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1.- Introduccion
Los organismos acudticos pertenecientes al filo Rotifera, han sido agrupados en poco méas

de 2,000 especies, divididas en tres clases: Seisonidea, Bdelloidea y Monogononta
(Wallace et al., 2006) sus tallas varian entre 50 y 2000 um e incluyen especies libres
nadadoras, sésiles y algunas coloniales. El cuerpo de estos organismos es saquiforme,
relativamente cilindrico dividido en tres segmentos principales: una region anterior corta
(cabeza), un tronco grueso que integra la mayor parte del cuerpo y un pie terminal (Ruttner-
Kolisko, 1974; Wallace et al., 2006; Segers, 2008). Se alimentan de diferentes especies de
algas, y asi pueden alterar a las especies dominantes de algas en un sistema acuético. A su
vez, los rotiferos son fuente de alimento para microcrustaceos, larvas de insectos y peces;
dado que son sensibles a cambios microambientales han sido usados como son indicadores
de la calidad del agua, y dado que también responden rdpidamente a ciertos tipos de
compuestos toxicos  (insecticidas y metales pesados), pueden ser usados como
bioindicadores. En acuacultura se les ha empleado como alimento vivo para larvas de
peces Yy crustdceos (como camardn y jaiba). Por ejemplo, organismos del género
Brachionus son utilizados como alimento vivo en la produccion de peces en Japon. Asi, los
rotiferos son utilizados en acuacultura, ecotoxicologia, y estudios de comportamiento,
particularmente en reconocimiento sexual y factores de atraccion (Rico & Snell, 1996). El
trabajo con este grupo de organismos impone problemas taxonémicos importantes dada la
falta de claves de identificacién, carencia de literatura sobre especies existentes en México,
lo cual impone una fuerte dependencia de claves y material europeos. Estos problemas
frecuentemente redundan en identificacion taxondémica errénea, confusion en la identidad
especifica dado que pueden presentarse variaciones morfolégicas inducidas por las
condiciones ambienttales. Estas variaciones se han asociado con algunos factores
ambientales como la temperatura, caracteristicas fisicoquimicas de los cuerpos de agua, asi
como la presencia de depredadores (Serrania, 1996). Las variaciones morfoldgicas
inducidas por variaciones ambientales o plasticidad fenotipica son una propiedad que
poseen algunos genotipos y que les permite responder diferencialmente ante estimulos
ambientales especificos (Pigliucci et al., 2006) la naturaleza de la respuesta va desde rasgos
la morfoldgicos, biologia del desarrollo, fisiologia, hasta el comportamiento (Tollrian,
2002), de esta manera la plasticidad fenotipica se convierte en un mecanismo fundamental

para enfrentar a la heterogeneidad ambiental (Via et al., 1995; Pigliucci, 2001). En los



rotiferos, la plasticidad fenotipica ha sido reconocida como una de las posibles causas del
polimorfismo del grupo (Ge et al., 2012), se ha manifestado en cambios en el tamafio de las
espinas o de la lorica como respuesta a diversos factores fisicoquimicos tales como
temperatura, abundancia del alimento, calidad del mismo, o bien debido a factores
bioldgicos, ecologicos o demograficos como la competencia con cladoceros y depredacion
por invertebrados como copépodos o Asplanchna (Stemberger y Gilbert, 1984; Serra y
Miracle, 1987; 1993; Nandini y Rao, 1998; Pavon-Meza et al., 2007; Kennari et al., 2008).

