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Identificacion molecular mediante secuenciacién y PCR Multiplex del pez vela
(Istiophorus platypterus: Istiophoridae) en Costa Rica
Mary Cruz Alvarez Vega*

RESUMEN

En Costa Rica se ha estipulado legislacion que protege al pez vela (. platypterus) al
prohibir la pesca comercial y la exportacion del mismo. A pesar de ello, se cree que en
los ultimos afios se ha dado una exportacion ilegal de esta especie, situacién que no se
ha logrado comprobar, debido a que la metodologia convencional presenta limitaciones
para la identificacién del producto pesquero. Por lo tanto, el presente estudio tuvo
como objetivo la estandarizacion de dos metodologias alternativas que permitan una
identificacion mas exacta de las especies de picudos de importancia econdmica en Costa
Rica. La secuenciacidn del gen mitocondrial que codifica para la subunidad | de la
enzima citocromo c¢ oxidasa permitid la identificacion de las muestras como I.
platypterus, Kajikia sp., M. nigricans, X. gladius y Thunnus sp. Analisis filogenéticos
demostraron que el gen COIl no es apto para la identificacidn de algunas especies de
picudos pues no logra diferenciar entre los peces aguja T. angustirostris y T. pfluegeri ni
entre marlin rosado (K. audax) y marlin blanco (K. albida), sin embargo, esta distincién
no es necesaria en el mercado costarricense. Asi mismo, se estandarizd un PCR
multiplex para la amplificacién de fragmentos especificos de la regidén control del ADN
mitocondrial, lo cual permitio la identificacion de las especies o géneros de interés: /.
platypterus, Kajikia spp., X. gladius y Thunnus sp. De esta manera, el presente estudio
demuestra que los métodos moleculares pueden ser utilizados para la identificacion

fiable de los peces de pico.

Palabras clave: Istiophorus platypterus, COl, PCR multiplex, identificacion molecular,
ADN mitocondrial.
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Molecular identification of sailfish (Istiophorus platypterus: Istiophoridae) by gene
sequencing and multiplex PCR in Costa Rica
Mary Cruz Alvarez Vega*

ABSTRACT

Costa Rican legislation has stipulated the protection of sailfish (I. platypterus) by
prohibiting the commercial fishery and exportation of this species. However, it is
suspected that in the last few years illegal exportation of sailfish has been occurring,
fact that cannot be demonstrated due to the limitations of the conventional methods
used for species identification once the product has been processed. This is why the
objective was to standardize two alternative techniques that allow a specific
identification of the economically important billfishes in Costa Rica. The analysis based
on the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit | (COIl) gene sequences identified
the samples as I. platypterus, K. audax, M. nigricans, X. gladius and Thunnus sp.
Phylogenetic reconstruction demonstrated that COl gene does not differentiate
unambiguously the species T. angustirostris and T. pfluegeri nor the species K. audax
and K. albida, nevertheless this distinction is not important in Costa Rican market. Also,
the multiplex PCR assay standardized to amplify specific fragments of the mitochondrial
control region allowed the identification of the species: I. platypterus, Kajikia sp., X.
gladius and Thunnus sp. This study reveals that genetic identification can be used as a

reliable tool for the identification of billfishes.
Key words: Istiophorus platypterus, COIl, multiplex PCR, genetic identification,

mitochondrial DNA.

*GRADUATION FINAL PROYECT REPORT, Escuela de Biologia, Instituto Tecnolégico de
Costa Rica, Cartago, Costa Rica, 2011.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los picudos, también conocidos como peces de pico, abarcan el suborden Xiphioidei,
compuesto por dos familias: Istiophoridae y la monotipica Xiphiidae. Dichas 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, el pez espada, los

marlines y los peces aguja (Collete et al., 2006).

Todos estos peces son predadores activos, que se caracterizan por presentar un pico en
forma de espada o lanza. Son especies dioicas, siendo el tamafio la Unica diferencia
notoria entre ambos sexos, ya que generalmente la hembra es de mayor tamafio que el
macho (Hanner et al., 2011). Asimismo, son considerados de los peces mas rapidos,
altamente migratorios y capaces de realizar movimientos trans-oceanicos (Collette,
2010). Los picudos se distribuyen en aguas epipelagicas tanto tropicales como
subtropicales, no obstante, aunque pueden tolerar amplios rangos de temperatura,

siempre buscan aguas calidas para el desove (Graves y McDowell, 2003).

Los peces de pico han desarrollado una gran importancia econdmica a nivel mundial, en
primera instancia debido a su amplia distribucién geografica, han sido facilmente
utilizados en dareas pesqueras comerciales. Ademas, al ser especies de nado rapido,

muchos paises los han aprovechado para la pesca deportiva (McDowell y Graves, 2002).

Sin embargo, dicho papel a nivel econdmico ha provocado que en los ultimos afios se
observe una disminucion significativa de las poblaciones de picudos. La pesca comercial
indiscriminada de la que han sido objeto se debe a que se encuentran fuertemente
relacionadas con la pesca con palangre, que no es capaz de distinguir entre los peces
blanco y los picudos (Galeana et al., 2008), siendo el principal problema 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 (Galeana et al., 2008; Graves y

McDowell, 2006).



En Costa Rica, el articulo 76 de la “Ley de Pesca y Acuicultura” declara al marlin azul
conocido como marlin blanco, al marlin rosado, al pez vela y al marlin negro como
especies de interés turistico-deportivo y en el Acuerdo No. A.J.D.I.P/476-2008 se
establece que la pesca de explotacién comercial especialmente dirigida a la captura del

pez vela se encuentra prohibida.

Esta legislacidn ha sido de vital importancia, pues se ha demostrado que el impacto
econdémico de la pesca turistico-deportiva ha sido mucho mayor al de la pesca

comercial, ya que genera mayor cantidad de divisas al pais (Soto et al., 2010).

En los ultimos afios se ha venido presentando una disminucién significativa en la
abundancia relativa del pez vela en las aguas jurisdiccionales, como consecuencia del
aumento de flotas con palangre que han favorecido la sobreexplotacidn de esta especie
(Vega, 2008). Ademas, a pesar de existir legislacién que prohibe la pesca comercial de
pez vela, se tiene la sospecha que se estd exportando de forma ilegal encubierto como

pez espada, marlin, atun, entre otros.

Ejemplo de ello, en mayo del 2011, inspectores del Instituto Costarricense de Pesca y
Acuicultura (INCOPESCA) y del Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA),
decomisaron 7.000 kilogramos de pez vela que iban a ser exportados a Perd, cuando en

la declaracién se habia reportado el producto como marlin rosado (Delgado, 2011).

La exportacion ilegal de pez vela no ha sido facil de comprobar, ya que la identificacion
del producto pesquero se realiza con base en sus caracteristicas morfoldgicas, de
manera que una vez que el espécimen ha sido fileteado, procesado o congelado es casi

imposible identificar una especie u otra (Bangma, 2006; Hsieh et al., 2005).

Debido a esta situacidn se han desarrollado metodologias alternativas que permiten una
identificacion mas exacta de las especies. Entre ellas las mas utilizadas son las técnicas

moleculares basadas en el ADN.



Las dos técnicas que han sido mayormente empleadas para la identificacion de los
picudos son el PCR-RFLP (del inglés “Restriction Fragment Length Polymorphisims”), por
medio del cual se han identificado especies como I. platypterus, X. gladius, M. nigricans,
Istiompax indica, T. pfluegeri y T. angustirostris (Hsieh et al., 2007, McDowell y Graves,
2002), y la secuenciacion, que ha permitido identificar casi todas las especies de peces
de pico (Hanner et al., 2011; Hsieh et al., 2007; Hyde et al., 2006; Kawakami et al., 2010;
Shivji et al., 2006). No obstante, también se han realizado estudios para la identificacion

mediante la técnica de PCR-Multiplex (Hyde et al., 2005).

En la mayoria de los casos las técnicas de identificaciéon de especies analizan regiones
del ADN mitocondrial (cyt b, ND4, 16S ARNr, COIl) debido a las ventajas que presenta

este sobre el ADN nuclear (Paine et al., 2007).

El gen que codifica para la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa es uno de los mas
utilizados, pues a pesar de ser un gen muy conservado se cree que tiene suficientes
regiones polimadrficas como para la identificacion de especies (Herbert et al., 2003). Sin
embargo, en muchos casos se prefiere la regidon control del ADN mitocondrial, que
presenta una tasa de mutacion mas elevada y variaciones interespecificas mayores,

permitiendo una mejor distincidn entre especies (Rocha et al., 2005).

Por esta razdn, el objetivo del presente trabajo fue estandarizar la técnica de
secuenciacién del gen de la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa (COl) y un PCR
Multiplex, para la identificacion molecular del pez vela (Istiophorus platypterus) en Costa

Rica.



CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia filogenética de los peces picudos

Los picudos son peces que abarcan el orden de los perciformes, no obstante, a través de
los afos las relaciones filogenéticas, entre picudos y escodmbridos, han generado
grandes debates en la clasificacion de estos en un suborden determinado. En 1984,
Collette et al. realizaron estudios filogenéticos mediante andlisis cladisticos de 40
caracteristicas morfoldgicas y con base en ellos propusieron una hipdtesis de las
relaciones filogenéticas de los miembros del suborden Scombroidei. En este suborden
incluyeron seis familias: Scombrolabracidae, Trichiuridae, Gempylidae, asi como,
Istiophoridae y Xiphiidae que fueron consideradas parientes cercanos de la familia

Scombridae.

Posteriormente, Johnson (1986) desarrolld una hipdtesis alternativa basada en 49
caracteres morfoldgicos. Su propuesta llegd a diferir de aquella expuesta por Collette et
al. (1984) principalmente en dos aspectos. Primeramente, este autor extendié los
limites del suborden Scombroidei, ya que incluyé a la familia Sphyraenidae y ésta en
conjunto con las familias Gempylidae y Scombridae, conformaron las tres grandes
familias que integraban el suborden. Como segunda incongruencia, Johnson propuso

que los picudos (Istiphorine y Xiphiini) eran miembros de la familia Scombridae.

Por su parte, otros cientificos cuestionaron sus hipétesis, principalmente en cuanto a la
relacion filogenética existente entre los peces picudos y el resto de los miembros del
suborden Scombroidei. Potthoff et al. (1986), analizaron el desarrollo de los huesos de
los escombridos y concluyeron que era requerida mayor investigacién para comprender
en su totalidad estos caracteres, pero con base en la informacién obtenida afirmaron

gue los picudos eran parientes lejanos de los escombridos.



Asi mismo, Carpenter et al. (1995) re-evaluaron las caracteristicas morfolégicas
analizadas por Collette et al. (1984) y Johnson (1986) y luego de una evaluacién de los
datos y analisis cladisticos obtenidos por Johnson redisefiaron la clasificacién que este
autor habia propuesto, de manera que, aun dentro del suborden Scombroidei
clasificaron a los picudos dentro de una superfamilia denominada Xiphioidei compuesta

por la familia Istiophoridae y Xiphiidae.

Ese mismo afio, Finnerty y Block (1995) secuenciaron un fragmento del gen mitocondrial
de la citocromo b y con base en andlisis de las secuencias nucleotidicas y las secuencias
de aminodacidos inferidas apoyaron los resultados obtenidos por Potthoff et al. (1986) al

afirmar que los picudos (Istiphoridae y Xiphiidae) no eran escdmbridos.

Estudios mas recientes han incluido el andlisis de genes mds conservados que presentan
mayor potencial para ser utilizados como marcadores moleculares en estudios de
filogenia. Es asi como estudios de genes nucleares y mitocondriales reafirmaron que los
peces de pico no eran parientes cercanos de los escdmbridos (Orrell et al., 2006),
ademas confirman que los picudos son lo suficientemente distintos, a nivel morfolégico
y genético, con respecto a los escOmbridos para ser separados en un suborden
especifico denominado Xiphioidei (Collette et al., 2006). Asi mismo, los ultimos estudios
realizados concuerdan en que los picudos no tienen ningln parentesco con los

miembros del suborden Scombroidei (Little et al., 2010).

De esta manera, el suborden Xiphioidei se encuentra compuesto por dos familias:
Istiophoridae y Xiphiidae. Inicialmente, con base en caracteristicas morfoldgicas se
establecieron cuatro géneros: Istiophorus, Makaira, Tetrapturus, géneros un tanto

controversiales y Xiphias (Collette et al., 2006; Fierstine, 2006; Nakamura, 1985).

El género Istiophorus se creia compuesto por dos especies que se habian diferenciado
segln su peso y segun el tamafio de sus aletas caudales y pectorales. Asi, se encontraba
la especie I. albicans o pez vela del Atlantico, con un peso que no superaba los 60 kg,

gue a su vez se caracterizaba por presentar aletas caudales y pectorales largas y la



especie I. platypterus o pez vela de la regién Indo-Pacifica, con pesos de hasta 100 kg,
cuyas aletas eran relativamente cortas en comparacion con las del Atlantico (Nakamura,

1985).

