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Resumen

Las sanguijuelas (subclase Hirudinea) son un grupo perteneciente al phylum Annelida
con especies acudaticas (agua dulce y marina) y algunas terrestres, conocidas
generalmente por alimentarse de sangre de vertebrados, aunque existen otro tipo de
dietas. Entre las sanguijuelas existen especies marinas que se alimentan de sangre de
peces osteictios y condrictios. Recientemente se ha popularizado la secuenciacion del
DNA presente en la sangre ingerida (iDNA) por las sanguijuelas como una herramienta
de monitoreo bioldgico minimamente invasivo en determinadas regiones geograficas. En
el presente trabajo se utilizaron ejemplares de la sanguijuela marina Pontobdella
californiana con el fin de determinar las especies de peces que utilizaron con fines
alimenticios. Las sanguijuelas se encontraron asociadas a redes de enmalle de fondo a
lo largo de la costa central de Oaxaca. En total se recolectaron 56 ejemplares, de los
cuales 36 contenian sangre en el buche y de 29 se lograron obtener concentraciones
satisfactorias de DNA. Con las 29 muestras se realizaron ensayos para la amplificacion
de DNA con cebadores especificos para elasmobranquios de los marcadores citocromo
oxidasa subunidad 1, citocromo b, RAG1 y NADH2. Se secuenciaron por el método
Sanger 15 amplicones exitosos del gen citocromo b. Un analisis inicial con el uso de
BLAST arrojo en total tres posibles identidades: raya aguila Rhinoptera bonasus (10),
raya mariposa Gymnura crebripunctata (1) y raya redonda Urobatis concentricus (4).
Adicionalmente una secuencia de citocromo oxidasa subunidad | proveniente de un
ensayo piloto realizado en 2018 con la misma especie de sanguijuela también fue
identificada como Rhinoptera bonasus por el andlisis BLAST. El analisis filogenético por
Méaxima Verosimilitud de los taxones disponibles en GenBank junto con las secuencias
generadas en el presente trabajo permite aseverar que las secuencias identificadas como
Rhinoptera bonasus pertenecen a un linaje distinto a dicha especie y a Rhinoptera
steindachneri, la Unica especie del género registrada en el area de estudio. Se comprobdé
gue el iDNA de las sanguijuelas fue efectivo para identificar la presencia de Gymnura
crebipunctata y una especie asignada al género Urobatis, la cual no se encuentra
representada en las bases de datos de secuencias genéticas.

Palabras clave: DNA ingerido, especies cripticas, Batoidea, Hirudinea.



Abstract

Leeches (subclass Hirudinea) are a subgroup of phylum Annelida, which includes aquatic
and terrestrial species, better known for their blood-sucking feeding habits, despite that
other feeding mechanisms exists. Among leeches, marine species feed on blood of bony
and chondrichthyan fishes. Recently, sequencing of ingested DNA by invertebrates
(iIDNA) such as blood-feeding leeches has become a popular biomonitoring tool in certain
regions. In this work, specimens of Pontobdella californiana were used with the purpose
of determining what species they were consuming. Leeches were found associated to
bottom-set gillnets deployed along the central Oaxaca coast. In total, 56 specimens were
collected, of which 36 contained blood in their guts, with satisfactory DNA concentrations
in 29 of them. DNA amplification essays were performed with the 29 samples, using
primers designed for elasmobranchs, targeting cytochrome oxidase subunit I, cytochrome
b, RAG1 and NADH2. Sanger sequencing of 15 amplicons of cytochrome b was
succesfully accomplished. A BLAST analysis revealed three possible prey species: the
cownose ray Rhinoptera bonasus (10), the butterfly ray Gymnura crebripunctata (1) and
the round ray Urobatis concentricus (4). Adtionally, a single sequence of cytochrome
oxidase subunit | from a pilot study in 2018 was identified as Rhinoptera bonasus by a
BLAST analysis. A Maximum Likelihood phylogenetic analysis of sequences avaliable in
GenBank together with sequences generated in this study revealed that sequenced
identified as Rhinoptera bonasus belong to a lineage distinct from that species and from
Rhinoptera steindachneri, the only cownose ray known in the eastern Pacific. Blood
samples from the gut content of the marine leeches were succesful at identifying the
presence of identificar la presencia de Gymnura crebipunctata and a species of Urobatis
not represented in online databases.

Keywords: iDNA, cryptic species, Batoidea, Hirudinea
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e Introduccién

La subclase Hirudinea Lamarck, 1818 es un grupo que incluye alrededor de 760 especies
de gusanos segmentados pertenecientes al phylum Annelida Lamarck, 1818 (Magalhées
et al. 2021). Estos gusanos son comunmente llamados sanguijuelas y deben su nombre
a que muchas especies se alimentan de sangre, aunque el grupo también incluye
especies liguidosomatéfagas y macréfagas. Ademas, también son conocidos por poseer
organos de fijacibn denominados ventosas en uno o ambos extremos del cuerpo. Lo
anterior implica un amplio espectro de adaptaciones fisiologicas y morfolégicas dentro de

un grupo relativamente poco diverso (Sawyer 1986, Govedich et al. 2010).
Alimentacion en Hirudinea

Se han caracterizado tres tipos de alimentacion en Hirudinea: el consumo de sangre
(hematofagia), consumo de liquidos corporales y tejidos blandos de invertebrados
(liguidosomatofagia) y el consumo de presas enteras (macrofagia) (Sawyer 1986). La
hematofagia es el tipo de alimentacion més estudiado en las sanguijuelas y el mas comun
en el grupo ya que alrededor de dos tercios de las especies son hematofagas, y se ha
sugerido que la digestion de la sangre es facilitada por bacterias que viven en simbiosis
obligada dentro del tracto digestivo de las sanguijuelas (Graf 1999). Las bacterias
simbiontes producen antibiéticos que previenen la descomposicion de la sangre en el
buche, de manera que esta puede ser almacenada en este 6rgano por largos periodos
de tiempo sin que la integridad de los eritrocitos se vea comprometida (Sawyer 1986),
conservando el DNA contenido en las células. Algunas sanguijuelas han establecido
relaciones simbidticas con bacterias alojadas en 6rganos denominados bacteriomas.
Estas bacterias no tienen conexion directa con el tracto digestivo y se ha determinado
gue metabolizan vitaminas del complejo B no provistas por la dieta (Manzano-Marin et al.
2015).



Parasitismo o microdepredacion

Comunmente se reconoce a las sanguijuelas como parésitos hematofagos de
vertebrados, sin embargo, el parasitismo como interaccién trofica solo define a aquellos
organismos que se alimentan de un solo individuo durante todo su ciclo vital sin matarlo,
lo cual no ocurre en todas las especies de sanguijuelas. En cambio, muchas especies se
alimentan de manera no letal de diferentes individuos, que comunmente pertenecen a
especies distintas. Cuando esto ocurre, el organismo agresor es denominado
microdepredador (Goater et al. 2014). Ambos son casos de relaciones simbibticas

negativas.
Sanguijuelas marinas

Las familias Ozobranchidae Pinto, 1921 y Piscicolidae Johnston, 1865 son las Unicas que
incluyen especies marinas (Sawyer 1986). Todas las especies de la familia
Ozobranchidae se alimentan exclusivamente de sangre de tortugas acuaticas, mientras
que las de la familia Piscicolidae lo hacen en su mayoria de sangre de peces, aunque se
ha comprobado que algunas especies se nutren de la hemolinfa de invertebrados, como
crustdceos y moluscos (Sawyer 1986). La capacidad de digerir sangre de peces
cartilaginosos, caracterizada por poseer elevadas concentraciones de urea
(Hammerschlag 2006), ha surgido multiples veces en Piscicolidae (Williams & Burreson
2006), particularmente en las especies de los géneros Branchellion, Ceratobdella,
Oxytonostoma y Pontobdella, asi como en algunas especies de Austrobdella,
Notostomum, Pterobdella y Pterobdellina (Sawyer 1986, Utevky & Gordeev 2015, Curran
et al. 2016). Entre ellas, Pontobdella macrothela (Schmarda, 1861) es uno de los
parasitos de elasmobranquios mas frecuentemente registrados alrededor del mundo
(Yamauchi & Nagasawa 2008), y los registros de parasitismo sobre esta clase de peces
por sanguijuelas marinas de este género se remontan hasta Linnaeus (1758). Lo anterior
apunta a que las comunidades de bacterias endosimbiontes difieren en las sanguijuelas
gue se alimentan exclusivamente de sangre de peces cartilaginosos y aquellas que se
alimentan de peces 6seos, hemolinfa de invertebrados o que tienen un amplio espectro

de presas (Tessler et al. 2018a).



