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Introducción

La identifi cación de especies marinas utilizando métodos taxonómicos tradicionales 
está a menudo entorpecida por controversias taxonómicas. El concepto relativamente nuevo 
del código de barras genético en la perspectiva marina es de interés, ya que esta técnica 
molecular puede ser útil en la evaluación de especies crípticas muy extendidas en el medio 
marino. Otras ventajas incluyen estudios de la diversidad biológica, genética de la conser-
vación y la detección de especies exóticas u organismos no nativos en el medio marino. La 
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caracterización genética es uno de los puntos de partida para lograr objetivos de conservación 
de las especies, mantener la máxima cantidad de diversidad genética, así como una herra-
mienta útil para la gestión de los recursos explotados, para ayudar a establecer los sistemas 
de uso y manejo de las especies. La utilización de secuencias de ADNmt específi cas para 
la identifi cación rápida de especímenes no es nueva, sin embargo lo que es innovador del 
Código de Barras de ADN es que propone usar información dentro de una misma región 
génica, el gen COX1 del ADNmt, en todos los taxones y con condiciones de secuenciación 
estandarizadas. Los esfuerzos mundiales de códigos de barras de ADN en el hábitat marino 
incluyen Marbol, FishBol, CeDAMar, CMarZ, Tiburón-BOL, PeBOL, etc. Este trabajo es un 
estudio preliminar para la caracterización de las especies de interés comercial de Ecuador, 
se diseñaron primers específi cos para cada grupo y se realizó una primera inferencia de las 
relaciones fi logenéticas, 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 
et al., 1994) y 16S rRNA (Palumbi et al., 1991), se realizó mediante los protocolos descritos en 
Quinteiro et al. (2015). Las secuencias nucleotídicas del 16S rRNA y las del fragmento del gen 
COX1, fueron alineadas entre sí utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software 
MEGA versión 5 (Tamura et al., 2011) y estimadas las relaciones fi logenéticas mediante el 
cálculo de distancias y reconstrucción fi logenética con el algoritmo de Neighbor-Joining con el 
software MEGA versión 6 (Tamura et al., 2013). Las secuencias recortadas y alineadas fueron 
verifi cadas con la base de datos de GenBank (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), utilizando el 
software en línea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Se diseñaron cebadores específi cos usando las secuencias del gen COX1 en cada una 
de los géneros y/o especies estudiadas (Tabla II). Las secuencias consenso parciales am-
plifi cadas con los cebadores específi cos diseñados en el gen COX1 del ADNmt, se han 
utilizado para reconstruir las relaciones fi logenéticas 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 aplicación a la inferencia de 
las relaciones fi logenéticas.
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Tabla I.- Listado de organismos estudiados.

ANADARA OPISTHONEMA UCIDES CARDISOMA

ASIM M197 ATUB - GMO111 AGRA M169 OLIBM 695 M OBULSELS 284 A OMEDSELS 297 UOCC-GMO258 CCRA EEL 424

ASIM M198 ATUB - MACH181 AGRA M175 OLIBM 696 M OBULSELS 287 OMEDSELS 298 A UOCC -GMO274 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 específi cos diseñados.

ESPECIES PRIMERS ESP. SECUENCIAS 5’’ TM Tª

Anadara spp. ANA-COX1-1F 5’ GTGCTGGRACTGGTTGGACT-3’ 61

ANA-COX1-2R 5’-CACCTCCACCTTGAGGACGA-3’ 63

Opisthonema spp. OPIS-COX1-1F 5’-CCWCCTGCAATYTCACAATACCA-3’ 62

OPIS-COX1-2R 5’-TTCTGGGTGGCCAAAGAATCAG-3’ 62

Ucides occidentalis UCI-COX1-1F 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 discusión

Opisthonema spp.

La amplifi cación con los primers COX1F/COX2R (Quinteiro, unpubl.), generó un 
fragmento de, aproximadamente, 1800 pb conteniendo la secuencia completa del gen mi-
tocondrial COX1. A partir de este fragmento se elaboró un alineamiento de 462 nucleóti-
dos de longitud, incluyendo secuencias propias de O. bulleri (N=2), O. medirastre (N=4) y 
O. libertate (N=2). Además, se incluyeron un total de 23 secuencias parciales disponibles 
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en el Genbank para estas especies, conteniendo la única especie congenérica atlántica, O. 
oglinum. No ha sido posible considerar en este análisis a la especie endémica de Galápagos, 
O. berlangai.

