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RESUMEN

Se ha visto una disminucién en las poblaciones de picudos durante los Gltimos afios en las
costas de Costa Rica, como respuesta, el gobierno ha prohibido la pesca comercial y la
exportacion de la especie mas afectada, el pez vela (Istiophorus platypterus). AUn tras dicha
prohibicion, se cree que la exportacién ilegal del pez vela continda tras la dificultad de identificar
a la especie una vez fileteada y procesada, por lo que el control sobre estas ilegalidades se hace
dificil con las metodologias convencionales. Surge entonces la necesidad de métodos mas
eficientes, exactos y que puedan ser utilizados en un juzgado como evidencia valida. Para poder
solucionar este problema se tiene como objetivo en este estudio el reconocimiento y analisis de
dos metodologias de identificacion molecular para esta especie y especies afines de mayor
abundancia e interés comercial. Se utilizo un PCR Multiplex de la region control mitocondrial
(D-Loop) y un PCR RFLP para el gen mitocondrial de la subunidad I de la enzima citocromo c
oxidasa (COI), donde se plante6 como estandar oro la secuenciacion del gen COl. Ambas
metodologias resultaron ser idoneas con el 100% de muestras identificadas correctamente para I.
platypterus, X. gladius, M. nigricans, Kajikia sp. y Thunnus sp., pero con marcadas diferencias
en cuanto a costos y tiempo de procesamiento. Se selecciond al PCR Multiplex como la
metodologia recomendada debido a su menor costo de tiempo y dinero. EIl estudio filogenético
mostré una concordancia con la clasificacién taxondmica aceptada actualmente y no se
obtuvieron subgrupos. Tanto el PCR Multiplex como el PCR RFLP se validaron como
herramienta de identificacion para su posible uso en un juzgado en casos de exportacion ilegal.

Palabras clave: Istiophorus platypterus, PCR Multiplex, PCR RFLP, COI, D-Loop,

validacion de metodologias, identificacion molecular, picudos.
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INTRODUCCION

Los peces de pico o picudos, son depredadores grandes que pertenecen al grupo de peces
con aletas radiadas (clase Actinopterygii), estos a su vez pertenecen al suborden Xiphioidei,
compuesto por dos familias: Istiophoridae y Xiphiidae. La familia Xiphiidae contiene un tnico
género y una Unica especie (Xiphias gladius). Esta se caracteriza por una prominente mandibula
superior y la formacion de un rostro o pico cuya seccion transversal es plana en Xiphiidae y
circular en Istiophoridae (Garcia-Cortés, 2010). Las mismas familias incluyen seis géneros:
Istiophorus, Makaira, Istiompax, Kajikia, Tetrapturus y Xiphias, a partir de los cuales se
diferencian cuatro tipos de peces: el pez vela, los marlines, los peces aguja y el pez espada
(Collete, 2006). Son todas ellas especies dioicas y cuentan como distincién Unica entre si con
una diferencia notoria de tamafio, donde generalmente la hembra es de mayor tamafio que el
macho (Hanner, 2011).

Los picudos son considerados entre los peces mas rapidos, ampliamente migratorios y
capaces de realizar movimientos trans-oceanicos (Collette, 2010). Aun cuando sus respectivas
areas de distribucion son diferentes, estas son especies predominantemente intertropicales y
subtropicales (Garcia-Cortés, 2010), que pueden tolerar amplios rangos de temperatura, aunque
prefieren aguas calidas para el desove (Graves & McDowell, 2003).

A nivel mundial estos peces han adquirido una gran importancia econdmica, sobretodo en
la industria pesquera, principalmente por su amplia distribucion geografica, su tamafio y calidad
de la carne (McDowell & Graves, 2002; Hyde, 2005). Ademas, por ser especies epipelagicas de
nado rapido, se ha impulsado la practica de la pesca deportiva en varios paises (McDowell &
Graves, 2002). Por ejemplo, solo en Estados Unidos, se estima que en pesca deportiva general se

gastan mas de $2 mil millones de ddlares anuales (Hanner, 2011).



Las poblaciones de todas las especies de peces de pico han disminuido en los ultimos
afios debido a los altos niveles de explotacion humana. Las organizaciones internacionales de
manejo pesquero han expuesto la ineludible necesidad de una mayor informacion sobre la pesca
y biologia béasica de estas especies, incluyendo un mejor seguimiento de los desembarques por
especies, asi como la identificacion de los habitats de desove, para ayudar a la gestion y
conservacion de los peces de pico a nivel mundial (Hanner, 2011). En el caso de Centroamérica,
en los Gltimos afios se ha observado una disminucion en las poblaciones de picudos (Ehrhardt &
Fitchett, 2006), uno de los factores mas importantes es la pesca comercial indiscriminada de la
que han sido objeto, esto debido a la pesca con palangre, que es incapaz de distinguir entre los
peces objetivo y los picudos (Galeana, 2008). EI principal problema es el tipo de anzuelos que
se utilizan, pues diversos autores sefialan que una vez que el espécimen se engancha al anzuelo
es poco probable que sobreviva (Graves & McDowell, 2006; Galeana, 2008).

El sistema de pesca con palangre es ampliamente utilizado en Costa Rica. Consiste en
una linea madre con pequefias lineas a todo su largo provistas de un anzuelo en la parte terminal.
Este tipo de pesca se concentra en Atunes y otros miembros de la familia Scombridae (Paine,
2007). Sin embargo, por sus caracteristicas y por realizarse en ambientes epipelagicos, la pesca
tipo palangre es multiespecifica (Eslava, 2003), de manera que puede ocasionar la captura
incidental de otras especies, tales como el pez vela, el marlin azul, el marlin rayado y el pez
dorado (Galeana, 2008). En Costa Rica, el problema de la explotacion indiscriminada de los
peces de pico se ha incrementado ya que en los Gltimos 15 afios se incorporaron un gran nimero
de flotas con palangre (artesanal, semi-industrial e industrial) que incrementan la explotacion de

picudos como el pez vela y diferentes especies de marlin (Vega-Araya, 2008).



El articulo 76 de la “Ley de Pesca y Acuicultura” de Costa Rica declara al marlin azul
(conocido como marlin blanco), al marlin rosado, al pez vela y al marlin negro como especies de
interés turistico-deportivo. Por su parte, el Acuerdo No. A.J.D.1.P/090-2009 establece que la
pesca de explotacion comercial especialmente dirigida a la captura del pez vela esta prohibida.
Esta legislacion ha sido de vital importancia, pues se ha demostrado que el impacto econémico
de la pesca turistico-deportiva es mucho mayor al de la pesca comercial dado que es la primera la
que genera mayor cantidad de divisas al pais (Soto, 2010) y, dentro de la misma, el principal
atractivo lo constituye el pez vela.

Ademas de generar mayores ganancias, la pesca deportiva permite un desarrollo
sostenible pues genera ingresos por la pesca del animal, que posteriormente es liberado. Gracias
a las técnicas con ciertos tipos de anzuelo (anzuelos circulares), los especimenes liberados
presentan porcentajes considerables de supervivencia de hasta un 100%. Por lo tanto, las
poblaciones no se ven muy afectadas, se promueve la conservacion de las mismas y se genera un
beneficio economico importante (Pine, 2008).

La identificacion de las diversas especies se lleva usualmente acabOd mediante la
distincion de sus caracteristicas morfoldgicas, de manera que una vez que el espécimen ha sido
fileteado, procesado, o congelado, es casi imposible identificar una especie de las otras (Bangma,
2006; Hsieh, 2007). Lo descrito anteriormente permite la confusién o el enmascaramiento de la
carne ilegal por la de otras especies semejantes y de similar manejo como otros tipos de picudos
y atun. La fiable y precisa identificacion de los diversos peces y de su tejido tiene gran
importancia en muchas situaciones, incluyendo la deteccion de sustituciones de mercado en las
que el pescado se vende bajo un nombre de especie incorrecto; sea para aumentar los beneficios,

sea encubrir capturas ilegales (Wong & Hanner, 2008). De igual manera, el mismo



reconocimiento permite dar seguimiento a los desembarques de pesca, evaluar los “stocks” y sus
gestiones pertinentes, analizar las primeras fases de vida de las especies y realizar una
investigacidn cientifica en general (Hanner, 2011).

Por esto, el desarrollo de nuevas metodologias de identificacion se presenta como una
necesidad para el reconocimiento de la carne ya procesada de estas especies. Las metodologias
mas utilizadas son las técnicas moleculares basadas en el ADN mitocondrial. Dentro de estas
técnicas se encuentran, en primer lugar, el PCR-RFLP (del inglés “Restriction Fragment Length
Polymorphisms™), por medio del cual se han identificado especies como I. platypterus, X.
gladius, M. nigricans, Istiompax indica, T. pfluegeri y T. angustirostris (Hsieh, 2007; McDowell
& Graves, 2002); el uso de esta tecnologia junto con las técnicas de secuenciacion, ha permitido
reconocer casi todas las especies de peces de pico (Hyde, 2006; Shivji, 2006; Hsieh, 2007;
Kawakami, 2010; Hanner, 2011). La segunda técnica utilizada se denomina PCR-Multiplex
(Hyde, 2005), cuyo uso ha sido menor.

Estas técnicas de identificacion se han centrado principalmente en analisis de regiones del
ADN mitocondrial debido a las ventajas que este presenta sobre el ADN nuclear (Paine, 2007),
como una tasa de mutacién mayor y alto nimero de copias por célula. Recientemente en Costa
Rica, Alvarez (2012) estandarizé una prueba de PCR Multiplex para las especies de interés en
este proyecto, la cual ain no ha sido validada o legitimada para una prueba basada en PCR-
RFLP; aspecto necesario para una posible utilizacidn de estas dos técnicas en procesos penales.

El genoma mitocondrial de los vertebrados posee 37 genes, pero no toda la molécula es
codificante, esta contiene una region no codificante de tamafio variable Ilamada regién control o

D-Loop (del inglés “Displacement-loop containing region”). La region control posee una tasa de



mutacion de dos a cinco veces mayor que la tasa de los genes mitocondriales, convirtiéndola en
una region ampliamente utilizada como marcador molecular (Rocha, 2005).

El gen COI, que codifica para la subunidad | de la citocromo c oxidasa es una de las
regiones del ADN mitocondrial mas ampliamente utilizado en identificacion y ha sido utilizado
en el proyecto de “Barcoding” Internacional (iBOL), pues a pesar de ser un gen muy conservado
se cree que tiene suficientes regiones polimorficas como para la identificacion de especies
(Herbert, 2003). Este gen ya ha sido utilizado con éxito en la identificacion de las especies del
suborden Xiphioidei (Hanner, 2011).

El uso de técnicas como PCR-RFLP y PCR-Multiplex con ADN mitocondrial es amplia y
estas se emplean para diferenciar muchos otros tipos de peces y otras especies marinas, como
gadidos, salmoénidos, carcharinidos, escombridos y bivalvos (Apostolidis, 2008; Rasmussen
2008; Mendonga et al, 2009). La técnica de PCR-Multiplex también es aprovechada para la
identificacion de los diferentes tipos de pez guitarra (familia Rhinobatidae) en Brasil (De-
Franco, 2010). Fuera del ambito acuatico, el uso del PCR-RFLP se ha extendido hasta la
identificacion a especie de diversos tipos de carnes de consumo como lo son la carne de res,

pollo, cerdo, pavo, oveja, bufalo, camello y burro (Haider, 2011).



Capitulo 1. Revision de literatura

1.1. Historia Evolutiva y Filogenia

El origen de los istiophoriformes data del Cretacico Tardio, con la division de los peces
espada e istiophoridos hace aproximadamente 71 Ma (millones de afios), se sugiere un largo
aislamiento evolutivo de estos dos linajes, lo cual se evidencia también en restos fosiles de
antepasados de los xiphiidos del Eoceno Temprano (55.9 — 55.7 Ma). La radiacion de los
actuales marlines, peces vela y peces aguja, es mucho mas reciente, empezando en el Mioceno
temprano (aprox. 18 Ma), con la separacion entre los parientes mas cercanos de la mayoria de las
especies al inicio del Plioceno (aprox. 5 Ma) (Santini & Sorenson, 2013).

Los peces de pico poseen un amplio registro fosil, que se extiende hasta el Eoceno
temprano, el cual ha sido utilizado en analisis fosiles y moleculares (Santini & Sorenson, 2013).
Ademas, segln Santini & Sorenson (2013), de las dos familias existentes de peces de pico
(Istiophoridae y Xiphiidae), se conocen tres familias extintas: Hemingwayidae (con una especie),
Palaeorhynchidae (cuatro géneros, aprox. 24 especies) y Blochiidae (un género, tres especies).

Un namero de taxones fosiles se han asignado a las dos familias de picudos que
sobreviven: por lo menos 10 especies que datan del Eoceno de Europa, Egipto y EE.UU.
Fierstine (2006), comenta que las mismas estan actualmente asignadas al género Xiphiorhynchus,
que ha sido sugerido como el taxén hermano del existente Xiphias (Fierstine & Monsch, 2002;
Monsch & Bannikov 2011); por su parte, el registro fosil de Xiphias se extiende hasta el
Mioceno Medio de Polonia (Fierstine, 2006).