Importancia ecolégica

Las sanguijuelas, al igual que otros parasitos, juegan un papel importante en la
transmision de patégenos. Se ha comprobado que las especies marinas son vectores de
protistas hemoparasitos del grupo Apicomplexa (Khan 1980), asi como hemoflagelados
de los géneros Cryptobia y Trypanosoma (Hayes et al. 2014, Lemos et al. 2015) que
parasitan exclusivamente peces. Las propias sanguijuelas pueden afectar a sus
hospederos por la simple extraccion de sangre y la formacion de Ulceras cutaneas
propensas a infecciones, especialmente al alcanzar densidades poblacionales altas en
un solo hospedero (Marancik et al. 2012). Al ser principalmente ectoparasitas, sirven de
alimento para peces ectoparasitéfagos, cuya funcibn como limpiadores de

elasmobranquios y otros vertebrados marinos es bien conocida (Jorgensen 2013).
iDNA como herramienta de monitoreo biol6gico

Existe una tendencia creciente hacia el empleo de la secuenciacion de DNA ambiental
para el registro de fauna en ambientes dificiles de estudiar. De manera similar, la
secuenciacion de DNA derivado del tracto digestivo de invertebrados (iDNA, abreviatura
en inglés de invertebrate-derived DNA) es una técnica emergente de monitoreo biolégico
basada en la obtencion de material genético a partir de tejido ingerido por invertebrados
(e.g. mosquitos y sanguijuelas) que se alimentan de organismos de mayor tamario,
generalmente vertebrados (Zaidi et al. 1999; Nagel & Lougheed 2006; Bohmann et al.
2014; Pérez-Flores et al. 2016; Meekan et al. 2017; Schnell et al. 2018, Lynggaard et al.
2022).

Estas herramientas para el estudio de la biodiversidad requieren de la existencia
de un repositorio de secuencias genéticas representativas de la riqueza de especies de
una localidad determinada, para lo cual se utilizan secuencias cortas de DNA con poca o
nula variabilidad intraespecifica y una moderada variacion interespecifica. Estas
secuencias, también llamadas “codigos de barras genéticos de la vida” comunmente son
fragmentos de la subunidad | de la secuencia de DNA mitocondrial que codifica para la
enzima citocromo ¢ oxidasa en animales (Hebert et al. 2003), entre otras. Estas

secuencias comunmente se depositan en bases de datos publicas, como GenBank del



NCBI, EEUU, que cuenta con la herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool
para nucleétidos, por sus siglas en inglés), un programa utilizado frecuentemente para
comparar las secuencias generadas con las secuencias de DNA disponibles en las bases
de datos de manera rapida. BLASTn identifica secuencias de nucle6tidos homodlogas a
nuestra secuencia de interés mediante un algoritmo heuristico y por lo tanto, no garantiza

que sus resultados sean optimos (Pertsemlidis & Fondon 2001).

El estudio y caracterizacion del iDNA, particularmente el obtenido a partir del
contenido gastrico de sanguijuelas, se ha propuesto como una herramienta eficiente en
términos de costo-beneficio para estudiar la diversidad de vertebrados acuaticos y
terrestres (Calvignac-Spencer et al. 2013; Schnell et al. 2018; Tessler et al. 2018b;
Weiskopf et al. 2018; Fahmy et al. 2019; Siddall et al. 2019; Lynggaard et al. 2022). Hasta
el momento, el estudio del iDNA de sanguijuelas ha demostrado ser bastante eficiente en
el ambiente terrestre, donde se ha comparado su desempefio frente a métodos de
muestreo como el foto-trampeo, que resulta efectivo pero costoso (Weiskopf et al. 2018;
Gogarten et al. 2019; Hanya et al. 2019).

El empleo de iDNA en ambientes marinos se ha popularizado en afios recientes. Entre
las ventajas de esta técnica esta el hecho de que puede ser una manera indirecta de
obtener informacién sobre especies en riesgo, como lo demostraron Meekan et al. (2017),
quienes secuenciaron el DNA mitocondrial del tiburon ballena Rhincodon typus a partir
del copépodo Pandarus rhincodonicus. Ademas, es la Unica manera de conocer el
hospedero de un simbionte cuando este es recolectado fuera del hospedero, como fue el
caso de la identificacion del tiburén de puntas negras Carcharhinus limbatus (Muller &
Henle, 1839) a través de la secuenciacion del DNA contenido en la sangre consumida
por una sanguijuela marina (Pontobdella macrothela) recolectada en Veracruz (Kvist et
al. 2016). Por ultimo, Turon et al. (2020) tomaron en cuenta la naturaleza filtradora de las
esponjas marinas para estudiar comunidades de peces arrecifales, aprovechando el
hecho de que indirectamente filtran tejidos que quedan suspendidos en la columna de

agua, como escamas, heces o restos de piel.

En el presente trabajo se utilizé la informacion generada a partir de la obtencién de

secuencias de DNA del contenido del buche de la sanguijuela marina Pontobdella
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californiana para investigar la dieta de las sanguijuelas y usar esta informacion como un
monitor bioldgico vivo para investigar la diversidad de especies de peces en la costa del

estado de Oaxaca.
Justificacion académica e importancia

El muestreo de peces con propoésitos cientificos comunmente requiere el sacrificio o la
extraccion de los ejemplares del medio. La extraccion y/o manipulacion de organismos
acuaticos genera niveles de estrés que pueden llegar a ser mortales (Talwar et al. 2017).
En el contexto actual de pérdida acelerada de la biodiversidad (Ceballos et al. 2015), el
desarrollo de técnicas rapidas y de bajo impacto de monitoreo biolégico es de suma
importancia. Las poblaciones de algunas especies son vulnerables a la pesca, debido a
los elevados esfuerzos de captura: esto es de particular importancia para la conservacion
de elasmobranquios, al tratarse de organismos que maduran sexualmente en edades
avanzadas, tienen periodos de gestacion prolongados y aportan pocas crias en cada

camada (Queiroz et al. 2016).

En este contexto, el muestreo indirecto a partir del tejido consumido por
organismos parasitos o microdepredadores es potencialmente una herramienta util que
evita poner en riesgo a las poblaciones de peces. Las sanguijuelas recolectadas en un
solo muestreo pueden potencialmente albergar sangre acumulada de varios hospederos
y, por lo tanto, el espectro del muestreo es espacial y temporalmente mas amplio que la
busqueda directa de peces. Ademas, este método de estudio nos permitird profundizar
en la importancia de las sanguijuelas marinas en la cadena tréfica marina y su relevancia

en el ecosistema.

En este trabajo se caracterizé el DNA ingerido por sanguijuelas marinas, lo que permitié
de manera secundaria obtener informacién genética sobre la presencia de peces en una

localidad mediante el uso de un método no invasivo.
Preguntas de investigacion

-¢De qué especies de elasmobranquios se alimentan las sanguijuelas marinas

hematofagas Pontobdella californiana recolectadas en la costa de Oaxaca, México?



- ¢Las especies de peces detectadas en la dieta de Pontobdella californiana

coinciden con los registros de peces para la costa de Oaxaca, México?
Hipotesis

Considerando que histéricamente se ha reconocido que algunas especies de
sanguijuelas marinas se alimentan exclusivamente de sangre de condrictios, mientras
que otras especies de sanguijuelas lo hacen exclusivamente de sangre de peces 0seos,
se espera que todas las secuencias obtenidas a partir del contenido gastrico

correspondan a lo registrado previamente para especies de Pontobdella.
Objetivos
General

Caracterizar la dieta de las sanguijuelas marinas de la especie Pontobdella californiana
recolectadas en el fondo marino de la costa de Oaxaca a través del DNA de la sangre

consumida.
Particulares

Identificar las especies de peces detectadas en el contenido gastrico de sanguijuelas

microdepredadoras y compararlas con las registradas en la costa de Oaxaca.

Analizar la utilidad de los porcentajes de similitud y andlisis filogenéticos para determinar
la identidad de las presas a través de las secuencias de DNA.

