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La identificacion de especies marinas utilizando métodos taxonomicos tradicionales
estd a menudo entorpecida por controversias taxonomicas. El concepto relativamente nuevo
del codigo de barras genético en la perspectiva marina es de interés, ya que esta técnica
molecular puede ser 1til en la evaluacion de especies cripticas muy extendidas en el medio
marino. Otras ventajas incluyen estudios de la diversidad bioldgica, genética de la conser-
vacion y la deteccion de especies exdticas u organismos no nativos en el medio marino. La
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caracterizacion genética es uno de los puntos de partida para lograr objetivos de conservacion
de las especies, mantener la maxima cantidad de diversidad genética, asi como una herra-
mienta Util para la gestion de los recursos explotados, para ayudar a establecer los sistemas
de uso y manejo de las especies. La utilizacion de secuencias de ADNmt especificas para
la identificacion rapida de especimenes no es nueva, sin embargo lo que es innovador del
Codigo de Barras de ADN es que propone usar informacién dentro de una misma region
génica, el gen COX1 del ADNmt, en todos los taxones y con condiciones de secuenciacion
estandarizadas. Los esfuerzos mundiales de codigos de barras de ADN en el habitat marino
incluyen Marbol, FishBol, CeDAMar, CMarZ, Tiburén-BOL, PeBOL, etc. Este trabajo es un
estudio preliminar para la caracterizacion de las especies de interés comercial de Ecuador,
se disefiaron primers especificos para cada grupo y se realizé una primera inferencia de las
relaciones filogenéticas, en cada una de las especies estudiadas, mediante las secuencias
parciales de los genes COX1 y 16SrRNA.

Materiales y métodos

A partir de tejidos de los organismos se ha procedido al aislamiento del ADN total (Tabla
I) mediante los Kit Omega Bio-Tech (The E.Z.N.A.® Mollusc DNA Kit; The de los genes
mitocondriales COX1 y 16S rRNA, con cebadores universales LCO1490/HCO2198 (Folmer
etal., 1994) y 16S rRNA (Palumbi ef al., 1991), se realizé mediante los protocolos descritos en
Quinteiro ez al. (2015). Las secuencias nucleotidicas del 16S rRNA y las del fragmento del gen
COX1, fueron alineadas entre si utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software
MEGA version 5 (Tamura ef al., 2011) y estimadas las relaciones filogenéticas mediante el
calculo de distancias y reconstruccion filogenética con el algoritmo de Neighbor-Joining con el
software MEGA version 6 (Tamura ef al., 2013). Las secuencias recortadas y alineadas fueron
verificadas con la base de datos de GenBank (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), utilizando el
software en linea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Se disefiaron cebadores especificos usando las secuencias del gen COX1 en cada una
de los géneros y/o especies estudiadas (Tabla II). Las secuencias consenso parciales am-
plificadas con los cebadores especificos disefiados en el gen COX1 del ADNmt, se han
utilizado para reconstruir las relaciones filogenéticas de las especies de los géneros Anadara
y Opisthonema. En el caso de Cardisoma crassum 'y Ucides occidentalis, se han utilizado las
secuencias consenso de 16S rRNA debido a la falta de secuencias del COX1 disponibles en
las bases de datos de las especies congenéricas, lo que impide su aplicacion a la inferencia de
las relaciones filogenéticas.
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Tabla .- Listado de organismos estudiados.

ANADARA OPISTHONEMA UCIDES CARDISOMA

ASIM M197 ATUB - GMO111  AGRAMI169 OLIBM 695M OBULSELS 284 A OMEDSELS 297  UOCC-GMO258 CCRA EEL 424

ASIM M198 ATUB - MACH181 AGRAMI175 OLIBM 696 M OBULSELS 287  OMEDSELS 298 A UOCC -GM0O274 CCRA EEL 433

ASIM M199 ATUB - MACH191 OLIBM 700 A OBULMSA 649  OMEDSELS 358  UOCC-GBA488 CCRA EEL 439
ASIM GMO251 ATUB - ESME393 OMEDSELS 368  UOCC-GBA496 CCRA EEL 453
ATUB - ESME412 OMEDSELS 383  UOCC-GBA497 CCRA EEL 460