El registro fosil de Istiophoridae incluye "Istiophorus™” solidus del Eoceno superior de
Bélgica, un fésil muy incompleto y mal conservado con una morfologia Unica de colocacion

filogenética actualmente desconocida (Fierstine, 2006), asi como fdsiles actualmente asignados a



todos los géneros existentes que datan del Mioceno tardio (Istiophorus), Mioceno Medio
(Makaira) y Plioceno temprano (Tetrapturus) (Fierstine, 2006; Santini & Sorenson, 2013).

Muchos de estos taxa fosiles probablemente ya habitaban las aguas célidas y los habitats
pelagicos, lo que sugiere que probablemente los peces picudos han ocupado su actual papel de
depredadores pelagicos dominantes durante la mayor parte del Cenozoico, quizas en respuesta a
la desaparicién de muchos teledsteos pelagicos grandes hacia el fin del Cretacico (Friedman,
2009). La evolucion de los peces picudos, como en el caso de los atunes, incluye la evolucion
convergente de marlines azules y negros de tamafio gigante durante los pasados ~ 10 Ma, que
pudo haber sido posible gracias al inicio de los regimenes modernos de surgencia a traveés de los
océanos del mundo. Estos eventos pueden haber dado lugar a una reorganizacion de las
comunidades pelagicas y el aumento de la disponibilidad de presas para estos depredadores
pelagicos de natacion rapida (Santini & Sorenson, 2013).

Los peces picudos son importantes habitantes de los ecosistemas pelagicos y a lo largo de
la historia han sido clasificados de diversas formas y en diversos grupos. Segun un namero de
estudios morfologicos (Collette et al, 1984; Johnson, 1986; Carpenter et al, 1995), se estimd que
los picudos estaban estrechamente relacionados con los atunes y las caballas, por lo que fueron
incluidos en el suborden de perciformes Scombroidei (Nelson, 2006); de esta manera, se
acomodaron en una superfamilia denominada Xiphioidei, compuesta por las familias
Istiophoridae y Xiphiidae dentro de dicho suborden (Carpenter, 1995).

Por otra parte, Finnerty & Block (1995) secuenciaron un fragmento del gen mitocondrial
de la citocromo b y con base en sus resultados, apoyaron los resultados obtenidos por Potthoff
(1986), en donde las familias Istiophoridae y Xiphiidae no formaban parte de los escombridos.

En la actualidad, Block (1993) Orrell (2006), Li (2009), Little (2010) y Betancur (2013) han



demostrado concluyentemente que los peces picudos y atunes pertenecen a dos linajes
morfolégicamente muy convergentes de grandes depredadores pelagicos (Santini & Sorenson,
2013).

Por tanto, el suborden Xiphioidei se encuentra compuesto actualmente por dos familias:
Istiophoridae y Xiphiidae. Inicialmente, con base en caracteristicas morfolégicas se
establecieron cuatro géneros que se mantienen: Istiophorus, Makaira, Tetrapturus y Xiphias, de
los cuales los primeros tres han sufrido reacomodos y cambios (Collette, 2006; Fierstine, 2006;
Nakamura, 1985).

Dentro de la familia Istiophoridae, el género Istiophorus se dividia en 2 especies las
cuales de identificaban debido al tamarfio de sus aletas caudales y pectorales y a su peso, siendo
estas I. albicans, conocido como pez vela del Atlantico, el cual no superaba los 60 kg y
presentaba aletas pectorales y caudales mas largas, e I. platypterus, conocido como pez vela del
Indo-Pacifico, con pesos que rondaban los 100 kg y aletas relativamente mas cortas con respecto
a su especie hermana (Nakamura, 1985).

Asimismo, los analisis moleculares mas recientes que han utilizado ADN mitocondrial y
nuclear, concluyeron que existen diferencias entre el pez vela del Atlantico y el del Indo-
Pacifico, pero estas diferencias no son significativas para tomarlas como especies distintas, por
lo que actualmente se conoce al pez vela como I. platypterus y este conforma el género
monotipico Istiophorus (Graves & McDowell, 2003; Bagma, 2006).

Algo similar ocurrié en el género Makaira, al cual pertenecian M. indica o marlin negro,
M. nigricans y M. mazara, conocidos cominmente como marlin azul Atlantico y marlin azul
Indo-Pacifico, los cuales, segun su patron de la linea lateral, habian sido clasificados como

especies distintas (Nakamura, 1985). Sin embargo, los estudios de ADN mitocondrial y nuclear



no han encontrado diferencias significativas que apoyen la separacion de estas ultimas 2
especies. Conforme a lo anterior, la especie M. nigricans se conoce actualmente como marlin
azul; en estudios realizados posteriormente se comprob6 que el género Makaira no es un género
monofilético, segin lo cual M.indica se clasifico en un género distinto denominado Istiompax,
con I. indica como Unica especie (Collette, 2006).

Con respecto al género Tetrapturus, conformado por 6 especies: T. audax y T. albidus,
conocidos como marlin rayado y marlin blanco respectivamente, y 4 especies de peces aguja, T.
pfleugeri (pez aguja de trompa larga), T. angustirostris (pez aguja de trompa corta), T. belone
(pez aguja del Mediterrdneo) y T. georgii (Nakamura, 1985); se concluyd mediante analisis
moleculares que el marlin rayado y el marlin blanco no poseen un nivel de similitud con los
peces aguja como para clasificarlos dentro del mismo género, pero si son similares entre si, por
lo que estas 2 especies ahora conforman el nuevo género Kajikia (Collette, 2006).

A saber del género Xiphias, no se han hecho cambios desde la clasificacion de Nakamura
(1985), el cual solo esta compuesto por la especie X. gladius o pez espada (Collette, 2006).

Muy recientemente se dio un cambio de orden, de perciformes a istiophoriformes por
Nelson et al (2016), por lo que actualmente la clasificacion taxonémica de los picudos se resume
asi:

Orden: Istiophoriformes
Suborden: Xiphioidei
Familia Istiophoridae
Género Istiophorus
I. platypterus (pez vela)

Género Makaira



M. nigricans (marlin azul)
Género Istiompax
I. indica (marlin negro)
Género Kajikia
K. audax (marlin rayado)
K. albida (marlin blanco)
Género Tetrapturus
T. pfluegeri (pez aguja de trompa larga)
T. angustirostris (pez aguja de trompa corta)
T. belone (pez aguja del mediterraneo)
T. georgii
Familia Xiphiidae
Género Xiphias
X. gladius (pez espada)
(Collette, 2006, Integrated Taxonomic Information System, 2015, Nelson et al, 2016)
Cabe aclarar que en Costa Rica los nombres locales de 2 especies de marlin difieren de
los establecidos internacionalmente. EI marlin rayado (K. audax), es conocido a nivel nacional
como marlin rosado, mientras que el marlin azul (M. nigricans) es comunmente llamado marlin

blanco (Soto, 2010; Alvarez, 2012).

1.2. Distribucion Geografica

La distribucion de las especies de picudos es generalmente bastante amplia, al ser
especies muy migratorias, el pez vela (l.platypterus) se encuentra en el oeste y este del Océano

Atlantico y en el este e Indo-pacifico oeste del Océano Pacifico, esta distribucién la comparte

10



con el pez espada (X.gladius) y con el marlin azul (M.nigricans). El marlin rayado (K.audax), el
marlin negro (I. indica) y el pez aguja de trompa corta (T. angustirostris) se encuentran en la
region este e Indo-oeste del Océano Pacifico. Por otra parte, el marlin (K. albida), el pez aguja
(T. georgii), otra especie de pez aguja (T. belone) y el pez aguja de trompa larga (T. pfluegeri),
habitan en el Oeste y Este del Atlantico (ITIS, 2015).

No todas las especies se encuentran en las costas de Costa Rica, y solamente el marlin
rosado o rayado (K.audax), el pez vela (I.platypterus), el pez espada (X.gladius) y el marlin azul,
conocido como marlin blanco (M.nigricans), son de importancia econémica en el pais (Ley de

pesca y Acuicultura, 2005).

1.3. Habitat y Nicho Ecoldgico

Los ecosistemas pelagicos representan algunos de los mas grandes habitats de nuestro
planeta s6lo superados por las profundidades del mar, en el volumen general (Santini &
Sorenson, 2013). El ambiente peldgico se extiende desde la linea de la marea baja hacia mar
adentro y su extension en profundidad es variable (Nahle, 2008). Este se divide en 2 regiones:
Neritico y Oceanico. EI Neritico es el mas cercano a la plataforma continental, que comprende
alrededor de 150km mar adentro y unos 150 metros de profundidad. Por otra parte, el Oceanico
se encuentra mas alla de los 150km mar adentro y posee mayores profundidades, hasta de 14000
metros en las fosas ocednicas. Estos ecosistemas se subdividen en zonas bioldgicas segun la
profundidad: Epipeldgica o Eufético, la cual comprende desde la superficie del mar hasta
aproximadamente los 100 metros de profundidad; el ambiente fotico de transicion, que abarca
hasta los 200 metros y corresponde al limite que alcanza la luz; acto seguido, los ambientes sin
luz o (aféticos), los cuales se segmentan en mesopelagico, que va desde los 200 hasta los 1000

metros, seguido por el batipelagico, que comprende entre los 1000 hasta los 4000 metros de
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profundidad y el abisopelagico, que se extiende desde los 4000 metros hasta el fondo marino
(Nahle, 2008).

El pez vela y otras especies de picudos habitan cominmente en la zona epipelagica en
aguas neréticas. Estos peces nadan regularmente en aguas cuya temperatura varia de entre 21 a
28 oC. Son especies piscivoras, pero también se alimentan de calamares y otros invertebrados a
su disposicién (Bangma, 2006). A su vez, la especie presenta reproduccion durante casi todo el
afio, con temporadas mas marcadas de desove entre marzo y junio y entre agosto y setiembre.
De forma similar especies de marlin presentan periodos extensos de reproduccion, de junio a
octubre. En el caso del pez espada se han identificado periodos de desove entre julio y agosto

(Ariza 2015, Sevilla 2013, Claramunt 2009).

1.4. Morfologia

En su estadio larval los miembros de la familia Istiophoridae son facilmente distinguibles
por caracteristicas anatdmicas y patrones de coloracion de las larvas de la familia Xiphiidae. Por
otra parte, los Istiophoridos jovenes son muy similares en sus etapas de desarrollo, por lo que es
dificil de identificar las larvas nivel de especie basada en solo caracteristicas morfométricas y
meristicas (Bangma, 2006). Por esto, se utilizan preferiblemente analisis moleculares, como el
PCR RFLP, para su correcta identificacion (Luthy, 2005).

La identificacion de los especimenes adultos es mas simple gracias al rostro o pico,
caracteristica importante para la diferenciacion, el cual se forma debido a la extension de la
mandibula superior con respecto a la inferior. En la familia Istiophoridae, el rostro es semejante
a la seccion transversal de una lanza y con punta mas redondeada que el rostro de la familia
Xiphiidae, similar a la seccion transversal de la hoja de una espada; a su vez es mas puntiagudo

(Goujon, 2011). Ambas familias tienen dos aletas dorsales, la primera de ellas posee, como
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soporte, espinas; la segunda esta compuesta por rayos blandos. Todos los picudos presentan dos
aletas pectorales, una aleta anal, una aleta caudal, ubicada en el final del peddnculo caudal y un
par de aletas pélvicas, ausentes Unicamente en los peces espada (Goujon, 2011). Los ultimos se
caracterizan también por la ausencia de escamas, por sus aletas dorsales que se encuentran bien
separadas y por poseer una sola quilla caudal media, que proveen estabilidad y soporte a la aleta
caudal (Goujon, 2011).

Los Istiophoridos poseen aletas pélvicas largas y rigidas. Sus cuerpos estan cubiertos con
escamas Oseas pequefias y elongadas. Su primera aleta dorsal tiene una larga base y termina
cerca del origen de la segunda aleta dorsal, y poseen ademas un par de quillas caudales pequefias

en el centro del peddnculo caudal (Goujon, 2011).

1.5. Impacto Econémico

En el marco mundial los peces de pico representan especies de interés econémico
pesquero comercial y recreativo por su amplia distribucion geografica, su tamafio y la calidad de
la carne (Hyde, 2005; McDowell & Graves, 2002). En Centroamérica la industria de pesca
deportiva de picudos ha sido un motor importante en el desarrollo, tanto en el ambito econémico
como social de comunidades y pequefias empresas, el cual se enfoca principalmente en la pesca y
liberacion de las especies de interés, de manera que se de un desarrollo sostenible de estos
recursos y se asegure asi la continuidad de las especies (Ehrhardt & Fitchett, 2006).

Los marlines, pez vela y pez espada se encuentran dentro de las especies mas capturadas
por la flota pesquera costarricense. Estudios de INCOPESCA en la costa pacifica en el afio 2007
corroboran esto, con sumas de captura de 1 106 toneladas métricas (Tm) de marlines, 631 Tm de
pez velay 178 Tm de pez espada (Puentes, 2012). A su vez, en Costa Rica se ha explotado de

manera importante la pesca deportiva de picudos, esto debido a la fama que tiene
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internacionalmente el pais por sus riquezas naturales y la cantidad de turistas que lo visitan, por
tanto, el turismo sobresale como la principal actividad generadora de divisas y la pesca turistico-
deportiva una de las actividades de mayor difusion internacional (Soto, 2010). Cabe agregar que
el articulo 76 de la “Ley de Pesca y Acuicultura” de Costa Rica declara al marlin azul (M.
nigricans), al marlin rayado (K. audax), al pez vela (l. platypterus) y al marlin negro (l. indica)
como especies de interés turistico-deportivo.

