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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la diversidad genética y
la estructura genético poblacional del cangrejo del manglar Ucides occidentalis en
el manglar de Tumbes el afio 2012. La investigacion se realizd entre junio y julio
de 2012 en 3 zonas del manglar tumbesino: la zona norte (Zarumilla), la zona
centro (Puerto Pizarro) y la zona sur (Corrales), en cada una de las zonas se
establecieron 3 puntos de muestreo. Se recolectaron 55 ejemplares de U.
occidentalis, extrayéndoseles a cada uno, muestras de hemolinfa y musculo,
totalizando 110 muestras que se usaron para realizar el proceso de amplificacion
de un fragmento del gen mitocondrial de la subunidad | de la citocromo oxidasa
(COI). La extraccion del ADN se realiz6 mediante el método del cetil trimetil
bromuro amonio (CTAB). De las 110 muestras se seleccionaron 56 para ser
amplificadas mediante reaccion de cadena de polimerasa (PCR), 52 fueron
amplificadas exitosamente, y de éstas, 45 fueron enviadas a la Empresa
Macrogen en EE.UU. para ser secuenciadas, obteniéndose la secuencia de 42 de
ellas, éstas fueron alineadas y se obtuvo secuencias de 543 pb para el analisis.
Los resultados mostraron que las secuencias tuvieron similitud de 85 % a 87 %
con secuencias almacenadas en GenBank correspondientes a fragmentos del gen
COl de varios cangrejos. Respecto a la diversidad genética se determind un alto
indice de diversidad medido a través de los parametros: niumero de haplotipos (h):
30, frecuencia del haplotipo mas frecuente: 14,29 % y diversidad de haplotipos:
0,9721; promedio de diferencias en nucleétidos: 4,396 y diversidad nucléotida (17):
0,00810. En cuanto a la estructura genético poblacional, se determind utilizando el
analisis de varianza molecular (AMOVA) que fue bastante baja, dado que, el 96 %
de la variabilidad genética se presentd entre los individuos dentro de las
poblaciones y sélo 4 % entre las poblaciones; de igual manera, se determiné
utilizando el test de Mantel que no existié correlacién (r=-0,035, R?>=0,0013) entre
la matriz de distancia geogréfica y la matriz de distancia genética. Se concluyo
gue la diversidad genética fue alta y la estructura genética poblacional baja en U.
occidentalis en el manglar de Tumbes el afio 2012.

Palabras clave: diversidad genética, estructura genética poblacional, Ucides
occidentalis, COI.
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the genetic diversity and population genetic
structure of mangrove crab Ucides occidentalis in Tumbes mangroves by 2012.
The research was conducted between June and July 2012 in three areas of
Tumbes mangroves: the north (Zarumilla), the central (Puerto Pizarro) and the
south (Corrales), in each of the areas were established three points sampling. 55
specimens of U. occidentalis were collected and hemolymph and muscle samples
were extracted from they, totaling 110 samples were used to perform the process
of amplifying a gene fragment of mitochondrial subunit | of cytochrome oxidase
(COI). DNA extraction was performed by the cetyl trimethyl ammonium bromide
method (CTAB). Of the 110 samples were selected to be amplified by 56
polymerase chain reaction (PCR), 52 were successfully amplified, and of these, 45
were sent to Macrogen Company in USA to be sequenced. 42 were successfully
sequencied, they were aligned and 543 bp sequences obtained for analysis. The
results showed that the sequences were a similarity of 85 % to 87 % with
sequences stored in GenBank of gene fragments of COI corresponding to various
crabs. Regarding genetic diversity was determined high diversity index measured
through the following parameters: number of haplotypes (h) 30, the most frequent
haplotype frequency: 14.29 % and haplotype diversity: 0.9721; nucleotide
differences in average: 4.396 and nucleotide diversity (1r): 0.00810. In terms of
population genetic structure was determined using analysis of molecular variance
(AMOVA) was quite low because 96 % of the genetic variability occurred among
individuals within populations and only 4 % among populations, likewise, was
determined using the Mantel test that there was no correlation (r = -0.035,
R? = 0.0013) between the matrix of geographical distance and genetic distance
matrix. It was concluded that genetic diversity was high and population genetic
structure was low in U. occidentalis in mangroves of Tumbes in 2012.

Keywords: genetic diversity, population genetic structure, Ucides occidentalis,
COl.
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INTRODUCCION.