Dado que la identificacién taxondmica basada en caracteres fenotipicos enfrenta problemas
de indole practica y biologica evolutiva, desde hace tiempo, gracias al desarrollo de las
técnicas de biologia molecular y de la informatica, se han aplicado diversas estrategias
metodoldgicas que permiten definir limites entre organismos de distinta especie, posibilitan
la aproximacion a la historia evolutiva o filogenia a través de la obtencion y andlisis de
secuencias de aminoacidos o nucledtidos de proteinas y acidos nucleicos respectivamente.
La obtencion de secuencias del gen COI y su conversion a codigo de barras de especies de
invertebrados ha sido ampliamente utilizada en el mundo, particularmente en México se ha
utilizado para dilucidar diferencias especificas entre organismos de algunos grupos
(Polychaeta, Branchiopoda, Ostracoda, Maxillopoda, Nematoda y rotifera) donde, a pesar
de variaciones fenotipicas, habian sido reconocidos como de la misma especie (Garcia-
morales and Elias-Gutiérrez, 2013; Gutiérrez-Aguirre et al., 2014). Por lo anterior, este
trabajo se obtuvieron muestras de zooplancton de varios cuerpos de agua pertenecientes a la
cuenca hidrologia del Rio Lerma (rio mas largo del pais donde de acuerdo con los estudios
de rotiferos del Estado de Mexico y del Distrito Federal se encuentran aproximadamente
250 especies de rotiferos, que representan el 77% de las especies reportadas en México) de
donde se obtuvieron poblaciones monoclonales parta obtener la secuencia de un fragmento
especifico de su genoma, incorporarlo a la base de datos del sistema Bold para
transformarlo en un cédigo de barras, reconociendo que la obtencion de esta informacion y
su sistematizacion es un elemento muy importante para el disefio e implementacion de
estrategias para la proteccion y conservacion de la biodiversidad tanto a nivel local como

global.



Objetivos
Generales:

Obtener cddigos de barras de la secuencia nucleotidica del gen mitocondrial COI
(que codifica la subunidad I de la Citocromo Oxidasa) de 40 especies mexicanas del
Phylum Rotifera a partir de ejemplares de poblaciones clonales que se cultivan en el
laboratorio de Zoologia Acuética de la FES lIztacala UNAM.

Incorporar al Catalogo de Codigos de Barras del proyecto BOL las secuencias
correspondientes a las especies de rotiferos mexicanos cultivados en el Laboratorio

de Zoologia Acuética.

Particulares:

Determinar taxondmicamente a la especie de los rotiferos cultivados en el
Laboratorio de Zoologia Acuéatica mediante el andlisis de estructuras diagndsticas
(mastax, pie, dedos, lorica y huevos de resistencia).

Obtener microfotografias en el optico de los organismos completos que seran
integradas en la base de datos.

Extraer ADN de especimenes pertenecientes a 40 especies de rotiferos
Monogonontos del Estado de México y Distrito Federal.

Amplificar y secuenciar un fragmento del gen COI del ADN mitocondrial de las
especies cultivadas en el Laboratorio de Zoologia Acuatica.

Incorporar cada secuencia al sistema BOLD para generar los codigos de barras.

2. Materiales y métodos
Desarrollo de cultivos monoclonales
En el laboratorio, con ayuda de un microscopio estereoscopico Nikon SMZ600, se aislaron

hembras adultas. En todos los casos se aislaron 10 hembras adultas, el criterio empleado

para distinguirlas fue siempre que presentaran un huevo amictico en su Utero. Cada una se

colocé en un vaso de precipitado de 100 ml, con 50 ml de medio EPA, y una muestra de

Anuraeopsis fissa (10 ind. ml™) como presa y Chlorella vulgaris (0.5 x 106 células/ml*)

como alimento para las presas. Cada vaso fue considerado como un cultivo monoclonal por

lo que en lo sucesivo se le denominara de esta forma o clon. Por cada cuerpo de agua se



iniciaron 10 cultivos monoclonales tratando de conservar la mayoria de ellos, sin embargo,
en ninguno de los casos se pudo cumplir esa meta. Con algunas excepciones se lograron
mantener al menos 3 cultivos monoclonales. Dependiendo del crecimiento poblacional de
cada cultivo, al tercer o quinto dia se realizé la identificacion taxonomica empleando las
claves especializadas de Koste (1978), Salt et al., (1978), Nogrady et al. (1993) y Nogrady
y Segers (2002). Finalmente, para evitar problemas de contaminacion entre los cultivos
monoclonales y entre las poblaciones los cultivos se mantuvieron en espacios separados y
el material (mallas, pipetas, etc.) empleado en su mantenimiento fue exclusivo para cada

uno de los cultivos.

