapa adulta. Al comparar los datos de presencia/ausencia de
los organismos identificados y valores adecuados al nimero de estdmagos muestreados, se
observan diferencias en los resultados que aparentemente resultaron en una menor diversidad

de especies con el método molecular. Sin embargo, se obtuvieron 12 especies de presas a partir

2Dr. Luis Manuel Enriquez Paredes. Facultad de Ciencias Marinas. Universidad Auténoma de
Baja California.
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de cuatro estédmagos, con el método molecular, contra 15 a partir de 35 estdmagos, con el
reconocimiento morfoldgico. Esta menor diversidad se podria explicar por el menor nimero de
muestras. Por otro lado, se identificaron 10 especies con el método molecular contra cinco
presas a nivel de especie con el reconocimiento morfoldgico. Por lo tanto, la resolucién a nivel

taxondmico del método molecular resultd ser superior.

Al comparar las dietas de cada individuo estudiado, usando el indice de similitud de
Jaccard, se encontré que la dieta mas similar se presenta entre los dos machos,
independientemente de sus tallas. Esto debe ser probado estadisticamente con un mayor
tamafio de muestra, ya que en la literatura solo se reconocen variaciones en la dieta debido a la

edad y a las migraciones (Arvizu y Chavez, 1972).

Por dltimo, se utilizdé el indice de Chao2 para determinar si el numero de peces
muestreados representa la totalidad de la informacién. Utilizando la metodologia aqui descrita
se obtuvo un 69.96% de eficiencia a partir de cuatro estémagos, por lo que se podria aumentar
la cantidad de primers para mejorar la eficiencia, y/o aumentar el nimero de muestras. A partir
de este andlisis no es posible determinar la cantidad de muestras necesarias para describir el
espectro tréfico de totoaba, por medio de metabarcoding. Sin embargo, la cantidad de totoabas
gue se tendrian que sacrificar no deberian de ser tantas como las que se requieren en un estudio
utilizando el reconocimiento morfolégico. De Anda-Montafiez et al. (2013) reportaron que se
requieren, como minimo, 60 estémagos para determinar el espectro tréfico de la totoaba por

medio de reconocimiento morfoldgico.
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Desempefo del metabarcoding.

El metabarcoding ha probado ser un método mas eficiente cuando se le compara con
métodos de identificacidén tradicionales (Moran et al., 2016; Riccioni et al., 2018; Ji et al., 2013;
Valentini et al., 2016; Monterroso et al., 2018). Esta investigacidn contribuye a la utilizacion de

métodos moleculares para futuros estudios que busquen describir la dieta de la totoaba.

Para un andlisis mds preciso existen varios factores a tomarse en cuenta en el desarrollo
de la metodologia. Es recomendable tener nociones previas de la dieta para poder elegir primers
con buena resolucién, ya que incluso los primers universales tienden a amplificar taxones con
secuencias complementarias exactas (Blankenship y Yayanos, 2005) o utilizar mayor nimero de
primers que permitan aumentar la resolucién. También, se debe tomar en cuenta el tamafio de
los amplicones, ya que el ADN templete tendra algin grado de degradaciéon (Pompanon et al.
(2012) recomiendan amplicones de 100-250 pb), pudiéndose usar varios primers para amplificar

el mismo amplicén o gen marcador.

Por otro lado, se debe considerar la posibilidad de incorporar un primer bloqueador para
evitar la amplificacién del ADN del depredador y posibilitar la detecciéon de elementos poco
comunes en la dieta. En estudios con foca ésta ha resultado ser una estrategia exitosa para una
mayor deteccion de presas (Brassea-Pérez et al.,, 2019; Pacheco-Sandoval et al., 2019) ya que
permite su amplificacién durante la PCR y permite su disponibilidad de lectura en la
secuenciacién. De utilizarse un primer bloqueador en el caso de la totoaba, se debe tener en
cuenta que se necesita obtener el genoma del pez; asi como realizar pruebas en paralelo sin
incluir el bloqueador para permitir la amplificacion de marcadores genéticos que permitan

establecer diferencias entre individuales para determinar si las totoabas presentan canibalismo.
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Debe tenerse en cuenta que en este estudio solamente se obtuvieron datos certeros de
la presencia/ausencia de las presas en la muestra. Si bien existen métodos de estimacion de
frecuencia, estos no son evidencia directa de la cantidad de presas consumidas de cada especie.
Tampoco provee informacion sobre la talla, estado de desarrollo ni sexo de las presas (Valentini

etal., 2016).