UOCC-GBA508 CCRA SEPA 639

CCRA SEPA 642
CCRA SEPA 646
Tabla II.- Nuevos cebadores/primers especificos disefiados.
ESPECIES PRIMERS ESP. SECUENCIAS 57 T™T?
Anadara spp. ANA-COX1-1F 5 GTGCTGGRACTGGTTGGACT-3’ 61
ANA-COXI1-2R 5’-CACCTCCACCTTGAGGACGA-3’ 63
Opisthonema spp. OPIS-COX1-1F 5’-CCWCCTGCAATYTCACAATACCA-3> 62
OPIS-COX1-2R 5’-TTCTGGGTGGCCAAAGAATCAG-3’ 62
Ucides occidentalis UCI-COXI1-1F 5’-AGTAGTTACAGCCCACGCCTT-3’ 61
UCI-COX1-2R 5’-ACTCCGGCTAAATGAAGGGAG-3’ 61
Cardisoma crassum CCRA-COX1-1F 5’-GGAAATTGGCTCGTACCCCT-3" 60
CCRA-COX1-2R 5’-GCTGCTARGGGTGGGTAAAC-3” 61

Resultados y discusion

Opisthonema spp.

La amplificaciéon con los primers COX1F/COX2R (Quinteiro, unpubl.), generé un
fragmento de, aproximadamente, 1800 pb conteniendo la secuencia completa del gen mi-
tocondrial COX1. A partir de este fragmento se elabor6 un alineamiento de 462 nucledti-
dos de longitud, incluyendo secuencias propias de O. bulleri (N=2), O. medirastre (N=4) y
O. libertate (N=2). Ademas, se incluyeron un total de 23 secuencias parciales disponibles




Caracterizacion molecular de recursos marinos de interés...

en el Genbank para estas especies, conteniendo la unica especie congenérica atlantica, O.
oglinum. No ha sido posible considerar en este analisis a la especie endémica de Galapagos,
O. berlangai.

Las tres especies congenéricas analizadas con distribucion pacifica, se agrupan monofilé-
ticamente con un elevado soporte de replicacion (98%) (Fig. 1). Sin embargo, no se obtiene
una clarificacion de las relaciones entre estas especies, pudiendo deberse a una rapida y si-
multanea especiacion de ellas y a la no inclusion de O. berlangai en el analisis. Como especie
hermana de este grupo pacifico se situa O. oglinum, con distribucion atlantica y mostrando
una divergencia esperable para la separacion interoceanica.

GUT02358
JXO32012
GU225418
GU225417
JX034011
GUZ25415 ;
- GU225414 Opisthonema oglimum
wlGUZ25413
| | JO3IES4TI
KTO75297
GUT02345
sl JX034010 |
[ =r—OLIBESS
J"Guasse lmmmm
HQ010071 |
. 1oy QBUL2ET ' ;
= 1 0eULE4S }Mmmabum
= OMED368
2 GQ891093
HG010075 , '
OMED297 Opisthonema madirastre
OMED3S8
nlOMED383
NC 008107 - COX1 CDS

Figura 1.- Arbol filogenético obtenido con el programa MEGA mediante el método de
Neighbor-Joining y basado en secuencias parciales del gen mitocondrial COX1. Las distan-
cias fueron calculadas segiin Tamura-Nei (1993), siendo eliminadas las posiciones ambiguas
en las comparaciones entre pares. Como grupo externo fue incluido Dorosoma cepedianum
(NC 008107-COX1 CDS). El soporte de las ramas fue obtenido por replicacion (2000), ocul-
tandose los valores inferiores al 50%.
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Anadara spp.

La secuenciacion del fragmento amplificado con los cebadores LCO1490 y HCO2198
(Folmer et al., 1994), ha permitido obtener un alineamiento de 661 pb de secuencias parciales
de gen mitocondrial COX1 en 3 individuos de A. similis y 5 de A. tuberculosa. Se han
incluido datos homoélogos disponibles en el Genbank para A. grandis y A.similis, tomando a
A. notabilis como especie externa (outgroup).