Las tres especies congenéricas analizadas con distribución pacífi ca, se agrupan monofi lé-
ticamente con un elevado soporte de replicación (98%) (Fig. 1). Sin embargo, no se obtiene 
una clarifi cación de las relaciones entre estas especies, pudiendo deberse a una rápida y si-
multánea especiación de ellas y a la no inclusión de O. berlangai en el análisis. Como especie 
hermana de este grupo pacífi co se sitúa O. oglinum, con distribución atlántica y mostrando 
una divergencia esperable para la separación interoceánica.

Figura 1.- Árbol fi logenético 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 según 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 replicación (2000), ocul-
tándose los valores inferiores al 50%.
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Anadara spp.

La secuenciación del fragmento amplifi cado 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 homólogos 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 monofi léticamente en sendos 
clados divergentes y bien soportados con valores de replicación del 100% (Fig. 2). Anadara 
grandis se sitúa como especie hermana de ambos taxa, utilizándose A. notabilis como grupo 
externo más próximo a las especies consideradas. La clasifi cación actual de A. grandis 
(Huber, 2015) como Larkinia grandis (Broderip & Sowerby, 1829) es incongruente con su 
posición en el árbol, donde se encuentra incluida entre las especies del género Anadara.

Figura 2.- Árbol fi logenético 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 según Tamura-Nei (1993), siendo eliminadas las posiciones ambiguas 
en las comparaciones entre pares. Como grupo externo fue incluido A. notabilis. El soporte 
de las ramas fue obtenido por replicación (2000), ocultándose los valores inferiores al 50%.
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Cardisoma crassum (Smith, 1870)

La amplifi cación 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; CCRAEL453; 
CCRAEL460; CCRAPA639; CCRAPA642; CCRAPA646). En esta secuencia sólo se 
detectan dos sitios polimórfi cos, con transiciones entre bases púricas y generando tres ha-
plotipos distintos. La incorporación de datos homólogos de las especies de Cardisoma dis-
ponibles en el Genbank ha permitido elaborar un alineamiento de 529 pb y 29 secuencias, 
incluyendo así 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, amplifi cada 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 (Código de barras “barcoding”). Sin embargo, la ausencia de 
secuencias homólogas para las especies congenéricas impide su aplicación a la inferencia 
fi logenética.

Figura 3.- Árbol fi logenético 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 según 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 replicación (2000), ocul-
tándose los valores inferiores al 50%.
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Ucides occidentalis (Ortmann, 1897) 

La amplifi cación con los cebadores 16Sar-5’ y 16Sbr-3’ (Palumbi et al., 1996), ha 
permitido la obtención de un alineamiento de 530 pb de longitud incluyendo 6 individuos de 
dos localidades en Ucides occidentalis (UOCCGMO258; UOCCGMO274; UOCCGBA488; 
UOCCGBA496; UOCCGBA497; UOCCGBA508).

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

Figura 4.- Árbol fi logenético 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 según 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 replicación (2000), ocultándose los 
valores inferiores al 50%.
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Conclusiones 

  Las tres especies congenéricas de Opisthonema (O. bulleri, O. libertate, O. medi-
rastre) se agrupan monofi léticamente, pero no se observa una clarifi cación en la 
relaciones fi logenéticas entre éstas tres especies, pudiendo deberse a una rápida 
y simultánea especiación de ellas o a la no inclusión de la especie endémica de 
Galapagos, por lo que es necesario incluir muestras de la especie O. berlangai en 
próximos trabajos para poder hacer los análisis.

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

 Se comprobó la difi cultad de la secuencia 16S rRNA para defi nir relaciones fi lo-
genéticas recientes entre las especies próximas (monofi leticas) de Cardisoma. La 
ausencia de secuencias homólogas del gen COX1 para las especies congenéricas, 
impidió su aplicación para hacer la inferencia fi logenética en este trabajo.

 Se obtuvieron 5 haplotipos diferentes para Ucides occidentalis, que se agruparon 
con otros previamente descritos para Tumbes (Perú). Como clado hermano se 
sitúan los haplotipos de la única especie congenérica, Ucides cordatus, mostrando 
la relación de especies hermanas con distribuciones aisladas por el Istmo de 
Panamá.
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