Andlisis mas recientes del ADN mitocondrial, usando RFLP, y de ADN nuclear, mediante
microsatélites, han demostrado que existen ciertas diferencias entre el pez vela del
Atlantico y el de la regién Indo-Pacifica, sin embargo, la informacién obtenida no
confirma la existencia de dos especies diferentes y por ende, actualmente el género
Istiophorus se reconoce como de caracter monotipico, comprendido por la especie /.

platypterus (Bangma, 2006; Graves y McDowell, 2003).

Dentro del género Makaira se encontraba M. indica o marlin negro y M. nigricans y M.
mazara, conocidos comunmente como marlin azul del Atlantico y marlin azul de la
region Indo-Pacifica, que habian sido clasificados por Nakamura (1985) como especies
distintas segun el patrén de la linea lateral. No obstante, estudios del ADN mitocondrial
y de ADN nuclear no han encontrado diferencias que apoyen la separacion de ambas
especies (Graves y McDowell, 2003) y por ende, hoy en dia, se conoce al marlin azul
como una sola especie, M. nigricans. A su vez analisis de parsimonia y bayesianos
realizados por Collette et al. (2006), indicaron que el género Makaira no era
monofilético, de esta manera M. indica fue clasificado dentro de un género distinto

denominado Istiompax, con una sola especie /. indica (Collete et al., 2006).

El género Tetrapturus comprendia seis especies, T. albidus y T. audax conocidos como
marlin blanco y marlin rayado, respectivamente y cuatro peces aguja, T. belone o pez
aguja del Mediterrdneo, T. pfleugeri o pez aguja de trompa larga, T. angustirostris o pez
aguja de trompa corta y T. georgii (Nakamura, 1985). A pesar de ello, estudios
moleculares realizados por Collette et al. (2006) demostraron, mediante analisis de
parsimonia y bayesianos, que el marlin blanco y el rayado se agrupan juntos pero su
parentesco con los peces aguja no era tal como para clasificarlos dentro de un mismo
género y por ende, en la actualidad el marlin blanco y el marlin rayado comprenden un

nuevo género denominado Kajikia.



El género Xiphias no ha sido tan problemdtico como los antes mencionados pues aun
hoy en dia presenta la clasificacion dada por Nakamura (1985) compuesto por una Unica

especie, X. gladius que comprende a los peces espada (Collette et al., 2006).

Por lo tanto, actualmente, la clasificacion taxonémica de los peces de pico es la

siguiente:

Orden: Perciformes
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. angustirostris (pez aguja de trompa corta)
T. pfluegeri (pez aguja de trompa larga)
T. belone (pez aguja del mediterraneo)
T. georgii

Familia Xiphiidae

Género Xiphias
X. gladius (pez espada)

(Collette et al., 2006; Integrated Taxonomic Information System, 2011).



Los nombres cientificos y comunes antes mencionados han sido aquellos establecidos
internacionalmente por la FAO, sin embargo, en Costa Rica los nombres locales de
algunos marlines difieren de dicha clasificacién. El marlin rayado (K. audax) es conocido
como marlin rosado y el marlin azul (M. nigricans) es conocido como marlin blanco

(Soto et al., 2010).

2.2 Distribucion Geografica

A nivel mundial, el pez vela (I. platypterus), el marlin azul (M. nigricans) y el pez espada
(X. gladius), habitan al este e Indo-oeste del Océano Pacifico y al este y oeste del
Océano Atlantico. Por su parte, el marlin negro (I. indica), marlin rayado (K. audax) y pez
aguja de trompa corta (T. angustirostris) habitan en la regidon este e Indo-oeste del
Océano Pacifico. Mientras que el marlin blanco (K. albida), el pez aguja de trompa larga
(T. pfluegeri), el pez aguja T. georgii y el pez aguja T. belone habitan en el Océano

Atlantico (ITIS, 2011).

En Costa Rica los picudos de importancia econdmica son el marlin azul conocido como
marlin blanco, el marlin rosado, el pez vela y el pez espada (Ley de Pesca y Acuicultura,
2005) los cuales se encuentran en la region del Océano Pacifico Oriental (Soto et al.,
2010), siendo especies altamente migratorias (Orbesen et al., 2008), a excepcion del

marlin rayado (McDowell y Graves, 2008).

2.3 Habitat y nicho ecolégico

Los picudos son peces que se distribuyen tanto en aguas tropicales como subtropicales
de los océanos (Graves y McDowell, 2003). Asi mismo, se caracterizan por ser especies
pelagicas (FishBase, 2011), siendo el ambiente pelagico aquel denominado mar abierto

que se divide en zona neritica y zona ocednica (Gubbay, 2006).



El ambiente pelagico da lugar a distintas zonas bioldgicas segun la profundidad,
encontrandose las zonas: epipeldgica que se extiende desde los 0 a los 200 m,
mesopelagica que va de los 200 a los 1000 m, batipelagica comprendida entre los 1000 y
los 4000 m, abisopelagica que se extiende de los 4000 a los 6000 m y hadopelagica que
va desde los 6000 m al fondo marino (Nahle, 2008).

Los picudos de la familia Istiophoridae suelen desplazarse en las regiones epipelagicas
(Bangma, 2006; Graves y McDowell, 2003). Sin embargo, el comportamiento del pez
espada ha demostrado ser distinto, ya que en general estos peces tienden a encontrarse
a profundidades mayores de 200m, en la denominada zona mesopelagica, y suben a la
superficie durante la noche o durante el dia para conseguir alimento (Romeo et al.,

2008).

2.4 Morfologia de los picudos

En su estado larval, segin caracteristicas anatdmicas y patrones de coloracién, es
relativamente sencillo diferenciar entre larvas de peces de la familia Xiphiidae y larvas
de picudos de la familia Istiophoridae, sin embargo, la diferenciacién de las larvas en
género o especie dentro de esta Ultima familia es realmente compleja. Es por ello que
en estos casos, preferiblemente, se recurre a la practica de analisis bioquimicos y
moleculares (Luthy et al., 2005). A diferencia de este problema en la distincién seguin la
morfologia larval, en su estado adulto existen caracteristicas anatdmicas mas
diferenciadas entre especies que permiten clasificar el pez a simple vista, siempre y

cuando este no haya sido procesado (Bangma, 2006; McDowell y Graves, 2002).

Morfoldgicamente los picudos adultos son facilmente reconocidos, ya que presentan un
pico o rostro muy caracteristico, el cual se forma debido a que la mandibula superior se
extiende en mayor proporcion con respecto a la mandibula inferior. En el caso de los
peces de la familia Xiphiidae, este pico se asemeja a la seccién transversal de la hoja de
una espada, a diferencia de los peces de la familia Istiophoridae cuyo rostro es mas

redondeado (Collette et al., 2006; Goujon y Majkowski, 2011).



Ademds, cuentan con dos aletas dorsales, la primera de ellas posee como soporte
espinas, mientras que la segunda esta compuesta por rayos blandos. En el caso de los
peces de la familia Istiophoridae las aletas dorsales se encuentran adyacentes, mientras
gue en los miembros de la familia Xiphiidae estas se encuentran separadas. Asi mismo,
todos los picudos presentan dos aletas pectorales, una aleta anal, una aleta caudal,
ubicada en el final del pedunculo caudal y un par de aletas pélvicas, ausentes

Unicamente en los peces espada (Goujon y Majkowski, 2011).

De igual manera, poseen las denominadas quillas caudales que proveen de estabilidad y
soporte a la aleta caudal (Goujon y Majkowski, 2011). Los peces de pico de la familia
Istiophoridae presentan un par de quillas caudales pequefas en el centro del pedunculo
caudal, a diferencia de los peces de la familia Xiphiidae los cuales poseen una sola quilla

larga (Collette et al., 2006).

2.5 Importancia econdmica de los picudos

Los peces de pico son especies de gran importancia econdmica a nivel mundial, gracias a
su amplia distribucion geografica han sido facilmente utilizados en diferentes paises
como recursos en areas pesqueras comerciales, asi como en actividades recreativas

(Hyde et al., 2005; McDowell y Graves, 2002).

Por ejemplo, en Centro América la industria de pesca deportiva de picudos representa
una oportunidad importante para el desarrollo econdmico y social, la cual se enfoca
principalmente en la pesca y liberacidon de las especies de interés, de manera que se

pueda lograr un desarrollo sostenible de estos recursos (Ehrhardt y Fitchett, 2006).

Costa Rica es uno de los paises que ha aprovechado en gran medida las ventajas
econdmicas que ofrece la actividad de pesca deportiva de los picudos. El articulo 76 de
la “Ley de Pesca y Acuicultura” declara al pez vela (I. platypterus), marlin azul (M.
nigricans), marlin negro (/. indica) y marlin rayado (K. audax) como especies marinas de
interés turistico-deportivo. Siendo el turismo la primera actividad generadora de divisas

en el pais (Soto et al., 2010).
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Un estudio realizado por el Instituto de Investigaciones en Ciencias Econdmicas,
patrocinado por The Billfish Foundation (Soto et al., 2010), determind que en el 2008 el
impacto de la pesca turistico-deportiva en la actividad econdmica del pais fue mayor
gue el impacto debido a la pesca comercial de estas especies. En este sentido, la pesca
deportiva generd 599.1 millones de ddlares, siendo un 2.13% del PIB de dicho afio,
mientras que la pesca comercial generd 527.8 millones de ddlares, con solo un 1.88%
del PIB. En forma comparativa, se puede decir que en el 2008 la pesca turistico-
deportiva generd aproximadamente 70 millones de ddlares mas que la pesca comercial

de picudos.

No obstante, sin importar si es una u otra actividad el valor econémico de los picudos es
alto, pues genera diversos beneficios econdmicos como divisas, empleos, inversion,

impuestos, entre otros.

La pesca turistico-deportiva de pez vela es una de las actividades de mayor difusion
internacional (Soto et al., 2010), por ello la existencia de esta especie en las aguas

territoriales de Costa Rica es de vital importancia para la atraccién de turistas.

2.6 Situacion Actual

Debido a los grandes beneficios econdmicos que se obtienen como consecuencia de las
actividades comerciales de los picudos, en los ultimos afios, los peces de pico se han
vuelto objeto de la pesca comercial indiscriminada de los gobiernos locales de cada pais,
lo que ha provocado una disminucion significativa de las poblaciones de picudos en las

costas centroamericanas (Ehrhardt y Fitchett, 2006).

Como se dijo anteriormente, la pesca deportiva de los peces de pico genera mayores
ganancias que aquellas obtenidas por la pesca comercial, por lo que en Costa Rica el
gobierno ha buscado promover la pesca turistico-deportiva, la cual ademas de generar

mas beneficios permite el desarrollo sostenible de estos recursos, ya que genera
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ingresos por la pesca del espécimen pero al devolver el pez al mar evita la disminucion

de la poblacion de este en las costas (Soto et al., 2010).

Siendo el pez vela la especie de mayor importancia en la pesca deportiva y debido a la
disminucién sustancial de las capturas, en el afio 2008 Costa Rica obtuvo uno de los
principales logros mediante el pronunciamiento del Acuerdo No. A.J.D.I.P./476-2008 el
cual dice en su articulo primero que “se prohibe la pesca dirigida al pez vela, utilizando
palangre de superficie adaptada para este fin y con carnada viva como arte de pesca, en
todas las aguas marinas jurisdiccionales costarricenses, a la flota comercial no turistica-

deportiva (...)".

Tal acuerdo ha sido de vital importancia, ya que la pesca comercial se caracteriza por su
capacidad para desplazarse por zonas marinas epipeldgicas y por encontrarse
fuertemente relacionada con la pesca tipo palangre, también denominada “longline”.

(Galeana et al., 2008).

La pesca con palangre consiste en una linea madre con varios anzuelos unidos a ella por
medio de lineas mas delgadas. Se encuentra mayoritariamente dirigida hacia la captura
de miembros de la familia Scombridae, como es el caso de los atunes (Paine et al.,
2007). Sin embargo, por sus caracteristicas y por realizarse en ambientes epipelagicos,
la pesca tipo palangre es multiespecifica (Eslava et al., 2003), de manera que puede
ocasionar la captura incidental de otras especies como el pez vela, marlin azul, marlin
rayado y pez dorado (Galeana et al., 2008). La mayor problematica de este tipo de pesca
es, como sefialan Graves y McDowell (2006), que dependiendo del tipo de anzuelo una

vez que el pez queda enganchado puede ser poco probable que este sobreviva.

En Costa Rica, el problema de la explotacién indiscriminada de los peces de pico ha
incrementado debido a que en los ultimos trece afios se han incorporado en nuestro
pais gran numero de flotas con palangre (artesanal, semi-industrial e industrial), las
cuales han favorecido la sobreexplotacién de picudos como el pez vela y diferentes

especies de marlin (Vega, 2008).
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Lo anterior, ademds de reducir los recursos disponibles, puede provocar una
considerable disminucién del interés de los clientes extranjeros por la pesca turistico-
deportiva de Costa Rica, ya que son mayormente atraidos por cantidades abundantes
de los especimenes en los litorales y en el mar, caracteristica que puede verse afectada

por la pesca desmedida (Soto et al., 2010).