La presente tesis trata acerca de la diversidad y estructura genética
poblacional del cangrejo del manglar (Ucides occidentalis) en la regién

Tumbes, en el afio 2012.

El cangrejo del manglar (Ucides occidentalis) es una de las especies mas
importantes del ecosistema del manglar. Ecolégicamente es una especie
clave por encargarse del reciclamiento de hasta el 80 % de la hojarasca del
mangle, también ayuda a airear el suelo del manglar cuando construye sus
cuevas potenciando la actividad de las bacterias aerdbicas que

descomponen la materia organica (Solano 2006).

U. occidentalis es también el cangrejo mas explotado del manglar de la
region Tumbes; lo que ha conllevado a que su poblacion haya disminuido
drasticamente, reduciéndose de 120 millones en 1996 a 77,06 millones en
2007, es decir una disminucion del 35,8 % de la poblacién en 11 afios

(Ordinola, Montero y Gonzales 2010).

La reduccién del tamafio poblacional de U. occidentalis en el manglar
tumbesino, pone a dicha especie en riesgo de desaparecer en dicha zona en

mediano o corto plazo.

De lo antes indicado se concluye que la presente investigacion es
importante, debido a que la determinacion de la diversidad genética
poblacional de U. occidentalis en el manglar de Tumbes, permitira una mejor
comprension del estado de dicha poblacion; ello porque la supervivencia de
una poblacion es factible no por ser numerosa, sino por mantener un pool
genético diverso, es decir una alta diversidad genética; por otro lado, es
posible que en mediano o corto plazo se deba incursionar en la produccion
de larvas de U. occidentalis con propdsitos de repoblamiento en el manglar
de Tumbes, por lo que es importante saber como se distribuye la diversidad
genética a nivel espacial a través de toda el area del manglar, es decir,

definir la estructura genética poblacional de dicho recurso.



La presente investigacién se justifica por lo tanto, debido a la importancia
que U. occidentalis tiene ecolégicamente, al ser una especie clave del
manglar, asi como, por su importancia econémica y social, pues se explota
comercialmente y sustenta la economia de multitud de familias que se

dedican a su extraccion.

Respecto a los factores clave del presente estudio, que son la diversidad
genética y estructura genética poblacional, se sabe que la reduccion drastica
del tamafio poblacional podria también originar una reduccién de la
diversidad genética poblacional, entendiéndose ésta como la diversidad de
alelos que estan presentes en una poblacion y su frecuencia relativa en la
misma. La diversidad genética constituye una reserva genética que permite
que la especie pueda resistir a amenazas a su supervivencia como son las

enfermedades, los cambios climaticos o cambios en el equilibrio ecolégico.

La diversidad genética entre las poblaciones, se puede hallar distribuida de
manera uniforme o no, conformando lo que se denomina estructura genética
poblacional y que formalmente se define como la cantidad y distribucion de
la diversidad genética dentro de las poblaciones, esto ocurre cuando las
frecuencias alélicas no se distribuyen al azar sino que siguen un patrén o

arquitectura, espacial o temporal.

La estructura genética poblacional se ve influenciada por 4 fuerzas: la tasa

de mutacion, la deriva génica, el flujo genético y la seleccién natural.

En el caso de especies tales como U. occidentalis, cuyo periodo larval es
largo, es probable que el flujo génico que significa el traslado de genes a
través de la inmigracion de individuos en estadio larval o adultos, tenga un
efecto considerable reduciendo la estructura genética e incrementando la
diversidad genética. Este hecho ha sido comprobado en el cangrejo del
manglar brasilefio (Ucides cordatus) que es la otra especie del género
Ucides que se halla en el Atlantico; ya que en mdltiples investigaciones
realizadas en el Brasil se ha determinado que la poblacion de U. cordatus

tiene un alto nivel de diversidad genética y un bajo nivel de estructura
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genética poblacional, por lo que, podria inferirse que la poblacion de U.

occidentalis tendria un comportamiento similar.

Dada la rapida disminucién del tamafio poblacional de U. occidentalis en los
manglares de Tumbes, es probable que se deba recurrir a programas de
repoblamiento para revertir tal situacion. Estos programas deben tener como
meta incrementar el tamafio poblacional manteniendo al mismo tiempo, la

diversidad genética y la estructura genética poblacional.