La divergencia entre las especies Anadara similis y Anadara tubeculosa es elevada,
superior al 10%. Los individuos de ambas especies se agrupan monofiléticamente en sendos
clados divergentes y bien soportados con valores de replicacion del 100% (Fig. 2). Anadara
grandis se sitia como especie hermana de ambos taxa, utilizandose 4. notabilis como grupo
externo mas proximo a las especies consideradas. La clasificacion actual de 4. grandis
(Huber, 2015) como Larkinia grandis (Broderip & Sowerby, 1829) es incongruente con su
posicion en el arbol, donde se encuentra incluida entre las especies del género Anadara.

221 ASIM197
ASIM198
ASIM 25 A. similis
A: similis AF416835
7 ASIM199
ATUB111
ATUB181
ATUB191 A. tuberculosa
ATUB393
#LATUB412
A. grandis AF345641
A. notabilis AF416828

100

100

Figura 2.- Arbol filogenético obtenido con el programa MEGA mediante el método de
Neighbor-Joining y basado en secuencias parciales del gen mitocondrial COX1. Las distan-
cias fueron calculadas segiin Tamura-Nei (1993), siendo eliminadas las posiciones ambiguas
en las comparaciones entre pares. Como grupo externo fue incluido 4. notabilis. El soporte
de las ramas fue obtenido por replicacion (2000), ocultandose los valores inferiores al 50%.
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Cardisoma crassum (Smith, 1870)

La amplificacion con los cebadores 16Sa-5"y 16Sb-3’ (Palumbi et al., 1996), permitieron
obtener un alineamiento parcial de 522 pb del gen 16S rRNA para 8 individuos de dos loca-
lidades en Cardisoma crassum (CCRAEL424; CCRAEL433; CCRAEL439; CCRAELA453;
CCRAEL460; CCRAPA639; CCRAPA642; CCRAPAG46). En esta secuencia solo se
detectan dos sitios polimorficos, con transiciones entre bases puricas y generando tres ha-
plotipos distintos. La incorporacién de datos homologos de las especies de Cardisoma dis-
ponibles en el Genbank ha permitido elaborar un alineamiento de 529 pb y 29 secuencias,
incluyendo asi las otras 3 especies congenéricas: C. armatum, C. carnifex y C. guanhumi, y
Discoplax gracilipes como grupo externo (Fig. 3).

La secuencia parcial del gen COX1, amplificada con los cebadores LCO1490 y HCO2198
(Folmer et al., 1994), ha permitido obtener un alineamiento de 658 pb de longitud para los
8 individuos de C. crassum, siendo la primera secuencia disponible de esta especie para
este marcador fundamental (Cédigo de barras “barcoding™). Sin embargo, la ausencia de
secuencias homologas para las especies congenéricas impide su aplicacion a la inferencia
filogenética.

AJ130805 Cardisoma crassum

CCRA424 C. crassum

FM208126 Cardisoma amatum
| AB999623 Cardisoma armatum C. arma i
7ol FM208125 Cardisoma armatum
FM208123 Cardisoma guanhumi
e FM208124 Cardisoma guanhumi
KJ1132520 Cardisoma crassum
- Z79653 Cardisoma guanhumi
77777777777777 FM208127 Cardisoma armatum
= i"'FM208128 Cardisoma armatum
FM208136 Cardisoma guanhumi
FM208130 Cardisoma guanhumi
-FM208129 Cardisoma guanhumi
FM 208131 Cardisoma guanhumi
.FM208137 Cardisoma guanhumi
FM208133 Cardisoma guanhumi
FM208135 Cardisoma guanhumi
‘.- FM208132 Cardisoma guanhumi
"'~ FM208134 Cardisoma guanhumi
r FMN539017 Cardisoma carnifex
— AB 622 Cardisoma carnifex ]c carmifex
= I/\\M‘I 80687 Cardisoma camifex
AB999621 Discoplax gracilipes

:| C guanbumi

NHuclear DNA (numts)

e

Figura 3.- Arbol filogenético obtenido con el programa MEGA mediante el método de
Neighbor-Joining y basado en secuencias parciales del gen mitocondrial 16S rRNA. Las
distancias fueron calculadas segiin Tamura-Nei (1993), siendo eliminadas las posiciones
ambiguas en las comparaciones entre pares. Como grupo externo fue incluido Discoplax
gracilipes (AB999621). El soporte de las ramas fue obtenido por replicacion (2000), ocul-
tandose los valores inferiores al 50%.
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Ucides occidentalis (Ortmann, 1897)

La amplificacion con los cebadores 16Sar-5’ y 16Sbr-3’ (Palumbi et al, 1996), ha
permitido la obtencion de un alineamiento de 530 pb de longitud incluyendo 6 individuos de
dos localidades en Ucides occidentalis (UOCCGMO258; UOCCGMO274; UOCCGBAA48S;
UOCCGBA496; UOCCGBA497; UOCCGBAS08).