Los datos que se obtuvieron en un estudio realizado por el Instituto de Investigaciones en
Ciencias Econdmicas en conjunto con The Billfish Foundation (Soto, 2010), muestran como en
el afio 2008 el impacto de la pesca turistico-deportiva en la actividad economica del pais fue
mayor que el impacto de la pesca comercial de las diversas especies de picudos. En este aspecto,
la pesca deportiva generd 599.1 millones de ddlares, lo cual equivale al 2.13% del PIB de dicho
afio, mientras que la pesca comercial generd 527.8 millones de dolares, con solo un 1.88% del
PIB. Por lo tanto en el afio 2008 la pesca turistico-deportiva generd aproximadamente 70
millones de dolares mas que la pesca comercial de picudos.

Por esto, los picudos son especies de gran importancia para la pesca comercial y turistico-
deportiva, principalmente el pez vela; por ende, la presencia de estas especies en el area maritima
costarricense es clave para la llegada de una gran cantidad de turistas y para la adquisicion de

ingresos al pais, asi como para la conservacion y el equilibrio de sus ecosistemas.

1.6. Situacién Actual

Debido a los grandes beneficios econdmicos que se obtienen como producto de las
actividades comerciales con los picudos, en los ultimos afios, los peces de pico se han vuelto
objeto de la pesca comercial indiscriminada, lo que ha provocado una disminucién significativa

de las poblaciones de picudos a nivel mundial y por lo tanto también en las costas
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centroamericanas (Alvarez, 2012; Hanner, 2011; Ehrhardt & Fitchett, 2006). La evidencia se
observa en la reciente clasificacion del marlin azul (M. nigricans) y al marlin blanco (Kajikia
albida) como especies en estado de vulnerabilidad por la IUCN (Collette, 2011).

Gracias a que las ganancias obtenidas por la pesca turistico-deportiva son mayores que
las obtenidas por la pesca comercial y a que la practica deportiva no disminuye las poblaciones
de estos animales en las costas de Costa Rica (Soto, 2010), se ha buscado promover por parte de
las autoridades gubernamentales este tipo de pesca mas sostenible y de mayor beneficio. La
creacion del acuerdo A.J.D.1.P./476-2008 en el afio 2008 y la posterior correccién A.J.D.1.P.090-
2009 en el ano 2009, en el que se dice que “se prohibe la pesca dirigida al pez vela, utilizando
palangre de superficie adaptada para ese fin y con carnada viva como arte de pesca, en todas las
aguas marinas jurisdiccionales costarricenses, a la flota comercial no turistica-deportiva” son
esfuerzos del gobierno costarricense para la conservacion de la especie, la cual es el principal
atractivo de este tipo de pesca. Una disminucion significativa de la poblacion de pez vela en
aguas costarricenses va acompafiado de una disminucion sustancial de las capturas, lo que
impacta de forma negativa a la economia local puesto que disminuye la pesca turistico-deportiva.

La pesca comercial con palangre o “longline” es ampliamente utilizada en el mundo para
la captura de especies pelagicas grandes (Galeana, 2008). Este tipo de pesca consiste en la
utilizacién de una linea madre con pequefias lineas a todo su largo provistas de un anzuelo en la
parte terminal. Su principal blanco son los miembros de la familia Scombridae, como lo son los
atunes (Paine, 2007), pero por las caracteristicas que esta linea posee y por utilizarse en
ambientes epipelagicos resulta ser un tipo de pesca multiespecifica (Eslava, 2003) que captura
especies desde el pez vela, pez espada y dorado hasta los diversos marlines (Galeana, 2008).

Diversos autores sefialan que el tipo de anzuelo utilizado es muy importante, pues una vez que el
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espécimen se engancha al anzuelo es poco probable que sobreviva (Galeana, 2008; Graves &
McDowell, 2006). Algunos de los anzuelos utilizados en la pesca con palangre se sabe que
presentan una baja probabilidad de supervivencia del pez una vez enganchado, como lo son los
anzuelos convencionales de forma recta; otros pueden disminuir la mortalidad
considerablemente, como lo es el anzuelo circular (Pine, 2008).

En Costa Rica, la explotacion indiscriminada de los picudos se ha incrementado, pues
durante los ultimos 15 afios se han sumado un gran nimero de flotas pesqueras que utilizan el
método de pesca con palangre (artesanal, semi-industrial e industrial); esto ha ocasionado la
sobreexplotacion de picudos como el pez vela y diferentes especies de marlin (Vega-Araya,
2008). El impacto de dicho fendbmeno crea, sobre las poblaciones de estos animales y su
abundancia, una disminucion en la concurrencia de pescadores turistico-deportivos, y un decline

economico importante para el pais.

1.7. Problemética Actual

El principal problema asociado a la sobrepesca lo presenta el pez vela (I. platypterus), del
cual, segun dice la ley, en el acuerdo A.J.D.1.P.090-2009 se prohibe la exportacion del pez vela;
ademas, en el articulo octavo se expone: “En caso de producirse pesca incidental de pez vela en
la actividad de pesca comercial no turistica, sin que hubiese sido posible la devolucion al mar del
ejemplar aun vivo; se permitira la comercializacion del producto en estado fresco o congelado
para consumo humano exclusivamente en el mercado nacional™. Esta prohibicion se sospecha la
evaden algunas empresas que exportan pez vela de manera ilegal, etiquetandolo como marlin,
pez espada, atun, entre otros; los cuales si pueden ser exportados de manera legal. Se han
realizado decomisos a causa de estos intentos, como lo fue el caso en mayo del 2011, cuando

inspectores del Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (INCOPESCA) y del Servicio
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Nacional de Salud Animal (SENASA), decomisaron 7.000 kilogramos de pez vela que iban a ser
exportados a Peru, cuando en la declaracion se habia reportado el producto como marlin rosado
(Delgado, 2011). Otro caso se dio en julio del 2012, en el cual SENASA decomisd 8.000
kilogramos de pez vela a una empresa nacional que planeaba exportarlos a Republica
Dominicana (Servicio Nacional de Salud Animal, 2015).

A pesar de que los picudos, los atunes y otras especies similares son faciles de diferenciar
en estado adulto, una vez que estos han sido procesados, se hace mucho mas dificil la
identificacion y en casos determinados casi imposible (Bangma, 2006; Hsieh, 2007), lo cual
dificulta mucho el control de su exportacion y encubre exportaciones ilegales. Un metodo
utilizado para confundir o engafiar a las autoridades es la utilizacion de mondxido de carbono, el
cual tiene un efecto coadyuvante que estabiliza los colores de la carne, que al unirse con el hierro
y al sustituir el oxigeno de la mioglobina; como resultado, la carne se torna de color rojo brillante
y puede ser confundida como atln u otra especie (Comisién Europea, 2001; Restrepo-Florez &
Patifio, 2008).

Para combatir esta deficiencia en la identificacion de la carne de exportacion, se deben
desarrollar o implementar técnicas alternas de identificacion que no dependan Unicamente de las
caracteristicas morfologicas y que no se vean afectadas por el procesamiento o fileteado de la

carne.

1.8. Identificacién de especies

La identificacion de los peces de pico se ha realizado principalmente por las
caracteristicas morfologicas, como lo son la forma, tipo de aletas, coloracion, tamafio del cuerpo,
posicidn de las alteras, entre otras. Pero debido a la dificultad de la correcta identificacion del

producto pesquero en base a sus caracteristicas morfoldgicas una vez que este ha sido fileteado y
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procesado, se han ido desarrollando diversas metodologias alternativas, que permitan una
correcta y precisa identificacion de la carne ya procesada o alterada fisicamente.

Dentro de las primeras técnicas utilizadas para la identificacion de alimentos, entre ellos
los diversos tipos de carnes, se encuentran los siguientes analisis de proteinas: la electroforesis,
como lo es el SDS-PAGE; la cromatografia, como la cromatografia de capa fina (HPLC); o
técnicas inmunoldgicas como la inmunodifusién y el ELISA (Asencio, 2007; Hsieh, 2007). Sin
embargo, las proteinas son facilmente desnaturalizadas por procesos en los alimentos, como lo es
el tratamiento térmico, ademas, las proteinas pierden su actividad biolégica después de la muerte
del animal debido a cambios tanto en su estructura como su presencia, e inclusive, cabe agregar
que cada tipo de célula tiene sus caracteristicas propias; por tanto, las técnicas basada en
proteinas no han resultado ser las mas aptas para la identificacion. (Asencio, 2007; Hsieh, 2007;
Teletchea, 2009).

Las nuevas técnicas de identificacién han surgido para sustituir a aquellas basadas en
proteinas debido a sus ventajas y eficiencia; estas se basan en los acidos nucleicos, los cuales son
mucho mas faciles de obtener puesto que se encuentran en casi todas las células, su material
puede ser extraido mas facilmente a partir de muestras pequefias, son mas termoestables y
proporcionan mayor informacion genética (Teletchea, 2005).

Existen diversas técnicas basadas en ADN para la identificacion de organismos, como lo
es la secuenciacion, la hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN vy la mas utilizada debido a su
especificidad, sensibilidad y simpleza; la técnica de PCR (“Polymerase chain reaction”), la cual
realiza una amplificacion especifica de fragmentos de ADN de interés (Asencio, 2007). De ella,

se basan diversas metodologias como lo son el PCR-Multiplex y el PCR-RFLP.
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1.8.1. Identificacion mediante Secuenciacion

La secuenciacion es el método de identificacion molecular por excelencia, pues es el mas
exacto, preciso y ademas, brinda una gran cantidad de informacién; esta técnica se ha convertido
en el método estandar para la validacidon de otras técnicas de identificacion moleculares, asi
como para analisis filogenéticos y poblacionales a pesar de ser mas costo y laboriosidad (Bagma,
2006; Asensio, 2007; Teletchea, 2009; Kawakami, 2010; Santini & Sorenson, 2013).

Los métodos de secuenciacion han avanzado considerablemente en los Gltimos afios con
el surgimiento de nuevas técnicas y equipos que son capaces de secuenciar mas rapidamente y de
forma masiva, sin embargo, la secuenciacion capilar basada en el método de Sanger sigue siendo
aun la mas utilizada.

La secuenciacion de Sanger se basa en la utilizacion de didesoxinucleétidos trifosfato
(ddNTPs), los cuales son analogos a los desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPS) comunes. Los
ddNTPs carecen del grupo OH del extremo 3’ del azicar desoxirribosa a diferencia de los
dNTPs. Gracias a la carencia del OH, una vez que se incluye uno de estos ddNTPs en la
reaccion de amplificacion (PCR), no se puede formar el enlace fosfodiéster, y por lo tanto se para
la extension, lo cual da como resultado amplicones de diversas longitudes (Sanger, 1977). Estos
ddNTPs se encuentran marcados con fluorescencia, lo que permite analizar los amplicones
mediante una electroforesis capilar, en la cual el material genético va migrando debido al campo
eléctrico y de forma proporcional a su tamafio, para que luego un laser incida sobre estos
promoviendo asi la fluorescencia. Esta fluorescencia es recibida por un detector de luz,
digitalizada y posteriormente analizada por un “software” especializado (Magafa, 2009).

La rapida evolucion en cuanto a programas informaticos especializados para el

ensamblaje y edicion de secuencias, ademas del desarrollo de herramientas como el BLAST (del
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inglés “Basic Local Alignment Search Tool”), permiten la comparacion contra secuencias de
referencia, facilita de manera considerable la interpretacion de la informacion que se obtiene y es
una gran ventaja para esta técnica. Asimismo, la existencia de bases de datos de referencia de
acceso publico, como lo son EMBL/DDBJ/GenBank, favorece el uso de la secuenciacion como
una metodologia eficiente para la identificacion de especies (Kawakami, 2010).

Se han logrado identificar diversas especies de la familia Istiophoridae mediante esta
metodologia. EI ADN mitocondrial ha sido el mas utilizado, debido a que se hereda via materna,
por lo que no esta sujeto a recombinacion, y ademas acumula cambios mas rapidamente que el
ADN nuclear; de este ADN mitocondrial el gen de la citocromo b es uno de los més utilizados,
con el cual se han identificado diversas especies de picudos como: I. platypterus, M. nigricans, I.
indica, K. audax, T. angustirostris, T. georgii y T. pfluegeri y X. gladius (Hsieh, 2005; Hyde,
2006; Shivji, 2006; Hsieh, 2007). De igual manera se utilizan otros genes mitocondriales como
el gen de la subunidad I de la citocromo C oxidasa, con el cual se han logrado identificar cinco
especies de picudos (Hanner, 2011), el gen para la subunidad 16S del ARN ribosomal, con el
cual se ha identificado a I. platypterus, T. angustirostris y X. gladius (Kawakami, 2010) y la
region control (D-Loop), con la cual se ha identificado a I. platypterus, M. nigricans, K. audax e
I. indica (Graves & McDowell, 2006; McDowell & Graves, 2008).