El problema actual es que los estudios sobre la diversidad genética y la
estructura genética poblacional en U. occidentalis son muy reducidos; existe
un unico estudio de dicho tipo realizado en el Ecuador por Ratti y Mufioz
(2010), por su parte, en el Peru y especificamente en Tumbes, no se ha
realizado ningun estudio al respecto, por lo que existe un total
desconocimiento sobre la diversidad genética y la estructura genética

poblacional de U. occidentalis en los manglares de la region Tumbes.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado se ha llegado a la

formulacién de los siguientes problemas de investigacion:

- ¢Qué nivel de diversidad genética presenta la poblacion de U.
occidentalis en los manglares de la region Tumbes el afio 20127?
- ¢Qué nivel de estructura genética poblacional existe en la poblacion de

U. occidentalis en los manglares de la region Tumbes el afio 20127
Plantedndose las siguientes hipotesis ante las interrogantes anteriores:
- La poblacién de U. occidentalis en los manglares de la region Tumbes el

afio 2012, presenta un alto nivel de diversidad genética.

- La poblacion de U. occidentalis en los manglares de la regién Tumbes el

afo 2012, presenta un bajo nivel de estructura genética poblacional.

12



Y como obijetivos:
- Determinar el nivel de diversidad genética en la poblacién de U.

occidentalis en los manglares de la region Tumbes el afio 2012.
- Determinar el nivel de estructura genética poblacional que existe en la

poblacion de U. occidentalis en los manglares de la regibn Tumbes el
afo 2012.
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ANTECEDENTES.

2.1. El cangrejo del manglar Ucides occidentalis.

El cangrejo del manglar Ucides occidentalis es una especie clave en los
ecosistemas de manglares del pacifico americano, dentro de los cuales
destaca el ecosistema del manglar tumbesino que es Unico en el Pera y
abarca 4 541 ha (INRENA 2007).

U. occidentalis es considerada una especie clave del manglar debido a que
juega un rol fundamental en la remocion de hojas caidas del mangle. La
tremenda importancia ecolégica del cangrejo del manglar ha sido
demostrada por los estudios de simulacion dinamica de remocién de la
hojarasca realizados por Tazan y Wolf (2000) citados por Solano (2006),
quienes sefalan que sin la presencia del cangrejo del manglar cerca del
75 % al 84 % de la materia organica se escaparia de los manglares, es decir

solo entre el 16 % y el 25 % de la materia organica se reciclaria.

Ucides occidentalis, es una de las especies representativas del manglar
tumbesino, que es explotada para consumo humano directo; su captura esta
ejerciendo una fuerte presiébn sobre su poblacion, siendo una especie
amenazada en el ecosistema del manglar tumbesino (Ordinola, Montero y
Gonzales 2010).

La reduccion poblacional de dicha especie en el manglar tumbesino, afecta a
la biodiversidad del ecosistema, pero también podria afectar a la diversidad

genética y a la estructura genética poblacional de U. occidentalis.

La situacion en la que se encuentra el cangrejo del manglar tumbesino es
similar a la del cangrejo del manglar brasilefio o cangrejo uca (Ucides
cordatus), el cual debido a la captura indiscriminada, a la degradacion de su
habitat y a la aparicion de una enfermedad denominada sindrome del
cangrejo letargico, redujo drasticamente su poblacién. Todo ello impuls6 a

que a partir de 2001, se iniciaran programas de repoblamiento con



producciones masivas de larvas de U. cordatus y su liberacién al medio
natural (Ventura 2006; Silva 2007; Ventura et al. 2010), estas liberaciones
sin embargo, adolecieron de haberse realizado sin un estudio genético
previo, con lo que se estima que la poblacién crecié pero la diversidad

genética se redujo.

Actualmente se esta estudiando la diversidad genética de U. cordatus a fin

de mejorar las estrategias de manejo del repoblamiento (Oliveira 2009).

2.2. Biodiversidad

La biodiversidad o diversidad biolégica ha sido definido por el Programa
Ambiental de las Naciones Unidas como “la variabilidad entre los organismos
vivientes de todas las fuentes, incluyendo, entre otros, los organismos
terrestres, marinos y de otros ecosistemas acuaticos, asi como los
complejos ecoldgicos de los que forman parte; esto incluye diversidad dentro
de las especies, entre especies y de ecosistemas”. El término comprende,
por tanto, diferentes escalas bioldgicas: desde la variabilidad en el contenido
genético de los individuos y las poblaciones, el conjunto de especies que
integran grupos funcionales y comunidades completas, hasta el conjunto de

comunidades de un paisaje o region (Moreno 2001).