Amplificacion del gen mitocondrial COI por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
Los cultivos monoclonales de cada localidad se emplearon para los analisis moleculares.

De cada monocultivo se extrajeron tantas hembras como fue posible, fueron aisladas y
colocadas en inanicion durante 12 h en medio EPA con la finalidad de vaciar su tracto
digestivo, y asi evitar la contaminacién ya que algunas especies corresponden con
depredadores y se alimentan de otros rotiferos.

Posteriormente, los individuos fueron colocados en tubos Eppendorf (1.5 ml) y fijados con
etanol al 96% y en los casos cuando la extraccion de DNA no fue inmediata, las muestras
fueron mantenidas en congelacion (-70°C) hasta que fueron utilizados.

La extraccion de ADN se realizé colocando 10 individuos (o menos cuando fue necesario)
en tubos para PCR con capacidad para 200 pl con 30 pl de una solucion alcalina (NaOH 10
N con pH 11) donde se maceraron ligeramente. Posteriormente el tubo con los organismos
macerados se llevé a 94 °C durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se transfirié
inmediatamente a hielo y se le colocaron 30 pl de una solucion de neutralizacion (Tris-HCI
1 M pH 7) y se almacen6 a -20 °C.

La amplificacion de COI se llevaro a cabo usando los iniciadores LCO1490 y HCO2198
(Folmer et al., 1994) mediante los cuales se obtiene un fragmento de aproximadamente 680
pb. La reaccion de PCR se realiz6 con Ampliqon® Taq DNA Polymerase Master Mix RED
1.1x (82.5 mM Tris-HCI pH 8.5, 22 mM (NH4)2S04 1.65, 11% Tween 20®; 0.22 mM
dNTPs; 0.11 unidades/ul Ampligqon Taq polimerasa; colorante inerte rojo y estabilizador)
de que se colocd 45 ul con 0.5 pl de cada primer y 4 ul de ADN molde para tener un



volumen final de 50 pl. Las condiciones de amplificacién fueron: 1 ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30s de
desnaturalizacion, 52°C por 30s para alineamiento, 72°C por 1 min para la extension, a |
terminar un paso de extension final a 72°C por 5 min. Para la amplificacion del fragmento
COIl se emplearon los primers HCO2198 t1 (5’CAGGAAACAGCTATGACTAA
ACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA3’) y LCO1490 t1 (5’TGTAAAACGAC
GGCCAGTGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’) (Floyd; Folmer et al. 1994;
Messing, 1983). El producto de la reaccion fue separado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% con 0.5 pg/ml de Bromuro de Etidio y visualizados en trans iluminador de
luz UV.

Purificacion y Secuenciacion de productos de PCR.
La purificacion de los amplicones se realiz6 con el Kit para purificacion de productos de

PCR a partir de geles de Agarosa (Qiagen) o con el Kit de purificacion de productos de
banda unica Exo-Sap (USB, invitrogen) atendiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. La secuenciacion se realizd utilizando el kit sequencing Big Dye (Applied
Biosystems), agregando entre 150 y 200ng de ADN purificado para realizar la reaccion de
secuenciacion. Posteriormente la reaccion se purificé en columnas de sephadex G-50-80
(Sigma Aldrich), para eliminar los primers y nucleétidos no incorporados. A continuacion,
se liofiliz6 y resuspendio6 en Hi-Fi Formamida (Applied Biosystems). La reaccion se realiz6
en un secuenciador de capilares (marca Applied Biosystem, modelo 3100 Genetic

Analyzer), en la unidad de secuenciacién de la UNAM-FES lIztacala.

