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INTRODUCCION

Conocer la biologia de las especies, incluyendo su grado de variabilidad genética, permite
establecer unidades de conservacion (Bancos genéticos) para una mejor gestion de las especies
amenazadas, debido a que el estudio del ADN es una de las pruebas de los seres vivos mas
confiables, ya que evalGa la genética de la biodiversidad, variabilidad y estructura de las
poblaciones, cambios y fluctuaciones migratorias y temporales. Asimismo, facilita la
identificacion de especies y el manejo racional y sostenible de las unidades poblacionales. Por
otra parte, entre las miltiples amenazas que afectan a la biodiversidad se encuentra la pérdida de
variabilidad genética.

A nivel genético la biodiversidad actual ha sido el resultado de procesos evolutivos que han
tenido lugar a lo largo de la historia de las especies, por lo que entre las medidas de
conservacion propuestas ex situ se encuentran los Bancos genéticos.

Con objeto de preservar el patrimonio genético y biologico de las especies silvestres y de
integrar en los programas de conservacion las operaciones ex situ e in situ, se estd promoviendo
la existencia de una red de bancos de material biolégico y genético. Dicha red dara prioridad,
entre otras, a la preservacion de material biolégico y genético procedente de taxones autéctonos
de flora y fauna silvestres y en especial de las especies amenazadas endémicas.

Uno de los objetivos de los bancos genéticos es promover el desarrollo y uso de las Técnicas
de Biologia Molecular basadas en el analisis de DNA, para el uso a corto y largo plazo de la
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informacion de la molécula de ADN, con la finalidad de establecer estrategias de rapida
respuesta en la investigacion de organismos marinos y la gestion de la biodiversidad.

Colecciones de tejidos y ADN para el estudio de la biodiversidad

Este tipo de biobancos se han formado para poder conservar muestras de tejidos y extraer
moléculas organicas o inorgénicas concretas, ya sean proteinas o acidos nucleicos (ADN o
ARN) de los especimenes que son conservados por instituciones dedicadas al estudio de la
biodiversidad, en ellos ademés se custodian también los extractos o genomas que forman un
patrimonio genético Unico que estd demostrando ser muy Util para estudios de tendencias
temporales y una herramienta imprescindible en ecologia, evolucion, taxonomia y sistematica.
Los bancos genéticos estan enfocados a la identificacion molecular y el andlisis de la diversidad
genética de las especies. Ademas, serviran para monitorear los cambios genéticos que se pueden
producir por el calentamiento global, la acidificacion y/o determinar cuales recursos se
encuentran sobreexplotados, constituyendo una plataforma para evaluar los recursos marinos
con mayor plusvalia de una region.

Los bancos genéticos tienen dos partes diferenciadas: una de almacenamiento fisico para las
muestras bioldgicas y el ADN extraido, y otra digital donde se codifica la informacion contenida
en las muestras (perfil genético).

Biologia molecular y diversidad genética

La diversidad entre organismos es consecuencia de las diferencias en las secuencias de ADN
y de los efectos ambientales. Cada individuo de una especie, posee una secuencia de ADN Unica,
y las variaciones en el ADN son mutaciones resultantes de la sustitucion de un solo nucle6tido,
insercién o delecion de fragmentos de ADN o duplicacién o inversion de fragmentos de ADN.
La preservacion de la diversidad genética es un factor esencial en el disefio de las estrategias de
conservacion marina.

La informacién sobre la diversidad genética es esencial para optimizar tanto las estrategias
de conservacion de los recursos genéticos como la de utilizacion de los mismos. Dado que los
recursos para la conservacion son limitados, suele ser necesaria una priorizacion. Las nuevas
herramientas moleculares permitiran la identificacion de genes implicados en un conjunto de
caracteres, incluyendo los caracteres adaptativos, asi como los polimorfismos que causan la
variacion genética funcional.

Sin embargo, aln no disponemos de conocimientos suficientes para priorizar las decisiones
de conservacién sobre la base de la diversidad molecular funcional, y se requieren medidas
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alternativas. EI modo mas rapido y rentable de medir la diversidad genética es mediante el
analisis de polimorfismos utilizando marcadores genéticos moleculares anonimos.