Mediante este método se obtienen las secuencias completas de las muestras, las cuales
nos permiten la construccidn de arboles filogenéticos para su agrupacion y analisis. Dentro de las
metodologias de construccion de arboles filogenéticos, se encuentra el método del pariente mas
cercano (del inglés “Neighbor-joining™), el principio de este método es encontrar pares de
unidades taxonomicas operacionales (OTUs “Operational Taxonomic Units” [= vecinos]) que

minimicen la longitud total de la rama en cada etapa de agrupacion de los vecinos comenzando
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con un arbol en forma de estrella (Saitou & Nei, 1987). Este método es complementado por el
parametro de distancia Kimura 2-parameter (K2P) el cual toma en cuenta 2 parametros con tasas
de sustitucion diferentes, las sustituciones transicionales (cambios A-G y C-T), las cuales se ha
observado son las mas frecuentes y transversiones (todos los demas tipos de cambios) para la

busqueda de similitudes entre las secuencias de nucleotidos (Kimura, 1980).

1.8.2. Identificacion mediante PCR Multiplex

El PCR-Multiplex es una técnica basada en PCR la cual ha sido poco utilizada para la
identificacion de peces, aun cuando esta resulta ser menos laboriosa, mas rapida y es lo
suficientemente precisa por lo cual puede llegar a ser muy Util si se disefia correctamente (Hyde,
2005). Esta técnica, gracias al conocimiento previo de la secuencia completa de las especies por
identificar, consiste en disefiar un par de iniciadores sintéticos especificos para cada especie de
interés que posean temperaturas de alineamiento (Tm) similares, que no interactan entre si y
que generen productos (amplicones) de tamafios distintos. Ademas, se utiliza un par de
iniciadores, o iniciador, no especificos que amplifiquen un fragmento comin entre las especies, y
crear asi un control interno. Una vez amplificados los fragmentos de interés, se realiza una
electroforesis en gel y se visualizan las bandas de cada muestra que da como resultado la
identificacion de cada una (Asensio, 2007; Rasmussen, 2008).

El PCR-Multiplex ha sido utilizado para identificar especies del suborden Xiphioidei con
éxito, como es el caso de las investigaciones realizadas por Simms (2010) y Rooker (2012), en
las cuales identificaron con esta metodologia larvas de marlin blanco, marlin azul y pez vela.
Anteriormente, Hyde (2005) ya habia utilizado esta técnica para identificar 6 especies de

picudos: |. platypterus, M. nigricans, K. audax, X. gladius, I. indica y T. angustirostris.
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Asimismo, se conoce que dicha técnica ha sido utilizada para la identificacion de
carcharinidos, salmonidos y serranidos (Mendonga et al, 2009; Rasmussen 2008). Otro ejemplo
claro de su uso lo ejecutd De-Franco (2010) en Brasil para identificar diferentes tipos de pez
guitarra (Familia Rhinobatidae).  Esta técnica disminuye el tiempo necesario para la
identificacion, es mas barata y disminuye riegos de contaminacién o confusion de muestras en
comparacion con otras técnicas como el PCR RFLP, debido principalmente a que todos los

iniciadores se encuentran en la misma reaccién lo que minimiza la manipulacion (Hyde, 2005).

1.8.3. Identificacibn mediante el andlisis de polimorfismos de fragmentos de

restriccion (PCR-RFLP)

La técnica del PCR-RFLP (del inglés “Restriction Fragment Length Polymorphisms”),
basada en el PCR y la digestion enzimatica, ha sido una de las mas utilizadas en la identificacion
de especies de peces y mariscos (Rasmussen, 2008); adicionalmente, Wu (2008) la ha utilizado
con éxito en la identificacion de productos de pescado fresco, procesado y cocinado.

El PCR-RFLP consiste en la amplificacion por medio de PCR de un fragmento de interés,
el cual posteriormente es cortado con enzimas de restriccion preseleccionadas (endonucleasas
tipo 1) que realizan cortes en zonas especificas de la doble banda de ADN; este aspecto produce
un patrén de fragmentos especifico, que al ser visualizados en un gel por electroforesis, hace
posible la distincién entre las especies debido a sus diferencias geneticas (Hsieh, 2004;
Rasmussen, 2008; Teletchea, 2009).

Esta metodologia es menos costosa, mas simple y mas apta para andlisis de rutina en
laboratorio, en comparacion a técnicas como la secuenciacion; ademas, es relativamente rapida,
reproducible y robusta que no requiere de aparatos caros (Rasmussen, 2008), por lo cual se ha

utilizado ampliamente en la identificacion de especies. No obstante, presenta ciertas desventajas,
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las cuales generan resultados equivocos como la posibilidad de que ocurran digestiones
incompletas y posibles cambios intraespecificos de las regiones de corte en el ADN que pueden
afectar el patrén de corte, alterando la cantidad o lugar de los sitios de reconocimiento para el
corte enzimatico (Asencio, 2007).

Los diferentes estudios en los que se ha empleado esta técnica han logrado identificar
especies como I. platypterus, X. gladius, M. nigricans, l.indica, T. pfluegeri y T. angustirostris; a
partir de tejido fresco, congelado y cocinado. En el caso de K. audax y K. albida no se demostré
posible la diferenciacion por PCR-RFLP, debido a que estas especies presentan corta divergencia
evolutiva y genética (McDowell & Graves, 2002; Hsieh, 2007). Dentro de las regiones que han
sido utilizadas para la identificacion en picudos se encuentra el locus MN32-2 de ADN nuclear y
de ADN mitocondrial el locus ND4 y el gen de la citocromo b (cyt b) debido a su facil
amplificacion entre taxones y su bajo nivel de variacion (McDowell & Graves, 2002; Hsieh,

2005; Hsieh, 2007).

1.9. ADN mitocondrial (ADNmt)

El genoma mitocondrial de los vertebrados posee 37 genes: dos ARN ribosomal, trece
proteinas, y veintidds ARN de transferencia circular. Esta conformado aproximadamente de
16000 pares de bases, unas cinco veces mas pequefio que el genoma nuclear, cada célula
presenta varias copias de ADNmt (en contraste con el ADN nuclear que se puede encontrar 1 0 2
copias), es haploide y no posee intrones (Hsieh, 2005; Rocha, 2005). Ademas es normalmente
de herencia materna y no sufre recombinacion, debido a esto tiende a ser mas conservado a lo
largo de distancias evolutivas, convirtiéndolo en una herramienta muy util en la diferenciacion

filogenética (Hsieh, 2007; Rocha 2005).
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Las técnicas de identificacion se han centrado principalmente en el analisis de regiones
del ADN mitocondrial (cyt b, ND4, 16S ARNr, COIl, D-Loop) debido a las ventajas que este
presenta sobre el ADN nuclear (Paine, 2007). Dentro de las principales ventajas se encuentra
una tasa de mutacion mayor que el ADN nuclear, lo que permite que en menos generaciones se
observen variaciones entre secuencias de especies muy relacionadas, asi como facilita la
identificacion de las mismas. Ademas, la capacidad de identificacion de muestras deterioradas o
procesadas que presentan degradacion de &cidos nucleicos facilita la amplificacion de un

fragmento especifico por PCR (Paing, 2007; Teletchea, 2009).

1.9.1. Region control (D-Loop)

No toda la molécula de ADNmt es codificante, esta contiene una region no codificante de
tamafio variable llamada region control o D-Loop (del inglés “Displacement-loop containing
region”), este segmento no codificante contiene motivos conservados, el origen de replicacion de
cadena pesada, y ambos sitios de iniciacion de trascripcion de cadena pesada y liviana. El
blogue central se encuentra flanqueado por dos zonas hipervariables. La region control posee
una tasa de mutacion de dos a cinco veces mayor que la tasa de los genes mitocondriales, aspecto
que la convierte en una region ampliamente utilizada como marcador molecular (Rocha, 2005;
Morris, 2010).

Gracias a las caracteristicas que posee esta region de ADNmt, ha sido ampliamente
utilizada en estudios de identificacion de especies de picudos de manera efectiva (Bagma, 2006;
Collette, 2006; Graves & McDowell, 2006). La problematica reside Gnicamente en la distincion
entre especies del género Kajikia, de forma similar al gen de la subunidad I de la citocromo ¢

oxidasa (Graves & McDowell, 2003; Hanner, 2011).
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1.9.2. Gen de la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (COl)

El gen de la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa es uno de los méas conservados en todo
el genoma mitocondrial debido a que es fundamental para la respiracion celular y por lo tanto,
para la produccion de energia, por lo que esta importancia funcional limita su evolucion (Paine,
2007). Sin embargo, a pesar de ser un gen muy conservado se cree que tiene suficientes regiones
polimdrficas como para la identificacion y diferenciacion interespecifica.

Debido a lo anterior, el gen COIl es una de las regiones del ADN mitocondrial méas
ampliamente usadas en la identificacion; se ha determinado que un fragmento del gen COI de
658 pb permite la identificacion de muchas especies, por lo que ha sido utilizado en el proyecto
de “Barcoding” Internacional (iBOL) (Herbert, 2003).

Este gen ya ha sido utilizado con éxito en la identificacion de diversas especies de peces
y de miembros del suborden Xiphioidei (Paine, 2007; Hubert, 2008; Hanner, 2011). Se ha
observado su empleo exitoso en cinco de las diez especies de picudos que existen, pero ha
sufrido de problemas para diferenciar entre tres especies de los peces aguja (T. angustirostris, T.
belone y T. pfluegeri) y entre marlin rayado y marlin blanco (K. audax y K. albida,
respectivamente). Se piensa que no es capaz de diferenciar estas especies debido justamente a
gue es un gen muy conservado y a que estas especies divergieron hace muy poco tiempo, por lo
que no se han acumulado las suficientes mutaciones para producir la suficiente variacion

genética (Hanner, 2011).
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Capitulo 2. Justificacion del estudio

Las metodologias de PCR RFLP y PCR Multiplex se seleccionaron para evaluar su
capacidad en la identificacion de peces picudos por su facilidad, bajos requerimientos de equipo,
al igual que un menor costo y tiempo de procesamiento produciendo resultados fiables. Estas son
una buena alternativa de la secuenciacion, una técnica mas precisa pero de mucho mayor costo,
situacion que genera un ahorro en tiempo y dinero para el estado en el procesamiento de las
muestras. La secuenciacion directa del gen COIl se utilizara como el estandar para comparar la
efectividad de las dos técnicas. Ademas, se elaborard un arbol filogenético del gen COI como
método confirmatorio, con el cual también se podra detectar algin posible subgrupo, y brindara
una ayuda a posibles estudios filogenéticos mas extensos en el futuro.

Lo mencionado anteriormente concuerda con las necesidades de un laboratorio con
recursos econdémicos y de tiempo limitados; de igual manera ofrece una solucién rapida a la
necesidad de andlisis de identificacion molecular para pez vela y marlines, como lo es el
laboratorio de Bioseguridad del Servicio Nacional de Salud Animal (LANASEVE). Este
laboratorio de Bioseguridad ha sido asignado como el encargado de procesar las muestras que
Ileguen de denuncias o decomisos con sospecha de ilegalidad en el pais.

La validacion de estas técnicas (PCR RFLP y PCR Multiplex) es importante pues se
necesita que sus resultados tengan una validez legal para que puedan ser usados en los tribunales
como evidencia de peso y asi juzgar con certeza el delito, si se incurrid en €l. De esta forma, la
validacion de estos procesos podrian contribuir a un eficiente control de la pesca ilegal de pez
vela en el pais. La utilizacion de estas técnicas en el marco legal, mediante un ente estatal para
el control de las exportaciones ilegales del pez vela, no han sido implementadas en otros paises

hasta la fecha.
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Capitulo 3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Validar dos métodos moleculares: PCR Multiplex y PCR-RFLP para la identificacion del
pez vela (Istiophorus platypterus), otras especies de picudos y atin, utilizando la secuenciacion

del gen COI como método de referencia.

3.2. Objetivos especificos

Obtener las 20 muestras necesarias por especie 0 grupo para la validacién de los méetodos
moleculares, de pez vela (Istiophorus platypterus), pez espada (Xiphias gladius), marlin azul
(Makaira nigricans), atin (Thunnus sp.) y en un mismo grupo marlin blanco y marlin rayado
(Kajikia sp.); para un total de 100 muestras.

Comparar las tres metodologias moleculares analizando todas las muestras por PCR
Multiplex, PCR-RFLP y la secuenciacion del gen COI.

Realizar un analisis filogenético del gen COI con base en las secuencias obtenidas y
secuencias de referencia, como método de confirmaciéon y deteccién de posibles subgrupos

dentro de las especies.
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Capitulo 4. Materiales y métodos
Todos los analisis fueron realizados en el Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios,

en el Laboratorio de Bioseguridad de Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA), MAG.

4.1. Recoleccion de muestras

Para la validacion de las metodologias se recolectaron 20 muestras de cada una de las
especies de picudos (Rabenau, 2007), para un total de 100 muestras. Las muestras necesarias de
las diferentes especies de picudos fueron facilitadas por INCOPESCA y SENASA, ellos también
proveyeron las muestras de atan (Thunnus sp.). El atan se incluyd por el aspecto similar de su
carne con la de las especies de picudos, a la pesca y manejo comln de estas especies. Las
muestras fueron previamente identificadas por los inspectores de INCOPESCA quienes
utilizaron sus caracteristicas morfologicas, su experiencia y conocimiento previo de las especies;
estos criterios fueron claves para el envio de las muestras requeridas para este proyecto donde no
se tomaran como correctas estas identificaciones. En el caso de ser incorrecta esta identificacion,
se nos facilitardn nuevas muestras hasta tener las 20 necesarias por especie. El 87% de las
muestras fueron recolectadas en la zona del pacifico.