Materiales y métodos
Area de estudio

El area de estudio abarca un estrecho de aproximadamente 87 km a lo largo de la costa
central del estado de Oaxaca, incluyendo las siguientes localidades: Ventanilla, Punta
Cometa, San Agustinillo, Roca Blanca, El Faro, Puerto Angel, Playa Tijera, Zapotengo,
Salchi y Cuatunalco (Fig. 1). En este estrecho predominan los fondos arenosos y

rocosos, con parches de arrecifes coralinos en aguas someras (2-13 m) (Glynn & Leyte-



Morales 1997). Esta region se caracteriza por elevados niveles de productividad primaria
originados en el cercano golfo de Tehuantepec, promovidos por la accién de fuertes
vientos invernales, ademas de una estrecha plataforma continental (Ortega-Garcia et al.
2000). Ademas, la entrada de agua dulce estacional en algunas lagunas (e.g. Ventanilla
y Zapotengo) permiten un importante aporte de nutrientes para la base de la cadena
trofica, y en consecuencia, mayor disponibilidad de alimento para peces (Cervantes-
Hernandez et al. 2008). La temperatura superficial del mar maxima es tipica del Pacifico
oriental tropical (30.7 °C) (Payne et al. 2012). En total, la regidon cuenta con registros de
487 especies de peces, incluyendo 46 especies de condrictios y 441 de peces 6seos (del
Moral-Flores et al. 2017).

Oaxaca
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Figura 1. Mapa del area de estudio en la costa de Oaxaca, México.
Recolecta de sanguijuelas

Las sanguijuelas marinas estudiadas en este trabajo se encontraron asociadas a redes
de enmalle de fondo desde el afio 2014 (Ruiz-Escobar 2019). Durante diciembre de 2019
a mayo de 2020 se realiz6 un muestreo recolectando ejemplares de sanguijuelas marinas
identificadas inicialmente como Pontobdella sp. mediante la inspeccion de las redes en
embarcaciones que operan a lo largo de la costa central del estado de Oaxaca. Las redes
tienen una longitud de 100 m por 1 m de altura, y se anclan al fondo en profundidades de



40-100 m, operando durante aproximadamente 12 h (18:00-06:00). Este método de
pesca sostiene principalmente pesquerias de peces de las familias Haemulidae,
Carangidae y Lutjanidae (Rojo-Vasquez et al. 2008). Las sanguijuelas fueron
encontradas adheridas al lastre, cabos y monofilamento de nylon de las redes (Fig. 2A).
Ademas, se encontraron ejemplares adultos y ootecas depositadas en objetos biogénicos
(esqueletos de octocorales, Fig. 2B) y antropogénicos (metal y plastico) recuperados
mediante el mismo arte de pesca (Fig. 2C-E). Ninguna de las sanguijuelas recolectadas
estaba asociada a un hospedero.

Figura 2. Ejemplares de Pontobdella californiana asociadas a redes agalleras de
fondo. A, sanguijuela adherida a monofilamento de red de enmalle; B, sanguijuelas
y ootecas en esqueleto de octocoral; C, ootecas depositadas en una superficie
plastica (camara de llanta); D, E, sanguijuelas y ootecas en un objeto metdlico.
Flechas= sanguijuelas; triAngulos= ootecas.

Identificacion y preservacion

Las sanguijuelas fueron identificadas siguiendo literatura especializada (Burreson 2007,
Burreson & Pasarelli 2015). Los ejemplares se relajaron afadiendo alcohol a un



recipiente con agua del medio: Se tomaron mediciones de longitud total de cada individuo,
y, por ultimo, se fijaron en alcohol al 96% y se almacenaron en un congelador hasta el

procesamiento de las muestras (Oceguera-Figueroa et al. 2021).
Procesamiento de las muestras

Para extraer muestras de sangre almacenada en el buche, se realiz6 un corte longitudinal
en la porcién dorsal, y se cortaron porciones pequefias (~1 mg) de dicho tejido con pinzas
esterilizadas (Fig. 3). Las sanguijuelas se nhumeraron siguiendo el orden en que fueron

diseccionadas (01-56), sin tener en cuenta la localidad o fechas de colecta.

Figura 3. Vista dorsal del corte longitudinal para remover el buche (bu). A) buche lleno de

sangre; B) buche vacio. Escala= 1 mm.

El DNA total de las muestras de sangre se extrajo utilizando el Blood & Tissue Kit
de QIAGEN, siguiendo las instrucciones del fabricante (a excepcién de la digestién, que
se extendid hasta 12 horas). El DNA de cada muestra fue cuantificado utilizando un
fluorémetro Qubit (ThermoFisher Scientific, EEUU). Las muestras con concentraciones



muy altas de DNA (>600 ng/ml) fueron diluidas en proporciones de 1:5y 1:10 con agua

esterilizada y utilizadas subsecuentemente para la amplificacion por PCR.

Con el fin de obtener secuencias de DNA que permitieran identificar la(s) especies

de peces usadas por las sanguijuelas como fuente de alimentacién, se busc6 amplificar

los genes citocromo ¢ oxidasa subunidad | (cox1), citocromo b (cytb), RAG1 y NADH2

con cebadores especificos para elasmobranquios (Tabla I).

Tabla I. Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebador

FishF1

FishF2

FishR1

FishR2

Somn-
GLU-L1

Somn-

CYTB-H2

MRAGF2

MRAGR?2

ILEM

Locus

Cox1

Cox1

Cox1

Cox1

Cytb

Cytb

RAG

RAG

NADH2

Secuencia

5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3

5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3

5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3

5'-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAAZ’

5-GAACCATCGTTGTTTATTCAAC-3'

5-GGCAAATAGGAAATATCATTC-3'

5’-GGGGCAGATATTCCAACCA-3

5-TTCTCTTCGTGGCTCCTTGT-3’

5'-AAGGAGCAGTTTGATAGAGT-3'

Referencia

Ward et al. (2005)

Ward et al. (2005)

Ward et al. (2005)

Ward et al. (2005)

Murray et al. (2007)

Murray et al. (2007)

Kashiwagi et al.

(2012)

Kashiwagi et al.

(2012)

Naylor et al. (2012)
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ASNM NADH2 5'-AACGCTTAGCTGTTAATTAA-3' Naylor et al. (2012)

Todos los volumenes de reaccion se ajustaron a 15 pl. Con el fin de probar el
funcionamiento de los cebadores y evitar el desperdicio de reactivos y DNA, se probaron
las condiciones especificadas por los autores con al menos una de las muestras de
sangre y una de raya (Hypanus longus) como testigo positivo, con el fin de probar el
funcionamiento de los cebadores y la calidad del ADN de la sangre. La especie de raya

se eligio debido a su disponibilidad al momento de realizar los experimentos.

Cox1: El volumen de reaccién para cada muestra incluyé 11.14 ul de agua
destilada, 1.5 ul de buffer (1X), 0.75 ul de MgClz, 0.2 ul de cada cebador, 0.08 ul de
polimerasa Taq, 0.125 ul de dNTPs, y 1 ul de DNA. El ciclo térmico consistié en un
calentamiento inicial a 95°C por dos minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C (30 s), 54°C

(30 s) y 72°C (60 s), y una extension final a 72° por 10 minutos.

Cytb: el volumen de reaccion para cada muestra consistio en 10.8 ul de agua
destilada, 1.5 ul de buffer (1X), 0.6 ul de MgClz, 0.2 ul de polimerasa Taq, 0.3 yl de cada
cebador, 25 MM MgClz, 0.3 ul de dNTPs, y 1 ul de DNA. El ciclo térmico consistié en un
ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, 45°C por 30 segundos, y 72°C por 1.5 minutos, seguidos

de una extension final a 72° por 6.5 minutos.

RAG1: el volumen de reaccidn para cada muestra consistio en 9.86 u/ de agua
destilada, 1.5 yl de buffer (1X), 0.6 ul de MgCl2z, 0.75 ul de cada cebador, 0.24 ul de
polimerasa Taq, y 0.3 yl de dNTPs. El ciclo térmico consistio en 95°C por 15 minutos,
seguidos de 38 ciclos de 95°C (30 s), 55°C (1 min) y 72°C (1 min), con una extension
final de 72°C por 7 minutos.

NADH2: el volumen de reaccion para cada muestra consistio en 10.28 ul de agua
destilada, 1.5 ul de buffer (1X), 0.9 uyl de MgClz, 0.45 ul de cada cebador, 0.12 ul de Taq,
0.3 ul de dNTPs, y 1 ul de DNA. El ciclo térmico consistié en un calentamiento inicial a
94°C por 3 minutos, seguidos de 39 ciclos de 94°C (30 s), 48°C (30 s) y 72°C (90 s), con

una extension final a 72°C por 5 minutos.
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En los casos en los que no se tuvo éxito al amplificar, se hicieron ensayos
adicionales integrando gradientes de temperatura (ver Anexo I). Las extracciones de DNA
total y el resultado de las amplificaciones por PCR fueron visualizados mediante geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Las reacciones de secuenciacion Sanger
se realizaron en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad (Instituto de Biologia, UNAM)
en un secuenciador ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). La revision y
edicion de las secuencias se realizaron en el programa de computo Geneious Pro
(Biomatters Ltd. Auckland, New Zealand).