Las técnicas de biologia molecular son diversas y utilizables en diferentes organismos,
escalas evolutivas, areas de investigacién y estudios aplicados. Cabe destacar que, las especies
exoéticas invasoras son una de las cinco causas principales de la pérdida de biodiversidad, junto
con la destruccion del héabitat, la sobreexplotacion, la contaminacién y el cambio climético.

BIOLOGIA MOLECULAR Y DIVERSIDAD GENETICA

Las técnicas de biologia molecular son diversas y utilizables en
diferentes organismos, escalas evolutivas, areas de investigacion y
estudios aplicados.

éPor qué utilizar las técnicas moleculares?
- Altamente fiables

- Rapidas

- Muy flexibles

- Cada dia mas asequibles economicamente

La preservacion de la diversidad genética es un factor esencial en el
disefio de las estrategias de conservacién marina.

BIOLOGIA MOLECULAR Y DIVERSIDAD GENETICA

< Aumento en todo el mundo de los estudios que tratan sobre la variabilidad
genética de los organismos marinos mmmmmm) Globalizacién y especies invasoras.

<+ Bases de datos internacionales de datos genéticos en linea son una oportunidad
para hacer meta-analisis ) Estudios metapoblacionales de especies
de interés.

“*{@ﬁaﬁraw

Figuras 1y 2. Técnicas moleculares y diversidad genética.
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Perspectivas y aplicabilidad

Aplicacion de técnicas moleculares en la Conservacion y Gestion de la Biodiversidad. La
identificacion de especies mediante la sistematica molecular es importante y abarca una amplia
gama de perspectivas:
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la répida asignacidn de ejemplares a la especie correcta cuando los rasgos morfolégicos
no son suficientes.
la_identificacién de posibles especies similares en apariencia y diferenciadas a nivel

genético.

la complementariedad a la taxonomia clasica en la elaboracion de inventarios y censos de
biodiversidad.

la aplicacion de estos datos a las estrategias de conservacion y manejo de especies.

Mediante el analisis comparativo de secuencias de ADN:
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Estudios de biologia de las especies.

Caracterizacion taxonomica de las especies.

Caracterizacion_genética de especies cultivadas.

Estimacion de tallas y origen geografico de las capturas u organismos.

Construccion de filogenias moleculares con las que evaluar las relaciones entre los
organismos, seleccionar unidades y prioridades de conservacion.

Conseguir cierto poder de prediccion respecto de los cambios que estan afectando
negativamente a la biodiversidad (especies invasoras, pérdida de variabilidad genética,
etc.).

Aplicacion de técnicas moleculares para el Control alimentario y Autentificacion de
productos:

0

<

2
*

Desarrollo de metodologias para la identificacion y cuantificacion de especies como
herramienta para la verificacion del cumplimiento de la legislacion (Directiva
2000/13/EC relativa a la autentificacion de productos pesqueros. Etiquetado y
trazabilidad).

Deteccion y andlisis de organismos modificados genéticamente (GMO) (Etiquetado de
alimentos GMO segln la legislacion europea y deteccién de peces transgénicos en
poblaciones naturales).
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Bancos genéticos y biodiversidad

La creacion de bancos de ADN de poblaciones naturales de organismos, es una forma directa
y efectiva de conservar la biodiversidad al conservar la molécula transmisora de informacién
hereditaria.

Estos bancos facilitan el acceso directo a la secuencia de ADN de los organismos
amenazados y permiten el uso a corto y largo plazo de la informacién que contiene para las
estrategias de investigacion y gestion de la biodiversidad.

Generan y almacenan informacion molecular relevante para la identificacion, investigacion y
manejo de organismos marinos. (Figs. 3y 4).

Se facilita la identificacién de forma répida e inequivoca en el tr&fico de organismos
endémicos 0 amenazados Y la deteccidn del fraude en la composicién biol6gica de los productos
comerciales.