2.7 Problematica Actual de la pesca comercial de pez vela (/. platypterus)

El problema existente se debe a que, a pesar de existir legislacién que prohibe la pesca
comercial de pez vela, articulo primero del Acuerdo No. A..D.l.P./476-2008, vy
reglamentacidon en ese mismo acuerdo que prohibe las exportaciones de esta especie al
decretar en su articulo octavo que “en caso de producirse pesca incidental de pez vela
en la actividad de pesca comercial no turistica, sin que hubiere sido posible la
devolucién al mar del ejemplar aun vivo; se permitird la comercializaciéon del producto
en estado fresco o congelado para consumo humano exclusivamente en el mercado
nacional (...)”, se sospecha que, actualmente, algunas compafiias estan exportando de
forma ilegal pez vela encubierto como pez espada, marlin, atun, entre otros, cuya

exportacion si es legal.

Esta situacion no se ha podido controlar, ya que a pesar de que los picudos son faciles
de identificar, segln las caracteristicas morfoldgicas de las etapas adultas, estas pueden
confundirse durante el procesamiento de la carne, lo que hace dificil y en algunas
ocasiones casi imposible, la diferenciacién entre una u otra especie (Bangma, 2006;
McDowell y Graves, 2002), dandole a los exportadores la oportunidad de vender un
producto bajo un nombre falso con el fin de ocultar capturas ilegales. Por ejemplo, el
tratar los filetes de pescado con mondxido de carbono, una sustancia coadyuvante para
estabilizar los colores de la carne, provoca que estos se tornen color rojo brillante lo

cual se prestaria para confusion (Consejeria de Agricultura, Pesca y Alimentacidn, 2006).

13



Es por ello que el Estado costarricense ha decidido actuar oportunamente hacia la
proteccion del pez vela, de manera que la pesca turistico-deportiva siga siendo una
actividad sostenible que contribuya econdmicamente al pais. Para que esto ocurra se
requiere de una metodologia practica que permita la identificacidon de la carne que se
exporta, sin tener que depender de identificaciones morfoldgicas que se vuelven

inciertas luego del procesamiento de la misma o al ser fileteado el pescado.

2.8 Identificacion de especies de interés comercial

Tradicionalmente, la identificacién de los especimenes que son obtenidos producto de
la pesca comercial o turistico-deportiva se ha realizado seglun caracteristicas
morfoldgicas, como la forma y tamafio del cuerpo, patrones de coloracidn, tipo de

aletas presentes, entre otros (Asensio, 2007).

Sin embargo, debido a la problematica para la identificacién del producto pesquero,
segln su morfologia, una vez que este ha sido procesado (Bangma, 2006; McDowell y
Graves, 2002), se han desarrollado metodologias alternativas que permiten una
identificacion mas precisa de las especies aln cuando estas han sufrido cambios fisicos

debidos al procesamiento de la carne.

Las primeras técnicas utilizadas para la identificacion de productos alimenticios, entre
ellos el pescado crudo, fueron analisis proteicos mediante técnicas electroforéticas,
como el SDS-PAGE, cromatograficas como la cromatografia de capa fina (HPLC) o la
técnica de isoelectroenfoque (Asensio, 2007; Hsieh et al., 2005). No obstante, estas
metodologias no fueron muy efectivas, ya que su presencia y caracteristicas dependen
del tipo de célula en la que se encuentren y ademas al morir el espécimen las proteinas
llegan a perder su actividad bioldgica como consecuencia de cambios en sus estructuras,

caracteristicas basicas para este tipo de analisis (Teletchea, 2009).
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Debido a los inconvenientes que presentan las técnicas de identificacién basadas en
proteinas, en los uUltimos afios se han desarrollado técnicas de identificacion por medio
de métodos moleculares, con la ventaja que los acidos nucleicos pueden obtenerse de
una pequefia muestra del organismo, ya que se encuentran en casi todas las células de
un individuo, y ademds proporciona mayor informacién genética que las proteinas

(Teletchea et al., 2005).

Las técnicas de PCR, la secuenciacidn, y mas recientemente, la hibridacién ADN-ADN o
microarrays, son metodologias que se han utilizado para la identificacién de especies

(Asensio, 2007; Teletchea et al., 2008).

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés “Polimerase Chain Reaction”),
es la técnica mas utilizada para la identificacién de organismos, por ser una metodologia
simple, de gran especificidad y sensibilidad (Hsieh et al., 2007) que permite la

amplificacién de un segmento de ADN especifico (Terreros et al., 2010).

2.8.1 Identificacion mediante Analisis de polimorfismos de los fragmentos de

restriccion (PCR-RFLP)

La técnica de andlisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP, del inglés “Restriction Fragment Length Polymorphisims”) en combinacién con la
técnica de PCR ha sido la mas utilizada para la identificacién de especies de pescado
fresco y de productos procesados (Wu et al., 2008) y segun detallan McDowell y Graves
(2002) ha dado muy buenos resultados en la identificacidn y diferenciacion de tejidos de

peces adultos.

Esta técnica consiste en la amplificacion de un fragmento deseado, mediante el uso de
iniciadores especificos en una reaccidon de PCR. Posteriormente, dicho fragmento es
digerido con enzimas de restriccién (endonucleasas tipo Il) las cuales reconocen
secuencias pequefias de ADN doble banda, usualmente de tres a cinco pares de bases,

las cuales corresponden al sitio especifico de corte, de manera que generan fragmentos
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mas pequeiios de diferentes tamafios. Dichos fragmentos al ser analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa generan un patron de bandas especifico para cada
especie como resultado de la variacidn genética entre cada una de ellas (Graves y

McDowell, 2003; Hsieh y Hwang, 2004; Teletchea, 2009).

De esta manera, el PCR-RFLP es una metodologia sencilla y mas barata que otras
técnicas utilizadas para la identificacién de especies. No obstante, tiene la desventaja
gue puede originar resultados erréneos en casos donde ocurra una digestion
incompleta. Asi mismo, la presencia de variaciones intraespecificas en el ADN de un
individuo puede modificar el patrén de corte, agregando o eliminando sitios de

reconocimiento (Asensio, 2007; Teletchea, 2009).

Esta técnica, se ha utilizado para la identificacion de picudos a partir de muestras como
pescado crudo, filetes congelados o cocinados mediante andlisis de fragmentos de ADN
nuclear, como el locus MN32-2 y ADN mitocondrial, como el locus ND4 y el gen de la
citocromo b (cyt b). No obstante, en ciertos casos la diferenciacidon entre marlin rayado
(K. audax) y marlin blanco (K. albida) no ha sido posible mediante esta técnica, ya que
como algunos estudios sefalan, ambas especies han demostrado poca divergencia

genética (Hsieh et al., 2005; Hsieh et al., 2007; McDowell y Graves, 2002).

2.8.2 Identificacién mediante PCR Multiplex

La técnica de PCR multiple o multiplex, a pesar de ser menos utilizada para la
identificacion de peces, se ha desarrollado como una metodologia alternativa menos
laboriosa, que reduce el tiempo de analisis y que a la vez permite una identificacion mas

precisa (Hyde et al., 2005).

Es un variante del PCR convencional, que consiste en el disefio de pares de iniciadores
especificos para cada especie de interés y que a su vez puede incluir un par de
cebadores no especificos, que actien como un control interno y por ende sean capaces

de amplificar un fragmento comun entre cada una de las especies.
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En un PCR multiplex es fundamental que todos los cebadores que se desean incluir en la
reaccion posean una temperatura de alineamiento (Tm) similar y ademas deben
disefiarse de manera tal que generen productos de diferentes tamafios. De esta
manera, el producto obtenido puede ser visualizado mediante una electroforesis en gel
de agarosa y dependiendo del tamafio de la banda pueda ser identificada la muestra

incégnita (Asensio, 2007; Gonzalez et al., 2004; Terreros et al., 2010).

Por lo tanto, la posibilidad de tener en una misma reaccién todos los iniciadores
especificos para cada especie de interés, ademas de disminuir el tiempo requerido para
el analisis, disminuye en gran medida los riesgos de contaminacion, en comparacién con

las digestiones requeridas en la técnica de PCR-RFLP (Hyde et al., 2005).

Mediante esta técnica se ha logrado, exitosamente, la identificacion de algunas especies
de peces de pico. Hyde et al. (2005) desarrollaron una metodologia en la cual, a partir
de muestras de larvas y huevos identificaron especies como el pez espada, marlin azul,
marlin rayado, pez vela, marlin negro y el pez aguja T. angustirostris. Mas
recientemente, Simms et al. (2010) lograron identificar pez vela, marlin blanco y marlin
azul, a partir de muestras de larvas, utilizando iniciadores especificos en un PCR

Multiplex.

2.8.3 Identificacion mediante Secuenciacion

La secuenciacién en combinacién con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es la
técnica molecular mds exacta para la identificacion de especies y es a partir de la cual se
obtiene la mayor cantidad de informacién acerca de un individuo, por lo que puede ser
utilizada como una metodologia base para la validacién de otras técnicas moleculares
utilizadas para la identificacion de especies, asi como para estudios filogenéticos o
analisis poblacionales. Por ello es muy utilizada para la identificacion de especies, a
pesar de ser relativamente cara (Asensio, 2007; Bangma, 2006; Kawakami et al., 2010;

Teletchea, 2009).
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Existen varios métodos de secuenciacién, sin embargo, actualmente el mas utilizado es
la secuenciacién por capilar que se basa en el principio del método de Sanger. En dicha
técnica se utilizan andlogos de los dNTPs (desoxirribonucledtidos trifosfato)
denominados didesoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs) que carecen del grupo —OH en el
carbono 3’ del azlcar desoxirribosa. Debido a que en la reaccién de PCR el grupo —OH
del extremo 3’ es esencial para la formacion del enlace fosfodiéster, cuando la ADN
polimerasa incorpora uno de estos ddNTPs, se trunca la extensién y por ende se
obtienen productos de diferentes longitudes (Sanger et al., 1977). Dichos ddNTPs se
marcan fluorescentemente, de manera que los productos son entonces analizados
mediante una electroforesis por capilar, en la cual van desplazandose a través del
campo eléctrico de forma proporcional a su tamafio y poco antes de llegar al electrodo
positivo, un laser incide sobre ellos lo que promueve la emisién de fluorescencia. Las
sefiales producidas, son entonces, tomadas por un detector y consecuentemente
analizadas por un software que traduce la sefial de fluorescencia en informacién digital

(Magafia et al., 2009).

De esta manera, el proceso para la secuenciacion inicia con un PCR convencional, en el
cual se utilizan iniciadores que se encuentren dirigidos a secuencias altamente
conservadas, cuyo producto posea las suficientes variaciones para la identificacidn entre
especies (Poggi et al., 2009). Seguidamente, se realiza una segunda reaccion de PCR en
la cual se incluyen los ddNTPs que permiten la obtencién de la secuencia respectiva

(Magana et al., 2009).

En los ultimos afios el desarrollo de herramientas bioinformaticas ha representado una
gran ventaja para esta técnica, ya que facilitan en gran medida los andlisis que deben
realizarse luego de la secuenciacién. Dichos andlisis consisten en la edicion y ensamblaje
de las secuencias, asi como la comparacion de estas contra secuencias de referencia,
por medio de herramientas como el BLAST (del inglés “Basic Local Alignment Search
Tool”). Esto permite identificar las especies seguin la similitud entre los fragmentos

obtenidos y los reportados.
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Lo anterior sumado a las bases de datos de acceso publico, como EMBL/DDBJ/GenBank
favorecen el uso de la secuenciacibn como una metodologia eficiente para la

identificacion de especies (Honma et al., 2009; Kawakami et al., 2010).

Mediante esta técnica se ha logrado exitosamente la secuenciacién de genes de peces
de la familia Istiophoridae. Uno de los mas utilizados ha sido el gen del citocromo b del
ADN mitocondrial, a partir del cual se han identificado especimenes de X. gladius, M.
nigricans, I. indica, I. platypterus, K. audax, T. angustirostris, T. georgii y T. pfluegeri
(Hsieh et al., 2005; Hsieh et al., 2007; Hyde et al., 2006; Richardson et al., 2007; Shivji et
al., 2006). No obstante, también se han secuenciado otras regiones del genoma
mitocondrial como la regién control (D-loop), utilizada para la identificacién y analisis
poblacionales de especies como el marlin blanco y rayado (Graves y McDowell, 2006;
McDowell y Graves, 2008). Asi mismo, a partir de la secuenciacion de los sitios
hipervaribales de la region control del ADN mitocondrial, se ha logrado la identificacidon
de especies como el pez vela, marlin azul, blanco y rayado, ademas de la obtencién de
informacién de estructuras poblacionales e historia demografica de las mismas
(Bangma, 2006). También, se han identificado especies como /. platypterus, X. gladius y
T. angustirostris, por medio de la secuenciacién de una regidon mitocondrial que codifica
para la subunidad 16S del ARN ribosomal (Kawakami et al., 2010). Igualmente, se han
logrado identificar cinco de las diez especies de picudos que existen, mediante

secuenciacion del gen de la subunidad | de la citocromo c oxidasa (Hanner et al., 2011).