Analisis

Las secuencias obtenidas a partir de la sangre ingerida por las sanguijuelas fueron
comparadas con secuencias disponibles en GenBank (NCBI, EEUU,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante la herramienta BLASTn (Altschul et al. 1990). Con
el fin investigar la posicion filogenética de las especies detectadas y corroborar los
resultados de las busquedas en BLAST, se alinearon secuencias disponibles en
GenBank (Tabla Il) en combinacion con las generadas en el presente trabajo en la
plataforma ClustalW (disponible en www.genome.jp/tools/clustalw/), y se analizaron bajo
el criterio de Maxima Verosimilitud con el programa MEGA (Kumar et al. 2018), con 1000
repeticiones bootstrap, eligiendo el modelo de sustitucién con el programa PhyML
(Guindon et al. 2005). La eleccién de grupos externos en cada andlisis se basé en Last
et al. (2016).

Tabla Il. Claves de acceso de GenBank de las secuencias utilizadas en los andlisis de
este trabajo.

Taxén Localidad ID GenBank Referencia

Mobula japanica Pacifico este KM364988 Poortvliet et al. (2015)
China KT626495 No publicada

Mobula munkiana La Paz, México KM364898 Poortvliet et al. (2015)
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Mobula thurstoni

Rhinoptera
brasiliensis

Rhinoptera
marginata

Rhinoptera
jayakari

Rhinoptera
javanica

“Rhinoptera
steindachneri

”

Rhinoptera
steindachneri

Rhinoptera
bonasus

Gymnura
marmorata

Gymnura
crebripunctata

Golfo de California AF110635

Brasil

Turquia

Bangladesh

Bangladesh

India

Malasia

Sri Lanka

Golfo de California

Brasil

Golfo de California

Golfo de California

MKO085731, MK085725,
MK085724

KY176594

KY176595

MH841982

MH841998

KY574494

MG792117

MG774923

MG774927

KM364907

JN184076

MKO085607 MK085607
MKO085747

FJ010585 FJ010584 FJ010583
FJ010582 FJ010581 FJ010580
FJ010579 FJ010578 FJ010577
FJ010576 FJ010575

AF110631
FJ010574 FJ010573 FJ010572

FJ010571 FJ010570 FJ010569
FJ010568 FJ010567

Lovejoy et al. (1998)

Ferrette et al. (2019)

No publicada

No publicada

No publicada
No publicada

Pradeep et al. (2018)

No publicada
No publicada

No publicada

Poortvliet et al. (2015)

Aschliman et al. (2012)

Ferrette et al. (2019)

Smith et al. (2009) -—---

Lovejoy et al. (1998)

Smith et al. (2009)
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Gymnura micrura  Golfo de México

Gymnura japonica Japon

Urobatis Golfo de California
concentricus

Urobatis halleri Golfo de California

Pacifico oriental

Urobatis Atlantico
jamaicensis occidental
Plesiobatis Indo-Pacifico
daviesi

Resultados

FJ010566 FJ010565 FJ010564
FJ010563 FJ010567

AB021503

U27265

AF110624

MW481876

MW481863

JN184070

Morfologia y biologia de las sanguijuelas

Smith et al. (2009)

Sesaki et al. (1999)

Martin (1995)

Lovejoy et al. (1998)

Fontenelle et al. (2021)

Fontenelle et al. (2021)

Aschliman et al. (2012)

En total, se recolectaron 56 ejemplares de la sanguijuela marina Pontobdella californiana

Burreson & Passarelli, 2015. La determinacion de los ejemplares se basé en los

siguientes caracteres: sanguijuelas grandes (>15 mm), ventosa oral con dos pares de

manchas oculares lineares y dos pares de papilas laterales; ventosa caudal pequefia y

terminal; tubérculos prominentes en cada anillo del cuerpo (Fig. 4).
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Figura 4. Pontobdella californiana de Oaxaca, México. A) vista dorsal; B) vista ventral.

Abreviaturas: vo, ventosa oral; vc, ventosa caudal.

El intervalo de tallas de los ejemplares estudiados es de 18.93-47.33 cm. Treinta y seis
de los ejemplares (64%) de Pontobdella californiana (n=56) contenian sangre en el
buche. De los 36 ejemplares con contenido gastrico, 29 contenian concentraciones
adecuadas de DNA (Tabla IIl). Finalmente, se secuenciaron 15 de las muestras que
generaron copias abundantes de DNA (cytb) evidenciadas por los geles de electroforesis
(ver anexo ). Adicionalmente, se incluye una secuencia de citocromo oxidasa subunidad
| generada con los cebadores F1-R1 y condiciones térmicas especificadas por Ward et
al. (2005) durante un ensayo piloto realizado en el afio 2018 en el Instituto de Biologia,
UNAM (sanguijuela F4, ver anexo Il). Es probable que los cebadores que se utilizaron en
los ensayos realizados durante este trabajo se encontraban deteriorados, y por lo tanto
no funcionaron adecuadamente, lo cual es evidente al no obtenerse amplificaciones de

los tejidos de raya.

Tabla Ill. Concentraciones de DNA en la sangre ingerida y datos de colecta de las

muestras de Pontobdella californiana.

ID de la Concentracién Localidad Fecha de Longitud total
sanguijuela de DNA (ng/ul) de colecta colecta del ejemplar
(mm)
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28

10

21

15

20

35

36

11

43

45

25

32

4.58

2.48

2.98

Alta

Alta

6.62

2.3

5.82

10.4

Alta

Alta

7.92

Alta

Puerto Angel

Salchi

El Faro

Salchi

Puerto Angel

Cuatunalco

Salchi

Cuatunalco

Salchi

Salchi

Roca Blanca

El Faro

Ventanilla

Playa Tijera

07/02/2020

15/04/2020

12/01/2020

15/04/2020

26/12/2019

13/04/2020

15/04/2020

13/04/2020

15/04/2020

15/04/2020

04/06/2020

10/06/2020

04/03/2020

01/04/2020

19.06

20.48

21.09

22.78

25.20

29.10

29.13

29.43

34.08

34.1

34.14

35.17

35.32

36.15
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44

47

23

53

26

41

51

24

33

48

18

52

9.32

Alta

Alta

2.68

10.4

Alta

Alta

Alta

Alta

1.82

Alta

Alta

Alta

3.92

Roca Blanca

Roca Blanca

El Faro

Punta
Cometa

Salchi

Roca Blanca

Ventanilla

Roca Blanca

Roca Blanca

Ventanilla

Playa Tijera

Roca Blanca

Ventanilla

Roca Blanca

04/06/2020

14/12/19

10/06/2020

01/02/2020

15/04/2020

27/03/2020

05/03/2020

23/06/2020

27/03/2020

04/03/2020

01/04/2020

27/03/2020

29/03/2020

27/03/2020

37.93

38.5

38.53

39.5

39.61

40.79

40.86

41.1

42.57

4414

45.67

45.88

46.18

47.33
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Analisis de BLAST

La comparacion de las secuencias de citocromo b generadas en este trabajo con las

disponibles en la base de datos de GenBank revelé que las muestras pertenecen a tres

especies de peces: 10 de las sanguijuelas recolectadas se alimentaron de la raya aguila

Rhinoptera sp. (siendo R. bonasus del Atlantico el resultado mas cercano) una de la raya

mariposa Gymnura crebripunctata y cuatro de la raya redonda Urobatis sp. (con U.

concentricus como taxdén mas cercano) (Tabla V).

Tabla IV. Datos de colecta e identidad por BLAST de las muestras con amplificaciones

exitosas.

ID de la Taxoén ID-GenBank % ldentidad

muestra
F4 Rhinoptera sp. MKO085599 98.62
53 Rhinoptera sp. JX241053 98.36
47 Rhinoptera sp. JX241053 98.56
45 Rhinoptera sp. JX241053 98.14
41 Urobatis sp. U27265 93.71
36 Urobatis sp. U27265 93.88
35 Rhinoptera sp. JX241053 98.35
33 Rhinoptera sp. JX241053 98.15
28 Gymnura crebripunctata FJ010573 99.76
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26 Urobatis sp. U27265 94.06

25 Rhinoptera sp. JX241053 98.56
24  Rhinoptera sp. KX151652 98.41
20 Rhinoptera sp. JX241053 98.34
15 Rhinoptera sp. JX241053 98.35
11 Rhinoptera sp. JX241053 98.56
10 Urobatis sp. U27265 93.93

Andlisis filogenéticos

Rhinoptera sp.

El andlisis BLAST de secuencias de coxl y cytb generadas en este trabajo revelan
porcentajes de similitud de 98.62% y 98.14-98.56% respectivamente con la raya gavilan
Rhinoptera bonasus. Rhinoptera bonasus es una especie que habita en la costa del

Atlantico de América, desde Estados Unidos hasta Brasil (Robinson & Ray 1986).