BANCOS

BARCODING OF LIFE GENE;TICOS

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=UCIDES

BASE DE DATOS LOCAL DE

SECUENCIAS DE DNA del

GEN COI DNA mitocondrial
BARCODING

c ATTGAAACCCGGG

_ SECUENCIADNA

http: rg/index.php/Public_BarcodeCl ?clusteruri=B p-
OLD:ACH9764 ﬁ‘}

Figuras 3y 4. Barcoding of Life
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PROTOCOLOS PROTOCOLOS
A. PROCESADO DE LAS MUESTRAS S AISLAMIENTO DE ADN

Extraccién de ADN
A ]

PROTOCOLOS PROTOCOLOS

C. DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL ADN GENOMICO D. AMPLIFICACION DE ADN

CUALITATIVO : ELECTROFORESIS

-».-»

CUANTITATIVO : ESPECTROFOTOMETRIA

ek Soteranes

Fehf2 5'TOGACT AAT CAT ARAGAT ATC GGT AC-3 s Jods
iz S-ACTTCAGOG THA DG AAGAAT CAG A2 Lt
LCO1490 5 GOT CARCANATC ATAAMG ATATTG G-3°

HiO 19 5 TANALT TLA GRS A UL AR ATE A3 Felmoratal 1

PROTOCOLOS

E. SECUENCIACION/GENOTIPADO

Purificacion ADN amplificado
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Los Bancos Genéticos pretenden, a largo plazo, consolidarse como un inventario actualizado
y censo genético de la biodiversidad marina de las areas, regiones o paises, con aplicaciones
diversas para su preservacion:

P Servir como un coédigo de barras local de la iniciativa global del Barcode of Life, que
mejorara las deficiencias detectadas en los inventarios de biodiversidad de las zonas
geogréaficas mediante la generacién de datos e identificacion de especies.

P Estudiar la variacion (filo) geografica local de las especies de interés comercial o las de
prioridad en conservacion. (Figs. 5-9).

P Detectar la relevancia de la diversidad filogenética de las especies marinas residentes en
un area respecto a las otras regiones marinas del planeta.

Biodiversidad marina Ecuador

En Ecuador, la biodiversidad marina es una asignatura pendiente en cuanto que no estan muy
estudiados los ecosistemas marinos y sus recursos. Los datos existentes son escasos y los
inventarios existentes no estan actualizados. Sin embargo, el Gobierno ha desarrollado proyectos
en las Ultimas décadas y leyes para la conservacion de la Biodiversidad y los ecosistemas
marinos por ejemplo:

PROYECTO: “CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD MARINA Y COSTERA DE
ECUADOR”. 2010, cuyo objetivo es conservar de la biodiversidad marina y costera del Ecuador
mediante el establecimiento de una red de Areas Protegidas que tenga una adecuada
representacion de los ecosistemas marino- costeros y fortalecer el manejo de areas marinas y
costeras protegidas en conjunto con acciones focalizadas en la proteccion de especies marinas
amenazadas.

RED DE AREAS MARINAS Y COSTERAS PROTEGIDAS DEL ECUADOR. Que se crea
mediante Acuerdo Ministerial 30, Registro Oficial 77 de 12-sep.-2017 y tiene entre los

propositos fundamentales:

Conservar la biodiversidad del Sistema Nacional de las Areas Protegidas en la zona marino
costera y generar actividades sustentables para la sociedad ecuatoriana.

Banco genético marino UPSE Santa Elena
El Proyecto Banco Genético de Organismos marinos de Santa Elena, financiado por el

Programa PROMETEO de la SENECYT (Gobierno de Ecuador), se desarrollé en 2015 en la
Universidad Puablica de Santa Elena (UPSE) vy, que pretende impulsar la aplicacién de las
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tecnologias moleculares para hacer frente y ayudar en la conservacion, aprovechamiento y

gestion de la biodiversidad marina de esa zona costera de Ecuador
Con ello, se pretende realizar el inventario genético de los recursos pesqueros (peces
moluscos y crustaceos) de la provincia de Santa Elena mediante la obtencion del cédigo genético

(COl) implementando el Barcoding de la Biodiversidad Marina

PROMETEQ | excwinspmor

(et

Figura 10. Proyecto Banco Genético de Organismos marinos de Santa Elena. PROMETEO

Las actividades que se desarrollaron durante el proyecto fueron
+» Recolecta de muestras en los mercados de pescado y en las caletas de pescadores

«» Coadificacion de muestras, tarros y microtubos
» Colecciones de tejidos y ADN para mapeo genético de la biodiversidad
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Figura 13. Colecciones de tejidos.