La especie Istiompax indica no se incluyd en el estudio debido a su baja pesca, lo cual
hace dificil la obtencion de las muestras necesarias. Cabe agregar que los analisis se llevaron a
cabo en el laboratorio de Bioseguridad que forma parte del Laboratorio de Servicios Veterinarios
(LANASAVE), este a su vez forma parte del Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA).
Las muestras se recolectaron directamente de los muelles en las diversas zonas de pais, tanto la
zona Atlantica como Pacifica, luego se transportaron congeladas al laboratorio de SENASA

donde se almacenaron a -80 °C.
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4.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de tejido muscular se realizé utilizando el kit High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche), que sigue el protocolo del fabricante para la extraccién de los
acidos nucleicos de tejido animal (Anexo 1). Las muestras extraidas fueron almacenadas a -80
°C.

La cantidad de ADN extraido se cuantificd con el espectrofotémetro NanoDrop 2000
(ThermoScientific) que utiliza la absorbancia de los acidos nucleicos a una longitud de onda de
260nm (Anexo2). Los datos de concentracién de ADN (ng/ul) en relacion de absorbancia
260/280 y absorbancia 260/230 se utilizaron como indicadores de calidad y pureza del ADN

extraido.

4.3. PCR Universal

En el PCR Universal se utilizo el gen de la subunidad I de la citocromo c oxidasa (COl).
Los iniciadores utilizados fueron los seleccionados como los méas idéneos por Alvarez 2012

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Iniciadores del gen COIl utilizados en el PCR universal.

Nombre del iniciador Secuencia 5’ a 3’ Tamafio del producto de
PCR (pb)
vf2_tl TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC 704
fishr2_t1 ACT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG 704
AA

Fuente: Alvarez (2012).

La mezcla de reaccion utilizada fue de un volumen total de 50ul, el cual estaba
compuesto de 14,5ul de agua libre de nucleasas, 25ul de HotStart Green Master Mix (2X)

(Thermo Scientific), 1,25ul de cada iniciador (20 uM) y 8ul de muestra. Las mezclas de
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reaccion se colocaron posteriormente en un termociclador (Veriti™ Thermal Cycler, Applied
Biosystems) para su amplificacién. El programa utilizado en la amplificacion se muestra en el

cuadro 2.

Cuadro 2. Perfil térmico de la reaccion de PCR para la amplificacion de COI.

Paso Temperatura(°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 7min 1
Desnaturalizacién 95 45s
Apareamiento 58 10s 40
Extension 72 35s
Extensidn final 72 5min 1
Almacenamiento 4 o 1

Fuente: propia

Los productos del PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
m/v. EI gel se corrié por 40 minutos con un voltaje constante de 125V, luego se visualizaron los

resultados en un transiluminador de luz ultravioleta (Anexo3.1)

4.4. Secuenciacién

4.4.1. Amplificacion

Para la secuenciacion se utilizo la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (COl)
amplificada en el paso anterior, con los iniciadores universales vf2_t1 y fishr2_tl. Todas las
muestras fueron secuenciadas en el analizador genético 3130 de Applied Biosystems®.

El PCR consistio en una mezcla de reaccion de 50ul de volumen total, compuesta por
14,5ul de agua libre de nucleasas, 25ul de HotStart Green Master Mix (2X) (Thermo Scientific),

1,25ul de cada iniciador (20 uM) y 8ul de muestra. Las mezclas de reaccion se colocaron
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posteriormente en un termociclador (Veriti™ Thermal Cycler, Applied Biosystems) para su
amplificacion. EIl programa para la amplificacion utilizado es el mismo del PCR Universal
(Cuadro 2).

La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 2% m/v, por 40 minutos con voltaje
constante de 125V (Anexo 3.1). Una vez finalizada la electroforesis, las bandas se visualizaron
en un transiluminador de luz ultravioleta y luego se cortaron, las bandas fueron colocadas en

tubos Eppendorf de 1,5ml para su posterior purificacion.

4.4.2. Purificacién

La purificacion de las bandas en el gel de las 100 muestras se realizé con el kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen), segun el protocolo de purificacion del fabricante (Anexo 4). Posterior a
la purificacion, se cuantificd cada muestra con el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), se utiliz6 como blanco el buffer de elucién (buffer EB) del kit de Qiagen y un
volumen de 1,5pl para la lectura, tanto del blanco como de cada muestra. Los resultados se
obtuvieron en concentracién de ADN (ng/ul), con una relacién de absorbancia de 260/280 y

260/230.

4.4.3. Reaccion de Secuenciacion

Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el kit “Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing” (Applied Biosystems) y se secuencid en ambas direcciones.

Las mezclas de reaccion se componen de 3,5ul de agua libre de nucleasas, 2ul de Ready
Reaction Premix (2,5X), 3ul de Sequencing Buffer (5X), 1,5ul del iniciador y 10ul de muestra,
para un volumen total de 20ul. Cada muestra se colocé en un termociclador (Veriti'™ Thermal

Cycler, Applied Biosystems) utilizando el perfil térmico que se muestra en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Perfil térmico para la reaccion de secuenciacion.

Paso Temperatura(°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 96 2min 1
Desnaturalizacion 96 10s
Apareamiento 50 5s 30
Extension 60 4min
Almacenamiento 4 0 1

Fuente: propia

4.4.4. Secuenciacion y Analisis

Las secuencias se purificaron con el “Big Die Xterminator Purification Kit” (Applied
Biosystems) segun el protocolo de fabrica (Anexo 5). Mediante un analizador genético ABI3130
(Applied Biosystems), se secuenciaron todas las muestras, en un secuenciador de capilar de
80cm. Con el programa “3130 Data Collection v3” se analiz6 la corrida utilizando el modulo
estandar para ese capilar.

Las curvas cromatografias se observaron con el software “Sequencing Analysis 5.2”
(Applied Biosystems) y el ensamblaje de secuencias se hizo con el software “SeqScape v2.6”
(Applied Biosystems). Todas las secuencias consenso obtenidas se compararon con secuencias de
referencia de la base de datos GenBank, mediante la herramienta BLAST (del inglés “Basic
Local Alignment Search Tool”).

Se elaborard ademas, un arbol filogenético al pariente mas cercano (del inglés “Neighbor-
joining”) (Saitou & Nei, 1987) como método de agrupamiento de las secuencias, utilizando el
pardmetro de distancia de Kimura 2-parameter (K2P, Kimura, 1980), se utilizara “bootstraping”
como método de remuestreo, realizando 1 000 “bootstraps” para observar la varianza de los
nodos y se definio al género Thunnus como el “Outgroup”. El arbol sera utilizado como método

confirmatorio y para la diferenciacion y deteccion de posibles subgrupos o variaciones dentro de
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las muestras. El arbol se elaborard con todas las muestras secuenciadas y con secuencias de
referencia por grupo tomadas de la base de datos GenBank. Para la elaboracion del arbol se

utilizé el programa MEGA 6.

4.5. PCR Multiplex

Para el PCR multiplex se utiliz6 la mezcla de iniciadores de amplificacién de la region D-
Loop del ADN mitocondrial seleccionada por Alvarez (2012) (Cuadro 4), que se compone de
Iplat-F, Xiph-F, Billf-R y Thun-F aconcentracion de 0,5uM, Kaji-F a concentracion 0,2uM vy
Thun_R5 a concentracion 0,7uM, estas ultimas concentraciones son diferentes debido a
problemas de inhibicion y amplificacion. Para la mezcla de reaccion del PCR Multiplex se
empled: 6,25ul de HotStart Green Master Mix (2X)(Thermo Scientific), 0,3125 pl de Iplat-F,
Xiph-F, Billf-R y Thun-F (20uM), 0,125 ul de Kaji-F (20uM), 0,4375ul de Thun_R5, 2ul de
muestra y 3ul de agua libre de nucleasas, para un volumen total de 12,5ul. Una vez preparadas
las mezclas, se colocaron en un termociclador (Veriti™ Thermal Cycler, Applied Biosystems)
con un perfil térmico que se describe en el cuadro 5. Asimismo, se corrieron las muestras en gel
de agarosa al 2%m/v, por 1 hora (Anexo 3.2), se observo el patron de bandas especifico para

cada grupo o especie y se analizaron mediante el software “UVIBand v15.03” (UVISoft).

Cuadro 4.Secuencia y caracteristicas de los iniciadores a utilizar en el PCR Multiplex.

Iniciador Secuencia 5’ -3’ Tm (°C) Amplicon (pb)
Iplat-F GTG ATAGTG YGC ATG GAC TG 65.8 580
Xiph-F AAC TGG TCC TTC CTC ACTC 67.2 355
Billf-R TTT TCAGGAGTG TTAGYRATCTC 63.0 435
Thun-F TAA ATC GTC TAA GCC ATACCA AGT 62.9 545

Thun_R5 TTT ACA GGA GTGTTAATG ATATC 58.1 -
Kaji-F ATT AAG GAG ACC AGGRCATG 63.1 610

Fuente: propia
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Cuadro 5. Perfil térmico del PCR multiplex para la amplificacion de fragmentos especificos de la region control (D-

Loop).
Paso Temperatura(°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 4min 1
Desnaturalizacion 95 45s
Apareamiento 58 10s 35
Extension 72 35s
Extensidn final 72 5min 1
Almacenamiento 4 el 1
Fuente: propia
4.6. PCR RFLP

Para el PCR RFLP se us6 el gen COI, se manipul6 la menor cantidad de enzimas de
restriccion posible, las cuales resultaron en un patréon de bandas especifico para cada grupo y
disponibles comercialmente, por tanto, se seleccionaron 7 enzimas de restriccion y se probaron
in silico mediante la pagina “RestrictionMapper.org”; cada enzima con su sitio/s de corte y los
tamafios de fragmento producidos por especie se muestran en los cuadros del 6 a 10. El tamafio
total del fragmento es de 704pb (pares de bases), ademas se realizd un esquema para facilitar la
identificacion de cada grupo dependiendo de los fragmentos producidos por cada enzima de
restriccion (Figural). El género Thunnus se excluyd de la prueba debido a que el fragmento de

COl difiere mucho con respecto al de los picudos.
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Cuadro 6. Sitios de corte y tamafio de fragmentos producidos por cada enzima para Istiophorus platypterus.

Enzima Sitio de corte Tamafio de fragmentos
Alwl 510 617 87 107 510
BseNI - -

Taal 357 347 357

Tsp509I 83131191 48 60 83 513

Fokl 362 342 362

Kpn2l - -
Bbvl 483 570 87 134 483

Fuente: propia

Cuadro 7. Sitios de corte y tamarfio de fragmentos producidos por cada enzima para Xiphias gladius.

Enzima Sitio de corte Tamafio de fragmentos
Alwl 445 649 662 13 42 204 445
BseNI - -

Taal 357 613 91 256 357

Tsp5091 213221 542 590 615 8254889213321

Fokl 136 646 58 136 510

Kpn2l - -
Bbvl 483 570 87 134 483

Fuente: propia

Cuadro 8. Sitios de corte y tamafio de fragmentos producidos por cada enzima para Makaira nigricans.

Enzima Sitio de corte Tamafio de fragmentos

Alwl 598 106 598

BseNI - -

Taal 357 347 357
Tsp509I 83131191 48 60 83 513

Fokil - -

Kpn2l 322 322 382

Bbvl 483 570 87 134 483

Fuente: propia.
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Cuadro 9. Sitios de corte y tamafio de fragmentos producidos por cada enzima para Kajikia audax.

Enzima Sitio de corte Tamafio de fragmentos
Alwl 216 598 617 649 19 32 55 216 382
BseNI - -

Taal 357 347 357

Tsp509I 83131191 542 48 60 83 162 351

Fokl - -

Kpn2l - -
Bbvl 483 570 87 134 483

Fuente: propia

Cuadro 10. Sitios de corte y tamafio de fragmentos producidos por cada enzima para Kajikia albida.

Enzima Sitio de corte Tamafio de fragmentos
Alwl 216 598 617 649 19 32 55 216 382
BseNI 190 190 514
Taal 217 357 140 217 357

Tsp5091 83131542 48 83 162 411

Fokl - -

Kpn2l - -
Bbvl 483 570 87 134 483

Fuente: propia.
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Alwl (BspPI)

Fragmentos:
-510
-107

-87

Istiophorus platypterus

Fragmentos:
-382 0445

-55 0 ausente

Kajikia audax
Kajikia albida
Xiphias gladius

Bsrl (BseNI)

Fragmentos:
362
342

Kajikia audax
Xiphias gladius

HpyCH4lll (Taal)

Fragmentos:
-357
-256

-91

Xiphias gladius

Fragmentos:
-510
-136

-58

Figura 1. Organigrama para identificacion del grupo o especie mediante PCR RFLP.