Incorporacion de datos al sistema Bold
Las secuencias obtenidas se revisaron y editaron usando el programa Chromas 1.45 para

definir residuos indecisos. Las secuencias, las fotografias y electroferogramas (asi como la
informacion solicitada) fueron depositados en la base de datos del sistema usando los
formatos definidos por el sistema Bold. Una vez depositadas las secuencias, cuando el
sistema reportdé codones de par6 prematuros, las secuencias fueron reeditadas usando
secuencias reportadas como referencia para decidir la existencia de indels que pudieran

alterar los marcos de lectura y generar los codones de paro.



Anélisis bioinformético
Las secuencias fueron recuperadas de la base de datos, alineadas con ClustalW v 1.7,

editadas o rasuradas con Seaview 4.5.0 y usadas para determinar distancias genéticas y
elaborar un dendograma con base en las distancias genéticas (Kimura 2P) y el algoritmo

Neighbornjoining usando el programa Mega 6.

3. Resultados y discusion de resultados.
La informacidn depositada en la base de datos Boldsystem corresponde con organismos que

fueron colectados en 16 municipios distribuidos en siete estados de nuestro pais (Cuadro 1).
La informacion detallada respecto al nombre del sitio exacto y las coordenadas geograficas
del sitio de colecta se encuentran depositadas en el sistema Bold dentro del proyecto
“Rotifers of Mexico”. El Estado de México es el estado mejor representado, siete
municipios, dada su cercania geografica. En el Distrito Federal el Lago de Xochimilco es
un sitio bien representado dado que los canales que lo conforman constituyen un sistema
acuatico con condiciones fisicoquimicas variables y que por tanto podria servir como nicho

de poblaciones sujetas a presiones de seleccion divergentes.

Estado Municipio
Distrito Federal Miguel Hidalgo
Xochimilco
Guerrero Iguala de la Independencia
Hidalgo Huichapan
Tecozautla
Estado de México  Aculco
Jilotepec
Texcaltitlan
Texcoco
Tianguistenco
Toluca
Zumpango
Morelos Huitzilac
Texcaltitlan
Queretaro San Juan del Rio
Tabasco Centro

Cuadro 1. Estados y municipios de la Republica Mexicana fuente de las muestras
bioldgicas.



Los registros de este proyecto en el sistema bold corresponden con 29 especies distribuidas
en 14 géneros de 8 familias del orden Monogononta (Figura 1 y Cuadro 2). La familia
Asplachnidae y Brachionidae son las especies mas representadas con 6 especies cada una.
Vale la pena aclarar que esta diversidad especifica no corresponde con la riqueza de
especies de los sitios muestreados dado que en muchas ocasiones se aislaron hembras y se
iniciaron cultivos sin embargo, no se logré su incremento y por tanto no se obtuvieron

secuencias de nucle6tidos del fragmento COI.

B Asplachnidae
M Brachionidae
H Lecanidae

H Euchlanidae

B Mytilinidae

u Lepadellinidae
M Trichrotriidae

W Synchaetidae

Figura 1. Representacion relativa de las familias de rotiferos incluidas en los registros de
Boldsystem del proyecto “Rotifers of Mexico”.

Finalmente se depositaron 82 secuencias del fragmento del gen que codifica la subunidad
larga de la Citocromo Oxidasa, (83% de los registros), como ya se menciond en algunas
ocasiones el producto de la reaccion de secuenciacion carecio de la suficiente calidad para
arrojar resultados confiables por lo que no fueron depositadas en las bases de datos
(Cuadro 3).



