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Las bibliotecas de referencia de codigos de barras de ADN son relativamente sencillas
cuando se dispone de cebadores, disefiados especificamente para amplificar la region COX1
de un grupo taxonémico relativamente proximo, un género o especie. Los codigos de barras
de ADN de la biodiversidad marina han sido mas dificiles de lograr que los de la biodiversidad
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terrestre debido a la amplia diversidad taxondmica y la falta de cebadores eficientes. Aunque
algunos de los llamados cebadores “universales” han servido para este fin y han tenido éxito
aleatorio incluso entre especies dentro de cada grupo, todavia no logran amplificar regiones
especificas del COX1 en muchos grupos de animales marinos.

Los cebadores universales disefiados por Folmer ef al. (1994) LCO1490/HCO2198, para
la amplificacion de un fragmento de 658 pares de bases (pb) del gen mitocondrial citocromo
¢ oxidasa subunidad I (COX1), han demostrado ser efectivos en la amplificacion de este
fragmento de gen en una amplia gama de especies marinas. Asi, la region del ADN mitocon-
drial COX1, delimitada por los cebadores de Folmer se convirtid en la region de codigo de
barras de ADN establecida para la identificacion del reino animal. Se estan realizado cada
vez mas estudios que tratan de examinar los cddigos de barras de ADN de diferentes taxones
animales, pero es evidente que el par de cebadores LCO1490/HCO2198 no es tan “universal”
como se pensaba antes, ya que no amplifican algunos taxones. Ademas, la utilidad de los
cebadores Folmer es limitada para algunos grupos como los crustaceos decapodos porque no
estan optimizados, debido a la presencia de pseudogenes, por ello la amplificacion del COX1
es a menudo un reto.

En este trabajo se propone el uso de cebadores especificos para cada una de las especies
estudiadas: Anadara tuberculosa (G. B. Sowerby 1, 1833), 4. similis (C. B. Adams, 1852), 4.
grandis/Larkinia grandis (Broderip & G. B. Sowerby I, 1829), Opisthonema bulleri (Regan,
1904), O. libertate (Giinther, 1867), O. medirastre (Berry & Barrett, 1963), Ucides occiden-
talis (Ortmann, 1897), Cardisoma crassum (Smith, 1870), disefiados a partir de las secuen-
cias obtenidas con los cebadores Folmer COX1, para mejorar la amplificacion de esa region,
en una serie de organismos marinos de interés econdmico, con el fin de aportar herramientas
rapidas y eficaces para la gestion de los recursos pesqueros en Ecuador.

Materiales y métodos

A partir de los tejidos de los organismos (Tabla I) se ha procedido al aislamiento del ADN
total mediante los Kit Omega Bio-Tech (The E.Z.N.A.® Mollusc DNA Kit; The E.ZN.A.®
Tissue DNA Kit). La amplificacion y secuenciacion de fragmentos de los genes mitocondria-
les COX1 y 16S rRNA con cebadores universales LCO1490/HCO2198 (Folmer et al., 1994)
y 16S rRNA (Palumbi et al., 1996), se realizé mediante los protocolos descritos en Quinteiro
et 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
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MEGA version 5 (Tamura et al., 2011). Las secuencias recortadas y alineadas fueron veri-
ficadas 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).

Para el disefio in silico de primers y enzimas de restriccion se utilizéd el software en
linea OligoArchitect (Sigma-Aldrich) y Bioedit (Hall, 1999), respectivamente. Los nuevos
cebadores para PCR y secuenciacion, fueron sintetizados por METABION (Tabla II), a una
escala de sintesis de 0,04 uM (ANA-COX1-1F, OPIS-COX1-1F, CCRA-COX1-2R) y 0,025
UM (ANA-COX1-2R, OPIS-COX1-2R, UCI-COX1-1F, UCI-COX1-2R, CCRA-COX1-1F).
Para validar el funcionamiento de los nuevos primers se realizé un test 3x3, modificando
parametros basicos de la PCR, como la concentracion de MgCl, (1,5 - 2,5 - 3,5 mM) y de
ADN (0,1 pL, 1 y 2 pL). Las condiciones de PCR fueron las mismas para todos los primers,
desnaturalizacion inicial a 95°C, durante 3 minutos; seguidos de 40 ciclos: desnaturalizacion
a 95°C, durante 30 segundos, ligamiento a 60°C, durante 30 segundos y extension a 72°C,
durante 40 segundos; seguida de una extension final de 72°C, durante 10 minutos. Para la
validacion de la especificidad de los primers se amplifico en el test ADNmt de otras especies
(Sardina pilchardus, Walbaum 1792; Grapsus adscensionis, Osbeck 1765; Patella aspera,
Roding 1798).