2.9 ADN mitocondrial (ADNmt)

Como se ha mencionado, en la mayoria de los casos las técnicas de identificaciéon de
especies analizan regiones del ADN mitocondrial (cyt b, ND4, 16S ARNr, COI, D-loop),
situacién que se debe a las ventajas que presenta este sobre el ADN nuclear para su uso

en estudios genéticos (Paine et al., 2007).
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El genoma mitocondrial es circular, con un tamafo de aproximadamente 16000 pb,
unas cinco veces mas pequefio que el genoma nuclear, su composicidon es mas simple,
ya que es haploide y no posee intrones (Hsieh et al., 2005; Lin et al., 2005; Teletchea et
al., 2005). Es de herencia materna y no sufre recombinacion, razén por la cual tiende a
ser mas conservado a lo largo de distancias evolutivas, permitiendo un estudio mas

sencillo (Graves y McDowell, 2003; Hsieh et al., 2007).

El uso de genes mitocondriales para la identificacion de especies presenta grandes
ventajas en el caso de muestras deterioradas por el paso de los afios o por el
procesamiento de las mismas. Tales situaciones provocan la degradacion de los acidos
nucleicos, no obstante al presentarse un alto nimero de copias por célula, se facilita la
amplificacion de un fragmento dado por medio de una reaccidon de PCR (Paine et al.,

2007; Teletchea, 2009).

El ADN mitocondrial posee una tasa de mutacién mayor que el ADN nuclear, lo que
permite que en menos generaciones se observen variaciones entre secuencias de
especies muy relacionadas, lo que permite la identificacién de las mismas (Graves y

McDowell, 2003; Lin et al., 2005; Teletchea et al., 2005).
2.9.1 Gen de la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa (COI)

El gen de la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa, es uno de los mdas conservados del
genoma mitocondrial. Esta proteina es de gran importancia para los seres vivos, debido
a que es critica para la respiracion celular y la consecuente produccion de energia (Hsieh

et al., 2005; Paine et al., 2007).

Presenta gran versatilidad, ya que posee tanto regiones conservadas como polimarficas.
Por medio del estudio de las primeras ha sido posible la identificacién entre grupos
taxondmicos, mientras que las regiones polimérficas han permitido realizar
identificaciones mds especificas entre géneros y especies relacionados (Paine et al.,

2007).
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Estudios han sefialado que el gen que codifica para COIl podria presentar las suficientes
diferencias interespecificas para la identificacion de muchas especies. Los autores
especifican que un fragmento de 658pb del gen COIl puede funcionar como si fuese un
“cédigo de barras” (del inglés “DNA barcoding”) que permita identificar a los seres vivos

tal y como se realiza con los productos de un supermercado (Herbert et al., 2003).

Segln varios estudios, dicho gen permite la identificacion de diferentes especies de
peces (Hubert et al.,, 2008; Paine et al., 2007; Ward et al., 2005). Asi mismo, se ha
determinado que un fragmento del gen COI permite la identificacién de cinco de las diez
especies de picudos que existen, presentando problemas para diferenciar entre tres 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 cree que no es capaz de diferenciar
estas especies debido a que es muy conservado y estas especies, evolutivamente
hablando, se separaron hace muy poco tiempo por lo que no se han acumulado las

suficientes mutaciones como para crear regiones variables (Hanner et al., 2011).
2.9.2 Laregion control (D-loop)

El genoma mitocondrial posee 37 genes codificantes, de los cuales dos de ellos son para
ARN ribosomal, trece para proteinas y veintidés para ARN de transferencia. No
obstante, también presenta una secuencia no codificante, denominada region control o
D-loop (del inglés “Displacement-loop containing region”) compuesta por un bloque
central conservado que se encuentra flanqueado por dos secciones hipervariables

(Morris et al., 2010; Rocha et al., 2005).

A pesar de que los genes mitocondriales presentan, ya de por si, una tasa de mutacién
mayor que los nucleares, la regién control posee una tasa de dos a cinco veces mayor,
por lo que se ha utilizado ampliamente como marcador molecular en estudios genéticos

y de relaciones intraespecificas (Rocha et al., 2005).
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Como consecuencia de su alta variabilidad, muchos estudios de estructura poblacional
de diversas especies de picudos se han realizado con base en este fragmento (Bangma,
2006; Graves y McDowell, 2006; McDowell y Graves, 2008). Presentandose en algunos
casos problemas para la distincion entre marlin rayado (K. audax) y marlin blanco (K.
albida), por la misma razén que el gen de la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa no es

capaz de distinguirlos (Graves y McDowell, 2003; Hanner et al., 2011).
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CAPITULO 3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estandarizar la técnica de secuenciacion de la subunidad | del gen de la citocromo ¢
oxidasa (COl) y de PCR Multiplex, para la identificacion molecular del pez vela

(Istiophorus platypterus) en Costa Rica.

3.2 Objetivos Especificos
e Evaluar el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) y el High Pure PCR Template

Preparation Kit (Roche) para la extraccion de ADN de las muestras a analizar.

e Estandarizar la reaccion de PCR para la amplificacion del gen que codifica para la

subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa (COl) del ADN mitocondrial.

e Secuenciar los fragmentos amplificados por PCR del gen COI, para cada una de

las muestras de referencia.

e Realizar un analisis filogenético del gen COIl con base en las secuencias obtenidas

y secuencias de referencia.

e Estandarizar una reaccion de PCR Multiplex para la identificacion de pez vela (/.

platypterus), pez espada (X. gladius), atunes (Thunnus sp.) y en un mismo grupo

marlin blanco y marlin rayado (Kajikia sp.)
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

La extraccidn de acidos nucleicos, la estandarizacién del PCR para la amplificacién de la
subunidad | del gen de la citocromo ¢ oxidasa (COIl) y su secuenciacién, asi como la
optimizacidn del PCR Multiplex fueron realizados en el Laboratorio Nacional de Servicios

Veterinarios, Servicio Nacional de Salud Animal, MAG.

4.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectd un total de diez muestras de tejido muscular, de las cuales tres muestras
fueron identificadas morfoldgicamente como pez vela (I. platypterus), dos muestras
como marlin rayado conocido en Costa Rica como marlin rosado (K. audax), una
muestra de tejido de un marlin de especie desconocida, dos muestras de pez espada (X.
gladius), una muestra de tejido muscular de atun de especie desconocida (Thunnus sp.)
y una muestra incégnita. La identificacion de cada una de las muestras se presenta en el

cuadro 4.1:

Cuadro 4.1 Muestras recolectas y su respectiva identificacion.

Muestra Etiqueta
Pezvelal PV1
Pez vela 2 PV2
Pez vela 3 PV3
Marlin rosado 1 MRos
Marlin rosado 2 MRay
Marlin especie desconocida MX
Pez espada 1 PE1
Pez espada 2 PE2
Atun de especie desconocida AAA
Muestra incognita PX
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La toma de dichas muestras fue realizada en coordinacién con el personal de
INCOPESCA, mediante muestreos en plantas de procesamiento de empresas
exportadoras. Una vez recolectadas fueron transportadas al laboratorio del SENASA

donde se almacenaron a -70 °C.

4.2 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccién del ADN gendmico se evaluaron dos kits el DNeasy Blood and Tissue
Kit (Qiagen) y High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), en ambos casos la
extraccion se realizd siguiendo el protocolo del fabricante para la extraccion de acidos
nucleicos a partir de tejido animal (Anexo 1y 2). Todas las muestras extraidas fueron

almacenadas a -20 °C.

Posteriormente, se realizé la cuantificacion de las muestras extraidas utilizando un
espectrofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf) basado en la absorbancia de los acidos
nucleicos a una longitud de onda de 260nm, siguiendo el procedimiento descrito en el
Anexo 3. A partir de las lecturas realizadas se obtuvieron datos de concentracién de
ADN (ng/uL), relacién de absorbancia 260/280 y absorbancia 260/230. Estos ultimos dos
pardmetros fueron utilizados como indicadores de calidad para valorar la pureza del

ADN extraido.

Asi mismo, para la valoracion de las extracciones se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 2 % m/v. La electroforesis se realizd por un periodo de 45 minutos con un
voltaje constante de 125 voltios. Finalizada la corrida, los resultados se visualizaron en

un transiluminador de luz ultravioleta (Anexo 4.1).
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4.3 SECUENCIACION
4.3.1 Eleccion de imprimadores

Para la amplificacion de la citocromo ¢ oxidasa (COI) se utilizaron cuatro iniciadores
universales empleados en un coctel disefado por Ivanova et al. (2007), con la diferencia
gue en la presente investigacién se trabajaron como parejas de iniciadores. Las cuatro

combinaciones de los iniciadores se presentan en el cuadro 4.2.

En este andlisis no se trabajé con todas las muestras sino que, con base en las
fotografias de los geles para la valoracidn de las extracciones, se eligieron cuatro
muestras de la extraccidon de Qiagen y cuatro de la extraccién con el kit de Roche,
correspondientes a aquellas muestras cuya banda en el gel se vio mas fuerte. En el

cuadro 4.3 se presentan las muestras con las cuales se trabajoé.

La mezcla de reaccién utilizada fue de un volumen total de 12.5 pL, la cual contenia
3.875 plL de agua libre de nucleasas, 6.25 pL de DreamTaq Master Mix (2X) (Fermentas),
0.1875 pL de cada iniciador (20 uM) y 2 uL de la muestra. Una vez preparadas las
mezclas de reaccién se colocaron en un termociclador (VeritimI Thermal Cycler, Applied
Biosystems) para llevar a cabo la amplificacién. El programa o perfil térmico utilizado

para el PCR se muestra en el cuadro 4.4.

Los productos de PCR se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2 %
m/v. La corrida se realizé por 45 minutos con un voltaje constante de 125 V. Una vez
finalizada la corrida, los resultados se visualizaron en un transiluminador de luz

ultravioleta (Anexo 4.1).
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Cuadro 4.2 Pares de imprimadores universales utilizados para amplificar el gen COIl en

picudos.

Bloque Nombre del Secuencia 5’ 3’ Tamaiio del producto
iniciador de PCR (pb)

1 vf2_tl TCA ACC AAC CAC AAA GACATT GGCAC 704

frid_t1 ACCTCA GGG TGT CCG AAR AAY CAR AA

2 fishf2_t1 TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATCGGCAC 704
fishr2_t1 ACT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA

3 vf2_tl TCA ACC AAC CAC AAAGACATT GGCAC 704
fishr2_t1 ACT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA

4 fishf2_t1 TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATCGGCAC 704

frld_t1 ACCTCA GGG TGT CCG AAR AAY CAR AA

Fuente: Ivanova et al. (2007)

Cuadro 4.3 Muestras elegidas a partir de las extracciones con el kit DNeasy (Qiagen) y el kit
de la marca Roche para ser amplificadas por PCR.

Kit de Extraccion Muestras

DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) PV3, MRay, PE2, AAA

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)  PV1, MRos, PE1, AAA

Cuadro 4.4 Perfil térmico de PCR utilizado para la eleccion de imprimadores que
amplifiquen la subunidad | del gen mitocondrial de la citocromo c oxidasa (COl).

Programa Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacidn inicial 95 5min 1
2(1) Desnaturalizacion 95 1min

2(2) Apareamiento 55 1min 35
2(3) Extension 72 1min

3 Extension final 72 5min 1

4 Almacenamiento 4 oo 1
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4.3.2 Amplificacion del gen de la citocromo ¢ oxidasa

Para la amplificacidn de la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa se trabajé con el par de
imprimadores universales vf2_t1 y fishr2_t1. Las diez muestras control extraidas con el
kit de la marca Roche fueron amplificadas por triplicado, con el fin de obtener la mayor

cantidad de ADN posible.

Para el PCR se prepard una mezcla de reaccidn con un volumen total de 12.5 ulL, la cual
contenia 3.625 plL de agua libre de nucleasas, 6.25 pL de Dream Taq Master Mix (2X)
(Fermentas), 0.312 pL de cada iniciador (20 uM) y 2 uL de la muestra. Una vez
preparadas las mezclas de reaccidn estas fueron colocadas en un termociclador (Veriti™
Termal Cycler, Applied Biosystems) para llevar a cabo la reaccion. El programa de PCR

utilizado se detalla en el cuadro 4.5.

Para el analisis de los productos de PCR se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
1 % m/v, la cual se corridé por 45 minutos con un voltaje constante de 125 voltios (Anexo

4.2).

