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La declaracion de una parte de Gran Canaria como Reserva de La Biosfera (30 de Junio
de 2005) ha sido una oportunidad unica para apostar por el uso racional de la biodiversidad
para el beneficio de las poblaciones locales tanto en el &mbito terrestre como marino.

Uno de los objetivos del Plan de Accion 2013-2020 de la Reserva de la Biosfera de Gran
Canaria (RBGC) en el medio marino, es la creacion del Banco Genético Marino a través de
un censo genético de la biodiversidad marina, acorde a los objetivos planteados en la inicia-
tiva del codigo de barras de la vida (Barcode of Life).
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Este Banco Genético pretende consolidarse como un inventario actualizado y censo
genético de la Biodiversidad marina de la RBGC, con aplicaciones diversas para su conser-

vacion:

% Servir como un codigo de barras local de la iniciativa global del Barcode of Life,
que mejorara las deficiencias detectadas en el inventario y censo de la biodiversidad
marina de la RBGC.

¢ Detectar la relevancia de la diversidad filogeografica y filogenética de las especies
marinas residentes en la RBGC, dentro del archipié¢lago canario asi como con otras
regiones marinas.

Con estos objetivos se ha elaborado la Base de datos del Banco Genético Marino de la
RBGC. Se han obtenido 368 secuencias del gen COX1 correspondientes a 69 especies. Las
secuencias del gen COX1 seran incluidas en el Barcoding of Life (BOLD).

Los resultados serviran para abarcar una amplia gama de conocimientos sobre la biodi-
versidad marina y la gestion de la zona marina en la RBGC.

PALABRAS CLAVE: Biodiversidad marina, COX1, codigo de barras y censo genético.

INTRODUCCION

La declaracion de una parte de Gran Canaria como Reserva de La Biosfera (30 de junio
de 2005), ha sido una oportunidad tinica para apostar por el uso racional de la biodiversidad
de Gran Canaria para el beneficio de las poblaciones locales tanto en el &mbito terrestre como
marino.

La conservacion de la Biodiversidad marina de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria
(RBGC) y el uso sostenible de sus recursos naturales por parte de sus habitantes, deberian
ser la piedra angular del Plan de Accion de la RBGC en el medio marino. A nivel genético la
biodiversidad actual ha sido resultado de procesos evolutivos que han tenido lugar a lo largo
de la historia de las especies, por lo que las medidas de conservacidon propuestas en areas
protegidas también justifican el mantenimiento de tales procesos.

En el Plan de Accion de la RBGC 2013-2020 se propuso la creacion del Banco Genético
Marino de la RBGC, el cual pretende a largo plazo consolidarse como un inventario
genético de la Biodiversidad marina de la RBGC, con aplicaciones diversas para su pre-
servacion: (i) servir como un cédigo de barras local de la iniciativa global del Barcode of
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Life, que mejorara las deficiencias ya detectadas en el inventario bionémico de la RBGC,
mediante la generacion de datos, (ii) la variacion (filo)geografica local, (iii) detectar la rele-
vancia de la diversidad filogenética de las especies marinas residentes en la RBGC respecto
a las de la isla de Gran Canaria, del archipiélago canario asi como con otras regiones
macaronésicas. Para ello, se utiliza una unica porcion concreta del gen COI del ADN mi-
tocondrial, la cual ha sido sugerida como una herramienta eficiente con valor taxonémico
en la delimitacion e identificacién de numerosos taxa marinos. Su uso para describir ¢
inventariar la biodiversidad se ha convertido en una practica relevante que ha permitido
identificar organismos asi como diferenciar especies cripticas, basandose solamente en la
secuencia de un fragmento corto del ADN. Asi, la informacion filogenética contenida en
este gen ofrece un tipo de informacidn exclusiva respecto a otras técnicas complementarias
tradicionales usadas en la conservacion de la Biodiversidad, que puede ayudar a esclare-
cer los procesos evolutivos y demograficos relacionados con la evolucion de las especies
marinas canarias, y destacar aquellas divergencias filogeograficas particulares respecto a
la biota marina de otras regiones del mundo e identificar la presencia de especies invasoras
(Molnar et al., 2008). Ademas, como las secuencias nucleotidicas del gen COI obtenidas
seran de obligado acceso publico a través de internet, la informacioén de esta biblioteca
de datos podra ser divulgada y utilizada por cualquier tipo de usuario, tanto en el ambito
cientifico como administrativo.

El objetivo de este trabajo es la creacion del Banco Genético Marino a través de un censo
genético de la biodiversidad marina de la RBGC, acorde con la iniciativa del codigo de barras
de la vida (Barcode of Life).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Se realizaron campafias de muestreo en cinco localizaciones geograficas de la isla de Gran
Canaria (Agaete, Mogan, La Aldea de San Nicolas, Tasartico, Veneguera) dentro de la parte
marina de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria (RBGC), con un total de 415 muestras
de individuos de distintas especies marinas (teledsteos, moluscos, equinodermos, artropodos
y cnidarios), de las zonas intermareal y submareal. El nimero de muestras procesadas en
cada localizacion es el siguiente: Agaete, situada al noroeste de Gran Canaria (N=106), rea-
lizandose 5 tomas de muestra en la zona submareal; Mogan, situada al suroeste (N=13); La
Aldea (N=110), Tasartico (N= 106) y Veneguera (N=81) situadas al oeste de la isla. (Fig. 1).
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Figura 1.- Mapa con los puntos de muestreo trabajados en la Reserva de la Biosfera de Gran
Canaria (RBGC). Realizado con Google Map.