Los andlisis filogenéticos por Maxima Verosimilitud de secuencias de cytb y cox1
revelan que las rayas del género Rhinoptera de las que se alimentaron las sanguijuelas
en Oaxaca pertenecen a un taxon que es el grupo hermano de R. bonasus del Atlantico
occidental (Fig. 5). Aungue la filogenia de cox1 no esta resuelta, pues existe una politomia
entre R. javanica (Malasia), R. bonasus (Atlantico) y Rhinoptera sp. (Oaxaca) y un clado
que incluye a R. jayakari (Bangladesh e India), R. marginata (Turquia), R. steindachneri
(golfo de California) y R. brasiliensis (Brasil), los nodos tienen alto soporte y evidencian

la presencia de un linaje distinto a R. steindachneri en la costa de Oaxaca. Se incluyeron
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especies de Mobula como grupos externos con base en la topologia

Mobulidae+Rhinopteridae de Last et al. (2016).

A) Mobula japanica KM364988
Mobula thurstoni AF110635

81| Rhinoptera steindachneri JN184076
Rhinoptera steindachneri AF110634
69 | Rhinoptera bonasus JX241055
62

Rhinoptera bonasus JX241054
Rhinoptera bonasus JX241053

N

— 11

s|| 47
Gi 20

LL126 35

|24

L33 Rhinoptera sp.

15
1 -|-25

18|45
48-|—53

-/

0.020

B)

Mobula munkiana KM364898

Mobula japanica KT626495

[F- Rhinoptera steindachneri JN184076

81 - Rhinoptera brasiliensis MK085731

Rhinoptera brasiliensis MK085724
97

Rhinoptera brasiliensis MK085725

Rhinoptera marginata KY176594

90

94 ! Rhinoptera marginata KY 176595
Rhinoptera jayakari KY574494

Rhinoptera jayakari MH841982
93
Rhinoptera jayakari MH841998

FS -I_ Rhinoptera bonasus MK085747]
99

Rhinoptera bonasus MK085746

% Rhinoptera sp.

Rhinoptera javanica MG792117

Rhinoptera javanica MG774923

100 | Rhinoptera javanica MG774927

0.020 Rhinoptera steindachneri KM364907
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Figura 5. Hipotesis sobre las relaciones filogenéticas entre las secuencias del cytb (A) y
cox1l (B) de Rhinoptera spp. bajo el criterio de Maxima Verosimilitud y el modelo de
sustitucion General Time Reversible (GTR). Los numeros bajo las ramas indican el
soporte de las agrupaciones, y los de las terminales la ID de las muestras. La longitud de
las ramas y su escala reflejan los cambios mutacionales. Los recuadros de colores
representan la posicion de los taxones de interés (R. steindachneri, R. bonasus y

Rhinoptera sp.). Grupos externos: Mobula spp.
Gymnura crebripunctata (Peters, 1869)

El analisis BLAST de cytb de la muestra 28 revel6 un porcentaje de similitud de 99.76%
con Gymnura crebripunctata siendo el mas alto en este estudio. En la filogenia basada
en secuencias de citocromo b, Gymnura marmorata se agrupa con G. japonica y G.
poecilura + G. australis, mientras que G. crebripunctata lo hace con G. altavela + G.
micrura (Fig. 6). Se incluyeron dos especies de Urobatis como grupos externos
considerando el grupo formado por Gymnuridae y Urolophidae+Plesiobatidae (Last et al.
2016). Considerando la cantidad de terminales de Gymnura, se omitio la secuencia de

Plesiobatidae para minimizar ramas largas en la filogenia.
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Gymnura australis FJ010563

47
i Gymnura poecilura FJ010564

Gymnura japonica AB021503

691 Gymnura marmorata FJ010582

55
Gymnura marmorata FJ010585

72
Gymnura marmorata FJ010584

Gymnura marmorata FJ010583

Gymnura marmorata FJ010581

99
— Gymnura marmorata AF110631

Gymnura marmorata FJ010577

4 Gymnura marmorata FJ010578
80 | Gymnura marmorata FJ010576
Gymnura marmorata FJ010580

9
14~ Gymnura marmorata FJ010579

100
24 28
Gymnura crebripunctata FJ010573

0

- Gymnura crebripunctata FJ010567
4| Gymnura crebripunctata FJ010569
- Gymnura crebripunctata FJ010574

45
Gymnura crebripunctata FJ010571

2
- Gymnura crebripunctata FJ010570

oo I Gymnura crebripunctata FJ010572

78 L Gymnura marmorata FJ010575

Gymnura crebripunctata FJ010568

99
Gymnura altavela FJ010565

99 ———— Gymnura micrura FJ010566

0.050

Figura 6. Hipotesis sobre las relaciones filogenéticas entre las secuencias del citocromo
b de Gymnura spp. analizadas con el criterio de Maxima Verosimilitud y bajo el modelo
de sustitucion GTR+G. Los numeros bajo las ramas indican el soporte de las

agrupaciones, y los de las terminales la ID de las muestras. La longitud de las ramas y

su escala reflejan los cambios mutacionales. Grupo externo: Urobatis

concentricus+Urobatis halleri (no mostrados para favorecer la visualizacion de las

22



terminales de Gymnura spp.). Los esquemas de las especies fueron tomados de Last et
al. (2016).

Urobatis sp.

El porcentaje de similitud de las secuencias identificadas por BLAST como Urobatis
concentricus es de 93.88%. La otra especie del género conocida en el Pacifico sur de
México, Urobatis halleri, tiene un porcentaje de similitud de 93.20%. La raya de la que se
alimentaron las sanguijuelas analizadas en este trabajo forma el grupo hermano de
Urobatis concentricus+Urobatis halleri, y las tres lo son de Urobatis jamaicensis del
Atlantico (Fig. 7). Aunque la identidad de la presa no puede ser determinada ya que aun
no esta representada en los repositorios publicos, la secuencia generada en este trabajo
se agrupa dentro del clado de Urobatis, con U. jamaicensis como grupo hermano.

Gymnura marmorata AF110631
Plesiobatis daviesi JN184070
—— Urobatis jamaicensis MW481863

100 [ Urobatis halleri AF110624

5 2| L urobatis halleri MW481876

Urobatis concentricus U27265

98 41
36
99
34 26
69 ' 10
—
0.020
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Figura 7. Hipotesis sobre las relaciones filogenéticas entre las secuencias del citocromo
b de Urobatis spp. analizadas con el criterio de Maxima Verosimilitud y bajo el modelo de
sustitucion GTR+G. Los numeros bajo las ramas indican el soporte de las agrupaciones,
y los de las terminales la ID de las muestras. La longitud de las ramas y su escala reflejan

los cambios mutacionales. Grupo externo: Gymnura marmorata+Plesiobatis daviesi.
Discusion

En total, se han registrado 46 especies de peces cartilaginosos en la costa del estado de
Oaxaca (del Moral-Flores et al. 2017), incluyendo a 33 especies de rayas (Torres-Huerta
et al. 2019). Del total, s6lo se detectaron tres especies de rayas mediante el método de
muestreo de sangre en el contenido gastrico de la sanguijuela marina Pontobdella

californiana. Es interesante sefialar que no se detectaron tiburones ni quimeras.

A pesar de la baja riqueza de especies de peces detectada en el presente trabajo, la
caracterizacion molecular de la dieta de la sanguijuela marina Pontobdella californiana
en la costa de Oaxaca permite discutir tres cuestiones importantes que surgen al realizar
estudios basados en cédigos de barras: la evaluacion critica de los porcentajes de
similitud como criterio de determinacion de especies, la precision de los marcadores al
separar especies, y la importancia de una buena representacién taxonémica en los

repositorios de genes.

¢, Cuantas especies de Rhinoptera se distribuyen en el Pacifico mexicano?

Notablemente, todas las secuencias asignadas al género Rhinoptera generadas en este
trabajo se agruparon con secuencias de R. bonasus del Atlantico y no con las de la raya
aguila Rhinoptera steindachneri provenientes del golfo de California, cuyo porcentaje de
identidad fue de 98.36% para citocromo b y 98.83% para cox1. Aunque existen pocos
datos sobre la diversidad y conectividad genética de Rhinoptera steindachneri a lo largo
del Pacifico mexicano, se ha sugerido la presencia de especies cripticas en la region, con
base en el descubrimiento de linajes bien diferenciados en el golfo de California y la costa
este de la peninsula de Baja California (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares 2011). Estos

datos no son comparables con nuestro estudio, pues se utilizé un marcador distinto
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(NADH2) y ninguna de las muestras es representativa del Pacifico sur mexicano.
Considerando esto y los resultados de este trabajo, es necesario explorar la
diferenciacion genética, morfolégica y ecolégica entre las distintas poblaciones que
habitan el Pacifico mexicano y determinar cuantas especies existen bajo el nombre de R.

steindachneri.