Se han obtenido 5 haplotipos diferentes que se agrupan con otros haplotipos previamente
descritos (Ordinola, 2012) para Tumbes (Per1). Como clado hermano se sitiian los haplo-
tipos de la Ginica especie congenérica, Ucides cordatus, mostrando la relacion de especies
hermanas con distribuciones aisladas por el Istmo de Panama (Fig. 4).

— A UOCC274 7]
|- KT705328
KT708321
KT705334
KT705349
KT705355
|— A UOCCA488
KT705337
A UOCCAa96
KT7058339
KT705324
= KT705351
}— KT705340
KT705353
KT705335

o |KT708322

= KT705346
f= KT705344
KT705354
KT705336
KT705323
f= KT705347
= KT705319
A UOCC268

U. acadentails

KT705343
KT705329
KT705352
}— KT705350
KT705348
KT705331
KT705320
KT708318
L— KT705341
KT705345

KT705325
p— KT705326
A UOCC497
A UOCC508

| kT705338
KT705333
KT705330
|—KT705332

KT705327
= KT705342
FN539019
- AY077479
AYOT77477
EAYDTTATB U. cordatus
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Figura 4.- Arbol filogenético obtenido del programa MEGA mediante el método de Neigh-
bor-Joining y basado en secuencias parciales del gen mitocondrial 16SrRNA. Las distan-
cias fueron calculadas segin Tamura-Nei (1993), siendo eliminadas las posiciones ambiguas
en las comparaciones entre pares. Como grupo externo fue incluido Uca herradurensis
(AB813664). El soporte de las ramas fue obtenido por replicacion (2000), ocultandose los
valores inferiores al 50%.
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Conclusiones

7
0‘0

Las tres especies congenéricas de Opisthonema (O. bulleri, O. libertate, O. medi-
rastre) se agrupan monofiléticamente, pero no se observa una clarificacion en la
relaciones filogenéticas entre éstas tres especies, pudiendo deberse a una rapida
y simultanea especiacion de ellas o a la no inclusion de la especie endémica de
Galapagos, por lo que es necesario incluir muestras de la especie O. berlangai en
proximos trabajos para poder hacer los analisis.

La divergencia entre las especies Anadara similis y Anadara tuberculosa es
elevada, se agrupan monofiléticamente en clados divergentes con valores de repli-
cacion del 100%. Anadara grandis se sitia como especie hermana de ambos taxa,
por lo que resulta incongruente su clasificacion actual como Larkinia grandis.

Se comprob¢ la dificultad de la secuencia 16S rRNA para definir relaciones filo-
genéticas recientes entre las especies proximas (monofileticas) de Cardisoma. La
ausencia de secuencias homologas del gen COX1 para las especies congenéricas,
impidi6 su aplicacion para hacer la inferencia filogenética en este trabajo.

Se obtuvieron 5 haplotipos diferentes para Ucides occidentalis, que se agruparon
con otros previamente descritos para Tumbes (Pert). Como clado hermano se
situan los haplotipos de la tinica especie congenérica, Ucides cordatus, mostrando
la relacion de especies hermanas con distribuciones aisladas por el Istmo de
Panama.