Un factor determinante en los estudios de metabarcoding son las bases de datos
genéticas. Dichas bases de datos son la referencia con la cual se identifican las secuencias
obtenidas, por lo que es elemental que éstas tengan la calidad y cobertura adecuada (Pompanon
et al., 2012). En este caso, se utilizd una base de datos no redundante (BLASTdsv5), la cual
contiene todas las secuencias de las divisiones tradicionales del GenBank. Las bases de datos
publicas se encuentran en constante actualizacion y se amplian con la contribucién de la
comunidad cientifica, por lo que, a través del tiempo, las identificaciones con metabarcoding

contardn con una mayor cantidad de referencias.



Capitulo 5. Conclusiones
e Sedesarrollé un protocolo metodolégico que utiliza el metabarcoding como herramienta

para la identificacion de presas de Totoaba macdonaldi a partir del contenido estomacal.

e El método de extraccién de ADN descrito en el Anexo A resultd ser mejor, segun la
calidad del ADN observado en el gel.

e El reconocimiento molecular resultd ser mas eficiente, en términos de numero de
individuos requeridos en la muestra y resolucién taxonédmica, que la identificacion por medio de
reconocimiento morfoldgico.

e Los marcadores genéticos ADNmt 16S y ARNr 18S resultaron adecuados para los
propdsitos del estudio, a diferencia del marcador COIl, que tuvo el peor desempefio ya que no se
pudieron generar las librerias genéticas para la secuenciacion debido a la quimica de la
secuenciacion.

e Através del metabarcoding, se identificaron 12 especies dentro de la dieta de la totoaba,
de los cuales 5 fueron previamente descritos y 7 se describen aqui por primera vez.

e Existe una preferencia de totoaba por consumir otros peces. Los peces de mayor
importancia segln presencia/ausencia fueron Cetengraulis mysticetus y Mugil cephalus.

e Lapresencia de ADN de totoaba en todas las muestras puede deberse a que se amplifico
el ADN del depredador. Sin embargo, no se puede descartar que la totoaba se alimente de otros
individuos de su misma especie.

e Una vez estandarizados estos protocolos, se recomienda aplicarlos a mayor nimero de
muestras para ampliar informacién sobre el tema. Es recomendable, inicialmente,

complementar la técnica molecular con la de reconocimiento de restos sélidos.
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ANEXOS

Anexo A: Protocolo de extraccion de ADN con kit DNeasy blood and tissue kit
estandarizado para contenido de tracto digestivo de T. macdonaldi.

Antes de comenzar:

e Pre-calentar la incubadora a 56°C.

e Etiquetar 2 pares de tubos Eppendorf para cada muestra.

e Descongelar RNAsa y centrifugar en la microcentrifuga por 15 segundos.

e Gradilla fria para mantener las muestras.

e Programar la centrifuga a 20°C para todas las centrifugaciones.

Tarar un tubo etiquetado para pesar 100 mg de muestra.

Pesar 100 mg de muestra y dejar el resto en el tubo original con RNAlater.

Afadir 100 pL de agua DDE a los 100 mg de muestra.

Centrifugar muestras a 20,000 g por 3 minutos.

Preparar tubos nuevos con 180 ul de Buffer ATL, 20 pL de proteinasa K [20 mg/ml] y 4 pL
de RNAsa [10 mg/ml].

Pasar la muestra del tubo al que se afiadidé agua con un palillo estéril al tubo con la mezcla
de buffer y macerar con pistilo.

Sellar con parafilm e incubar 10 minutos a 56°C con agitacion.

Afadir 200 pL de buffer AL, dar vortex, sellar con parafilm e incubar 10 minutos a 56°C con
agitacion.

Afiadir 200 pL de etanol grado molecular, dar vortex y esperar 15 minutos.