Deteccion de especies morfolégicamente similares: Gymnura marmorata vs. Gymnura

crebripunctata

Las rayas de la familia Gymnuridae son batoideos extremadamente aplanados cuya
determinacion taxondmica se complica debido a variaciones intraespecificas en forma y
coloracién (Last et al. 2016). De acuerdo con estudios morfologicos y moleculares (Smith
et al. 2009), Gymnura crebripunctata y Gymnura marmorata son especies validas con
distribucion en el Pacifico oriental tropical que suelen ser confundidas por su morfologia
similar. De acuerdo con Smith et al. (2009), G. crebripunctata se distingue de G.
marmorata por la ausencia de espinas en la cola, caracteristica que puede ser dificil de
distinguir para los no expertos. El iDNA de Pontobdella californiana comprueba ser una
manera efectiva de diferenciar genéticamente estas dos especies en muestreos rapidos,
considerando los porcentajes de similitud mayores a 99.5% obtenido con secuencias de
G. crebipunctata frente al de 98.79% con G. marmorata y, ademas, su posicion en la

filogenia de Gymnura spp.
Urobatis sp. y la importancia de la representacion taxonémica

El caso de Urobatis sp. evidencia la importancia de una buena representacién taxonémica
en los repositorios publicos, puesto que el porcentaje de similitud con Urobatis
concentricus es bajo (93.88), a comparacion del obtenido con Gymnura crebripunctata
(99.76%). Hasta el momento, 37 de las 46 especies registradas en Oaxaca se encuentran
representadas por al menos un marcador en GenBank (Anexo Ill), siendo NADH2 el mejor
representado (30 spp.), seguido de cox1 (20 spp.). El marcador usado en este trabajo,
citocromo b, esta representado por sélo ocho especies. El andlisis filogenético confirma
que las rayas de las que se alimentaron las sanguijuelas no pertenecen a Urobatis

concentricus, sino a alguna de las especies restantes de Urobatis que tienen distribucion
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en el Pacifico oriental tropical: Urobatis maculatus Garman, 1913, Urobatis pardalis
Moral-Flores, Angulo, Lopez & Bussing, 2015 y Urobatis tumbesensis (Chirichigno &
McEachran, 1979). Sin embargo, la presencia de estas especies en Oaxaca no ha sido
registrada pese a décadas de estudio (véase Bastida-Zavala et al. 2013) y muestreos

intensivos de batoideos (e.g. Torres-Huerta et al. 2019).
Errores de anotacion taxondmica en GenBank

Un aspecto a tener en cuenta cuando se utilizan bases de datos publicas es la posibilidad
de que las secuencias disponibles provengan de ejemplares identificados errbneamente.
El andlisis filogenético de Rhinoptera realizado en este trabajo revela que la muestra de
Rhinoptera tomada en Sri Lanka por Daniel Fernando (The Manta Trust, Reino Unido) y
anotada como Rhinoptera steindachneri en GenBank (Poortvliet et al. 2015) en realidad
corresponde a un ejemplar de Rhinoptera javanica. Por otro lado, uno de los ejemplares
identificados como Gymnura marmorata por Smith et al. (2009) es en realidad un ejemplar
de Gymnura crebipunctata. Es por esta razon que el andlisis de BLAST debe ir
acompafado de una inspeccion rigurosa de cada una de las secuencias obtenidas de
GenBank, tomando en cuenta si existe un articulo cientifico que respalde la secuencia y

si existen ejemplares voucher e informacion sobre la localidad de colecta.

Consideraciones zoogeograficas y ecoldgicas de Pontobdella californiana

Los registros generados en este trabajo aportan indicios importantes para entender la
amplitud del ambito de distribucion de Pontobdella californiana, que va del sur de
California, EEUU hasta Oaxaca, México. Ademas, se comprueban los registros que
indican que las especies de Pontobdella se alimentan de peces cartilaginosos, y en este
caso, particularmente por rayas, probablemente porque estas en su mayoria habitan o
frecuentan el fondo marino donde las sanguijuelas depositan ootecas, y en consecuencia,
acceden a ellas con mayor facilidad. Sin embargo, debido al nulo funcionamiento de los
cebadores disefiados para peces teledsteos y condrictios (Ward et al. 2005) que se
utilizarian en este trabajo, ain no se puede descartar inequivocamente que también se
alimenten de peces teledsteos que habitan el fondo marino, como peces piedra y

lenguados.
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Pontobdella californiana fue descrita como un parasito de la raya espinuda
Platyrhinoides triseriata (Jordan & Gilbert, 1880) y la raya bruja gigante Beringraja
binoculata (Girard, 1855) para localidades del sur de California (Burreson & Passarelli
2015), region que biogeograficamente pertenece al Pacifico Norte Templado (Spalding et
al. 2007) y que posee una fauna de elasmobranquios completamente distinta del Pacifico
Oriental Tropical (Carrillo-Bricefio et al. 2018). Aunque la descripcion original aporta
pocos datos acerca de la poblacion de Pontobdella californiana en el sur de California, es
muy posible que esta regién sea un extremo en el ambito de distribucion de la especie,
permitido por la expansion escalonada de su ambito de distribucion a través de la
asociacion de las sanguijuelas con especies de elasmobranquios altamente vagiles,

como las especies de Rhinoptera, pues se sabe que las rayas de la familia Myliobatidae

realizan migraciones estacionales geograficamente amplias (Souza et al. 2021). Ademas,
los cambios estacionales en la temperatura del mar podrian ser una ventana que permitan
a estas sanguijuelas habitar temporalmente en regiones tipicamente templadas, ya que

alcanzan promedios de 220°C <25°C durante un par de meses (Payne et al. 2012),

similares a la zona de transicion hacia el Pacifico oriental tropical.

La presencia de ootecas de sanguijuelas depositadas en el sustrato en las
muestras analizadas durante este trabajo indica que existen poblaciones de estos
gusanos que se reproducen activamente a lo largo de todo el litoral del Pacifico mexicano,
lo que facilita la colonizacion de nuevas regiones de manera escalonada, siendo ademas
evidencia de que los individuos de esta especie de sanguijuela marina abandonan
regularmente el cuerpo de sus presas con fines reproductivos, para posteriormente
adherirse a un nuevo hospedero, como ha sido sugerido anteriormente (Burreson et al.
2007). Esto permite clasificar ecolégicamente a las sanguijuelas del género Pontobdella
como microdepredadores, a diferencia de otros parasitos estrictos dentro de la familia,

como las especies de Branchellion (Ruiz-Escobar & Oceguera-Figueroa 2019).

Resulta interesante hipotetizar sobre las razones por las que, a pesar de tener un

namero relativamente alto de sanguijuelas con sangre (36), solo 15 brindaron
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amplificaciones satisfactorias de DNA. Esto puede deberse al tiempo de almacenamiento
de la sangre en el buche desde la uUltima vez que se alimentaron los ejemplares, pues, a
pesar de la actividad de las bacterias endosimbioéticas, el DNA contenido en la sangre
tiende a degradarse con el tiempo. Ademas, la cantidad de sangre almacenada en los
buches era notablemente desigual en muchos casos: algunas tenian buches totalmente
llenos, mientras que algunas que se consideraron como sanguijuelas alimentadas tenian
el equivalente a una gota de sangre coagulada en el buche. A pesar de lo anterior, debido
al tamafo de estos organismos, no existe una manera practica de reportar la cantidad de

sangre contenida en el tracto digestivo de las sanguijuelas.

Con los datos generados en este trabajo no es posible asegurar si existen
cambios en el espectro de presas al que puedan acceder las sanguijuelas, aunque se
puede hipotetizar que preferentemente se alimentan de rayas, y los datos preliminares
sefialan que las sanguijuelas de tallas menores acceden a rayas con habitos
estrictamente bénticos, como las especies de Gymnura y Urobatis, cuyas secuencias
fueron aportadas por las sanguijuelas mas pequefas, que median 19.06 mm y entre
20.48-41.10 mm (n=5), respectivamente. En cambio, las sanguijuelas de mayor talla
(22.78-45.67, n= 10) se alimentaron de rayas mas moviles que visitan el fondo marino
con fines alimenticios, como Rhinoptera sp. La secuenciacibn de DNA de nueva
generacion, que, a diferencia de la secuenciacion Sanger, permite recuperar los cédigos
de barras de diferentes especies presentes en una muestra (metabarcoding), permitiria
conocer de cuantas especies diferentes se alimentaron estos microdepredadores, ya que
debido a la lenta digestion de la sangre por parte de las sanguijuelas, en el contenido
gastrico quedan restos de sangre de individuos de especies distintas, como se ha
demostrado con el metabarcoding de buches de sanguijuelas dulceacuicolas y terrestres
(Lynggaard et al. 2022).