Familia Género Especie
Asplanchnidae Asplanchna A. brightwelli
A. girodi
A. multiceps
A. sieboldi
A. silvestrii
Brachionidae Anuraeopsis A. fissa
Brachionus B. bidentatus
B. budapestanensis
B. calicyflorus
B. caudatus
B. plicatilis
B. rubens
Epiphanes E. clavulata
Keratella K. americana
K. cochlearis
Plationus P. patulus
Platyias P. quadricornis
Euchlanidae Euchlanis E. dilatata
E. incisa
Lecanidae Lecane L. bulla
L. cornuta
L. leontina
L. quadridentata
Lepadellidae Lepadella L. patella
L. rhomboides
Mytilinidae Lophocharis L. salpina
Mytilina M. ventralis
Synchaetidae Polyarthra P. dolichoptera
Trichotriidae Trichotria T. tetractis

Cuadro?2. Especies, géneros y familia de los organismos cultivados mediante poblaciones
clonales registrados en la base de datos del proyecto “Rotifers of Mexico” de Boldsystem.

Specimens Species

(% complete) (% complete)
COI-5P 82/98 (83.7%) 23/30 (76.7%)
28S 6/98 (6.1%) 2/30 (6.7%)
16S 6/98 (6.1%) 2/30 (6.7%)

Cuadro 3. Secuencias depositadas en la base de datos Boldsystem correspondientes al
proyecto “Rotifers of Mexico”.



Como se india en materiales y métodos, antes de depositar las secuencias se revisaron los
electroferogramas y los residuos indecisos fueron analizados y editados individualmente.
Adicionalmente, aquellas secuencias que el sistema report6 con sefiales de paro prematuro
fueron recuperadas y alineadas con multiples secuencias reportadas para el grupo
correspondiente de manera que los residuos que provocaban las sefiales de paro fueron
revisadas y corregidas en la medida de lo posible. Mediante este proceso de edicién manual

se logré que el 100% de las secuencias tuviera una calidad elevada (Cuadro 4).

Sequence Quality Stats

High Medium Low Unreliable
(<1% Ns) (<2% Ns) (<4% Ns) (>4% Ns)

COI-5P 100 0 0 0
16S 100 0 0 0
28S 100 0 0 0

Trace Quality Stats
High(%) Medium(%) Low(%) Failed(%) Total
COI-5P 53.94 21.21 6.67 18.18 165

Cuadro 4. Calidad de las secuencias y de electroferogramas depositados en los registros
del proyecto “Rotifers of Mexico” en la base de datos de Boldsystem. La evaluacion se
realiz6 con el algoritmo disefiado por ese sistema.

El sistema bold evalud la calidad de los trazos y, como se indica en el Cuadro 4, 54%
cumplié con los requisitos para ser considerado como de alta calidad, 2% con calidad
intermedia, cerca del 7% con calidad baja y alrededor del 18% como sin la calidad
suficiente. Sin embargo cabe mencionar que aln esos trazos permitieron obtener secuencias

para realizar el analisis que se describe a continuacion.

Familia Asplachnidae
Del total de las secuencias depositadas 22 corresponden con la especie A. brigthwelli. Estos

organismos fueron colectados sistematicamente en 5 localidades: Distrito Federal, Estado
de México, Guerrero y estado de Tabasco. Las coordenadas geograficas y el nombre del

sitio exacto de la colecta se presentan en el Cuadro 5.



Estado Municipio Sitio Exacto Lat Lon Elev
Tabasco  Centro Laguna de las llusiones,
Villa Hermosa 18.0152 -92.93 55

Guerrero  Iguala de la
Independencia Presa Valerio Trujano 18.306 -99.457 800
Edo. de Texcaltitlan

México Sultepec 18.879 -98.983 1330
Zumpango Laguna de Zumpango 19.782 -99.138 1200

Distrito Xochimilco Antiguo Canal de

Federal Cuemanco 19.286 -99.102 2240

Cuadro 5. Ubicacion geografica precisa de los sitios donde se colectd A. brigthwelli.