Pipetear la muestra en una columna y centrifugar a 6,000 g por 1 minuto.

Desechar el tubo colector y el filtrado. Poner el filtro en un nuevo tubo colector y afiadir
500 pL de buffer AW1, centrifugar a 6,000 g por 1 minuto.

Desechar el tubo colector y el filtrado. Poner el filtro en un nuevo tubo colector y afiadir
500 pL de buffer AW2, centrifugar por 20,000 g por 3 minutos.

Desechar el tubo colector vy el filtrado.

Poner el filtro en un tubo Eppendorf, afadir 25 pL de buffer AE e incubar 1 minuto a T°
ambiente. Centrifugar a 6,000 g por 1 minuto.

Repetir el paso 14.

Almacenar en refrigerador hasta su uso.



Anexo B: Protocolo de extraccion de ADN con Q/IAamp DNA Stool Mini Kit.
Procedimiento de extraccion de ADN en heces para deteccion de patdégenos adecuado a
contenido estomacal de T. macdonaldi.

Antes de comenzar:

e Precalentar laincubadora a 70°C.

e Descongelar RNAsa y centrifugar en la microcentrifuga por 15 segundos.
e Gradilla fria para mantener las muestras.

e Programar la centrifuga a 20°C para todas las centrifugaciones.

e  Utilizar tubos de 2 mL.

Centrifugar muestras a 20,000 g por 3 minutos.

Descartar el RNAlater con una pipeta y afiadir 100 pL de agua DDE.
Centrifugar muestras a 20,000 g por 3 minutos y descartar el agua DDE.
Afadir 1.4 mL de buffer ASL y macerar con pistilo hasta que la muestra luzca
homogénea.

Calentar la suspensidn a 70°C durante 5 minutos.

Vortex 15 segundos y centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto.
Pipetear 1.2 mL del sobrenadante a un nuevo tuvo de 2 mL y descartar el pellet.

HwnNpE
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pastilla se haya disuelto. Incubar 1 minuto a T° ambiente.
9. Centrifugar a méxima velocidad durante 3 minutos.

60

Afadir una tableta de InhibitEX por muestra e inmediatamente dar vortex hasta que la

10. Pipetear la totalidad del sobrenadante a un nuevo tuvo de microcentrifuga de 1.5 mLy

repetir el paso 9.
11. Pipetear 15 pL de proteinasa K [20 mg/ml] a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
12. Pipetear 200 pL del sobrenadante resultante del paso 10 al tubo que contiene la
proteinasa K.
13. Afadir 200 plL de Buffer AL y dar vortex por 15 s.
14. Incubar a 70°C por 10 minutos.
15. Afadir 200 pL de etanol de grado molecular al lisado y mezclar con vértex.

16. Etiquetar la tapa de una columna QlAmp colocada en un tubo de recoleccién de 2 mL.

Vaciar el total del lisado del paso 15 en la columna, sin tocar el filtro.

17. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tuvo de

recoleccidn y descartar el tubo que contiene el filtrado.
18. Afadir 500 plL de Buffer AW1.

19. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo de

recoleccidn y descartar el tubo que contiene el filtrado.
20. Afadir 500 uL de Buffer AW2.

21. Centrifugar maxima velocidad por 3 minutos. Colocar la columna en un nuevo tuvo de

recoleccidn y descartar el tubo que contiene el filtrado.
22. Repetir la centrifugacion durante 1 minuto en un nuevo tubo de recoleccidn.
23. Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL etiquetado.
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24. Pipetear 100 pL de Buffer AE directamente a la membrana de la columna, cerrar la tapa
e incubar durante 1 minuto a T° ambiente.