Por ultimo, es importante destacar el valor de la relacion costo-beneficio de las
técnicas de secuenciacion de DNA ambiental usadas en este trabajo frente a métodos de
muestreo como los cruceros oceanograficos. El kit de secuenciacién usado en este
trabajo tiene un costo de 183 USD (aproximadamente 3,800 MXN). La secuenciacién por

Sanger de las muestras en este trabajo tuvo un costo de $70 MXN por muestra (total=
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$1050 MXN), mientras que los ejemplares fueron obtenidos secundariamente de
embarcaciones de pesca que operan con aproximadamente $500 MXN de gasolina al dia
(costo absorbido por los propios pescadores). Por otro lado, el costo de la operacion de
un buque oceanografico asciende a 150,000 MXN diarios (e.g. tarifas del buque Alpha

Helix del CICESE, disponibles en deo.cicese.mx/TarifasAH.html)
Conclusiones

Se aportaron datos para la caracterizacion de la dieta de la sanguijuela marina
Pontobdella californiana y se encontré que los individuos recolectados durante 2019-2020

se alimentaron de tres taxones: Rhinoptera sp., Gymnura crebripunctata y Urobatis sp.

El agrupamiento de Rhinoptera sp. de la costa de Oaxaca con Rhinoptera bonasus
del Atlantico y no con Rhinoptera steindachneri del golfo de California sugiere que en
Oaxaca se distribuye un linaje independiente de Rhinoptera.

La baja representacion de especies de la familia Urotrygonidae en las secuencias
del citocromo b disponibles en GenBank impide verificar la identidad taxonémica de las
secuencias obtenidas en este trabajo, con lo cual se plantea la necesidad de continuar

con la caracterizacion molecular de la diversidad biol6gica mexicana.

Se aporta evidencia que las especies de Pontobdella son microdepredadoras de
peces cartilaginosos, particularmente de rayas: se trata de sanguijuelas que abandonan
el cuerpo de sus presas temporales para depositar ootecas en el fondo marino, para

después adherirse a un nuevo hospedero.

Con este trabajo se comprueba que las sanguijuelas marinas aportan informacién
valiosa acerca de la biodiversidad marina, almacenando DNA en buen estado que puede
ser amplificado con el fin de conocer las especies de las que se alimentan, y de esta
manera obtener un muestreo robusto a través de un organismo vivo que extrae muestras

de sangre de peces de manera natural.
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Anexo |. Trabajo de laboratorio

Ensayo exitoso:

11 de mayo de 2021

-Gel Elizabeth Labastida y Productos PCR de tesis (CYTB Y RAG)

Pozo 1: Escalera; 2-5: muestras de Elizabeth Labastida; 6: testigo negativo; 7-8: cyt b
rayas; 9-10: cytb buche sanguijuela; 11-12: RAG rayas; 13-14: RAG buches de
sanguijuela

Se corri6 la reaccion de PCR para citocromo b siguiendo las especificaciones de los
autores, sin resultados satisfactorios (bandas tenues y/o barridas), utilizando tejidos de

rayas como testigo positivo y dos muestras de buche de sanguijuela.

Gel de electroforesis de ensayo con citocromo b, incluyendo productos de PCR con

tejidos de rayas y buches de sanguijuelas.
25 de mayo de 2021

Se programé un gradiente de temperaturas en el termociclador, con los siguientes
valores: 41°C, 43°C, 45°C y 47 °C. La temperatura mas alta (47°C) funcioné
satisfactoriamente para las muestras de buche 05 (6.62 ng/ul) , 08 (10.4 ng/ul), 10 (2.48

ng/ul) y 26 (stock, dilucion 1:5 y dilucion 1:10), y por lo tanto se utilizé esta temperatura
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para las PCR con el resto de muestras (18, 20, 22, 26, 32, 33, 41, 43, 45, 47, 48, 53, 15)
obteniendo finalmente las 15 amplificaciones exitosas utilizadas en este trabajo.

Gel de electroforesis de ensayo con citocromo b utilizando muestras de buches de

sanguijuelas con diferentes concentraciones de DNA.

Ensayos fallidos:

26 de abril de 2021

Cox1: PCR con dos muestras de buches con cebadores F1-R1

10 de mayo de 2021

Cytb: PCR con dos muestras de tejido de raya y dos de buches de Pontobdella.

11 de abril de 2021

RAG: Cytbh: PCR con dos muestras de tejido de raya y dos de buches de Pontobdella.

02 de junio de 2021
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Cox1: PCR con cinco muestras de buches y dos de tejidos de rayas utilizando cebadores
F2R2.

08 de junio de 2021
Cox1: PCR con dos muestras de buche y cuatro con diluciones de DNA de tejido de raya

11 de junio de 2021
ND2: PCR con una muestra de tejido de raya y una de buche con curva de temperaturas
(49.5°C, 51.9°C, 54.3°C y 57.1°C)

Cox1: PCR con cebadores F1R1, utilizando una muestra de buche y dos de tejido de
raya con curva de temperatura (52°C, 54.3 °C y 56.6°C).
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Anexo Il. Secuencias de DNA generadas en este trabajo
Cox1l

>F4
CCAAAGAATCAAAAGAGATGTTGGTAGAGGATGGGGTCACCACCTCCTGCTGGATC
GAAGAAGGTTGTGTTAAGATTGCGATCTGTGAGGAGTATAGTAATACCTGCTGCTA
GGACGGGAAGGGATAATAAGAGAAGGACAGCTGTAATTAGAATTGATCAGACAAAT
AAGGGTGTCTGGTACTGGGAGATTGCAGGTGGTTTCATGTTGATAATTGTAGTAAT
AAAGTTGATTGATGCTAGGATAGAGGAGACACCTGCCAAATGTAAGGAGAAGATGG
TCAGATCCACAGAAGCTCCAGCATGTGCTAGGTTACCGGCTAGAGGAGGATAAACT
GTTCATCCGGTCCCAGCCCCAGCTTCTACTCCTGCTGAAGCTAGTAGTAAGAGGAA
GGATGGAGGGAGAAGTCAAAAGCTTATATTATTTATTCGTGGGAAGGCTATGTCTG
GAGCACCAATTATTAAAGGTACTAGTCAATTACCAAACCCGCCAATTATAATTGGTA
TGACTATAAAGAAAATCATTACGAAAGCATGGGCAGTGACAACCACATTGTAGATCT
GGTCATCACCTAATAAGGCTCCTGGTTGACTTAACTCTGTTCGAATCAGCAGGCTA
AGGCCAGTACCCACTATCCCTGCTCATGCACCAAGATCAATAAAGGGTGCCAATGT
CTT

Cytb

>Buche 53
CTTTTCCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCA
CATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGG
CGCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGG
CTCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATA
GCCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGC
AACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCA
ATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATT
CCACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCT
TCATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAAATTCC
ATTCCACCCCT

>Buche 47
GCCTTTTTCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAG
CACATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAAC
GGCGCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTAT
GGCTCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTT
ATAGCCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGG
AGCAACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGT
TCAATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTAC
ATTCCACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTT
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CCTTCATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAAAT
CCCATTCCACCCC

>Buche 45
TTTTCCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCAC
ATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGGC
GCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGGC
TCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATAG
CCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGCA
ACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCAAT
GAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATTCC
ACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCTTC
ATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAAATTACAT
TCCACCCA

>Buche 41
TTTTCTGGCTATACACTACACCGCAGACATTTCATCAGCATTTTCATCAATCGCACA
CATCTGCCGAGATGTAAATTACGGCTGACTCATTCGTAACACTCACGCCAACGGCG
CCTCCATATTTTTCATCTGCGTCTACATTCATATCGCTCGAGGATTATATTACGGCT
CCTACCTAAATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTCGTAATTCTCCTACTACTTATAG
CCACCGCCTTCGTGGGTTATGTATTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCA
ACCGTCATCACCAACCTACTGTCAGCCCTTCCTTATATTGGCGATATATTAGTCCAA
TGAATTTGGGGCGGCTTCTCAATTGATAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTT
CACTTCCTCCTTCCATTCCTAATTTTAGCTTTAACTATACTTCACCTTATCTTCCTTCA
TGAAGCAGGCTCAAACAACCCAACAGGCCTCATTTCCAT