Tabla I.- Listado de organismos estudiados.

ANADARA OPISTHONEMA UCIDES CARDISOMA
ASIMMI197 | ATUB - GMOI111 | AGRAM169 |OLIBM 695 M | OBULSELS 284 A| OMEDSELS 297 H UOCC-GMO258 | CCRA EEL 424
ASIM M198 | ATUB - MACH181 | AGRAM175 | 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-GBAS08 | CCRA SEPA 639

CCRA SEPA 642

CCRA SEPA 646
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Tabla II.- Nuevos cebadores/primers especificos disefiados.

ESPECIES PRIMERS ESP. SECUENCIAS 5” ™ T*
Anadara spp. ANA-COXI1-1F 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-COXI-1F 5’-GGAAATTGGCTCGTACCCCT-3’ 60
CCRA-COX1-2R 5’-GCTGCTARGGGTGGGTAAAC-3’ 61

Resultados

La ausencia generalizada de secuencias de la region control para estas especies ha
implicado una previa caracterizacion de las zonas flanqueantes y del COX1. Para ello ha sido
necesaria una primera aproximacion con los cebadores 16Sa-5" y 16Sb-3” (Palumbi et al.,
1996) y los cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer ef al., 1994).

Anadara (A. similis, A. tuberculosa, A. grandis): concha negra, casco de burro

Basandonos en los haplotipos obtenidos de A. similis y de A. tuberculosa, y el
haplotipo depositado en el Genbank (AF345641) para A. grandis, se procedio al
disefio in silico de un sistema de PCR-RFLP que permitara la discriminacion entre
las 3 especies presentes en Ecuador. El sistema incluye los cebadores especifi-
cos ANA-COX1-1F (5’-GTGCTGGRACTGGTTGGACT-3’) y ANA-COXI1-2R
(5’-CACCTCCACCTTGAGGACGA-3’), destinados a la amplificacion de un fragmento de
318 pb en el gen COX1. La especificidad se ha testado por el tamafio, mediante la amplifica-
cion y visualizacion en gel de agarosa (2%) (Fig. 1), donde hay presencia de bandas en todas
las muestras procesadas de las tres especies del género Andara (4. similis, A. tuberculosa, A.
grandis), no apareciendo en el control negativo con la especie Patella aspera.

La digestion in silico del amplicon generado en la PCR, con la enzima de restriccion

Alul (AG*CT), genera un patron de fragmentos especificos para las 3 especies consideradas
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(Tabla III), 3 fragmentos en A. tuberculosa (183, 72 y 63 pb), so6lo un punto de corte en, 4.
similis originando 2 fragmentos (255 y 63 pb) y en A. grandis 2 fragmentos de 246 y 72 pb.

Figura 1.- PCR con los cebadores especificos ANA-COXI1 en gel de agarosa 2%.

PCR_ANA-COI 22.09.2016 PCR_ANA-COI_OPIS-COI 22.09.2016

1234 567 890NN B e ——

Escalera 100bp
AGRA169 110 1.5mM
AGRA169 110 2.5mM
AGRA169 110 3.5mM
AGRA169 1 1.5mM
AGRA169 1 2.5mM
AGRA169 1 3.5mM
8. AGRA1751/10 1.5mM
AGRA175 1/10 2.5mM
AGRA175 1/10 3.5mM
16 1718 19 20 2122 23 24 26 26 27 28 29 . AGRA1761 1.5mM
AGRA176 1 2.5mM
AGRA175 1 3.5mM

2 111
3. ATUBM1 110

Tabla III.- Fragmentos y PCR-RFLP digestion in silico con Alul

Especies / Enzima Alul (AG*CT)

A. grandis A. similis A. tuberculosa
246pb 255pb 183pb
72pb 63pb 72pb

63pb

A. grandis
A similis
AL tuberculo se

Este sencillo y econémico protocolo evita el requerimiento de secuenciacion para la dis-

criminacion entre las especies presentes en Ecuador. Su aplicacion al control y gestion de las
especies del género Anadara debera ser evaluado en futuros estudios bioldgicos/ecologicos

en aguas ecuatorianas.

