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RESUMEN

La presente investigacion pretende establecer una identificacion taxonémica de la ostra en
explotacién del banco natural de Portobelo, en el estuario del rio Chone, provincia de Manabi,
Ecuador, mediante caracteres de identificacion taxonémica basica establecida para las especies de
ostreidos del Pacifico tropical y subtropical, y técnicas moleculares de identificacion genética. El
analisis taxonémico usando caracteristicas morfol6gicas, no proyecta una clara identificacion,
aunque se focaliza en Crassostrea aequatorialis o Crassostrea corteziensis, los andlisis
moleculares (COl modificado y ARNr 28S), generaron diferentes grados de identidad del
organismo respecto a las secuencias de las especies mas proximas identificadas en el BLAST del
GenBank y sugieren que no existe un registro genético de las secuencias obtenidas, por lo que es
una especie de ostreido que no tiene registros de secuencias en GB, y/o es una nueva especie para
el conocimiento cientifico. Se recomienda realizar un estudio mas profundo utilizando un enfoque
integrador de andlisis biométricos, morfoldgicos, ecolégicos, biogeograficos y genéticos con el fin
de obtener una identificacion de la especie.

Palabras clave: Ostreidos, Pacifico tropical y subtropical, Crassostrea aequatorialis, Crassostrea
corteziensis.
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INTRODUCCION

Aungue las ostras son un recurso conspicuo y muchas de ellas soportan explotaciones incluso
industriales, la taxonomia de la familia ostreidae del Pacifico tropical americano es muy
complicada y muchas veces se realizan identificaciones erroneas, debido particularmente a la
elevada plasticidad morfoldgica de las conchas en los ostreidos, por lo que se hace necesario un
enfoque integrador que combine las informaciones morfoldgicas con referencias adicionales
como datos moleculares, comportamiento, ecologia y biogeografia (Padial et al., 2010). Sin
embargo, la tipificacion de las especies se completa mejor utilizando un enfoque de validacion
cruzada entre diferentes métodos de identificacion de los taxa, en funcién de los caracteres, la
distancia genética y los arboles filogenéticos (Goldstein y DeSalle, 2011).

En Portobelo, una localidad costera del estuario del rio Chone (Manabi, Ecuador, Fig. 1), existe
una explotacidn ostricola desde hace unos afios, la cual permite el sustento de algunas familias
del pueblo y de sus aledafios. Aunque no hay registros de produccién, la informacién de los
pobladores es que la extraccion de ostras en el banco esta disminuyendo, probablemente debido
a la sobrexplotacion del recurso, por lo cual se estan realizando trabajos de caracterizacion
poblacional y estudios biolégicos que permitan un conocimiento basico para emprender acciones
de administracion del recurso con posibilidad del aumento de la produccion mediante
actividades de acuicultura. Sin embargo, hasta el momento, no existe una identificacion clara de
la especie (Fig. 1)
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Figura 1. Localizacién de la zona de muestreo y ejemplar de la especie de Ostreido.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd con ostras provenientes del banco natural de Portobelo, en el estuario
del rio Chone, provincia de Manabi, Ecuador (0° 38’ 21°" S, 80° 21’ 38"’ Q). Se tomaron
muestras para la identificacion taxondmica, siguiendo claves y descripciones de Castillo y
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Garcia-Cubas (1984), Brito y Mora 2017 y Coan y Valentich (2012). A un grupo de 10 ostras se
le extrajo una porcion del masculo aductor, que se preservd en alcohol etilico al 80% hasta su
analisis.

La extraccion total de ADN se realiz6 con el Kit “E.Z.N.A. Moluscos” (Omega Bio-Tek)
analizandose los fragmentos de los genes ribosémicos de las subunidades mitocondriales y
nucleares (gen parcial COl y 28S, respectivamente).

Los productos de PCR se obtuvieron con el conjunto de cebadores de codigo de barras
jgLCOI490/jgHCO2198 (Geller et al., 2013) y el 28S-F4-OSTRD/28S-R-OSTRD (Mazon et al.,
2016), siendo purificados con el kit ExoSAP-It (Affimetrix) y secuenciados con el kit BigDye
v3.1y el terminador X (Thermo Fisher Scientific).

Los productos de secuenciacion se separaron y detectaron en un equipo ABI 3500 (Thermo
Fisher Scientific) y las secuencias se editaron, alinearon y enviaron a BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nhi.gov) y BOLD (www.barcodinglife.org) para buscar secuencias
similares o idénticas.