Al Programa PROMETEO (SENESCYT, Gobierno de Ecuador). A la Universidad
Estatal Peninsula de Santa Elena (CIBPA, CIAP, laboratorios de biologia y microbiologia),

y al Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE) de la ESPOL (Escuela
Politécnica del Litoral). A los Laboratorios, SISMOL de la Universidad de Santiago de
Compostela y BIOMOL de la Universidad de las Palmas de Gran Canaria.
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Caracterizacion molecular de recursos marinos de interés comercial en Ecuador
estudios preliminares

Quinteiro, 1.3, I

Introduccién
La identificacion

i , .4, Comejo, M.H.%, Chavarria-Viteri, J.,, Melena-Cevallos, 1., Villén, .1

ta Elena. Ecuador 1

de especies marinas utilizando métodos taxondmicos tradicionales esté a menudo

i
enmrpemdz por taxonémica:

o del cédigo de barras genético

l
n la perspectiva marina es de interés ya que esta técnica molecular puede ser dtil en la evaluacion de
especves cripticas muy extendidas en el medio marino. Otras ventajas incluyen estudios de la diversidad

bioldgica, genética de Ia conservacion y la deteccién de especies exsticas u

conservacion de las especies,

organismos no nativos en el

ner la maxima cantidad de diversidad genética, asi como una

herramienta til para la gestién de los recursos explotados, para ayudar a establecer los sistemas de uso y
manejo de las especies. La utilizacion de secuencias de ADNmt especificas para la identificacion rapida de
especimenes no es nueva, sin embargo lo que es innovador del Codigo de Barras de ADN s que propone

usar informat

n dentro de una misma regién génica, el gen COX1 del ADNML, en todos los taxones y con

condiciones de secuenciacién estandarizadas. Los esfuerzos mundiales de codigos de barras de ADN en el
habitat marino incluyen Marbol, Fish8ol, CeDAMar, CMarZ, tiburdn-BOL, PeBOL, etc.

€n este trabajo preliminar para la caracterizacion de las especies de interés comercial de Ecuador, se ha
realizado una primera inferencia de las relaciones filogenéticas en cada una de las especies estudiadas
mediante las secuencias parciales de [os genes COX1 y 16SrRNA.

RESULTADOS

La amplificacién con los primers COX1F/COX2R
(Quinteiro, unpubl.) generd un fragmento de
aproximadamente  1800pb conteniendo la
secuencia completa del gen mitocondrial COX1.
A partir de este fragmento se elabor6 un
alineamiento de 462 nucledtidos de longitud,
incluyendo  secuencias propias de O. bulleri
(N=2), 0. medirastre (N=4) y O. libertate (N=2).
Ademds, se incluyo un total de 23 secuencias
parciales disponibles en el Genbank para estas
especies, conteniendo  la dnica especie
congenérica atlantica, O. oglinum. No ha sido
posible considerar en este analisis a la especie
endémica de Galpagos, O. berlangai.

Las tres especies congenéricas analizadas con
distribucion  pacifica  se  agrupan
monofiléticamente con un elevado soporte de
replicacion (98%) Figura 1. Sin embargo, no se
obtiene una clarificacion de las relaciones entre
éstas 3 especies, pudiendo deberse a una
répida y simultdnea especiacion de ellas y a la
no inclusion de O. berlangai en el analisis.
Como especie hermana de este grupo pacifico
se sitda O. oglinum, con distribucion atlantica y
mostrando una divergencia esperable para la
separacién interocednica.

Cardisoma crassum

La amplificacion con los cebadores 165a-5' y
165b-3' (Palumbi et al, 1991), permitieron
obtener un alineamiento parcial de 522 pb del
gen 165 rRNA para 8 individuos de 2 localidades
en Cardisoma crassum (CCRAELA24; CCRAEL433;
CCRAEL439;  CCRAEL4S3;  CCRAEL4GO;
CCRAPAG39; CCRAPAG42; CCRAPABA6). En esta
secuencia solo se detectan 2 sitios polimérficos,
transiciones entre bases puricas y
generando 3 haplotipos  distintos.  La
incorporacion de datos homélogos de las
especies de Cardisoma disponibles en el
Genbank ha permitido elaborar un alineamiento
de 529 pb y 29 secuencias, incluyendo asi las
otras 3 especies congenéricas: C. armatum, C.
carnifex y C. guanhumi, y Discoplax gracilipes
como grupo externo. Figura 3