Opisthonema (O.bulleri, O. libertate, O. meridastre): pinchagua, sardina crinuda

A partir de las secuencias analizadas del gen COX1 se disefiaron in silico los cebadores es-
pecificos OPIS-COX1-1F (5’-CCWCCTGCAATYTCACAATACCA-3’) y OPIS-COX1-2R
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(5’-TTCTGGGTGGCCAAAGAATCAG-3") que flanquean un corto fragmento de 210 pb.
Este fragmento ha sido seleccionado debido a que contiene sitios de reconocimiento para
enzimas de restriccion especificos, y ademas posee un tamafio amplificable a partir de ADN
degradado, tal y como el extraido a partir de muestras de productos procesados, como trans-
formados y conservas (Quinteiro et al. 1998), posibilitando asi el analisis e identificacion de
tales productos comerciales. La especificidad de los cebadores se ha testado por el tamafio
mediante la amplificacion y visualizacion en gel de agarosa (2%), donde hay presencia de
bandas en todas las muestras procesadas de las tres especies del género Opisthonema (O.
bulleri, O. libertate, O. meridastre) y en la especie de control negativo Sardina pilchardus,
que no existe en el Pacifico (Fig. 2).

La digestion in silico del amplicén generado con los primers OPIS-COX1-1F y OPIS-
COXI1-2R con la enzima de restriccion Mbol (* GATC), origina patrones de restric-
cion especificos de cada una de las 3 especies consideradas del Pacifico (Tabla IV). Para
las 3 especies hay fragmentos comunes de 81 y 44 pb, sin embargo O. bulleri presenta un
fragmento exclusivo de 93 pb, mientras que O. medirastre, muestra dos fragmentos especi-
ficos de 31 y 22 pb.

PCR_OPIS-COI 22.09.2016 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Escalera 100bp
OMED297 1/10 1.5mM
OMED297 1/10 2.5mM
OMED297 1/10 3.5mM
OMED297 1 1.5mM
OMED297 1 2.5mM

. OMED297 1 3.5mM

. OMED298A 1/10 1.5mM
OMED298A 1/10 2.6mM
OMED298A 1/10 3.5mM
OMED298A 1 1.5mM
OMED298A 1 2.5mM
OMED298A 1 3.5mM
Control - (MIX)
Control - (AG022)

12 34667 89101M12131415

161718 192021222324 2626 27 2829 30

v
Control - (AG022)

Figura 2.- PCR con los cebadores especificos OPIS-COX1 en gel de agarosa 2%.

Debe tenerse en cuenta la ausencia de datos para O. berlangai (Berry & Barrett, 1963),
una especie endémica de Galapagos, que podria originar tanto patrones distintos como
comunes con las especies incluidas en el presente analisis.
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Tabla IV .- Fragmentos y PCR-RFLP digestion in silico con Mbol.

Especies / Enzima Mbo I (* GATC) < e § -
O. bulleri O. libertate  O. medirastre 9o O S © S O
250 — Mbol Alul
200 w— [ 1
93 pb 81 pb 81 pb " —
81 pb 49 pb 48 pb B= = =
44 pb 48 pb 44 pb e —
44 pb 31 pb T -
22 pb

Ucides occidentalis: cangrejo rojo del manglar

Basandonos en toda la informacion disponible en las bases de datos gendmicos y la
generada en este trabajo, se ha seleccionado la secuencia parcial del COX1 para albergar
un juego de cebadores UCI-COXI-1F (5’-AGTAGTTACAGCCCACGCCTT-3") y UCI-
COXI1-2R (5’-ACTCCGGCTAAATGAAGGGAG-3’), destinado a la amplificacion de un
producto de PCR de 297 pb. Esta amplificacion permite la identificacion y deteccion de
ADN de U. occidentalis, su especificidad se ha testado y demostrado por el tamafio mediante
la amplificacion y visualizacion en gel de agarosa (2%), donde hay presencia de bandas en
todas las muestras procesadas de U. occidentalis. Ademas, es también verificable mediante
PCR-RFLP, la digestion in silico del amplicon con la enzima BseGI (GGATG) produce dos
fragmentos de 212 y 85 pb (Fig. 3).