Una vez finalizada la electroforesis, las bandas se visualizaron en un transiluminador de
luz ultravioleta y se cortaron las tres bandas por muestra, las cuales fueron colocadas en

un mismo tubo eppendorf de 1.5 ml para su purificacién.

Cuadro 4.5 Perfil térmico de PCR para la amplificacion de la subunidad | del gen
mitocondrial de la citocromo c oxidasa (COl).

Programa Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 95 4min 1
2(1) Desnaturalizacion 95 45s

2(2) Apareamiento 58 10s 3
2 (3) Extension 72 35s

3 Extension final 72 5min 1

4 Almacenamiento 4 oo 1
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4.3.3 Purificacion de bandas del gel

Las bandas de ADN en el gel de las diez muestras control fueron purificadas utilizando el
kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen), siguiendo las especificaciones del protocolo de

extraccién con microcentrifuga (Anexo 5).

Una vez realizada la purificacién todas las muestras fueron cuantificadas utilizando el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para ello se utiliz6 como blanco
el buffer de elucién del kit (buffer EB). Asi mismo, para la lectura, se trabajé con un
volumen de 1.5 pL tanto del blanco como para cada muestra. Se obtuvieron datos de

concentracién de ADN (ng/uL), relacion de absorbancia 260/280 y 260/230.

4.3.4 Reaccion de secuenciacion

Las reacciones de secuenciacidon se llevaron a cabo utilizando el kit Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) siguiendo las especificaciones del
fabricante. No obstante, se trabajé con una cantidad de 9.6 pmol de cada iniciador y con
una cantidad de ADN entre los 200 y 250 ng, ya que en pruebas anteriores se determiné
que dichos parametros son los adecuados para la secuenciacidon de un fragmento de

aproximadamente 700 pb.

Las mezclas de reaccidn se trabajaron con un volumen total de 20 L, de los cuales 4 uL
correspondian al Ready Reaction Premix (2.5X), 2 pL al Big Dye Sequencing Buffer (5X), 3
pL del iniciador (3.2 uM) y 11 uL de la muestra de ADN. Todas las reacciones fueron
colocadas en un termociclador (VeritiwI Thermal Cycler, Applied Biosystems) con el

perfil térmico que se muestra en el cuadro 4.6.
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Cuadro 4.6 Perfil térmico para la reaccién de secuenciacion.

Programa Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacién inicial 96 1min 1

2 (1) Desnaturalizacién 96 10s

2(2) Apareamiento 50 5s 25
2(3) Extension 60 4min

3 Almacenamiento 4 oo 1

4.3.5 Secuenciacidn y Andlisis de secuencias

Las diez muestras fueron tratadas con el Big Dye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 6). La secuenciacion final de
las muestras se realizd en un analizador genético ABI3130 (Applied Biosystems) con un
capilar de 50 cm. De igual manera, para la corrida se trabajé con el software 3130 Data
Collection v3 (Applied Biosystems), utilizando el modulo estdndar de corrida para dicha
longitud del capilar, probando dos tiempos de inyeccién, uno de 20 y otro de 5

segundos.

La lectura y edicién de las curvas cromatograficas, tanto de la secuencia directa como la
reversa, se realizdé mediante el software Sequencing Analysis 5.2 (Applied Biosystems) y
una vez editadas se ensamblaron utilizando el software SeqScape v2.6 (Applied
Biosystems). Las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas, mediante la
herramienta BLAST (del inglés “Basic Local Alignment Search Tool”), contra secuencias

de referencia reportadas en las bases de datos de GenBank.
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Ademads, mediante el programa MEGA 5 se construyd un drbol filogenético del vecino
mas cercano (del inglés “Neighbor-joining”) basado en el parametro de distancia Kimura
2-parameter (K2P) para comparar graficamente la similitud entre secuencias. Se
tomaron 79 secuencias de referencia de 8 especies de picudos y 10 secuencias de
referencia de 5 especies de atln que se encontraban disponibles en la base de datos de

GenBank.

4.4 PCR MULTIPLEX

Esta técnica fue utilizada para la identificacion de pez vela (I. platypterus), pez espada
(X. gladius), atunes (Thunnus sp.) y en un mismo grupo marlin rayado y marlin blanco

(Kajikia sp.).

Para la identificacidn de cada especie o género se disefid un cebador reverso o
antisentido universal y cebadores sentido especificos, asi como un imprimador sentido

universal para picudos (Cuadro 4.7).

Cuadro 4.7 Detalle de la secuencia y caracteristicas de los imprimadores a utilizar en el PCR
Multiplex.

Iniciador Secuencia 5’ -3’ Tm (°C) Amplicon (pb)
Thun_R5 TTT ACA GGA GTG TTA ATG ATATC 58.1 -
Thun-F TAA ATC GTC TAA GCC ATA CCA AGT 62.9 545
Billf-F CTT ATT GAT RGT CAR GGA CA 59.1 435
Billf-R TTT TCA GGA GTG TTAGYRATCTC 63.0 -

Kaji-F ATT AAG GAG ACCAGG RCATG 63.1 610
Xiph-F AACTGG TCCTTCCTCACTC 67.2 355
Iplat-F GTG ATA GTG YGC ATG GAC TG 65.8 580
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4.4.1 Evaluacién de los iniciadores disefiados para el PCR Multiplex

Debido a que los iniciadores fueron disefiados para el presente estudio, se probaron de
forma individual con cada una de las diez muestras que fueron extraidas con el kit High

Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

En todos los casos se trabajo con una mezcla de reaccién con un volumen total de 12.5
pL la cual contenia: 6.25 puL de DreamTaq Master Mix (2X) (Fermentas), 0.3125 uL de
cada iniciador (20 uM), 2 pL de muestra y 3.625 plL de agua libre de nucleasas. Ademas,

se utilizé el mismo programa de PCR en todos los casos (Cuadro 4.8).

Para el analisis de los productos de PCR se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
2 % m/v, con una duracién de corrida de 45 minutos con un voltaje constante de 125

voltios (Anexo 4.1).

Cuadro 4.8 Perfil térmico de PCR utilizado en la evaluacién individual de la especificidad de
los iniciadores para amplificacién de fragmentos especificos de la region control (D-loop) del
ADN mitocondrial.

Programa Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacién inicial 95 5min 1
2(1) Desnaturalizacién 95 1min

2(2) Apareamiento 55 1min 35
2 (3) Extension 72 1min

3 Extension final 72 5min 1

4 Almacenamiento 4 oo 1

32



4.4.2 Optimizacidn de la reaccion de PCR

Para la optimizacién, se trabajo con un gradiente de temperaturas de alineamiento de

55 a 64 °C.

Ademds, se trabajé modificando el perfil térmico de PCR, en el cual se probaron dos

tiempos de alineamiento, uno de 10 y otro de 15 segundos (Cuadro 4.9).

Para estas pruebas se utilizdé la mezcla de reaccién que se empled en la seccion “A”. El
perfil térmico utilizado para la prueba con gradientes de temperatura de alineamiento

se describe en el cuadro 4.8.

Todos los productos de PCR fueron analizados mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1 % m/v, la cual se realizé por 45 minutos con un voltaje constante de 125 V

(Anexo 4.2).

Cuadro 4.9 Perfil térmico de PCR modificado para la amplificacion de fragmentos
especificos de la regidn control (D-loop) del ADN mitocondrial.

Programa  Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacién inicial 95 4min 1
2(1) Desnaturalizacion 95 45s

2(2) Apareamiento 62 10/15s 35
2(3) Extension 72 35s

3 Extension final 72 5min 1
4 Almacenamiento 4 oo 1

4.4.3 PCR Multiplex

Primeramente, se realizaron pruebas con todas las combinaciones posibles de parejas
de iniciadores especificos, con el fin de determinar si existia alguna incompatibilidad

entre ellos.
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Posteriormente, para el PCR Multiplex se realizaron pruebas con diferentes
combinaciones de las concentraciones de los cebadores, sin incluir en la reacciéon los
iniciadores Thun-F y Thun_R5, ademas se probaron diferentes perfiles térmicos. Una vez
estandarizada la reaccién con los iniciadores para picudos se realizaron pruebas

incorporando los especificos de atun.

Los productos de PCR se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
m/v, la cual se realizé por una hora con un voltaje constante de 125V (Anexo 4.2). Se
utilizé el documentador de geles Essential V2 (UVITEC Cambridge) para la toma de la

fotografia y el software essential 1D para el calculo del peso de cada banda obtenida.

4.4.4 Evaluacion de la especificidad de los iniciadores

Para evaluar la especificidad de los imprimadores que fueron disefiados para el PCR

Multiplex se secuenciaron los fragmentos generados.

Todas las muestras extraidas con el kit de Roche, fueron amplificadas por triplicado. Con
los iniciadores especificos para picudos se utilizé una mezcla de reaccién con un
volumen total de 12.5 L, la cual contenia 3.625 uL de agua libre de nucleasas, 6.25 uL
de Dream Taq Master Mix (2X) (Fermentas), 0.312 plL de cada iniciador (20 uM) y 2 ulL
de la muestra. Por su parte, para los cebadores especificos de atun, se trabajé con la
misma mezcla de reaccién con la diferencia que el imprimador Thun_RS5 se trabajé a 0.7
UM. El perfil térmico de PCR con el cual se trabajé fue el mismo que se utilizé para la

amplificacion del gen COI (Cuadro 4.5).

Los productos de PCR, purificados con el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen) (Anexo 5)
y cuantificados con el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), fueron
utilizados para las reacciones de secuenciacion utilizando el kit Big Dye Terminator v3.1

Cycle Sequencing (Applied Biosystems), siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Las muestras fueron tratadas con el Big Dye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 6) y una vez purificados los
fragmentos estos fueron secuenciados en un analizador genético ABI3130 (Applied

Biosystems).

Las secuencias de ADN fueron editadas con el software Sequencing Analysis 5.2 (Applied
Biosystems) y ensambladas con el software SeqScape v2.6 (Applied Biosystems).
Finalmente, las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas, mediante la
herramienta BLAST, contra secuencias de referencia reportadas en las bases de datos de

GenBank.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 EXTRACCION DE ADN

Con el kit de la marca Roche se visualizd una banda definida de alto peso molecular para
cada una de las muestras, mientras que con el kit de Qiagen no se obtuvo ninguna
banda para las muestras PX y AAA. Asi mismo, las bandas obtenidas para las muestras
extraidas con el kit de Roche fueron mas intensas en comparacién con las bandas que se
obtuvieron a partir de las muestras de la extraccién con el kit de Qiagen, siendo las
diferencias en la intensidad de fluorescencia correspondientes a la variabilidad en la

concentracién de ADN de cada muestra extraida (Figura 5.1).

Segun los datos obtenidos mediante el analisis por espectrofotometria, la concentracion
promedio de ADN (ng/uL) de las muestras extraidas con el kit de Roche fue de 92.23
ng/ul y de 70.46 ng/ul para el kit DNeasy de Qiagen. Solo las muestras QPV2, QMRos y
QMRay, presentaron concentraciones mayores a sus muestras andlogas extraidas con el
kit de Roche. Asi mismo, en el cuadro 5.1 se observa que la concentracion de ADN fue

variable entre muestras.

9 10 11 12 GRS ORE 10T 11 12

Figura 5.1 Evaluacion de la extraccion de ADN gendmico, mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% m/v. A: Extraccién con el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), B: Extraccidn con el kit High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). (1 y 12) Marcador molecular 100pb, (2) muestra PX, (3)
muestra AAA, (4) muestra PE2, (5) muestra PE1, (6) muestra MX, (7) muestra MRay, (8) muestra
MRos, (9) muestra PV3, (10) muestra PV2, (11) muestra PV1.
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Cuadro 5.1 Valores de concentracion e indicadores de calidad de las muestras de ADN
extraidas con el kit de Qiagen (Q) y el kit de Roche (R).

Muestra Concentracién de Abs,¢o/Abs,go" Abs,¢o/Abs,3,”
ADN (ng/uL)
QPVv1 28.9 2.30 3.36
QPV2 57.2 1.92 2.20
QPV3 46.7 1.75 2.67
QMRos 111.3 1.82 1.95
QMRay 83.5 1.83 2.16
QMX 66.8 1.78 2.03
QPE1 56.1 1.87 3.21
QPE2 111.0 1.92 1.96
QAAA 115.6 1.82 1.40
QPX 27.5 2.73 5.51
RPV1 35.8 2.37 2.86
RPV2 51.9 1.97 1.79
RPV3 193.1 1.26 1.02
RMRos 96.1 1.38 1.07
RMRay 38.8 2.06 3.88
RMX 78.2 1.94 2.25
RPE1 75.0 1.86 2.25
RPE2 158.2 1.33 1.13
RAAA 152.9 1.51 1.23
RPX 42.3 2.40 5.64

'El valores promedio de la relacién de absorbancia 260/280 fue de 2.645 para el kit DNeasy (Qiagen)
y de 1.974 para el kit de Roche.