El anélisis bioinformético de las secuencias de A. Brigthwelli muestran que la distancia
intraespecifica (0.047) supera el umbral del 3% asignado a los organismos que pertenecen
a la misma especie, por lo tanto sugiere que en este grupo la seleccion divergente podria
haber generado grupos que pertenecerian a especies biologicas distintas. Con estos datos se
construyd una representacion gréfica (Figura 2), en la cual se observa que esas secuencias
forman cuatro grupos definidos 21 forman cuatro grupos, uno formado por secuencias
provenientes de localidades del Estado de México (Zumpango y Texcatitlan). En este grupo
la distancia genética promedio de 0.021. Otro Grupo estd formado por secuencias Iguala
Guerrero y la distancia dentro de este grupo es 0.0012, el tercer grupo lo constituyen las
secuencias de los organismos de tabasco, en este caso todos los genotipos corresponden al
mismo haplotipo, finalmente el grupo integrado por secuencias de Xochimilco incluye una
de Zumpango las cuales comparten el mismo haplotipo. Asi, puede observarse que en todos
los casos, la distancia genética es menor al umbral asignado empiricamente a los
organismos que pertenecen a la misma especie. Los valores de distancia genética entre los
grupos se presenta en el Cuadro 6, ahi se observa que algunas poblaciones muestran
divergencia genética promedio que supera el umbral del 3%. Lo cual sugiere que el
aislamiento geogréafico y la seleccién divergente ha favorecido la adaptacion a condiciones
locales y probablemente estemos tratando con un grupo de especies biologicas en lugar de
una especie cosmopolita. De esta manera el poder resolutivo del fragmento COI podria

evidenciar divergencia poblacional en este grupo.
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Figura 2. Dendograma construido con la secuencia del Fragmento COI utilizando un
Modelo de Distancia Genética (K2P).

Grupos Zumpango Xochimilco Iguala
Texcatitlan  Zumpango

Xochimilco 0.090953
Zumpango
Iguala 0.026011 0.091896

Tabasco 0.045075 0.084620 0.047812

Cuadro 6. Distancias genéticas (Kimura 2P) entre los grupos del dendograma formado por
las secuencias de A. brigthwelli.

Los ejemplares de A. girodi incluidos en la base de datos fueron colectados en 6 localidades
de nuestro pais, el Cuadro 7 proporciona la informacion de sitio exacto las coordenadas

geograficas correspondientes.



Estado Localidad Sitio Exacto Lat Lon Ele

Querétaro  San Juan del Rio Laguna 20.469 -100.013 2450
Edo.de Zumpango Laguna de Zumpango
México 19.782 -99.138 1200
Toluca Nevado de Toluca 19.111 -99.758 4500
Distrito Xochimilco Antiguo Canal Cuemanco
Federal 19.286 -99.102 2240
Miguel Hidalgo  Antigua Refineria 18 de
Marzo 19.47 -99.194 2240
Morelos  Huitzilac Lagunas de Zempoala 19.05 -99.314 2600

Cuadro 7. Ubicacion geogréafica precisa de los sitios donde se colectd A. girodi.

El analisis bioinforméatico de las secuencias de A. girodi muestran que la distancia
intraespecifica (0.029) no supera el umbral del 3% asignado empiricamente a los
organismos que pertenecen a la misma especie, por lo tanto sugiere que los integrantes de
este grupo pertenecen a la misma especie biologica. Con estos datos se construyd una
representacion grafica (Figura 3), en la que%, las secuencias provenientes de organismos de
Toluca junto con una extraida de Xochimilco se separan del grupo, aun cuando la distancia
promedio es menor al 3. Por lo que se calculd la distancia genética entre y dentro de los
grupos, los resultados se muestran en el Cuadro 8 y 9. Esos datos muestran que las
poblaciones de Xochimilco y de Toluca presentan divergencia genética que podria sugerir
procesos de diversificacion y probablemente de especiacion (en particular la poblacién del
Nevado de Toluca). De comprobarse este fendomeno, el fragmento COI poseeria la
capacidad de evidenciar procesos de diversificacion genética producto de procesos

evolutivos durante periodos de tiempo relativamente recientes.
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Figura 3 Dendograma construido con la secuencia del Fragmento COIl de A. girodi
utilizando un Modelo de Distancia Genética (K2P).