La biodiversidad es la base de los ecosistemas, sostiene su funcionamiento
y los servicios que estos brindan a la humanidad. La humanidad depende en
un 100 % de las especies animales y vegetales para alimentarse y hasta en
un 80 % para obtener productos para mantener la salud. La biodiversidad es
también la base de la identidad de algunas culturas, identidad que no debe
ser subvalorada, ya que es la responsable de mantener la diversidad
biolégica, tal es el caso del pueblo peruano que ha mantenido durante
cientos de afios una amplia diversidad de variedades de plantas, la papa
entre ellas, que de otra manera se hubiesen perdido por los sembrios de

unas pocas variedades de la misma (PUCP 2011).
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La comunidad internacional en la actualidad esta altamente interesada en la
conservacion de la biodiversidad, tal es asi, que la Organizacién de
Naciones Unidas (ONU), declar6 al afio 2010 como el Afio Internacional de
la Diversidad BiolOgica, y a la década de 2011 a 2020 como el Decenio de
las Naciones Unidas sobre la Diversidad Biolégica (ONU 2011); de igual
manera, el Convenio sobre la Diversidad Biolégica (CDB), ha planteado su
Plan Estratégico para la Diversidad Biologica 2011-2020 asi como las Metas
de Aichi, dentro de las cuales incluye como meta N° 13, mantener la
diversidad genética de especies animales y vegetales domésticas y
silvestres, asi como, practicar estrategias para evitar la erosion genética y
salvaguardar su diversidad genética (Secretaria del Convenio sobre la
Diversidad Biol6gica 2011).

En la actualidad es preocupante que el ritmo de desaparicion de las
especies animales y vegetales sea 1 000 a 10 000 veces mayor que su tasa
natural de extincion, esta tasa se ha incrementado debido a las actividades

humanas realizadas sin ningun sentido de sostenibilidad (PUCP 2011).

2.3. Diversidad genética.

La biodiversidad se puede apreciar a diversas escalas, a nivel de
comunidades, de poblaciones e incluso de individuos, pero toda esta
diversidad es solo la expresion fenotipica de una diversidad mas profunda, la
diversidad genética, que determina la forma en que una especie interactia
con su ambiente y con otras especies. Toda la diversidad o variacién
genética surge en el &mbito molecular a partir de mutaciones en el acido
desoxirribonucleico (ADN) (Moreno 2001).

Dado que la diversidad o variacion genética es la materia prima sobre la cual
puede actuar la seleccidén natural y dar origen a adaptaciones, se ha llegado
a considerar su presencia como indicadora de la buena salud de una
poblacién; mientras que su ausencia limitaria la capacidad de respuesta de

la poblacion a un medio cambiante en el corto y largo plazo (Moreno 2007).
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La diversidad genética se refiere a la variabilidad encontrada dentro de los
genes, siendo los genes las unidades minimas heredables que tienen
posiciones definidas dentro de un genoma. El gen puede asumir la forma de
diferentes secuencias de nucleétidos, lo que posibilita la existencia de
formas alternativas del gen, que se denominan alelos. Los alelos son las
entidades que permiten definir la diversidad genética, la cual se
conceptualiza como los diferentes tipos de alelos que estan presentes y su
frecuencia relativa entre todos los miembros de una poblacion (Gonzalez
2008)

La diversidad genética se puede medir a diferentes escalas, como variacion
a nivel individual (o dentro de los individuos), cuando se mide la diversidad
de alelos que posee el ADN de un individuo; a nivel de poblacion (o dentro
de la poblacién) cuando se compara el conjunto de alelos de todos los
genomas que forman parte de dicha poblacion y a nivel de poblaciones (o
entre poblaciones) cuando se evalla la diversidad de alelos entre todos los
genomas de todos los individuos que forman parte de dichas poblaciones
(Gonzalez 2008).