La secuencia parcial del gen COX1, amplificada
con los cebadores LC01490 y HCO2198 (Folmer
et al, 1994) ha permitido obtener un
alineamiento de 658 pb de longitud para los 8
individuos de C. crassum, siendo la primera
secuencia disponible de esta especie para este

marcador fundamental (Cédigo de barras
“barcoding”).  Sin embargo, la ausencia de
secuencias homdlogas para las especies

congenéricas impide su aplicacién a la inferencia
filogenética.
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Material y métodos

A partir de los tejidos de los organismos se ha procedido al aislamiento del ADN total mediante el Kit Omega Bio-Tech (Tissue y
Mollusc) Tabla 1. La amplificacicn y secuenciacion de fragmentos de los genes mitocondriales COX1 y 16STARN con cebadores
universales LCO1490/HC02198 (Folmer et al, 1994) y 16SrARN (Palumbi et al., 1991), se realizé mediante los protocolos descritos
en Quinteiro et al, 2015. Las secuencias nucleotidicas del 165TARN y las del fragmento del gen COXL, fueron alineadas entre si
utiizando el algoritmo ClustalW implementado en el software MEGA version 5 (Tamura et al., 2011) y estimadas las relaciones
filogenéticas mediante el calculo de distancias y reconstruccidn filogenética con el algoritmo de Neighbor-Joining con el software

ersion 013

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih. gov/genbank/) utilizando el software en linea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih gov/Blast.czi). Se
disefiaron cebadores especificos usando las secuencias del gen COXL en cada na de los géneros y/o especies estudiadas Tabla 2.
Las secuencias consenso parciales amplificadas con los cebadores especificos diseiados en el gen COXL el ADNML, se han
utiizado para reconstruir las relaciones filogenéticas de las especies de los géneros Anadara, Opisthonema. En el caso de
Cardisoma y Uides, se han utilizado las secuencias consenso de 165 rRNA debido  Ia falta de secuencias del COX1 disponibles en

, loque la
Tabla 1.- Lis is i Tabla 2: i disefiad

Anadara

La secuenciacion del fragmento amplificado con
los cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al.,
1994), ha permitido obtener un alineamiento de
661 pb de secuencias parciales de gen
mitocondrial COX1 en 3 individuos de A. similis y 5
de A. tuberculosa. Se han incluido datos
homdlogos disponibles en el Genbank para A.
grandis y A.similis tomando a A. notabilis como
especie externa “outgroup”.
La divergencia entre las especies Anadara similis y
Anadara tubeculosa es elevada, superior al 10%.
Los individuos de ambas especies se agrupan
monofiléticamente en sendos clados v
bien soportados con valores de replicacion del
100% Figura 2. A. grandis se sitda como especie
hermana de ambos taxa. A. notabilis se ha
ut\llzado COmO grupo externc miS proximo a las
especie: actual de A,
gmndrs (Huber M. 1015) como Larkinia grandis
(Broderip & G. B. Sowerby |, 1829) es incongruente
con su posicién en el arbol, donde se encuentra
incluida entre las especies del género Anadara.

Ucides occidentalis
1) &

La amplificacion con los cebadores 16ar-5' y 165br-
3' (Palumbi et al., 1998), ha permitido la obtencion
de un alineamiento de 530 pb de longitud
incluyendo 6 individuos de 2 localidades en Ucides

A sinis

A grands AFEBA

v 2 b logenin obteaid con e rogrms WEGA mediie of métod e
b oing . biado e arencs P o g moonir CORL. 1

occidentalis (UOCCGMO258; UOCCGMO0274;
UOCCGBA488;  UOCCGBA495;  UOCCGBA497;
UOCCGBAS08).

Se han obtenido 5 haplotipos diferentes que se
agrupan con otros haplotipos previamente descritos
(Ordinola, 2012) para Tumbes, Perd. Como clado
hermano se sittan los haplotipos de la tnica especie
congenérica Ucides cordatus mostrando la relacién
de especies hermanas con distribuciones aisladas
por el Istmo de Panam3 (Figura 4).

Las distancias fueron calculadas segin Tamura-Nei,
siendo eliminadas las posiciones ambiguas en las
comparaciones entre pares. Como grupo externo
“outgroup” fue incluido Uca herradurensis
(AB813664). El soporte de las ramas fue obtenido
por replicacién (2000) oculténdose los valores
inferiores al 50
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