Fragmentos:
514
-190

Kajikia albida

Confirmacién
Tsp509I (Tasl)

Confirmacién
HpyCH4l1I (Taal)

Fragmentos:
Fragmentos:
Fragmentos: -411
-347
-357 -162

217
347
-140

Kajikia audax
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La amplificacion de las muestras se realizd mediante un PCR Universal, luego se realizd
la digestion enzimatica sobre la cual se prepard para cada muestra siete Eppendorf de 0,2ml, uno
para cada enzima de restriccion por muestra. La mezcla de digestion se compone para Alwl de:
9ul de agua libre de nucleasas, 1ul de Buffer Tango (Thermo Scientific), 0,5ul de enzima
(Thermo Scientific) y 5ul de muestra amplificada, para un volumen total de 15,5ul. Para todas
las deméas enzimas, la mezcla de digestion se compone de: 8,5ul de agua libre de nucleasas, 1l
de Green Buffer (Thermo Scientific), 0,5ul de enzima (Thermo Scientific) y 5yl de muestra
amplificada, para un total de 15ul. EI perfil térmico de digestién se divide segin su temperatura
en tres grupos: la enzima Alwl conforma el primer grupo, el segundo lo forman BseNI, Taal y
Tsp5091 y el tercero Fokl, Kpn2l y Bbvl; los perfiles térmicos se describen en el cuadro 11. La

digestion se realizé en un termociclador (Veriti™ Thermal Cycler, Applied Biosystems).

Cuadro 11. Perfil térmico de digestion para las 7 enzimas utilizadas en el PCR RFLP.

Grupo Enzima Temperatura de Temperatura de Temperatura de
digestion enzimatica inactivacion almacenaje (°C)
(°C) enzimatica (°C)

1 Alwl 55 80 4

2 BseNI 65 80 4

2 Taal 65 80 4

2 Tsp5091 65 80 4

3 Fokl 37 80 4

3 Kpn2l 37 80 4

3 Bbvl 37 80 4

Fuente: propia.

Posteriormente se realiz6 una electroforesis con las muestras digeridas. Para la enzima
Alwl se requirid agregar buffer de carga, situacion no necesaria para las demas enzimas dado

que su mezcla de reaccién ya viene con este incluido. La electroforesis se corrid en gel de
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agarosa al 2%, a voltaje constante de 125V y por un tiempo de 1 hora (Anexo 3.3). Las bandas se

observaron y analizaron mediante el software “UVIBand v15.03” (UVISoft).
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Capitulo 5. Resultados

5.1. PCR Multiplex

En el PCR Multiplex se determinaron de manera confiable, las diferencias en los patrones
de bandas de la amplificacion de la regién D-Loop para las 100 muestras requeridas para la
validacion de la técnica molecular. Los tamafios de las bandas diagnésticas son: para
Istiophorus platypterus, una banda de 580pb, para Xiphias gladius una de 355pb, para Kajikia sp.
de 610pb, para Makaira nigricans una de 435pb y para Thunnus sp., una Unica banda de 545pb.

Los patrones de bandas especificas para cada grupo se observan en las Figuras 2 y 3.
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1604 2179A 21790 MWS0pb 2183C 14L MW5S0pb

Xojko sp. L pbtypterus Thunnussp. ). platyptarus Thunnus sp Xojkio sp. M ngricons  Thunnussp.

Figura 2. Patrones de bandas de la region D-Loop por PCR Multiplex para todos los grupos.
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Figura 3. Patrones de bandas de la regién D-Loop por PCR Multiplex para todos los grupos.

5.2. PCR RFLP

Para el PCR RFLP, una vez utilizado el gen COI se obtuvo patrones totalmente

especificos para cada grupo, concordantes con las pruebas in silico de cada enzima de
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restriccion; debido a esto, el 100% de las muestras se lograron identificar exitosamente. LoS

patrones que se obtuvieron para cada grupo, se pueden visualizar en las Figuras 4 y 5.

Istiophorus platypterus Xiphias gladius Kajikia sp.
(Pez Vela) (Pez Espada) (Marlin Rosado)

Taal Tsp5091 Fokl Kpn2l Bbv Taal Tsp5091 Foki Kpn2 Bbvi MW  Alwl BseNl! Taal Tsp5091 Foki Kpn2l Bbvl

Figura 4. Patrones de bandas para cada grupo/especie del gen COI por PCR RFLP.

_Makaira nigricans Mak@ira niérfc‘a’ns < Istiophorus platypterus
(Marlin Blanco) (Marlin Blanco) (Pez Vela)

Alwl  BseNl Taal Tsp5091 Fokl Kpn2l Bbvl MW Alwl  BseNl Taal Tsp5091 MW  Fokl Kpn2l Bbvl MW Alwl  BseNl Taal Tsp5091 MW Fokl Kpn2l Bbvl
-
-
-
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.
e
[
-~

-~

-~ .

-~ .

-
Lad

-

-

b4
]

-

‘ ‘
BRI INE
o 8 3

Figura 5. Patrones de bandas para cada grupo/especie del gen COIl por PCR RFLP.




5.3. Secuenciacién

La secuenciacion se utilizo como estandar oro para las otras dos pruebas, se secuenciaron
las 100 muestras y se obtuvo una totalidad de concordancia con los resultados de ambas pruebas
moleculares, el PCR Multiplex y el PCR RFLP, con los resultados de la secuenciacién. Todas las
secuencias consenso presentaron una concordancia de identidad del 99-95% y un Valor E de 0.0

con respecto a las secuencias de referencia en la base de datos del GenBank que se muestran en

el cuadro 12.

Cuadro 12. Secuencias del gen COl para las cinco especies de picudo.

Istiophorus

platypterus

GenBank:
AB470306.1

1 TCGACCAATC ACAAAGACAT CGGCACCCTC TATCTAGTAT TTGGTGCTTG
AGCCGGAATG
61 GTGGGCACTG CCCTGAGCCT TCTAATTCGA GCTGAACTTA GCCAACCTGG
CGCTTTACTA
121 GGCGATGATC AAATTTATAA CGTAATCGTT ACAGCCCACG CCTTCGTAAT
AATCTTCTTT
181 ATAGTAATGC CAATTATGAT TGGAGGTTTC GGAAACTGAC TGATTCCTCT
AATGATCGGA
241 GCCCCAGACA TGGCCTTCCC TCGAATAAAC AACATGAGCT TTTGACTACT
CCCTCCCTCA
301 TTCCTTCTAC TCCTCGCCTC CTCCGGGGTT GAAGCCGGAG CCGGTACAGG
ATGAACCGTC
361 TACCCCCCTC TAGCAGGAAA CCTAGCCCAC GCAGGAGCAT CTGTTGACCT
AACTATTTTC
421 TCCCTCCACC TAGCTGGTAT TTCTTCCATC TTAGGAGCTA TCAACTTTAT
CACTACCATC
481 ATTAACATGA AACCAGCTGC CGTTTCAATG TACCAGATCC CCCTATTCGT
CTGAGCAGTA
541 CTGATTACAG CTGTCCTTCT ACTCCTTTCT CTACCCGTCC TAGCTGCTGG
AATCACAATG
601 CTTCTCACGG ATCGTAATCT TAACACTGCC TTCTTCGACC CAGCCGGGGG
TGGTGACCCA
661 ATCCTTTATC AACACCTATT CTGATTCTTT GGGCACCCAG AGGT
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Makaira

nigricans

GenBank:
AB470304.1

1 TCGACCAATC ACAAAGACAT CGGCACCCTC TATCTAGTAT TCGGTGCTTG
AGCCGGAATG
61 GTGGGCACTG CCCTGAGCCT TCTAATTCGA GCTGAACTTA GCCAACCTGG
CGCTTTACTA
121 GGCGATGATC AAATTTATAA CGTAATCGTT ACAGCCCACG CCTTCGTAAT
AATCTTCTTT
181 ATAGTAATGC CAATTATGAT TGGAGGTTTC GGAAACTGAC TGATTCCTCT
AATGATCGGA
241 GCCCCAGACA TGGCCTTCCC TCGAATAAAC AACATGAGCT TTTGACTGCT
CCCTCCCTCA
301 TTCCTTCTTC TCCTCGCCTC CTCCGGAGTT GAAGCCGGGG CCGGCACAGG
GTGAACCGTT
361 TACCCACCTC TAGCAGGTAA CCTAGCCCAC GCAGGAGCAT CTGTTGACCT
AACTATTTTC
421 TCCCTCCATC TAGCTGGTAT TTCTTCCATC TTAGGAGCTA TCAACTTTAT
CACTACCATC
481 ATTAACATGA AACCAGCTGC CGTTTCAATG TACCAAATCC CCCTATTCGT
CTGAGCAGTA
541 CTGATTACAG CTGTCCTTCT ACTCCTTTCT CTGCCCGTCC TAGCTGCTGG
GATCACAATG
601 CTTCTCACAG ATCGCAATCT TAACACTGCC TTCTTCGACC CAGCAGGGGG
TGGTGACCCA
661 ATCCTTTATC AACACCTATT CTGATTCTTT GGGCACCCAG AGGT

Kajikia audax
GenBank:
AB470302.1

1 TCGACCAATC ACAAAGACAT CGGCACCCTC TATCTAGTAT TTGGTGCTTG

AGCCGGAATG

61 GTGGGCACTG CCCTGAGCCT CCTAATTCGA GCTGAACTTA GCCAACCTGG
CGCTTTACTA

121 GGCGATGATC AAATTTATAA CGTAATCGTT ACAGCCCACG CCTTCGTAAT
AATCTTCTTT

181 ATAGTAATGC CAATTATGAT TGGAGGTTTC GGAAACTGAC TGATCCCTCT
AATGATCGGA

241 GCCCCAGACA TGGCCTTCCC TCGTATAAAC AACATGAGCT TTTGACTGCT
CCCTCCTTCA

301 TTCCTTCTAC TCCTCGCCTC CTCCGGGGTT GAAGCCGGGG CCGGCACAGG
GTGAACTGTT

361 TACCCGCCTC TAGCAGGTAA CCTAGCCCAC GCAGGAGCAT CTGTTGACCT

45




AACTATTTTC
421 TCTCTCCATC TAGCTGGTAT TTCCTCCATC TTAGGAGCTA TCAACTTTAT
CACTACCATC
481 ATTAACATGA AACCAGCTGC CGTTTCAATG TACCAAATCC CCCTATTCGT
CTGAGCAGTA
541 CTAATTACAG CTGTCCTTCT ACTCCTTTCT CTGCCCGTCC TAGCTGCTGG
GATCACAATG
601 CTTCTCACGG ATCGAAATCT TAACACTGCC TTCTTCGACC CAGCAGGGGG
TGGTGATCCA
661 ATCCTTTATC AACACCTATT CTGATTCTTC GGACACCCAG AGGT

Kajikia albida
GenBank:
HMO071012.1

1 TCGACCAATC ACAAAGACAT CGGCACCCTC TATCTAGTAT TTGGTGCTTG
AGCCGGAATG
61 GTGGGCACTG CCCTGAGCCT CCTAATTCGA GCTGAACTTA GCCAACCTGG
CGCTTTACTA
121 GGCGATGATC AAATTTATAA CGTAATCGTT ACAGCCCACG CCTTCGTAAT
AATCTTCTTT
181 ATAGTAATGC CAGTTATGAT TGGAGGTTTC GGAAACTGTC TGATCCCTCT
AATGATCGGA
241 GCCCCAGACA TGGCCTTCCC TCGTATAAAC AACATGAGCT TTTGACTGCT
CCCTCCTTCA
301 TTCCTTCTAC TCCTCGCCTC CTCCGGGGTT GAAGCCGGGG CCGGCACAGG
GTGAACCGTT
361 TACCCGCCTC TAGCAGGTAA CCTAGCCCAC GCAGGAGCAT CTGTTGACCT
GACTATTTTC
421 TCTCTCCATC TAGCTGGTAT TTCCTCCATC TTAGGAGCTA TCAACTTTAT
CACTACCATC
481 GTTAACATGA AACCAGCTGC CGTTTCAATG TACCAAATCC CCCTATTCGT
CTGAGCAGTA
541 CTAATTACAG CTGTCCTTCT ACTCCTTTCT CTGCCCGTCC TAGCTGCTGG
GATCACAATG
601 CTTCTCACGG ATCGAAATCT TAACACTGCC TTCTTCGACC CAGCAGGGGG
TGGTGATCCA
661 ATCCTTTATC AACACCTATT CTGATTCTTC GGACACCCAG AGGT
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Xiphias
gladius
GenBank:
AP006036.1

1 TCGACCAATC ACAAAGACAT CGGCACCCTC TATCTAGTAT TTGGTGCTTG

AGCCGGTATA

61 GTAGGCACAG CCCTAAGTCT ACTAATCCGA GCAGAACTCA GCCAACCTGG
CGCCCTACTA

121 GGGGATGACC AGATTTACAA CGTAATCGTT ACAGCTCACG CCTTTGTAAT
GATCTTCTTT

181 ATAGTAATGC CAATCATGAT TGGAGGGTTC GGAAATTGAC TAATTCCCCT
AATGATTGGA

241 GCCCCCGATA TAGCATTCCC TCGAATGAAT AACATAAGCT TCTGACTCCT
CCCTCCATCA

301 TTCCTCCTCC TCCTTGCTTC TTCTGGAGTT GAAGCTGGCG CTGGAACCGG
GTGAACTGTC

361 TACCCTCCTC TAGCAGGTAA CCTAGCCCAC GCAGGTGCAT CTGTTGACCT
TACCATCTTC

421 TCCCTTCACC TAGCTGGGAT CTCCTCTATT CTGGGGGCAA TCAACTTCAT
CACAACTATT

481 ATCAATATAA AACCAGCTGC CGTTTCTATG TACCAGATTC CTCTGTTCGT
GTGAGCCGTA

541 CTAATTACAG CTGTCCTCCT TCTCCTCTCC CTTCCCGTTC TAGCTGCCGG
AATTACCATG

601 CTCTTAACAG ACCGTAATTT AAACACCGCC TTCTTTGACC CTGCAGGAGG
TGGGGATCCC

661 ATCCTCTACC AACACCTGTT CTGATTCTTC GGCCACCCCG AAGT

Fuente: Las secuencias se obtuvieron de la base de datos GenBank.