Aplicaciones: 5 Tesis Licenciatura alumnos UPSE

< Filogeografia de la “Ostra Nativa” (Striostrea prismatica Gray, 1825) en las localidades
de Ayangue y Salinas, provincia de Santa Elena, Ecuador.

< Estructura genética de las poblaciones de Ucides occidentalis (Ortmann, 1897) en los
manglares del Morro (Guayas) y Atacames (Esmeraldas), Ecuador.

< Diversidad genética del cangrejo azul Cardisoma crassum, Smith 1870, en los
manglares de Esmeraldas (Canton Eloy Alfaro), Ecuador.



Los bancos genéticos y su papel en la conservacion, gestion y trazabilidad

< Variabilidad genética y discriminacién de las especies del género Opisthonema,
O.bulleri (Regan, 1904), O. libertate (Gunter, 1867) y O. medirastre (Berry & Barret,
1963), en la caleta de pesca Anconcito, Santa Elena.

< Caracterizacion genética de marcadores mitocondriales para el estudio de la diversidad
genética de las especies del género Anadara Gray 1847 (A. similis, A. tuberculosa, A.
grandis) en los manglares de Ecuador.

Caracterizacion genética de recursos marinos comerciales
en Ecuador (Anadara spp. y Opisthonema spp.)
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Figuras 14.
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Caracterizacidn por RFLPs de recursos marinos comerciales en
Ecuador (Anadara spp. y Opisthonema spp.)

2

0. buferi, O finsreate 0. meTidectne)

Fragmentos de genes mitooondriales Fragmentos de genes mitocondriales
RFLP: Enzima de restriccianAfu | RFLP: Enzima de restriccidn Mba |

11
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Fragmentos d= POR-AFLP con Al Fragmentas e POR-RFLF con Mbo 1

Figura 15.

Caracterizacion genética de recursos marinos comerciales
en Ecuador (Ucides occidentalis)

Fragmentos de genes mitocondriales
COl, 16SrARN y UCI-COX1

LTS

PCR-RFLP, la digestion generado con los primers UCI-
COX1-1F y UCI-COX1-2R con la enzima BseGl (GGATG)
produce dos fragmentos de 212 y 85 pb.

Esta herramienta permite ademads la identificacion de
ADN de U. occidentalis en muestras de agua del medio
natural, lo que permitira la deteccion de etapas
larvarias de U. occidentalis en muestras
zooplanctonicas.
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Figura 1. Arbol fil &fico 0 ido del prog MEGA medi;
i Joining y basado en ias parciales del gen mi
Figura 16.
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Caracterizacion genética de recursos marinos comerciales
en Ecuador (Cardisoma crassum)

. R Fragmentos de genes mitocondriales
La secuencia parcial del gen COX1 COI, 165rARN y CCRA-COX1

alineamiento de 658 pb siendo la primera
secuencia disponible de esta especie para
este marcador fundamental (Cédigo de
barras “barcoding”).

Candisoms crassum

La especificidad del amplicén de CCRA-COX1
para C. crassum se puede verificar in silico,
ademas de por el tamafio, mediante PCR-RFLP
mediante la digestion del producto de PCR con
la enzima de restriccion BseGl (GGATG) que
producira dos fragmentos de 22pb y 145pb.

wapaam |,
s urkern | T

| mocear e [maits)

Figura 3. Arbol filogenético obtenido con el programa MEGA
di el método de Neighbor-Joining y basado en secuenga;!)
parciales del gen mitocondrial 16SrRNA.

Figura 17.
CONCLUSIONES

Se ha implementado la herramienta de la biologia molecular en la Facultad de Ciencias del
Mar de la Universidad Publica de Santa Elena (UPSE), para estudiar algunos recursos pesqueros
importantes para la poblacion de Ecuador, principalmente para el sector de pesca artesanal y las
conserveras. Estos estudios deberian ser implementados en todos los recursos pesqueros para
Ecuador.

Se han identificado las muestras de los recursos pesqueros estudiados, procedentes de varias
zonas del pais, para determinar si existia diferenciacion poblacional en las especies. No existen
diferencias poblacionales en los recursos estudiados, solo en el caso de Striostrea prismatica se
determinaron incongruencias entre los individuos de las diferentes poblaciones que indican la
presencia de dos haplotipos.
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