PCR_UCI-COI 26.09.2016

12346678 9101121314165

voce23

16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30

Figura 3.- A) PCR con los cebadores especificos UCI-COX1 en gel de agarosa 2%. B)
PCR-RFLP digestion in silico con BseGI.
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La disponibilidad de esta herramienta permite ademas la identificacion de ADN de U.
occidentalis en muestras de agua del medio natural (muestras planctonicas), lo que permitira
la deteccion de etapas larvarias de esta especie en muestras zooplanctonicas. Este supuesto
debera ser evaluado en el marco de estudios biologicos/ecologicos en las poblaciones de U.
occidentalis presentes en la costa ecuatoriana.

Cardisoma crassum: cangrejo azul del manglar

Basandonos en los alineamientos de 16S rRNA y COXI, se han evaluado las posi-
ciones polimorficas presentes en cada juego de datos y se ha seleccionado el gen COX1
como mas apropiado para el disefio de un juego de cebadores dirigidos a la deteccion
de ADN de Cardisoma. Dentro de la secuencia COXI1 se han disefiado in silico los
cebadores CCRA-COX1-1F (5’-GGAAATTGGCTCGTACCCCT-3’) y CCRA-COX1-2R
(5’-GCTGCTARGGGTGGGTAAAC-3"), que generan un fragmento de 167 pb. La especifi-
cidad mostrada in silico, indica la limitacion de estos cebadores para funcionar correctamente
solo en las especies mas proximas de Cardisoma. La especificidad se ha testado por el tamafio
mediante la amplificacion y visualizacion en gel de agarosa (2%), donde hay presencia de
bandas en todas las muestras procesadas de C. crassum y en la especie de control negativo
Grapsus adscensionis (Fig.4).

El sistema disefiado no posee especificidad para la especie C. crassum, sin embargo debido
a la distribucion alopatrica de las especies de este género, ello no es un requerimiento ya que
es la unica especie del género con una distribucion que abarca la costa este del Pacifico, el
resto de especies congenéricas cercanas se distribuyen exclusivamente en el Atlantico.

PCR_CCRA-COI 26.09.2016

Fragment

12345667809 10M1122131415
Escalera 100bp
CCRA424 1110 1.5mM*
CCRA424 1110 2.5mM"
CCRA424 1110 3.5mM"
CCRA4241 1.5mM
CCRA424 1 2.5mM
CCRA4241 35mM
CCRA4242 1.5mM
CCRA4242 2.5mM e e je—
CCRA4242 35mM
C - (MIX3)

C - (GADS006) 1/10 1

- (GADS005) 1/

C - (GADS006) 3.5mM

- (GADS005) 1 1.5mM

16 17 18 1920 21 22 23 24 2626 27 28 29 30

- (GADS005) 1 2.5mM
- (GADS005) 1 3.5mM B
- (GADS005) 2 1.5mM
- (GADS005) 2 2.5mM

Figura 4.- A) PCR con los cebadores especificos CCRA-COXI1 en gel de agarosa 2%. B)
PCR-RFLP digestion in silico con BseGI
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La especificidad de este fragmento para C. crassum se puede verificar in silico, ademas de

por el tamafio, por PCR-RFLP mediante la digestion del producto de PCR con la enzima de

restriccion BseGI (GGATG) que producira dos fragmentos de 22 pb y 145 pb, confirmando

asi la naturaleza del fragmento obtenido (Fig. 4).

La disponibilidad de esta herramienta permitird la deteccion de etapas larvarias de C.

crassum en muestras zooplanctonicas, que debera ser evaluada en el marco de estudios

biologicos/ecologicosa lo largo de todo el rango geografico de distribucion de la misma

en la costa ecuatoriana.