Sobre el parametro de distancia de Kimura (K2P, Kimura, 1980) (Figura 6). Dentro del
arbol se obtuvo una consistente agrupacion de las secuencias identificadas y las secuencias de
referencia del GenBank en los diversos clados.
remuestreo es de 44%, en el caso de Makaira, Istiophorus y Kajikia el valor es del 85%, X.
gladius se muestra conformando un grupo separado con un valor de del 99%. Por otra parte el
grupo Thunnus presenta un valor de remuestreo del 99% con respecto a los picudos en general.
La muestra de Kajikia “specimen 35” y la de Istiophorus “specimen 11L” presentaron una

variacion en la asociacion, sin embargo esto no afecta la agrupacion dentro de la especie o

género.
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0il305377337|gblHQV24766.1] Kajikia audax voucher T.audax-OC-1 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
6i1305377313/gblHQ024754.1] Kajikia albida voucher T.albidus-OC-42 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
‘Specimen 2185D (Kajikia sp.)
‘Specimen MX (Kajikia sp.)
‘Specimen 2180A (Kajikia sp.)
Specimen 21824 (Kaijikia 5p.)
Specimen 21828 (Kajikia 5p.)
Specimen 2184 (Kaijikia p.)
‘Specimen 2185B (Kajikia sp.)
‘Specimen D1609 (Kajikia sp.)
'] Specimen D1611 (Kajikia sp.)
Specimen D1613 (Kajikia 5p.)
Specimen D1615 (Kajikia 5p.)
‘Specimen D1617 (Kajikia sp.)
‘Specimen D1670 (Kajikia sp.)
‘Specimen D1973 (Kajikia sp.)
Specimen D2186A (Kaiikia sp.)
Specimen D21868 (Kaiikia sp.)
Specimen D2504 (Kaijikia p.)
‘Specimen D3194 (Kajikia sp.)
‘Specimen MRos(Kajikia sp.)
Specimen 35 (Kajikia sp.)

Specimen PX (istiophorus platypterus)
44 || Specimen PV3 (istiophorus platypterus)
Specimen PV2 (Istiophorus platypterus)
Specimen PV1 (istiophorus platyprerus)
Specimen D2811A (istiophorus platypterus)
Specimen D21848 (stiophorus platypterus)
Specimen D2179D (istiophorus platypterus)
Specimen D2009 (istiophorus platypterus)
Specimen D1849 (istiophorus platypterus)
Specimen D1845 (istiophorus platypterus)
a1 Specimen D1607 (istiophorus platypterus)
Specimen D1604 (istiophorus platypterus)
Specimen 32 (istiophorus platypterus)

Specimen 21L (istiophorus platypterus)
Specimen 2179E (istiophorus platypterus)

Specimen 20L (stiophorus platypterus)

Specimen 1L (Istiophorus platypterus)

Specimen 1976-13 (Istiophorus platypterus)

Specimen 1842 (Istiophorus platypterus)

i[313181699]gb|HMS09855. 1] Istiophorus platypterus voucher 1.platypterus-OC-95 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

Specimen 11L (istiophorus platypterus)
Specimen MRay (Makaira nigricans)
Specimen D2847 (Makaira nigricans)
Specimen D2180B (Makaira nigricans)

Specimen D1975 (Makaira nigricans)
Specimen D1974 (Makaira nigricans)
Specimen D1926 (Makaira nigricans)
Specimen D1890 (Makaira nigricans)
Specimen D1848 (Makaira nigricans)
Specimen D1846 (Makaira nigricans)
Specimen D1843 (Makaira nigricans)

Specimen D1841 (Makaira nigricans)

Specimen D1616 (Makaira nigricans)
Specimen D1610 (Makaira nigricans)
Specimen D1606 (Makaira nigricans)
Specimen D1504 (Makaira nigricans)
Specimen 3L (Makaira nigricans)

Specimen 2380 (Makaira nigricans)

Specimen 2183D (Makaira nigricans)
Specimen 2182E (Makaira nigricans)
Specimen 2182C (Makaira nigricans)

Specimen 1977 (Makaira nigricans)

GilB66877766]gb]K 968143, 1| Makaira nigricans voucher FLMOO 1003 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
‘Specimen T168-15 (dphias gladius)
Specimen PE2 (phias gladius)
Specimen PE1 (phias gladius)
Specimen D3195 (Xphias gladius)
Specimen D3182 (Xiphias gladius)
‘Specimen D2503 (Xiphias gladius)
Specimen D1892 (phias gladius)
Specimen D1844 (dphias gladius)
Specimen D1840 (phias gladius)
‘Specimen D1820 (phias gladius)
Specimen D1719 (Xphias gladius)
99 | Specimen D1608 (xiphias gladius)

Specimen 2461 (Xiphias gladius)
Specimen 2379 (xiphias gladius)

Specimen 2191 (Xiphias gladius)

Specimen 21818 (Xiphias gladius)

Specimen 2181A (iphias gladius)

Specimen 2180E (Xphias gladius)

Specimen 1847-13 (Xiphias gladius)

Specimen 1671-13 (Xiphias gladius)

Specimen 1618-13 (Xiphias gladius)

4il772182560/gb|KP975917.1| Xiphias gladius voucher FL1603 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

4i[383385797|gblJQ365595. 1| Thunnus atlanticus voucher HRCB:53028 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
64| SPecimen AAA (Thunnus sp.)
Specimen 7L (Thunnus sp.)

Specimen D28128 (Thunnus sp.)
Specimen D1891 (Thunnus sp.)
Specimen D2183C (Thunnus sp.)

) Specimen D21838 (Thunnus sp.)
Specimen D2183A (Thunnus sp.)
Specimen D2180D (Thunnus sp.)
Specimen D2179A (Thunnus sp.)
Specimen D1978 (Thunnus sp.)
Specimen D1614 (Thunnus sp.)

Specimen D1605 (Thunnus sp.)
Specimen 9L (Thunnus sp.)
Specimen 8L (Thunnus sp.)
Specimen 33 (Thunnus sp.)
Specimen 2182D (Thunnus sp.)
Specimen 2181D (Thunnus sp.)
Specimen 2181C (Thunnus sp.)
Specimen 14L (Thunnus sp.)
Specimen 10L (Thunnus sp.)

Figura 6. Analisis filogenético del pariente mas cercano (NJ) de las secuencias obtenidas y de referencia del gen
COl, basado en el parametro de distancia K2P. El nimero sobre los nodos representa la varianza de los

“bootstraps” después de 1000 réplicas.
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5.4. Comparacion entre Metodologias

Se realiz6 una comparacion entre los tres metodos de identificacion molecular para una
seleccién de la metodologia mas eficiente y asequible. EIl cuadro 13 presenta la comparacién de
las diferentes técnicas en cuanto al tiempo completo necesario, desde la extraccion de la muestra
hasta el resultado final, ademas de los costos que conlleva el analisis completo de cada muestra,
donde se toma en cuenta los reactivos, los equipos y operarios, segin los datos aportados por el

LANASEVE.

Cuadro 13. Comparacion entre éxito, costo y tiempo de las 3 técnicas de identificacion en el estudio.

PCR Multiplex PCR RFLP Secuenciacién
Tiempo Aprox. 2 1/2 horas Aprox. 4 horas Aprox. 7 horas
Costo en 17454 24642 32425
colones
Exito de 100% 100% 100%
identificacion

Fuente: propia.
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Capitulo 6. Discusion

Durante los dltimos afios la necesidad de metodologias de identificacidon eficientes,
rapidas y precisas ha impulsado el empleo de los métodos moleculares, los cuales se utilizan hoy
en todo el mundo tanto en la industria como en diagnéstico e investigacion. Asimismo, el
empleo de estas técnicas como evidencia en procesos penales se practica ampliamente, su uso
requiere de la validacion del método, lo cual conlleva el analisis de cierta cantidad de muestras
para determinar la repetitividad, eficiencia y exactitud. Con base en lo anterior, este proyecto
realiz6 el analisis de manera satisfactoria, segin lo determinado por Rabenau (2007) para la
correcta validacion de métodos moleculares.

Adicionalmente, el presente estudio logré determinar que ambas técnicas moleculares
fueron exitosas en la identificacion de cada especie o grupo. Las 100 muestras se pudieron
identificar sin problemas, lo cual cumple con lo necesario establecido para la validacion de
ambas metodologias; gracias a esto, el PCR Multiplex y el PCR RFLP podrian ser utilizadas en
casos legales de decomisos o denuncias de exportaciones ilegales, o cualquier otro problema que
incumba lo que plantea la ley de Costa Rica (“Acuerdo No. A.J.D.I.P/090-2009”, 2009). La
inclusién del género Thunnus fue necesaria, pues es una de las especies con mas movimiento en
el mercado pesquero y una vez fileteado o procesado se hace dificil la diferenciacion con

especies de picudos.

6.1. PCR Multiplex

La técnica PCR Multiplex ha sido utilizada poco para la identificacion de especies de la
suborden Xiphioidei, conocidos como los peces picudos. Su principal uso en especies de este

suborden ha sido en la identificacion por medio de las larvas (Hyde, 2005; Simms, 2010). Se
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selecciond esta técnica para este estudio debido a su confiabilidad, asi como sus requerimientos
bajos de tiempo y de labor.

La técnica de PCR Multiplex, que utiliza la region D-Loop del ADN mitocondrial,
resultd ser idonea para la identificacion de los 4 generos de picudos y el genero Thunnus
(Atunes), debido a su bajo costo, menor tiempo requerido y exactitud. Los iniciadores utilizados
para la amplificacion funcionaron correcta y eficientemente segln los parametros utilizados,
aspecto que amplifica de manera especifica la especie o género objetivo, segin lo comprobado
por Alvarez (2012) en la estandarizacion de la prueba. Lo anterior fue corroborado mediante la
secuenciacion de las muestras, en esta prueba la buena migracion de las bandas en la
electroforesis en gel de agarosa es importante pues algunas de las bandas como la de I.
platypterus y la de Kajikia sp., son de tamafio parecido y puede existir la posibilidad de
confusion en su identificacion si esta no se realiza de forma precisa y clara; este error no se dio
en el estudio. Por tanto, se recomienda el uso de un software para la lectura del gel y asi
minimizar alguna posible lectura erronea, como lo es el software “UVIBand v15.03” (UVISoft),
utilizado en el estudio.

Por otra parte, la técnica resulta ser mucho menos laboriosa y la méas barata en
comparacion con la secuenciacion y al PCR RFLP, donde su eficiencia devela el resultado en
aproximadamente 2.5 horas y con una reduccion de costos de practicamente la mitad que
secuenciar y un 30% mas barata que el PCR RFLP (Cuadro 13), pues no requiere de enzimas de
restriccion ni de periodos de digestion como el PCR RFLP, o de purificaciones y preparaciones
mas complejas como la secuenciacion. Su posible limitante es la fabricacion de los iniciadores y
su estandarizacion, la cual depende de los parametros necesarios para el correcto funcionamiento

de cada iniciador, pero una vez estandarizado, resulta una técnica muy sencilla. Esta técnica al
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ser relativamente rapida y de bajo costo también se ha utilizado para la identificacion de diversas
especies marinas de interés comercial en diversos estudios en todo el mundo (Rasmussen, 2009).
Debido a esto, se selecciona en este caso el PCR Multiplex como la opcion mas viable, pues
produce resultados fiables a un menor costo de tiempo y dinero, que es lo que se requiere en un
laboratorio que maneja una gran cantidad de analisis diarios y requiere optimizar sus

metodologias y protocolos (Cuadro 13).

6.2. PCR RFLP

El PCR RFLP demostré ser una técnica muy confiable y con diferencias claras en los
patrones de bandas en gel, pero requiere de mas pasos. En relacién al PCR Multiplex, este
proceso se extiende por aproximadamente 1.5 horas mas debido a los periodos de digestion
enzimatica y corte del ADN, empero tarda 3 horas menos que la secuenciacion; la comparacion
de las pruebas sefiala al PCR Multiplex como la técnica 6ptima en cuanto al ahorro de tiempo.

En otro aspecto, el método PCR RFLP resulta ser una prueba mas costosa en relacion al
multiplex (Cuadro 13), pues se deben adquirir las enzimas de restriccion y en general consume
mas reactivos y materiales en su preparacion. No obstante, se considerada una técnica de
identificacion facil, rapida y relativamente barata (Hsieh, 2007).