25. Centrifugar durante 1 minuto a maxima velocidad para eluir el ADN.

26. Almacenar en refrigerador hasta su uso.
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Reactivo Concentracion Cantidad por 1 reaccién (ul)
MyTaq Mix 1X 4
Primer F 10 mM 1
Primer R 10 mM 1
MyTagq 5 u/plL 0.125
ADN templete <20 ng/uL 1
H,O DDE 12.875
Total: 20
Programa de PCR Cephalopoda
°C | Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 | 15 min
« | Desnaturalizacién 94 | 30s
a _73 Alineamiento 57 | 90s
© | Elongacién 72 | 60s
Elongacién final 72 | 2 min
Programa de PCR Chordata
°C Tiempo
Desnaturalizaciéon 95 5 min
inicial
»| Desnaturalizacién 94 | 30s
1 3| Alineamiento 65.5 [ 30
| Elongacién 72 | 45s
Elongacién final 72 2 min

Programa de PCR Invertebrados marinos
°C | Tiempo
Desnaturalizacion 95 | 2min
inicial
» | Desnaturalizacion 95 | 10s
© 2| Alineamiento 62* | 30s
©1| Elongacién 72 | 60s
| Desnaturalizacion 95 | 10s
i3 3| Alineamiento 46 | 30s
©1| Elongacién 72 | 60s
Elongacién final 72 | 5min

*_1°/ciclo




Programa de PCR Eukarya
°C | Tiempo
Desnaturalizacién inicial 94 | 3 min
» | Desnaturalizacion 94 | 455
% Primer alineamiento 65| 15s
& | Segundo alineamiento 57| 30s
~ Elongacién 72 | 90s
Elongacién final 72 | 10 min
Anexo D: Reactivos y condiciones para PCR 2:
Reactivo Concentracion | Cantidad por 1 reaccién (ul)
Taq Buffer 10X 4
MgClI2 25 mM 4
dNTP mix 10 mM 0.55
Primer F 10 mM 1
Primer R 10 mM 1
Taq Polimerasa | 0.5 nM/pl 0.125
ADN templete | 20 ug/uL 1
H.O DDE 13.325
Total: 25

Programa de PCR

°C | Tiempo
Desnaturalizacion | 95 | 3 min
inicial
| Desnaturalizacion | 95 | 30's
00 73 Alineamiento 61 | 30s
“| Elongacién 72 | 5min
Elongacién final 72 | 5 min
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Anexo E: Tabla 5. Anilisis exploratorio de los datos de las secuencias representativas por cada

primer. No se incluye el primer de invertebrados debido a que su andlisis solo involucré al

primer forward.
Primer Conteode | Largo Largo Largo Rango Desviacién
secuencias | minimo mdaximo promedio estandar
Ceph 40 132 239 212.55 107 24.02
Chord 33 50 173 108.09 123 35.04
Euk 46 134 178 138.63 44 9.3
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Primer Organismo % identidad e value bit score
Eucariota Chanos chanos 96.203 7.98E-27 130
Totoaba 100 6.23E-57 230
macdonaldi
Totoaba 100 6.23E-57 230
macdonaldi
Totoaba 100 6.23E-57 230
macdonaldi
Totoaba 96.429 1.37E-43 185
macdonaldi
Totoaba 97.561 2.26E-51 211
macdonaldi
Totoaba 100 6.23E-57 230
macdonaldi
Totoaba 100 6.23E-57 230
macdonaldi
3 Totoaba 96.581 8.17E-46 193
® macdonaldi
o Mugil cephalus 100 6.23E-57 230
o Mugil cephalus 98.131 3.80E-44 187
= Mugil cephalus 100 8.34E-31 143
Micropogonias 100 6.23E-57 230
megalops
Micropogonias 100 6.23E-57 230
megalops
Micropogonias 99.194 2.90E-55 224
megalops
Cetengraulis 99.194 2.90E-55 224
mysticetus
Cetengraulis 98.387 1.35E-53 219
mysticetus
Euphasia pacifica 100 6.23E-57 230
Anchoa 100 6.23E-57 230
mundeloides
Sardinops sagax 100 6.23E-57 230
Totoaba 100 1.18E-37 165
9 macdonaldi
] Totoaba 100 4.25E-37 163
2 macdonaldi
© Totoaba 100 1.18E-37 165