Conclusiones

Los primers especificos ANA-COX1 y la PCR-RFLP con Alu I, disefiados en
este trabajo, permiten la identificacion y deteccion de las especies comerciales de
Anadara estudiadas, siendo recomendable su aplicacion en el control y gestion de
las poblaciones en las aguas ecuatorianas.

La técnica de PCR-RFLP con la enzima de restriccion Mob I origina un patrén de
corte diferenciado para cada una de las tres especies comerciales de Opisthonema
(O. bulleri, O. libertate y O. medirastre), siendo esta una herramienta muy util y
rapida para la discriminacion de las diferentes especies, aun en tejidos procesados
como los de las conservas.

Los primers especificos UCI-COX1 permitiran la deteccion de ADN de U. occi-
dentalis en muestras de agua del medio natural (muestras planctonicas), siendo
verificable su especificidad ademas por digestion con la enzima BseGI mediante
PCR-RFLP.

El sistema disefiado in silico con los cebadores especificos CCRA para la amplifica-
cion de un fragmento del gen COX1 y la PCR-RFLP, con la enzima de restriccion
BseGl, no posee especificidad para la especie C. crassum. Sin embargo, la disponi-
bilidad de esta herramienta permitira la deteccion de etapas larvarias de C. crassum
en muestras zooplanctonicas que debera ser evaluada en el marco de estudios biolo-
gicos/ecologicos en el futuro.
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En este trabajo se proponen el uso de cebadores especificos para cada uno de los géneros y especies estudiadas, Anadora

(Atuberculoso, A. simils, A grondis), Opisthonema (0. buller, O. ibertate, O. meridastre), Ucides occidentali, Cardisoma crossum,

(Hall 1599), I
do sintess de 0.04 M (ANA-COX1-1F, OPIS-COXI-1F, CCRA-COX1-28) y 0.025 M [ANA-COXI-2R, OPIS-COX1-2R, UCI-COKI-1F,
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RESULTADOS

La ausencia generalizada de secuent n control para estas especies ha implicado
una previa caracterizacion de las zonas flanqueantes y del COX1. Para ello ha sido necesaria
una primera aproximacion con los cebadores 165a-5' y 165b-3' (Palumbi et al., 1991) y los
cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1994).

Anadara (A. similis, A. tuberculosa, A. grandis)
Concha negra, Casco de burro

Baséndonos en los haplotipos de A. similis y de A. tuberculosa, y el haplotipo depositado en el Genbank
(AF345641) para A. grandis, se procedid al disefio in silico de un sistema de PCR-RFLP que permitard la
discriminacién entre las 3 especies presentes en Ecuador. El sistema incluye los cebadores especificos ANA-
COXI-1F (5' GTGCTGGRACTGGTTGGACT-3') y ANA-COX1-2R (5-CACCTCCACCTTGAGGACGA-3) destinados a la
amplfiacin de un lvagmenw de 3180b en el gen COXL. La especifcidad se ha testado por el tamafio

en 2l 2% (Figura 1).

La mgemn T sico del ampliccn generado en la PCR, con fa enzima d restriccidn Al (AG¥CT) genera un
patrén de fragmentos especificos para las 3 especies consideradas (Tabla 1), 3 fragmentos en A. tuberculosa
(183, 72y 63pb), s6lo un punto de corte en, A. simils originando 2 fragmentos (255 y 63pb) y en A. grandis 2
ragmentos de 246 725 (Figura 1)

Este sencillo y econdmico entre las
especies presentes en aguas ecuatomanas Su aplicacién zl control y gesﬂén de las especies del género
evaluado en fi