Zumpango Xochimilco Tolucal
Xochimilco 0.072815
Toluca  0.070831 0.092350
Toluca2 0.021623 0.074858 0.051705

Cuadro 8. Distancia genética (K2P) entre los grupos de secuencias del dendograma
presentado en la Figura 3.



Estado Distancia Genética
intrapoblacional

Poblacion promedio

Huitzilac Morelos 0
Miguel Hidalgo D.F. 0
Sn. Juan del Rio Querétaro 0
Zumpango Edo. México 0.001282053
Xochimilco Distrito Federal 0.053781165
Toluca Edo. México 0.035754753

Cuadro 9. Distancias geneticas de Ias poblaciones de A. girodi Incluidas en la base de
datos del proyecto “Rotifers of Mexico” en Boldsystem.

Familia Brachionidae
La familia Brachionidae esta representada en la coleccién por 27 registros, los cuales

representan 5 géneros (Keratella, Epiphanes, Brachionus y Aneuropsis). La distancia
genética entre los géneros se presenta en el siguiente cuadro 10. Los datos muestran que la
distancia intergenérica oscila en el 30%. Esta divergencia genética coincide con los valores

reportados para invertebrados.

Plationus Keratella Epiphanes Brachionus
Keratella 0.289766
Epiphanes  0.324051 0.297309
Brachionus  0.259258 0.294113 0.292039
Anuraeopsis 0.225593 0.251666 0.272988  0.263880
Cuadro 10. Distancias genéticas entre los genéros de la Familia Brachionidae
representados en la coleccién del proyecto “Rotifers of Mexico™.

Brachionus es el género mejor representado en este grupo, las secuencias que fueron
depositadas corresponden con: B. bidentatus, B. calyciflorus, B. caudatus, B. plicatilisy B.
Rubens. Con estas secuencias se calculd la divergencia intragenérica (o interespecifica), los
resultado se muestran en el Cuadro 11. Estas especies poseen divergencia genética
considerable, de manera que el analisis del fragmento COIl puede establecer de manera
inequivoca y con suficiente confiabilidad la naturaleza especifica de organismos de este

género.



B. plationus B.rubens B. plicatilis
B. rubens 0.250245
B. plicatilis 0.263625 0.241134
B. caudatus 0.267046  0.228638  0.194975
Cuadro 11. Divergencia genética (K2P) interespecifica calculada con el fragmento COI de
los especimenes del género Brachionus.

La especie B. Rubens provienen de dos localidades, el cuadro 12 muestra la ubicacion

geografica precisa de los sitios donde fueron tomadas las muestras.

Estado Localidad Sitio Lat Lon Ele
Distrito Xochimilco  Antiguo Canal de 19.272 -99.105 2240
Federal Cuemanco

Hidalgo Huichapan Bordo Rancho Dandho  20.411 -99.708 2080

Cuadro 12. Ubicacién geografica precisa de los sitios donde se colect6 B. rubens.

El andlisis bioinforméatico de las secuencias de B. rubens muestran que la distancia
intraespecifica (0.044) es superiora al umbral del 3% asignado empiricamente a los
organismos que pertenecen a la misma especie, por lo tanto sugiere que los integrantes de
este grupo pertenecen a distinta especie especie bioldgica. Sin embargo vale la pena hacer
notar que tres de las cuatro secuencias de esta especie corresponden a una poblacion del
estado de Hidalgo (Danho) y solo una fue obtenida de Xochimilco. De esta manera las
interpretaciones evolutivas deben tomarse con precaucion y, en todo caso, proponer un
analisis basado en el fragmento COI pero con una muestra mas numeroso e incluso

considerando organismos de distintas épocas del afio.