’El valor promedio de la relacién absorbancia 260/230 fue de 2.3125 para efi kit DNeasy (Qiagen) y de
1.808 para el kit de Roche.

5.2 SECUENCIACION
5.2.1 Eleccion de imprimadores

En la figura 5.2 se observan las bandas correspondientes a la amplificacién de la

subunidad | del gen que codifica para citocromo ¢ oxidasa (COl).

Para todas las muestras amplificadas se obtuvieron bandas definidas y relativamente
fuertes que se encontraban alrededor de las 700 pb. Sin embargo, con el par de

imprimadores vf2_t1 y fishr2_t1 las bandas a su vez presentaron una intensidad de
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fluorescencia mds constante entre muestras, sin presentar diferencias significativas

entre las mismas muestras extraidas con ambos kits (Figura 5.2).

Figura 5.2 Deteccién de la subunidad | del gen mitocondrial que codifica para la citocromo c oxidasa
utilizando el par de iniciadores vf2_t1y fishr2_t1. (1 y 10) Marcador molecular 100pb, (2) muestra
QAAA, (3) muestra QPE2, (4) muestra QMRay, (5) muestra QPV3, (6) muestra RAAA, (7) muestra
RPE1, (8) muestra RMRos, (9) muestra RPV1.

5.2.2 Purificacion de bandas

Las bandas cortadas del gel y purificadas con el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen)
fueron cuantificadas, dando los valores de concentracién de ADN que se muestran en el

cuadro 5.2.

Cuadro 5.2 Valores de concentracion e indicadores de calidad de las bandas de ADN
purificadas con el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).

Muestra Concentracién de Abs,co/Abs,go Abs,eo/Abs,3o
ADN (ng/uL)
RPV1 19.0 1.65 0.06
RPV2 17.7 1.76 0.04
RPV3 21.3 1.69 0.13
RMRos 18.9 1.86 0.03
RMRay 29.7 1.93 0.25
RMX 28.6 1.82 0.09
RPE1 43.2 1.72 0.09
RPE2 20.3 1.71 0.08
RAAA 16.2 2.11 0.05
RPX 18.2 2.07 0.03
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5.2.3 Secuenciacion

En la secuenciacién al trabajar con un mdédulo de corrida con un tiempo de inyeccidn de
20 segundos se obtuvieron electroferogramas caracterizados por un exceso de picos y
gran cantidad de “blobs” (picos amplios que no permiten la identificacidon correcta de
las bases), lo que generd secuencias muy pequefias. Por el contrario, el médulo con un
tiempo de inyeccion de 5 segundos generd electroferogramas con picos distinguibles,
sin la presencia de “blobs”, permitiendo la obtencién de secuencias consenso para las
diez muestras control, con una longitud promedio del fragmento amplificado de la

subunidad | del gen de la citocromo ¢ oxidasa de 681 pb, con un rango de 674 a 691 pb.

Por medio de la secuenciacidn y la subsecuente comparacion de las secuencias contra
secuencias de referencia fue posible identificar todas las muestras, tal y como se

presenta en el cuadro 5.3.

En el arbol filogenético elaborado (Figura 5.3), las secuencias de un mismo género se

agruparon en un mismo clado.
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Cuadro 5.3 Resultado de la identificacion de las muestras recolectadas con base en la

comparacién de las secuencias obtenidas de la subunidad | del gen de la citocromo c oxidasa

(COIl) contra secuencias de referencia de GenBank.

Muestra Tamaiio del Especie % ldentidad Numero de accesion
fragmento (match/mismatch) de la secuencia de
obtenido (pb) referencia
PV1 678 l.platypterus 99 (677/678) GQ202123.2
l.platypterus 99 (676/678) AB470306.1
l.albicans 99 (673/678) HM071013.1
PV2 690 l.platypterus 99 (684/686) GQ202123.2
l.platypterus 99 (683/686) AB470306.1
l.albicans 99 (680/686) HMO071013.1
PV3 674 l.platypterus 99 (673/674) GQ202123.2
l.platypterus 99 (672/674) AB470306.1
l.albicans 99 (669/674) HM071013.1
PX 674 I.platypterus 99 (673/674) GQ202123.2
l.platypterus 99 (672/674) AB470306.1
l.albicans 99 (669/674) HMO071013.1
MRos 691 T.audax 99 (684/688) GQ202125.2
T.audax 99 (684/688) AB470304.1
T.audax 99 (683/688) HMO071010.1
MX 680 T.audax 99 (677/680) GQ202125.2
T.audax 99 (677/680) AB470304.1
T.audax 99 (676/680) HMO071010.1
MRay 685 M.nigricans 99 (674/680) GQ202124.2
M.mazara 99 (674/680) AB470304.1
PE1 675 X.gladius 99 (674/675) HMO071014.1
X.gladius 99 (674/675) AB470301.1
X.gladius 99 (671/675) GQ202122.2
PE2 684 X.gladius 99 (678/681) GQ202122.2
X.gladius 99 (677/681) HMO071014.1
X.gladius 99 (677/681) AB470301.1
AAA 680 T.obesus 99 (675/680) GU799567.1
T.obesus 99 (675/680) HM071005.1
T.albacares 99 (674/680) JN086153.1
T.albacares 99 (674/680) GU256528.1
T.tonggol 99 (673/680) HQ425780.1
T.tonggol 99 (673/680) JN086154.1
T.thynnus 99 (673/680) AY302574.2
T.thynnus 99 (672/680) JN086149.1
T.maccoyyi 99 (671/680) GU256523.1
T.maccoyyi 99 (672/680) JN086150.1
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PV1 l.platypterus

PV2 Il.platypterus

PV3 l.platypterus

PV4 |l.platypterus

GQ202123.2 |.platypterus

HM909855.1 |.platypterus

DQ107628.1 |.platypterus

HQO24712.1 |.platypterus

HQO24706.1 |.platypterus
29 EF609527.1 |l.platypterus

ABA470306.1 |.platypterus

HMO71013.1 |.platypterus

HM909854.1 |.platypterus

HOQO24708.1 |.platypterus
RMRos K.audax
RMX K.audax
HM909835.1 K.audax
HM909829.1 K.audax
GuU440553.1 K.audax
HOQO024760.1 K.audax
FLGQ202125.2 K.audax

1

HM909828.1 K.audax
HOQO024719.1 K.albida

og| HM909832.1 K.audax
|- HM909826.1 K.albida

HQO24751.1 K.albida
HQO24718.1 K.albida

[l HQO24736.1 K.albida
HQO24747.1 K.albida
HM909824.1 K.albida

29 F HQO24715.1 K.albida
AB470302.1 K.audax
HM909821.1 K.audax

1 K.albida

% HOQO24749.
HQO024743.1 K.albida
- HMO71010.1 K.audax
— MRay M.nigricans

HM909858.1 M.nigricans
HM909857.1 M.nigricans
GuU440399.1 M.nigricans
HQ611115.1 M.nigricans
HQO24768.1 M.nigricans
GuUu225644.1 M.nigricans
HQO24775.1 M.nigricans
GQ202124.2 M.nigricans
AB470304.1 M.nigricans
g6 ' HQO24804.1 M.nigricans
HM909859.1 l.indica
HOQO24a4682.1 ndica
HOQO24680.1 l.indica
HOQO24675.1 l.indica
L GOQ202126.1 ndica
HM909822.1 ndica
HOQO24676.1 l.indica
o6 || HQ@O24a674.1 i
HOQO24672.1
HOQO24679.1 I.ndica
HM909853.1 T.pfluegeri
HQO24914.1 T.pfluegeri
HM909852.1 T.pfluegeri
HQO24901.1 T.pfluegeri
HQO24889.1 T.pfluegeri
HOQO24881.1 T.pfluegeri
HQO24878.1 T.pfluegeri
HQO24880.1 T.pfluegeri
AB470303.1 T.angustirostris

% HOQO611113.1 T.angustirostris
o8 HQ611111.1 T.angustirostris
F DOQ107622.1 T.angustirostris

HOQO24814.1 T.angustirostris
HOQO024819.1 T.angustirostris
DOQ107618.1 T.angustirostris
HQO24815.1 T. i
HOQO24820.1 T.
HOQO24823.1 T.angustirostris

- HOQO24907.1 T.pfluegeri
PE1 X.gladius
HMO71014.1 X.gladius
ABA470301 X.gladius
HMOO7787.1 X.gladius

HQO024925.1 X.gladius
HQO24927.1 X.gladius
JINO83397.1 X.gladius
DOQ107626.1 X.gladius
JINO083393.1 X.gladius
09 |- IN083399.1 X.gladius
PE2 X.gladius

GQz02122.2 X.gladius

AAA Thunnussp

GU799567.1 T.obesus
HMO71005.1 T.obesus

JIJNO86153.1 T.albacares
GuU256528.1 T.albacares
GuU256523.1 T.maccoyyi
JINO86150.1 T.maccoyyi

AY302574.2 T.thynnus

99 HQ425780.1 T.tonggol
JINO86154.1 T.tonggol
HMO71006.1 T.albacares

EXE)

Figura 5.3 Arbol filogenético del vecino mas cercano (NJ) de 99 secuencias del gen COI
correspondientes a 12 especies, basado en el pardmetro de distancia K2P.



5.3 PCR MULTIPLEX
5.3.1 Evaluacidn de los iniciadores disefiados para el PCR Multiplex

En la figura 5.4, correspondiente al analisis de los productos de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa, se observa que para todos los iniciadores se obtuvieron
bandas fuertes y definidas con pesos correspondientes para cada amplicon. No
obstante, con el perfil térmico utilizado también se obtuvieron bandas débiles para

muestras no especificas, excepto en el caso del iniciador Kaji-F (Figura 5.4C).

OReiiOa1d, 12 13 9 10 11 12 13

HOENS12. 13

1
-
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Figura 5.4 Deteccion de la regidn control del ADN mitocondrial (D-loop) mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% m/v. A: Iniciadores Billf-F/Billf_R, B: Iniciadores Iplat-F/Billf-R, C: Iniciadores Kaji-
F/Billf-R, D: Iniciadores Xiph-F/Billf-R, E: Iniciadores Thun-F/Thun_R5. Carriles (1 y 13) Marcador
molecular 100pb. (2) Control negativo, (3) muestra PX, (4) muestra AAA, (5) muestra PE2, (6) muestra
PE1, (7): muestra MX, (8) muestra MRay, (9) muestra MRos, (10), muestra PV3, (11), muestra PV2,
(12): muestra PV1.
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5.3.2 Optimizacidn de la reaccion de PCR

Las pruebas realizadas aumentando la temperatura de alineamiento desde 55 °C hasta
64 °C, demostraron que al aumentar la temperatura los iniciadores amplificaron en
menor medida muestras inespecificas. No obstante, se presentaron discrepancias en
cuanto a la temperatura adecuada de alineamiento para la amplificacién de cada
fragmento especifico. Por tal razdon se probaron perfiles térmicos a una temperatura de
62 °C pero con tiempo de alineamiento de 10 y 15 segundos. Los resultados de dichas

pruebas se muestran en el cuadro 5.4.

Cuadro 5.4 Cuadro resumen de los resultados obtenidos en las pruebas para la
optimizacion de la reacciéon para el PCR Multiplex.

Prueba Iplat-F Kaji-F Xiph-F Billf-F Thun-F
64 °C/1 min BID BEF BID NA BEF
62 °C/10s BEF BEF BEF NA NA
62 °C/15s BID BEF BID NA BED

Nomenclatura BEF: banda especifica fuerte, BED: banda especifica débil, BIF: banda inespecifica
fuerte, BID: banda inespecifica débil, NA: no hubo amplificacidn.

Como se muestra en el cuadro 5.4 solo los iniciadores Thun-F y Billf-F presentaron
problemas para la amplificacién con un tiempo de alineamiento corto. Por ello
realizando modificaciones en la concentracion de los cebadores sentido (Thun-F o Billf-
F) y reverso (Thun_R5 o Billf-R) se logrdé la amplificacion de las muestras de atun,
trabajando con Thun-F a 0.5 uM y Thun_R5 a 0.7 uM, mientras que la amplificacion de

las muestras de picudos no se logré.

A razén de dichos resultados se determind que el programa de PCR adecuado para
realizar las pruebas del PCR Multiplex debia presentar una temperatura y tiempo de
alineamiento de 62 °C y 10 s, respectivamente, y debido a la desemejanza de
condiciones de PCR necesarias para el iniciador Billf-F con respecto a los demds, no iba a

ser posible incluir este imprimador en el PCR Multiplex.
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5.3.3 PCR Multiplex

Las pruebas realizadas con diferentes concentraciones de los iniciadores en la reaccidn,
demostraron que si el imprimador Kaji-F se encuentra a una concentracion igual o
mayor a los demds iniciadores inhibe la amplificacién de su propio fragmento asi como
del amplicén de los demas iniciadores. Por tal motivo, se determind que Ia

concentracion de este iniciador debe ser de 0.2 uM y los demas a 0.5 puM.