Respecto a su uso, pudo observarse que la técnica PCR RFLP es la mas utilizada para la
identificacion de especies mediante la muestra fresca o productos ya procesados (Wu, 2008). La
preferencia radica en la versatilidad que dicho método ofrece gracias a la gran cantidad de
enzimas de restriccion que cuentan con la capacidad de formar patrones de identificacion de
bandas especificos en muchas especies (Pingoud, 2001). Cabe agregar que, aunque existe una

gran cantidad de enzimas de restriccion, no todas son disponibles comercialmente, asi, en caso
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de necesitar su produccion la técnica conllevaria a un mayor consumo tiempo y recursos, y por
ende, podria complicar su aplicacion rutinaria.

Ambas pruebas son alternativas totalmente viables a la secuenciacién, capaces de
identificar de manera confiable, menos laboriosa y costosa que secuenciar. Aunque viable, se
catalog6 al PCR RFLP como una segunda opcion para los fines de esta investigacion, esto dada
su dificultad y costo en relacién con el PCR Multiplex sin proporcionar ventajas significativas

para la identificacion (Cuadro 13).

6.3. Secuenciacién

Se utilizo el gen que codifica para la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (COI) ya que
este es uno de los genes mitocondriales mas conservados, debido a que codifica una proteina
critica para la respiracion celular, que forma parte del complejo IV en la cadena de transporte de
electrones y por lo tanto vital en la produccion de energia (Paine, 2007). El disefio de iniciadores
universales robustos como Vf2_t1 y fishr2_t1 y su combinacion segin Alvarez (2012) amplifico
satisfactoriamente la region de interés en todos los grupos utilizados en este estudio. Con el gen
COI confirmamos la identificacion de todas las muestras recolectadas.

El arbol filogenético demostrd la concordancia de las muestras con su identificacion y
propuso un agrupamiento congruente con estudios mas completos y vigentes realizados por
Collette (2006). En la ramificacion superior de 1. platypterus y Kajikia sp. el valor de remuestreo
obtenido no permitié confirmar de manera fiable su separacién, lo que evidencia la necesidad de
incluir otro gen para poder determinar con mayor confianza esta agrupacion, diferente es el caso
de Makaira, Istiophorus y Kajikia, en el que se apoya la agrupacion de estos en un clado coman.
Por otra parte, con X. gladius se confirma la clara distincion del pez espada con los otros picudos

(Istiophoridae), siendo consistente con la clasificacién de estos en otra familia (Xiphidae).
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Gracias a diversos estudios de Nakamura (1985), Finnerty (1995), Collette (2006), Orrell (2006),
entre otros, se ha demostrado que los picudos no pertenecen al mismo taxon de los escombridos,
lo que ha sido corroborado en este estudio, debido a que el género Thunnus se agrupa en un
clado totalmente diferente, esto demuestra que los picudos no comparten las suficientes
similitudes genéticas con los escombridos, lo cual apoya la separacion de los picudos del grupo
(Figura 6). Como lo sefialo Alvarez (2012) en su estudio, la utilizacion del gen COI permitio la
distincion entre géneros de picudos, presentando las suficientes variaciones para que esto fuera
posible, pero no permitié la diferenciacion entre las especies de cada género, lo cual no es
problema para la finalidad del estudio, pues no se requiere su identificacion a nivel de especie.
Esta imposibilidad del COI para la diferenciacién entre especies del género Kajikia es
concordante también, con lo reportado por Hanner (2011).

Debido a que estas especies divergieron recientemente, la distincion entre estas se vuelve
mas compleja, ya que no se han acumulado las variaciones necesarias para poder identificarlas
correctamente utilizando un dnico gen, como lo es COIl. Para estas especies es necesario un
analisis mas complejo usando varios genes u otro gen que demuestre haber acumulado las
suficientes variaciones y ademas ser suficientemente conservado. Evidentemente COI al ser un
gen tan conservado, debido a lo importante que es su funcion, no ha acumulado las variaciones
necesarias en tan corto periodo de tiempo de manera que permita la diferenciacion de estos

marlines.
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Capitulo 7. Conclusiones y Recomendaciones

Estas metodologias (PCR Multiplex y PCR-RFLP), son nuevas herramientas que buscan
velar por la proteccién del pez vela y otras especies de picudos, que ademas, son de gran
importancia en una actividad sostenible como lo es la pesca turistico-deportiva, que contribuye
sustancialmente en la economia del pais.

Ambas metodologias se validaron como pruebas confiables para su uso en un juzgado
como evidencia, aptas para la resolucion de conflictos legales por sospechas de importaciones o
pescas ilicitas.

Tanto el PCR RFLP como el PCR Multiplex son metodologias aptas para la
identificacion de los picudos, proporcionando una alternativa eficiente y menos costosa que la
secuenciacion.

El PCR Multiplex resultd ser la técnica més rapida, barata y confiable, para ser utilizada
como protocolo en la identificacién molecular de los picudos.

Las agrupaciones filogenéticas concuerdan con la filogenia vigente, lo que confirma la
correcta identificacion de las muestras y abre paso a posibles estudios mas a profundidad sobre
las poblaciones de picudos en aguas costarricenses.

Para lograr una identificacion a nivel de especie en el género Kajikia, se requiere el uso
de otro u otros genes, ademas de COlI, pues este es insuficiente. El uso de D-Loop podria ser una
opcion viable.

Este estudio sugiere herramientas eficientes y de bajo costo para identificar especies de
picudo que pueden servir para reducir la exportacion ilegal y la suplantacion de estas especies.
Para que sean efectivas se requiere ademas un esfuerzo conjunto con los peritos e investigadores

que realizan los controles rutinarios en las zonas de desembarco, procesamiento y distribucion, y
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en aduanas para la exportacion e importacion. Asi como la participacion de la guardia y la
policia para brindar un mejor control costero y vigilancia de irregularidades, como lo son
muelles clandestinos o transportes ilegales. De no ser asi, la pesca y exportacion ilegal seguiran

siendo un problema vigente, sin un control real y efectivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de acidos nucleicos a partir de tejido animal y protocolo

de lavado y elucion del kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

Protocolo de extraccion de acidos nucleicos a partir de tejido animal:

En un tubo de microcentifuga de 1.5ml se adicionaron, aproximadamente, 25mg de la
muestra de tejido cortada en pequefios pedazos, se agregaron 200uL del buffer de lisis y 40uL de
proteinasa K e inmediatamente se agité e incub6 a 55°C por una hora o hasta que el tejido se
lisara completamente.

Finalizada la incubacion se adicionaron 200uL del “binding buffer”, se agit6 e incubd por
diez minutos a 70°C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 100uL de isopropanol y se
agito vigorosamente.

A continuacion, se coloco una columna en un tubo de recoleccion, se transfirié la muestra
a la parte superior de la columna y se centrifugd por un minuto a 8000rpm. Las muestras fueron

almacenadas a -80°C.

Protocolo de lavado y elucién:

Luego de centrifugar, se descartd el tubo de recoleccién y se colocé la columna en un
nuevo tubo recolector. Seguidamente, se adicionaron 500uL del “inhibitor removal buffer” a la
parte superior de la columnay se procedi6 a centrifugar por un minuto a 8000rpm.

Se descarto el tubo recolector y la columna se coloco en un nuevo tubo de recoleccion.
Posteriormente, se afiadieron 500uL del “wash buffer” y se centrifugd por un minuto a 8000rpm.

Este paso se repitioé una segunda vez.
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Consecutivamente, se descart6 el flujo que paso a través de la columna y se centrifugo
una vez mas a maxima velocidad por diez segundos.

Para la elucion del ADN se procedié a colocar la columna en un tubo de microcentrifuga
de 1.5ml, agregar en la columna 200uL del “elution buffer” precalentado a 70°C e incubar por
cinco minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubacién se centrifugd por un
minuto a 8000rpm, se tomo el flujo y este se colocé de nuevo en la columna para incubar una vez
mas, por dos minutos a temperatura ambiente. Finalmente, transcurrido el tiempo de incubacion

se centrifugd por un minuto a 8000rpm y las muestras se almacenaron a -20°C.

Anexo 2. Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion se tomaron 1.5 pL del producto de la extracciéon de ADN de cada
muestra. Se colocd la gota (1.5uL) en el espectrofotdometro NanoDrop 2000.

De la lectura realizada con el software (NanoDrop 2000) se obtuvieron los datos de
concentracion de ADN (ng/uL), relacion absorbancia 260/280 y absorbancia 260/230, siendo
estos dos Ultimos datos utilizados como indicadores de calidad para evaluar la pureza del ADN

extraido.

Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa

Anexo 3.1. Para PCR Universal

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 % m/v en buffer TBE 1X. El gel se

tifio con 6 pL de GelRed y se utilizoé buffer TBE 1X como buffer de corrida. Se agregd a la
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muestra amplificada 2 pL de buffer de carga (6X DNA Loading Buffer, Thermo Scientific). Se
agreg6 25 pL de muestra por duplicado para montar en el gel, cada muestra ocupando 2 posos,
para un total de 50uLL de muestra. Se utiliz6 el marcador de tamafio molecular GeneRuler 100bp
Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), del cual se mont6 0.3 uL. Finalmente, 6se realizo la

electroforesis durante 40 minutos con un voltaje constante de 125 V.

Anexo 3.2. Para PCR Multiplex

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2 % m/v en buffer TBE 1X. EIl gel se
tifio con 6 uL de GelRed y se utilizo buffer TBE 1X como buffer de corrida. Se agrego 1 pL de
muestra para montar en el gel. Se utilizé el marcador de tamafio molecular GeneRuler 100bp
Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), del cual se mont6 0.3 pL. Finalmente, se realizd la

electroforesis durante 60 minutos con un voltaje constante de 125 V.

Anexo 3.3. Para PCR RFLP

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 % m/v en buffer TBE 1X. El gel se
tifio con 6 pL de GelRed y se utiliz6 buffer TBE 1X como buffer de corrida. Solo para la enzima
Alwl, las muestras se prepararon mezclando el volumen de reaccion (aproximadamente 12.5 pl)
con 2 uL de buffer de carga (6X DNA Loading Buffer, Thermo Scientific) y de dicha mezcla se
tomaron 1.5 pL para montar en el gel. Se utilizd el marcador de tamafio molecular GeneRuler
Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific) del cual se mont6 0.3 uL. Finalmente, se realizé la

electroforesis durante 45 minutos con un voltaje constante de 125 V.
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Anexo 4. Protocolo de extraccion de Gel por microcentrifuga QlAquick (Qiagen).

1. Se cortaron las bandas de ADN del gel de agarosa y se colocaron en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.

2. Se peso el pedazo de gel y para todas las muestras se trabajo con un peso de 300 mg.
Se afiadieron 3 volimenes del buffer QG por cada volumen del gel (100mg ~ 100uL), por lo cual
se agregaron 900 pL de dicho buffer.

3. Seguidamente, se incubé por 10 minutos a 50 °C o hasta que el gel se hubiese disuelto
por completo. Ademas, durante la incubacion se agitd, ocasionalmente, de forma manual.

4. Finalizado el periodo de incubacién, se adiciond lo equivalente a un volumen del gel
de isopropanol, por lo cual se agregaron 300 puL de este y se agitd vigorosamente.

5. Se coloc6 una columna del kit en un tubo de recoleccion de 2 ml, y para unir el ADN a
la columna se afiadi6 la muestra (maximo 800 uL), se centrifugd por un minuto a 14000rpm y se
descarté el remanente en el fondo del tubo colector. Una vez que todo el volumen de muestra se
hizo pasar por la columna, se adicionaron 500 pL del buffer QG, se centrifugd por un minuto a
14000rpm y nuevamente se descarto el liquido que pasoé a traves de la columna.

6. Posteriormente, para el lavado se agregaron 700 pL del buffer PE y se procedid a
centrifugar por un minuto a 14000rpm. Asi mismo, el filtrado en el fondo del tubo colector fue
descartado.

7. Una vez descartado el filtrado, se centrifugd en seco la columna por un minuto a
14000rpm.

8. La columna se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y para la elucion del
ADN se adicionaron 30 pL del buffer EB y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente.

Trascurrido el periodo de incubacion se centrifugo las muestras por un minuto a 14000rpm vy el
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filtrado se coloco de nuevo en la columna dejandolo a temperatura ambiente por 3 minutos mas.
Finalmente, se centrifugd un minuto a 14000rpm se descartd la columna y las muestras se

almacenaron a -20 °C.

Anexo 5. Protocolo del Big Dye Terminator Purification Kit (Applied Biosystems).

El procedimiento que se utilizé fue el especificado por el fabricante pero se trabajé con
una cuarta parte del volumen establecido para cada uno de los reactivos de trabajo.

1. En tubos eppendorf de 0.2 ml se adicionaron 5 pL del reactivo XTerminator solution.

2. Seguidamente, se agregaron 22.5 uL. de SAM solution.

3. A continuacion, se afiadieron 5 uL del volumen de reaccion de cada muestra.

4. Posteriormente, las muestras fueron agitadas en un vortex por 30 minutos a maxima
velocidad.

5. Finalizada la agitacion, las muestras fueron centrifugadas por 1 minuto a 3000rpm, lo
cual provoco la separacion en dos fases, una superior transparente y una inferior de apariencia
viscosa.

6. Se tomaron 10 uL de la fase superior de cada muestra, los cuales fueron colocados en
la placa del secuenciador, se centrifugd la placa y se coloco en el equipo para realizar la corrida

de secuenciacion.
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