Se utilizé un alineamiento maltiple de las secuencias parciales COX1 y 28S obtenidas en el
presente trabajo y Crassostrea corteziensis (Hertlein, 1951), C. columbiensis (Hanley, 1846), C.
virginica (Gmelin, 1791), Striostrea prismatica (Gray, 1825) y Saccostrea palmula (Carpenter,
1857), extraidas de GenBank para verificar el nivel de similitud con secuencias ya depositadas
en NCBI y confirmar la identidad de las muestras secuenciadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion taxonémica morfoldgica

Las ostras analizadas muestran caracteristicas de ausencia de cromata, tribu Crassostreini
Scarlato & Starobogatov, 1979; subfamilia Crassostreinae Scarlato & Starobogatov 1979;
familia Ostreidae Rafinesque, 1815; Superfamilia Otreoidea Rafinesque, 1815; y orden
Ostreida Férusssac, 1822. Las caracteristicas de concha usualmente larga pero variable,
segmentada con la valva izquierda, con espacios subumbonales (Coan y Valentich 2012),
determinan que los especimenes son del género Crassostrea (Fig. 2)

A nivel de especie, si bien muestra caracteristicas de la morfologia de la concha similares a
Crassostrea columbiensis (Hanley, 1846) y particularmente a Crassostrea corteziensis (Hertlein,
1951) y Crassostrea aequitorialis (d’Orbigny, 1846), descritas en Coen y Valentich, 2012 y
Brito y Mora, 2017, no es posible una definicidn clara segun las citadas claves taxondmicas.
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Figura 2. Caracteristicas de la concha del Ostreido.

Identificacion sistematica molecular
Citocromo oxidasa subunidad I (COl)

La amplificacién del gen parcial modificado COl mostré bandas definidas del tamafio
esperado (~600-700pb).

Se obtuvo un conjunto de 19 secuencias parciales del gen COI, entre 550-695 pb. EI BLAST
de la secuencia consenso de 656 pb identifico las muestras como Crassotrea columbiensis con
un porcentaje muy bajo de identidad (87%), por lo que no se considera esta identificacion como
vélida.

El arbol y la matriz de distancias de las secuencias obtenidas, mostré igualmente la distancia
mas préxima con C. columbiensis, pero con distancias muy grandes (Fig. 3)
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Figura 3. Arbol de distancias de secuencias COl (muestras problema CarMa y accesos GB C.

columbiensis).

ARN 28S ribosémico
El marcador ARNr 28S permitié una rapida y simple estandarizacion sin mayores problemas,
revelando una banda de ~800 pb.

Se obtuvieron 18 secuencias entre 537-818 pb. EI BLAST de estas secuencias identificd las
muestras con varias especies del género Crassotrea (C. corteziensis, C. virginica y C.
columbiensis), siendo el mayor porcentaje de identidad de alguna muestra C. columbiensis

(98%).

El arbol y la matriz de distancias realizado con las secuencias obtenidas, no muestran una
distancia préxima a ninguna de las especies anteriores (Fig. 4), siendo este marcador efectivo
para la identificacion de varias especies de ostreidos en México (Mazon et al., 2016) (Fig. 4)
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Figura 4. Arbol de distancias de secuencias ARNr 28S (muestras problema y accesos especies de
Crassostrea, GB: C. columbiensis, C. corteziensis, C. virginica).

CONCLUSIONES

El andlisis taxondémico usando caracteristicas morfoldgicas, no proyecta una clara
identificacion, aunque se focaliza en Crassostrea aequatorialis o Crassostrea corteziensis.

Los andlisis moleculares muestran que las secuencias con los dos marcadores utilizados, COI
modificado y ARNr 28S, generaron diferentes grados de identidad del organismo respecto a las
secuencias de las especies mas préximas identificadas en el BLAST del GenBank. No se lleg6 a
una identificacién correcta de la especie estudiada.

Dada la dificultad de identificacién morfoldgica de la especie y la baja relacion genética de
las especies caracterizadas, que sugieren que no existe un registro genético de las secuencias
obtenidas, se generan las siguientes hipotesis:

Es una especie de ostreido que no tiene registros de secuencias en GB, y/o es una nueva
especie para el conocimiento cientifico.

Para verificar estas hipotesis, consideramos que se debe realizar un estudio mas profundo de
este organismo utilizando un enfoque integrador de analisis biométricos, morfolégicos,
ecoldgicos, biogeograficos y genéticos con el fin de obtener una identificacion de la especie.
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