>Buche_ 36
GCCTATTTCTGGCTATACACTACACCGCAGACATTTCATCAGCATTTTCATCAATCG
CACACATCTGCCGAGATGTAAATTACGGCTGACTCATTCGTAACACTCACGCCAAC
GGCGCCTCCATATTTTTCATCTGCGTCTACATTCATATCGCTCGAGGATTATATTAC
GGCTCCTACCTAAATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTCGTAATTCTCCTACTACTT
ATAGCCACCGCCTTCGTGGGTTATGTATTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGG
AGCAACCGTCATTACCAACCTACTGTCAGCCCTTCCTTATATTGGCGATATATTAGT
CCAATGAATTTGGGGCGGCTTCTCAATTGATAACGCAACATTAACCCGATTCTTCAC
ATTTCACTTCCTCCTTCCATTCCTAATTTTAGCTTTAACTATACTTCACCTTATCTTCC
TTCATGAAGCAGGCTCAAACAACCCAACAGGCCTCATTTCCAACAAGATAAAATCC
CATTCCACCCC

>Buche 35
GCCTTTTTCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAG
CACATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAAC
GGCGCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTAT
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GGCTCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTT
ATAGCCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGG
AGCAACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGT
TCAATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTAC
ATTCCACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTT
CCTTCATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGATAAAAT
CCCATTCCACCCC

>Buche_ 33
GGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCACATATCTG
CCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGGCGCCCTCCC
TATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGGCTCTTACCT
TAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATAGCCACCGC
CTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGCAACCGTTA
TCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCAATGAATCT
GAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATTCCACTTCC
TATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCTTCATGATTC
TGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGATAAAATCACATTCCACCC
CT

>Buche 28
TGGCCTTTTTCTGGCTATACACTACACCGCAGACATCTCAATAGCCTTCTCCTCAGT
CGCACACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGATGACTTGTCCGAAACATTCACGCAA
ACGGCGCCTCAATATTCTTCATCTGTGTATACCTTCACATCGGCCGAGGCCTCTAC
TACGGATCCTATCTTAATAAAGAAACCTGAAATATTGGAGTAATTATTCTTATTCTCC
TCATAGCCACAGCCTTCGTAGGCTATGTTCTCCCCTGAGGACAAATATCATTCTGA
GGTGCCACCGTCATTACTAATTTACTCTCCGCTCTCCCTTACATTGGAGATATACTA
GTCCAATGAATTTGAGGGGGCTTTTCAATTGACAACGCAACACTTACCCGATTTTAT
ACATTCCACTTTCTATTCCCATTCCTAATTGCTGCCTTTACTATAATTCACCTTCTCTT
CCTACACGAATCCGGCTCAAACAATCCCATCGGCCTCCCCTCAAACATAGACAAAA
TCCCATTCCACCCC

>Buche 26
TTCCTGGCTATACACTACACCGCAGACATTTCATCAGCATTTTCATCAATCGCACAC
ATCTGCCGAGATGTAAATTACGGCTGACTCATTCGTAACACTCACGCCAACGGCGC
CTCCATATTTTTCATCTGCGTATACATTCATATCGCTCGAGGATTATATTACGGCTCC
TACCTAAATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTCGTAATTCTCCTACTACTTATAGCC
ACCGCCTTCGTGGGCTATGTATTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAAC
CGTCATTACCAACCTACTGTCAGCCCTTCCTTATATTGGCGATATATTAGTCCAATG
AATTTGGGGCGGCTTCTCAATTGATAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCA
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CTTCCTCCTTCCATTCCTAATTTTAGCTTTAACTATACTTCACCTTATCTTCCTTCATG
AAGCAGGCTCAAACAACCCAACAGGCCTCATTTCCAACACAGATAAAAA

>Buche 25
TGGCCTTTTCCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGT
AGCACATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCA
ACGGCGCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACT
ATGGCTCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTAC
TTATAGCCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGA
GGAGCAACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTT
GTTCAATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTT
ACATTCCACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTC
TTCCTTCATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAA
ATCCCATTCCACCCCA

>Buche 24
ATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCACATATCTGCCGA
GACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGGCGCCTCCCTATT
CTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGGCTCTTACCTTAA
CAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATAGCCACCGCCTT
CGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGCAACCGTTATCA
CCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCAATGAATCTGAG
GTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATTCCACTTCCTAT
TACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCTTCATGATTCTG
GTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGATAAAATCCCATTC

>Buche 20
TGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCACATATCT
GCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGGCGCCCTCC
CTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGGCTCTTAC
CTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATAGCCACC
GCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGCAACCGT
TATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCAATGAATC
TGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATTCCACTTC
CTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCTTCATGATT
CTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGATAAAATCCCATTCCA

>Buche 15
GGCCTTTTCCTGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTA
GCACATATCTGCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAA
CGGCGCCTCCCTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTA
TGGCTCTTACCTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACT
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TATAGCCACCGCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAG
GAGCAACCGTTATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTG
TTCAATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTA
CATTCCACTTCCTATTACCCTTTGTGGTCACAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTT
CCTTCATGATTCTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAAAT
CCCATTCCACCC

>Buche 11
TGGCTATACACTACACCGCAGATATCTCAACAGCATTCTCCTCAGTAGCACATATCT
GCCGAGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGTAATATCCACGCCAACGGCGCCTCC
CTATTCTTTATCTGTGTCTACCTTCACATCGCTCGAGGACTTTACTATGGCTCTTAC
CTTAACAAAGAAACCTGAAACATTGGAGTAGTTATTCTAGTACTACTTATAGCCACC
GCCTTCGTAGGATATGTCCTCCCCTGGGGCCAAATATCATTTTGAGGAGCAACCGT
TATCACCAATTTACTATCTGCCCTCCCCTATATTGGAGACATACTTGTTCAATGAATC
TGAGGTGGTTTCTCAATTGACAACGCAACACTCACCCGATTCTTTACATTCCACTTC
CTATTACCCTTTGTGGTCGCAGCCCTAACCATAATTCACCTTCTCTTCCTTCATGATT
CTGGTTCAAACAATCCAACTGGCCTCATATCTGACATAGACAAAATCCCATTCCACC
CC

>Buche 10
GCCTTTTCCTGGCTATACACTACACCGCAGACATTTCATCAGCATTTTCATCAATCG
CACACATCTGCCGAGATGTAAATTACGGCTGACTCATTCGTAACACTCACGCCAAC
GGCGCCTCCATATTTTTCATCTGCGTCTACATTCATATCGCTCGAGGATTATATTAC
GGCTCCTACCTAAATAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTCGTAATTCTCCTACTACTT
ATAGCCACCGCCTTCGTGGGTTATGTATTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGG
AGCAACCGTCATTACCAACCTACTGTCAGCCCTTCCTTATATTGGCGATATATTAGT
CCAATGAATTTGGGGCGGCTTCTCAATTGATAACGCAACATTAACCCGATTCTTCAC
ATTTCACTTCCTCCTTCCATTCCTAATTTTAGCTTTAACTATACTTCACCTTATCTTCC
TTCATGAAGCAGGCTCAAACAACCCAACAGGCCTCATTTCCAACACAGATAAAATAA
AA
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Anexo lll. Representacion taxondmica en GenBank para las especies de
elasmobranquios registradas en Oaxaca

Taxa 12S 18S coxl cytb NADH NADH2 NADH4
Echinorhinus cookei X X X X X
Heterodontus mexicanus X

Ginglymostoma unami X X

Rhincodon typus X X X

Alopias pelagicus X X X X

Alopias superciliosus X X X

Mustelus henlei X X X
Mustelus lunulatus X X X

Carcharhinus cerdale

Carcharhinus leucas X
Carcharhinus limbatus X X X X
Galeocerdo cuvier X X X X X
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Nasolamia velox

Rhizoprionodon longurio

Sphyrna corona

Sphyrna lewini

Sphyrna mokarran

Sphyrna tiburo

Sphyrna zygaena

Pristis pectinata

Pristis pristis

Diplobatis omnata

Narcine entemedor

Narcine vermiculatus

Rhinobatos glaucostigma
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Rhinobatos
leucorhynchus

Rhinobatos prahli

Zapteryx xyster

Raja equatorialis

Urobatis concentricus

Urobatis halleri

Urotrygon cimar

Urotrygon chilensis

Urotrygon munda

Urotrygon nana

Urotrygon rogersi

Hypanus dipterurus

Hypanus longus
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Himantura pacifica

Pteroplatytrygon violacea

Gymnura marmorata

Gymnura crebripunctata

Aetobatus laticeps

Rhinoptera steindachneri

Mobula japanica

Mobula thurstoni

X
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