Género Divergencia intraespecifica
B. plationus n/c

B. rubens 0.044578763

B. plicatilis 0.003851732

B. caudatus 0.154205248

Cuadro 13. Distancia genética (K2P) dentro de las especies del género Brachionus
incorporadas en los registros del proyecto “Rotifers of Mexico”



La especie B. caudatus provienen de dos localidades, el cuadro 14 muestra la ubicacion

geogréfica precisa de los sitios donde fueron tomadas las muestras.

Estado Localidad  Sito exacto Lat Long Ele

Distrito Federal Xochimilco Antiguo Canal de  19.2724 -99.1053 2240
Cuemanco

Mexico State  Aculco Aculco de 20.1244 -99.8819 2450
Espinoza

Cuadro 14. Ubicacion geografica precisa de los sitios donde se colect6 B. Rubens.

El analisis de estas secuencias evidencia que la distancia genética dentro del grupo es

elevada (Cuadro 12) y supera el umbral para miembros de la misma especie (0.15). Esta

observacion, permitiria considerar que se trata de un complejo de especies mas que una

especie con amplia distribucion. Sin embargo el nimero de organismos secuenciados

obliga, como en el caso anterior, a tomar estas sugerencias con cuidado e invita a realizar

un analisis que considere muestreos sistematicos.

La secuencias de B. plicatilis fueron colectadas en dos sitos el cuadro 15 muestra la

ubicacion precisa de los sitos donde fueron colectadas las muestras.

Estado Localidad Sitio exacto Lat Lon Ele
Mexico State Jilotepec Ejido Jilotepec 19.903 -99.614 2600
Distrito Xochimilco  Antiguo Canal de 19.2724  -99.1053 2240
Federal Cuemanco

Cuadro 15. Ubicacion geogréafica precisa de los sitios donde se colecto B. plicatilis.

El analisis bioinfomatico de estas secuencias indica que la divergencia genética de estas

especies es menor al 3% y por tanto sugiere que pertenecen a la misma especie.

Las secuencias de B. caliciflorus fueron obtenidas de organimos colectados en el Distrito

Federal en el Lago de Xochimilco (19.272 y -99.105 latitud y longitud respectivamente).

Las tres muestran corresponden al mismo haplotipo, es decir la distancia genética es igual a

cero.



Las otras especies del genero Brachionus estan representadas por solamente una o dos
secuencias por lo tanto las inferencias respecto a la utilidad taxonémica y evolutiva del

fragmento COI son limitadas.

Familia Lecanidae
Esta familia esta representada en la coleccion de este proyecto por 19 secuencias que

corresponden a 5 especies. Entre ellas las mejor representadas es L. bulla 'y L. cornuta con
tres secuencias cada una. El andlisis de la distancia genética promedio es 0.22 y 0.15 lo cual
rebasa al umbral para organismos de la misma especie. Este resultadosugiere un analisis de
el fragmento COI de organismos muestreados de poblaciones aisladas para establecer si a

esa divergencia genética subyace diferenciacion especifica.

4. Conclusiones.
El fragmento del gen COI mostré capacidad de resolucién mayor que los fragmentos de los

genes ribosomales 16S y 18S, inclusive es capaz de evidenciar divergencia genética entre
poblaciones aisladas de distintas especies de rotiferos. La Divergencia genética
interpoblacional puede ser resultado de procesos de adaptacion a ambientes divergentes o0 a
diferencias en la composicion genética de la poblacion colonizadora. De cualquier manera,
el analisis del fragmento COI no solo resuelve problemas taxonémicos a nivel de especie
sino que ademas evidencia problemas de indole bioldgica que conducen a preguntas
ecologicas e incluso fisiologicas.

Con la finalidad de responder a las preguntas formuladas, es importante considerar que el
namero de especimenes analizados debe ser mayor a 3 y que los organismos deben provenir

de poblaciones con condiciones contrastantes.
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