De igual manera, al incorporar Thun-F y Thun_R5 en el PCR Multiplex, se determiné que
la concentracidon de Thun_R5 debe ser de 0.7 uM para lograr la amplificacién de las

muestras del género Thunnus sp.

De esta manera, los mejores resultados se obtuvieron con la siguiente mezcla de
reaccién: 6.25 uL de DreamTaq Master Mix (2X) (Fermentas), 0.3125 pL de los
iniciadores Iplat-F, Xiph-F, Billf-R y Thun-F (20 uM), 0.125 uL del cebador Kaji-F (20 pM),
0.4375 pL de Thun_RS5, 2 uL de muestra y 3.625 plL de agua libre de nucleasas. Ademas,
el perfil térmico con el cual se logré la amplificacién de las muestras especificas se

describe en el cuadro 5.5.

Cuadro 5.5 Perfil térmico del PCR Multiplex para la amplificacidon de fragmentos especificos
de la region control (D-loop) del ADN mitocondrial.

Programa Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 95 4min 1
2(1) Desnaturalizacién 95 45s

2(2) Apareamiento 58 10 35
2(3) Extension 72 35s

3 Extension final 72 5min 1
4 Almacenamiento 4 oo 1
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La reaccidn de PCR Multiplex estandarizada permitié la obtencion de bandas definidas,
fuertes, con una intensidad de fluorescencia constante (Figura 5.5) y con pesos
correspondientes al peso tedrico de cada amplicén (Cuadro 5.6).

Cuadro 5.6 Cuadro resumen del tamafio de la banda obtenida en el analisis por
electroforesis en gel de agarosa para cada una de las muestras en el PCR Multiplex.

Muestra Tamaiio de la banda Tamaiio
obtenida (pb) esperado (pb)
PV2 581 580
PV3 586 580
MRos 624 610
MX 624 610
PE1 360 355
PE2 365 355
AAA 564 545
AAA 559 545

Figura 5.5 Productos especificos de la region control del ADN mitocondrial de un PCR Multiplex.
(1y 10) Marcador molecular 100pb, (2) muestra AAA, (3) muestra AAA, (4) muestra PE2, (5) muestra
PE1, (6) muestra MX, (7) muestra MRos, (8) muestra PV3, (9) muestra PV1.

45



5.3.4 Evaluacidn de la especificidad de los iniciadores

La secuenciacién de los fragmentos especificos de la regiéon control del ADN
mitocondrial que generd cada par de iniciadores confirmé que en efecto amplificaban la
especie deseada. Solamente, la muestra etiquetada como MRay (K. audax) no fue
posible amplificarla con el par de iniciadores Kaji-F/Billf-R, por lo que al amplificarla con
los universales para picudos, Billf-F/Billf-R, se determiné que dicho espécimen fue

identificado incorrectamente, ya que correspondia a marlin azul (M. nigricans).
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CAPITULO 6. DISCUSION

La identificacidn de organismos y microorganismos por medio de métodos moleculares
ha tomado gran auge en los ultimos afios y hoy en dia son utilizados en diversidad de
areas a nivel mundial. Se han desarrollado técnicas que no solo han sido aplicadas a la

investigacion, sino también en diagndsticos rutinarios de laboratorio.

Estas técnicas se basan principalmente en el ADN, el cual se encuentra, practicamente,
en todas las células de un organismo (Teletchea et al., 2005). Por esta razén la
extraccion del ADN gendmico es un paso critico para cualquier tipo de andlisis que se

desee realizar.

A través de los anos las metodologias para la obtencion de 4cidos nucleicos a partir de
muestras de peces se han ido optimizando. Las extracciones con fenol/cloroformo
fueron de las primeras metodologias utilizadas (Collette et al., 2006; Hiesh et al., 2005;
Lin et al., 2005). Seguidamente, aparecio el aislamiento de acidos nucleicos basado en
una resina de intercambio idnico denominada comercialmente como Chelex (Collette et
al., 2006; Ward et al., 2005). En la actualidad, se encuentran gran cantidad de kits que
permiten la obtencidon de acidos nucleicos en unas pocas horas. La mayoria de ellos,
basados en columnas de silica en las cuales, en presencia de altas concentraciones de
sales caotrépicas, se adhiere el ADN que finalmente es recuperado (lvanova et al.,

2006).

Un ejemplo de kits comerciales ampliamente utilizados, son los kits DNeasy (Qiagen), los
cuales han dado buenos resultados en la extraccién de ADN gendmico a partir de
muestras de tejido de peces (Hanner et al., 2011; Hyde et al., 2005; Teletchea et al.,
2008).

Es por ello que en el presente trabajo se decidid evaluar dos kits comerciales el DNeasy

Blood and Tissue (Qiagen) y el High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).
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Con base en los datos del cuadro 5.1, se determind que la concentracidn promedio de
ADN de las muestras extraidas con el kit de Roche fue mayor que aquellas extraidas con
el kit DNeasy de Qiagen, con una concentracion promedio de ADN de 92.23ng/ul y

70.46ng/ul, respectivamente.

En cuanto a pureza del ADN extraido, se ha establecido que un valor de,
aproximadamente, 1.8 para la relacién absorbancia 260/280 y entre 1.7 y 2.0 para la
relacion absorbancia 260/230 representan una muestra pura (Lopez, 2007; Wilfinger et
al., 1997). Tomando en cuenta tales pardmetros y con base en los resultados obtenidos
(Cuadro 5.1) se obtuvo un ADN de mayor calidad con el kit de la marca Roche, con
valores de 1.808 y 1.974 para las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230,

respectivamente.

A pesar que en primera instancia se tuvo como hipétesis que los mejores resultados se
iban a obtener con el kit DNeasy (Qiagen), el cual ha sido muy utilizado para la
extracciéon de ADN gendmico a partir de tejido de peces, los mejores resultados se
obtuvieron con el High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), ya que permitié

recuperar mayor cantidad de ADN, de alta calidad y pureza.

Lo anterior ratifica que la evaluacién de diferentes protocolos es de vital importancia, ya
qgue la obtencién de buenos resultados depende de diversas variables, entre ellas la
procedencia y calidad de la muestra, asi como la manera en la que se tomd, procesd y se

almacend, la concentracion de ADN, entre otros.

6.1 Secuenciacion del gen COl y andlisis de secuencias

Con una extraccion de ADN exitosa, paso clave para los posteriores andlisis, se
realizaron pruebas para la eleccién del par de imprimadores que se utilizarian para
amplificar la regiéon a secuenciar. Se eligi6 amplificar el gen que codifica para la
subunidad | de la citocromo c¢ oxidasa debido a que este es uno de los genes

mitocondriales mds conservados, al codificar una proteina critica para la respiracién
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celular y por ende para la produccién de energia (Hsieh et al., 2005; Paine et al., 2007).
Por lo tanto, se han disefiado iniciadores universales bastante robustos (Herbert et al.,
2003), caracteristica que beneficiaria en gran medida la amplificacién de la regién de

interés.

Para la amplificaciéon de COI se emplearon cuatro iniciadores universales utilizados por
Ivanova et al. (2007) como un coctel de imprimadores. Sin embargo, en el presente
estudio se evaluaron como parejas, con el fin de valorar si dicha modificacion permitia

la obtencidn del fragmento de interés, disminuyendo asi costos de la técnica.

Segun los resultados de la electroforesis en gel de agarosa se determind que todas las
combinaciones fueron capaces de amplificar la regién de interés, obteniéndose los
mejores resultados con el par vf2_t1 y fishr2_t1 (Figura 5.2). Con ello se confirmd la
posibilidad de utilizarlos en parejas para la amplificacion del gen que codifica para la
subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa, tanto para todos los picudos como para atun, un

escombrido.

Para la secuenciacion fue posible recolectar tres de las cuatro especies de picudos de
importancia econdmica en Costa Rica: pez vela (I. platypterus), marlin rosado (K. audax)
y pez espada (X. gladius) (Soto et al., 2010). Ademas se incluyé una muestra de atun
(Thunnus sp.) pues es una de las especies que mds transita en el mercado pesquero vy si
el espécimen, sea un picudo o un atun, es fileteado y procesado seria muy poco

probable notar diferencia alguna.

Mediante la secuenciacién del gen que codifica para la subunidad | de la citocromo ¢
oxidasa, se logré confirmar la identificaciéon de cada una de las muestras recolectadas
(Cuadro 5.3). Cabe resaltar que por medio de esta técnica fue posible identificar la
muestra incognita (PX) como una muestra de pez vela y la muestra de marlin de especie

desconocida (MX) como una muestra de marlin rosado.

Ademas, en este mismo estudio fue posible corroborar los errores que pueden

cometerse a la hora de identificar visualmente un espécimen. Lo anterior, ocurrié con la
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muestra MRay, que fue identificada durante la recoleccion como marlin rosado, pero
cuya secuenciacion determind que en realidad correspondia a una muestra de marlin
azul (M. nigricans). Lo anterior es muy razonable debido a que corresponde a la especie

de interés comercial de la cual se creyé no haber podido recolectar ninguna muestra.

Con base en la situacién presentada para la muestra de marlin azul, es posible pensar lo
facil que puede ser enmascarar la verdadera identidad de un espécimen. De esta
manera, se corrobora la importancia de métodos que permitan una mejor
identificacion, de forma tal que se respete la legislacién existente (“Acuerdo
A.J.D.I.P./476-2008", 2008) que busca velar por la proteccion del pez vela que es de gran
importancia en una actividad sostenible como lo es la pesca turistico-deportiva que

contribuye sustancialmente en la economia del pais.

Con base en los resultados obtenidos en el arbol filogenético (Figura 5.3), se confirma
que el gen que codifica para la subunidad | de la citocromo c oxidasa, a pesar de ser muy
conservado, a través del tiempo ha acumulado un nimero de mutaciones, de manera
qgue hoy en dia posee las suficientes variaciones como para permitir la distincién entre

géneros de picudos.

Mucha controversia se ha generado en cuanto a la relacién filogenética entre los peces
de pico y los escombridos, principalmente debido a semejanzas fisiolégicas entre ambos
(Little et al., 2010). No obstante, estudios filogenéticos recientes han demostrado que
pertenecen a diferentes taxones (Collette et al., 2006; Orrell et al., 2006; Little et al.,
2010). En el anélisis realizado en este estudio se observan resultados similares, ya que
las secuencias correspondientes al género Thunnus sp. fueron lo bastante diferentes en
comparacion con las secuencias de picudos, ya que se agruparon en un clado
completamente aparte (Figura 5.3), verificando que a nivel genético los picudos no son
muy similares a los escdmbridos y por tanto sus semejanzas pueden deberse a algun
tipo de presidn selectiva y no necesariamente como consecuencia de que compartan un

ancestro comun (Little et al., 2010).
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Por otra parte, en cuanto a su capacidad para realizar una distincién interespecifica, en
el presente estudio solo se trabajo con tres géneros dentro de los cuales se analizaron
dos o mas especies: Kajikia sp., Tetrapturus sp. y Thunnus sp. En todos ellos no fue
posible diferenciar cada una de las especies mediante el analisis filogenético (Figura

5.3).

En cuanto a la imposibilidad de la separacion de las especies T. angustirostris y T.
pfluegeri y las especies K. audax y K. albida, Hanner et al. (2010) obtuvieron resultados
concordantes pues mediante el andlisis del gen COI no fue posible identificar de forma
exacta tres de los peces aguja (T. belone, T. pfluegeri y T. angustirostris) ni fueron

capaces de distinguir ambos marlines.

La identificacién de especies mediante analisis de secuencias de ADN, se basa en la
acumulacién de variaciones en el genoma de los organismos (Wong y Hanner, 2008).
Por esta razén, tales variaciones entre individuos les permiten agruparse segun la
semejanza entre ellas. Sin embargo, cuando nos referimos a especies que han divergido
recientemente, puede ser mas dificil tal distincién ya que el proceso de especiacién
requiere de un lapso determinado para acumular las variaciones necesarias que

permitan distinguir de forma clara una especie de otra.