macdonaldi
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Totoaba 100 4.25E-37 163
macdonaldi
Cetengraulis 100 7.52E-40 172
mysticetus
Cetengraulis 100 7.52E-40 172
mysticetus
Mugil cephalus 100 1.18E-37 165
Mugil cephalus 100 4.25E-37 163
Mugil cephalus 100 1.18E-37 165
Mugil cephalus 100 4.25E-37 163
Mugil cephalus 100 4.25E-37 163
Micropogonias 100 1.18E-37 165
megalops
Micropogonias 100 4.25E-37 163
megalops
Anchoa 100 7.52E-40 172
mundeloides
Engraulis mordax 100 7.52E-40 172
Sardinops sagax  99.296 3.41E-65 257
Calanoida sp 100 1.45E-79 305
Totoaba 100 6.97E-109 403
macdonaldi
Totoaba 100 6.97E-109 403
macdonaldi
Totoaba 99.502 9.14E-98 366
macdonaldi
Totoaba 100 9.08E-103 383
macdonaldi
Totoaba 99.512 5.46E-100 374
macdonaldi
kel Totoaba 99.512 5.46E-100 374
8 macdonaldi
2 Totoaba 97.906 3.34E-87 331
:“)_J macdonaldi
Totoaba 100 5.62E-80 307
macdonaldi
Totoaba 97.906 3.34E-87 331
macdonaldi
Totoaba 100 5.62E-80 307
macdonaldi
Totoaba 97.647 1.57E-75 292
macdonaldi
Totoaba 99.502 9.14E-98 366

macdonaldi
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Totoaba 100 9.08E-103 383
macdonaldi

Totoaba 97.647 1.57E-75 292
macdonaldi

Totoaba 98.01 9.21E-93 350
macdonaldi

Cetengraulis 100 6.97E-109 403
mysticetus

Cetengraulis 100 6.97E-109 403
mysticetus

Cetengraulis 100 6.97E-109 403
mysticetus

Cetengraulis 99.541 3.24E-107 398
mysticetus

Cetengraulis 99.541 3.24E-107 398
mysticetus

Cetengraulis 99.541 3.24E-107 398
mysticetus

Cetengraulis 99.541 3.24E-107 398
mysticetus

Cetengraulis 99.541 3.24E-107 398
mysticetus

Cetengraulis 98.193 5.66E-75 291
mysticetus

Cetengraulis 100 3.34E-87 331
mysticetus

Engraulis mordax 100 6.97E-109 403
Engraulis mordax 100 1.95E-109 405
Micropogonias 100 6.97E-109 403
megalops

Anchoa 99.541 3.24E-107 398
mundeloides

Mugil cephalus 100 1.64E-120 442
Mugil cephalus 100 1.64E-120 442
Mugil cephalus 99.582 7.65E-119 436

ANEXO G: Electroforesis. Gel de agarosa al 1% corrido a 80 V por 40 minutos. Se presentan las
muestras de estdmago de totoaba. El nimero después de la T indica el nimero de totoaba en
cuestion y el nimero después de E indica si se trata de estémago anterior (1) o posterior (2).
E255 es el marcador de peso molecular. Las muestras E y EP fueron descartadas.
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Muestra: g
T,E;: -- Muestra:
! 4/101/117 48 500 pb «—— wen nu TLE;:
10 000 pb «—
:13/04/17 21:05/03/18
T,E,: i 22:02/04/18
-16/11/17 | |“ ' T,E,:
:11/12/17 23:11/12/17
- 28/02/18 24:12/12/17
:05/03/18 ng/5 130 5 70120401301515 5 152055 20 25:13/12/17
:02/04/18 ml 26:02/04/18
T,E;: 27:13/12/17
8:11/12/17 . 28:02/04/18
9:16/12/17 i : 29:09/04/18
10:14/03/18 : i 30: T4EA;
11: 02/04/18 T.Ey:
T,E,: v , 31: 04/10/17
12:28/02/18 & 20 212223 2425 2627 2829 30 3132 33 3435 36 32:05/03/18
13:05/03/18 48500 pb «— = 33:02/04/18
14:02/04/18 10000 pb < 34:02/04/18 (EP3)
T.E;: 36: E
15: 02/04/18 (T1.1) 36: El
16: 02/04/18 (T1.2) “
17: 02/04/18 (T1.3)
T3E: ng/5 2020 151520 2020205 5
18: 14/09/17 =
19:11/12/17
20: 28/02/18

123456 78 9101112131415161718 19