Ucides occidentalis (Cangrejo rojo del manglar)
Baséndonos en toda a informacion disponible en las bases de datos genémicos y la generada en este
trabajo, se ha seleccionado la secuencia parcial del COX1 para albergar un juego de cebadores UCI-COX1-
(5-AGTAGTTACAGCCCACGCCTT-3) y UCI-COX1-2R (5-ACTCCGGCTAAATGAAGGGAG-3) destinado a la
amplificacién de un producto de PCR de 297pb. Esta amplifi
le U, occidentalis, su especificidad se ha testado y demostrado por el tamafio mediante la
amplificacion y visualizacién en gel de agarosa al 2% (Figura 5). Ademas, es también verificable mediante
PCR-RFLP, la digestién in silico del amplicén con la enzima BseGl (GGATG) produce dos fragmentos de 212
¥ 85 pb (Figura 3).
La disponibilidad de esta herramienta permite ademds a identificacién de ADN de U. occidentalis en
muestras de agua del medio natural (muestras plancténicas), lo que permitiré la deteccién de etapas
larvarias de U. occidentalis en muestras zooplincténicas, este supueslo deberd ser evaluado en el marco
Ias poblaciones la
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Tabla 1.- Listad is i Tabla 2:
A ALY SRS 6

R O )

R o0 w8

OISR STIOGEGKAMGITTGT 6

GRS ATCCCTHNNGGEET 61

oo (O SEMATGEACEE 10

Opisthonema (O.bulleri, O. libertate, O. meridastre)

Pinchagua, Sardina crinuda.

A partir de las secuencias analizadas del gen COX1 se diseffaron in silico los cebadores especificos OPIS-

COXI-IF (5CCWCCTGCAATYTCACAATACCA-3') y OPIS-COX1-2R (5'-TTCTGGGTGGCCAAAGAATCAG-3) que

flanquean un corto fragmento de 210pb. Este fragmento ha sido seleccionado debido a que contiene sitios

de reconocimiento para enzimas de restriccion especificos, y ademds posee un tamafio amplificable a partir

de ADN degradado, tal y como el extraido a partir de muestras de productos s, como

transformados y conservas (Quinteiro et al. 1998), posibilitando asi el andlisis e identificacion de tales

productos comerciales. La especificidad de los cebadores se ha testado por el tamafio mediante la

amplificacion y visualizacién en gel de agarosa 2% (Figura 2).

La digestién in silico del amplicon generado con los primers OPIS-COX1-1F y OPIS-COX1-2R con la enzima de

restrceion Mbo | (* GATC) orgina patrones de restrccion especrfms de cada una de las 3 especies
ra las 2j0 yaa

pb. Sin embargo, O. bulleri presenta un fragmento exclusivo de 93ph mientras que O. medirostre, muestra

dos fragmentos especificos de 31y 22 pb. Figura 2.

Debe tenerse en cuenta la ausencia de datos para O. berlangai, una especie endémica de Galapagos, que

i i | te andl

Cardisoma crassum (Cangrejo azul del manglar)

Baséndonos en los alineamientos de 16SrRNA y COX1, se han evaluado las posiciones polimérficas presentes en

cada juego de datos y se ha seleccionado el gen COX 1 como mds apropiado para el disefio de un juego de

cebadores dirigidos a la deteccion de ADN de Caldrsuma Dentro de Ia secuencia COX1 se han mseﬁadu insilco

los cebadores  CCRA-COXI-IF  (S-GGAAATTGGCTCGTACCCCT-3)  y  CCRA-COXL

GCT6C -3') que generan un 167pb. La especificidad mostrada in s:llco indica

la limitacion de estos funcionar n proxi

La especificidad se ha testado por el tamafio mediante la amplificacion y Cemmta gel e agarosa 2%

(Figura ).l sistema disefiado no posee especificidad para Ia especie C. crassum, sin embargo debido a la

distribucién alopétrica de nero, ello no es un i es1a Gnica especie del

género con una distribucion que abarca la costa este del Pacifico, el resto de especies congenéricas cercanas se

distribuyen exclusivamente en el Atlantico.

La especificidad de este fragmento para C. crassum se puede verificar in silico, ademés de por el tamafio,

mediante PCR-RFLP mediante la digestion del producto de PCR con la enzima de restriccion BseGl (GGATG) que
y 145pb, 12 naturaleza del

L isponibilicad de esta p=rl permitiré Ia deteccién de etapas larvarias de C. crassum en muestras
z00plincténicas que deberd ser evaluada en el marco de estudios bioldgicos/ecolGgicos sobre las poblaciones.
de esta especie presenten en Ia costa ecuatoriana y
de distribucién de la misma.

Io largo de todo el

Canaria por ol asesoramiento y andl
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