Puede pensarse que los tres peces aguja (T. belone, T. pfluegeri y T. angustirostris), asi
como el marlin rosado (K. audax) y rayado (K. albida) divergieron recientemente y dicho
suceso aunado a que COIl es un gen muy conservado, revela que no ha transcurrido un
periodo adecuado como para que se hayan acumulado las suficientes mutaciones que
generen una variacién significativa entre cada una de estas especies. Ademas, debe
tomarse en cuenta que al ser un gen esencial para los seres vivos el fendmeno de
especiacion deberd ser tal, que las variaciones en la secuencia de dicho gen no afecten
el producto proteico que codifica. Por lo tanto, es necesario considerar si un gen tan
conservado es el adecuado para la identificacion de especies dentro de la familia

Istiophoridae.
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Igualmente, no fue posible realizar una diferenciacién clara entre las especies de atun,
resultados que concuerdan con aquellos obtenidos por Kawakami et al. (2010). Cabe
resaltar que en el arbol filogenético construido (Figura 5.3), la secuencia de atun
obtenida en el presente estudio agrupé selectivamente con las secuencias de T. obesus
lo que hace posible considerar que la muestra en cuestidn corresponda a dicha especie
y por tanto que el gen COI puede ser capaz de realizar tal distincién. En otros estudios se
concluye que mediante andlisis de secuencias de dicho gen es posible identificar
diferentes especies del género Thunnus sp. (Paine et al., 2007; Ward et al., 2005). Por
esta razon, los resultados obtenidos podrian deberse al poco nimero de secuencias con
las cuales se trabajé ya que no era el género de mayor interés en la presente

investigacion.

6.2 PCR Multiplex

La técnica de PCR Multiplex es una metodologia que se ha empleado muy poco para la
identificacion de peces de pico (Hyde et al., 2005; Simms et al., 2010), siendo la técnica
de PCR-RFLP la mas utilizada (Hsieh et al., 2005; Hsieh et al., 2007; Luthy et al., 2005;
McDowell y Graves, 2002). A pesar de ello es una metodologia prometedora, al ser

menos laboriosa y disminuir el tiempo requerido para realizar el analisis.

Se determiné que el PCR Multiplex estandarizado fue exitoso, por lo que puede ser
utilizado como una técnica fiable, reproducible y eficiente para la identificacion de los
tres picudos I. platypterus, X. gladius y K. audax, asi como miembros del género Thunnus
sp. Con base en el andlisis de los productos de PCR obtenidos mediante la electroforesis
en gel de agarosa, cada par de iniciadores amplificd Unicamente la especie o género
blanco, pues cada fragmento especifico se encontrd cerca del peso esperado para cada

muestra analizada (Figura 5.5).

No obstante, cabe sefialar que el PCR Multiplex fue exitoso solamente con los
iniciadores especificos, ya que el comportamiento tan disimil del Billf-F no permitié la

incorporacion de este en la reaccion.
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Lo anterior sugiere que cada par de iniciadores disefiados para amplificar la region
control del ADN mitocondrial de la especie o género determinado, presentaron una
buena especificidad bajo las condiciones de trabajo establecidas. Lo anterior se
evidencia en los resultados obtenidos mediante la secuenciacidon de los productos de
PCR que confirmaron que el amplicon generado por cada pareja correspondia a la

especie blanco.

La regidon control es una region no codificante del genoma mitocondrial que presenta
una tasa de mutacion unas cinco a diez veces mayor que los genes codificantes
(Bradman et al., 2011; Rocha et al., 2005), situacion que podria deberse en gran medida
a la ausencia de una funcién codificante (Roques et al., 2004). Al no codificar ningln
producto proteico las mutaciones ocurridas no generarian cambios tan drdsticos, como
se explicé para el caso del gen COIl, y como consecuencia de ello podria creerse que no

existe tanta limitacion en cuanto a modificaciones se refiere.

De esta manera, se esperaria que la region control fuese mas representativa del proceso
evolutivo y por ende de la divergencia, no solo entre géneros sino entre especies
relacionadas. Entre mayor sea la tasa de mutacion de la regidn de interés mayor sera el
numero de variaciones inter e intraespecificas que con el paso del tiempo se acumulan,

presentando asi la informacién de la variacién filogenética (Feinstein y Cracraft, 2004).

Para lograr que cada par de imprimadores especificos no amplifiguen muestras
inespecificas debe trabajarse bajo estrictas condiciones de PCR, lo cual es de vital
importancia cuando se trata de especies relacionadas. En este caso, a pesar de que la
regiéon control presenta mayor nimero de variaciones interespecificas, un tiempo de
alineamiento de 10 segundos fue crucial para lograr la especificidad de los iniciadores,
ya que con un tiempo de alineamiento mayor, inclusive de 5 segundos mas, los

iniciadores amplificaron bandas inespecificas.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Con los dos kits comerciales evaluados se logré la extraccion de ADN gendmico a
partir de muestras de tejido de peces, siendo el High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche) el mas efectivo al permitir recuperar mayor cantidad de

ADN de alta pureza.

Todas las parejas de iniciadores universales evaluadas fueron capaces de

amplificar el gen que codifica para la subunidad | de la citocromo c oxidasa.

Con el par de iniciadores vf2_t1 y fishr2_t1 y el programa de PCR utilizado se
obtuvieron los mejores resultados para la amplificacidon del gen que codifica

para COl.

La secuenciacion de las muestras control permitié6 determinar que
correspondian a muestras de pez vela (/. platypterus), marlin rosado (K. audax),

marlin azul (M. nigricans), pez espada (X. gladius) y atun (Thunnus sp.)

El andlisis filogenético realizado con base en el gen COIl determiné que no es
apto para realizar una diferenciacién entre especies de peces aguja y las de

marlin rosado y blanco.

El PCR Multiplex estandarizado permitié la identificacion de las especies y

géneros I. platypterus, Kajikia sp., X. gladius y Thunnus sp.

Tanto la secuenciacion como el PCR Multiplex pueden ser utilizados como
metodologias reproducibles y fiables para la identificacion del pez vela I

platypterus, en Costa Rica.
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CAPITULO 8. RECOMENDACIONES

Se recomienda disefar otro iniciador sentido universal para picudos que posea
una temperatura de alineamiento tedrica (Tm) mayor, ya que por lo general en
la practica la temperatura de alineamiento tiende a disminuir, de manera que
exista mayor probabilidad de que pueda amplificar bajo las condiciones

establecidas para el multiplex.
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ANEXOS

Anexo 1. Bench Protocol: Animal Tissue (Spin-Colum Protocol) del kit DNeasy Blood

and Tissue (Qiagen)

1. Se cortaron aproximadamente unos 25 mg del tejido, el cual se disgregd en
pequefios pedazos y se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
Seguidamente, se afladieron 180 pL de buffer ATL.

2. Seagregaron 20 plL de proteinasa K, se agitd e incubé a 56 °C hasta que el tejido
se lis6 completamente. Durante la incubacion se agité ocasionalmente de forma
manual.

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras fueron agitadas por
15 s. Se agregaron 200 puL del buffer AL, se adicionaron 200 pL de etanol (96-
100%) y se agitdé nuevamente.

4. La muestra se pipeted a una columna del kit que fue previamente colocada en
un tubo recolector de 2 ml. Se centrifugd a 8000rpm por un minuto y luego se
descarté el tubo de colecta.

5. La columna se colocd en un nuevo tubo recolector de 2 mly se agregé 500 uL de
buffer AW1. Posteriormente, se centrifugd por un minuto a 8000rpm y se
descartd el tubo de colecta.

6. La columna fue colocada en otro tubo recolector, se procedié a adicionar 500 pL
del buffer AW2, centrifugar por tres minutos a 14000rpm vy, finalmente,
descartar el tubo recolector.

7. A continuacién, la columna fue transferida a un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml. Se adicionaron 200 L del buffer AE o buffer de elucién y se incubd por cinco
minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacion se
centrifugd por un minuto a 8000rpm, se recolectd el flujo que pasé a través de
la columna y este se colocd de nuevo en la parte superior de esta. Nuevamente,
se dejoé incubar las muestras por dos minutos a temperatura ambiente y se

centrifugé por un minuto a 8000rpm.
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Anexo 2. Protocolo de aislamiento de acidos nucleicos a partir de tejido animal y

protocolo de lavado y elucién del kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

a) Protocolo de aislamiento de acidos nucleicos a partir de tejido animal

1.

4.

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

Finalizada la incubacion se adicionaron 200 pL del “binding buffer”, se agité e
incubé por diez minutos a 70 °C.

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

A continuacioén, se colocd una columna en un tubo de recoleccion, se transfirid
la muestra a la parte superior de la columna y se centrifugd por un minuto a

8000rpm. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

b) Protocolo de lavado y elucién

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

Se descartd el tubo recolector y la columna se colocé en un nuevo tubo de
recoleccidn. Posteriormente, se anadieron 500 pL del “wash buffer” y se
centrifugd por un minuto a 8000rpm. Este paso se repitié una segunda vez.
Consecutivamente, se descartd el flujo que pasd a través de la columna y se
centrifugd una vez mds a maxima velocidad por diez segundos.

Para la elucion del ADN se procedié a colocar la columna en un tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml, agregar en la columna 200 pL del “elution buffer”
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precalentado a 70 °C e incubar por cinco minutos a temperatura ambiente. Una
vez finalizada la incubacion se centrifugd por un minuto a 8000rpm, se tomé el
flujo y este se colocd de nuevo en la columna para incubar una vez mas, por dos
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, transcurrido el tiempo de
incubacién se centrifugd por un minuto a 8000rpm vy las muestras se

almacenaron a -20 °C.

Anexo 3. Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacién se tomaron 5 puL de cada muestra que se diluyeron en 245 plL de
agua libre de nucleasas tratada con DEPC. Del volumen total obtenido se tomaron 220

pL que fueron colocados en la cubeta para realizar la lectura.

Como blanco se utilizé el buffer de elucién de cada kit de extraccidn, el cual fue diluido y

tratado de la misma manera en que se trabajé con las muestras.

De la lectura realizada se obtuvieron los datos de concentracién 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 4. Electroforesis en gel de agarosa
Anexo 4.1

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 % m/v en buffer TBE 1X, tifiendo el
gel con 3 plL de bromuro de etidio. Para la corrida se utilizé buffer TBE 1X y las muestras
se prepararon mezclando el volumen de reaccién (aproximadamente 12.5 uL) con 2 ulL
de buffer de carga (6X DNA Loading Buffer, Fermentas) y de dicha mezcla 10 pL fueron
montados en los pocillos del gel. Ademads, se cargé 4 uL del marcador de tamafio
molecular GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Finalmente, el gel se dejé

correr por 45 minutos a un voltaje constante de 125 voltios.
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Anexo 4.2

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % m/v en buffer TBE 1X. El gel se tifio
con 4 uL de GelRed y se utilizé buffer TBE 1X como buffer de corrida. Las muestras se
prepararon mezclando el volumen de reaccién (aproximadamente 12.5 uL) con 2 uL de
buffer de carga (6X DNA Loading Buffer, Fermentas) y de dicha mezcla se tomaron 3 L
para montar en el gel. Por su parte, del marcador de tamafio molecular GeneRuler
100bp Plus DNA Ladder (Fermentas) se montdé 1 pL. Finalmente, se realizd la

electroforesis durante 45 minutos con un voltaje constante de 125 V.

Anexo 5. Bench Protocol: QlAquick Gel Extraction Microcentrifuge Protocol (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 pes6 el pedazo de gel y para todas las muestras se trabajé con un peso de
300 mg. Se afadieron 3 volumenes del buffer QG por cada volumen del gel
(100mg ~ 100pL), por lo cual se agregaron 900 pL de dicho buffer.

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

4. Finalizado el periodo de incubacién, se adiciond un volumen del gel de
isopropanol, por lo cual se agregaron 300 pL de este y se agité vigorosamente.

5. Se colocd una columna del kit en un tubo de recoleccién de 2 ml y para unir el
ADN a la columna se afiadié la muestra (maximo 800 pL), se centrifugd por un
minuto a 14000rpm y se descarté el flujo. Una vez que todo el volumen de
muestra se hizo pasar por la columna, se adicionaron 500 pL del buffer QG, se
centrifugé por un minuto a 14000rpm y nuevamente se descartd el flujo que
paso a través de la columna.

6. Posteriormente, para el lavado se agregaron 700 puL del buffer PE y se procedié a

centrifugar por un minuto a 14000rpm. Asi mismo, el flujo fue descartado.
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7. Una vez descartado el flujo, se centrifugd la columna por un minuto a
14000rpm.

8. La columna se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y para la elucién
del ADN se adicionaron 30 plL del buffer EB y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente. Trascurrido el periodo de incubacién se centrifugaron
las muestras por un minuto a 14000rpm vy el flujo se colocé de nuevo en la
columna dejandolo a temperatura ambiente por 3 minutos mds. Finalmente, se
centrifugéd un minuto a 14000rpm se descartd la columna y las muestras se

almacenaron a -20 °C.

Anexo 6. Protocolo: Big Dye XTerminator 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 plL del reactivo XTerminator
solution.

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

3. A continuacidn, se afiadieron 5 pL del volumen de reaccidon de cada muestra.

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

5. Finalizada la agitacidn, las muestras fueron centrifugadas por 2 minutos a
3000rpm, lo cual provocé la separacion en dos fases, una superior transparente
y una inferior de apariencia viscosa.

6. Se tomaron 10 plL de la fase superior de cada muestra, los cuales fueron

colocados en la placa del secuenciador, se centrifugd la placa y se colocé

en el equipo para realizar la corrida de secuenciacién.
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