Aislamiento, amplifaccion y secuenciacion del ADN

Las muestras fueron congeladas a -20°C para su preservacion. Cada individuo con su
codigo correspondiente fue fotografiado tomando un ictiometro de referencia Se procedio a
la extraccion de una porcion de tejido de cada individuo conservandolo en etanol de 96° hasta
la extraccion de ADN.

Para la extraccion se tomaron aproximadamente 30 mg del tejido y se utilizaron dos kits
comerciales, E.Z.N.A. Tissue DNA Kit (OMEGA) para la extraccion de ADN a partir de
tejido de peces y E.Z.N.A. Mollusc DNA Kit (OMEGA) para la extraccion de ADN a partir
de tejido de invertebrados. Una vez realizada la extraccion, se determiné cualitativa y cuan-
titativamente el ADN gendmico.

La amplificacion de un fragmento del gen COX1 para teledsteos se realizd con los
cebadores FishF2 y FishR2 (Ward et al., 2005) y para invertebrados se realizdé con los
cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1994).

Las reacciones incluyeron 1,25 uL de MgCl2 (2,5 mM teledsteos; 1,5 mM invertebrados),
1uL de ADN (2-20 ng/uL), 1 pL de dNTPs (10 mM), 2,50 pL de Buffer Green 5X para
GoTaq (Promega) y 0,06 puL de la enzima GoTaq (Promega), diluidos en agua MiliQ auto-
clavada, para un volumen total de 12,5 pL. Las condiciones térmicas de la reaccion de PCR
fueron las siguientes: 5 min a 95°C; 36 ciclos de 40 seg a 94°C, 50 sega 50°Cy 1 min a 72°C;
7 min a 72°C; 5 min a 4°C, para teledsteos/ 3 min a 94°C; 35 ciclos de 40 seg a 94°C, 40 seg
a 60°Cy 2 min a 72°C; 7 min a 72°C; 5 min a 4°C, para invertebrados.
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Los productos de PCR fueron purificados con ExoSAP-It (Affymetrix), para digerir los
cebadores y desactivar los ANTPs libres. La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo usando
el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Los productos de
extension se purificaron con el kit comercial BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems). La secuenciacion se realizd con el Analizador Genético ABI3500 (Applied
Biosystems). Las secuencias brutas fueron tratadas y alineadas para su edicion mediante
software especializados (Genieous (Kearse et al., 2012) y BioEdit (Hall 1999)).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se creo6 una base de registros que contiene 10.375 datos, de los cuales 415 son de muestras
de tejido y 415 de extractos de ADN (peces ¢ invertebrados), el resto se corresponden con
informacion del procesamiento de los mismos hasta la obtencion de las secuencias y su con-
firmacion en bases de datos internacionales (Tabla 1).

Tabla I.- Recuento del numero de muestras, especies, secuencias de especies identificadas
por localidades y totales de la base de datos. *Muestras de las Cofradias de pescadores;**
Muestras de campanas costeras.

LocaLDADEs  AGAETE LAALDEA MOGAN  TASARTE- ~ VENEGUERAS oy,
N° MUESTRAS 106 108 13 107 81 415
PECES 90 6 9 33 27 162
INVERTEBRADOS 16 102 4 74 54 253
N° ESPECIES 28 17 3 21 23 67
PECES 21 2 2 5 9 32
INVERTEBRADOS 7 15 1 16 14 35
N° SECUENCIAS 104 93 11 92 68 368
mintrcabss P 03 1 n e

Se obtuvieron un total de 368 secuencias que pertenecian a 67 especies, de las cuales
65 fueron identificadas y cotejadas con secuencias del GenBank y Bolt. De las 67 especies
el 47% son especies de peces y el 53% de invertebrados. Hay dos especies de blénidos que
no fueron identificadas, pertenecientes a la clase Actinopterygii, ya que no pudieron ser
cotejadas con secuencias de referencia en las bases internacionales.
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De las 368 secuencias obtenidas, el 88,5% poseia una calidad media-alta (>Q30), el 8,7%
una calidad baja (<Q30) y el 2,8% fueron secuencias fallidas (sin secuencia) debido a que la

mayor parte de ellos eran invertebrados y no se pudo optimizar el proceso de extraccion de
ADN.

Estos trabajos, basados en la iniciativa de codigos de barras de ADN, han ayudado a la
confirmacion taxondémica de 415 organismos marinos y ha servido como herramienta com-
plementaria al censo bionémico de especies de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria.

Se han obtenido 368 secuencias del gen COX1 correspondientes a 69 especies cotejadas
con las bases internacionales (GenBank y BOLD).

Se ha puesto en marcha el Banco Genético de la RBGC elaborando un sistema informa-
tico con 10.375 datos.
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INTRODUCCION

Un enfoque taxondmico integrando secuencias de ADN y caracteres morfoldgicos

lograra una mayor eficiencia en la identificacién de especies. Con el desarrollo de

nuevas y més répidas técnicas, el codigo de barras de ADN (BARCODING) es una
parala analisis y de la biodiversi

marina.
MarBOL, el cédigo de barras marino de la vida, es una iniciativa internacional del cdigo
de barras para las especies marinas. MarBOL (http: // www. Mari ing.org)

MATERIAL Y METDOS

Puntos de muestreo RBGC

El objetivo de este trabajo es la creacién del Banco Genético Marino a través de un
censo genético de la biodiversidad marina de la RBGC, acorde con la iniciativa del
c6digo de barras de la vida (Barcode of Life).
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