Se define como frecuencia génica de un determinado alelo a la tasa en que
dicho alelos esta presente en un grupo de evaluacion (individuo, poblacion o
conjunto de poblaciones) respecto al total de alelos de dicho grupo. En el
caso de un individuo diploide es posible que en sus 2 genomas porten alelos
de igual tipo, con lo que se le denominaria homocigota, o de diferente tipo,
con lo que se le denominaria heterocigota, es facil intuir que si un individuo
porta dos alelos diferentes, tiene una mayor diversidad de los mismos que
aquel que solo porta un solo tipo de alelo. La presencia de individuos
heterocigotos en una poblacién se denomina heterocigosis y es un buen

indicador de diversidad genética (Gonzalez 2008).

Gonzalez (2008) sefala que la diversidad genética de las poblaciones que
se revela mediante marcadores moleculares se mide a través de diversos
indices de cuantificacidn; siendo los mas utilizados la riqueza alélica (A), el

polimorfismo (P) y la heterocigosidad esperada (He). La riqueza alélica (A)
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es el numero medio de alelos por locus y cuantifica el nimero total de alelos
diferentes detectado en cada uno de los loci de una poblacion, El
polimorfismo o la proporcion de loci polimérficos (P) es una medida del
namero de loci variables en una poblacion y se calcula dividiendo el nimero
de loci polimorficos de ésta entre el nimero total de loci analizados, el gran
problema de la definicibn de polimorfismo es determinar cuando se puede
declarar a un locus polimorfico, algunos autores han definido que esto se da
cuando la frecuencia del alelo més probable para un locus es menor a 95 %,
otros han sugerido el valor de 99 %, de tal manera que se introduce un nivel
de subjetividad en la medida de polimorfismo, por lo que es una medida muy

criticada.

Gonzélez (2008) citando a Nei (1987) asegura que el promedio de
heterocigosidad es el método de medicion mas adecuado de la variacion
genética, pues no depende de la arbitrariedad de la definicion de
polimorfismo y puede ser definida sin ambigiedad en términos de
frecuencias alélicas. La heterocigosidad esperada de una poblacién (He) es
la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha poblacion.
Cuando las poblaciones estan bajo equilibrio Hardy-Weinberg, la
heterocigosidad puede ser calculada a partir de la frecuencia alélica. Por lo
tanto, la heterocigosidad esperada cuantifica la igualdad o equitatividad de
las frecuencias alélicas en los loci (Hoelzel 1998; Sosa et al. 2002 citados en
Gonzalez 2008). Ademas, la comparacion entre la heterocigosis observada
(Ho) y la heterocigosis esperada (He) permite evaluar la estructura genética

de las poblaciones (Nei 1987 citado por Gonzéalez 2008).

2.4. Estructura genética poblacional:

La estructura genética ha sido definida por Henriquez (2003) como la
cantidad y la distribuciéon de la variabilidad genética dentro de las
poblaciones; por otra parte Gonzalez (2008); indica que existe una
estructuracion genética intrapoblacional cuando las frecuencias alélicas no
se distribuyen al azar, sino que siguen un determinado patron o arquitectura

que bien puede ser espacial o temporal. Por su parte, la estructura genética
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interpoblacional es el resultado de la distribucién geogréfica y en el espacio
de subpoblaciones entre las cuales existen diferencias genéticas; dicha
estructura genética es producto de la accion de las 4 principales fuerzas
evolutivas: la tasa de mutacién, la deriva génica, el flujo genético y la

seleccion natural.

La estructura genética poblacional puede ser evaluada por diversos
parametros entre los cuales se puede mencionar a la distancia genética, que
es la medida bases a partir de la cual se han creado otras formas de
medicién, siendo una de las mas utilizadas la distancia genética de Nei que
puede estimar el nimero de genes o codones sustituidos por locus entre
poblaciones. Nei (1972 citado en Gonzalez 2008) definié en primer lugar el
concepto de identidad genética entre dos poblaciones como la probabilidad
de que dos alelos (uno de cada poblacion) sean idénticos, indicando que el
valor de la identidad genética puede variar de cero (para poblaciones
completamente distintas) hasta uno (si son genéticamente idénticas), una
vez definido el valor para la identidad genética (), la distancia genética (D)
se obtiene mediante el logaritmo de la primera: D = -Ln I.

De esta manera, la distancia genética definida por Nei (1972 citado en

Gonzalez 2008) toma valores que oscilan entre cero y el infinito.

Otra de la forma de medir la estructura genética poblacional se da a travées
de los estadisticos F de Wright, también conocidos como indices de fijacion,
los que evallan la declinacion de la heterocigosidad debida a la subdivision
dentro de una poblacion. El estadistico F es una medida de la diferencia
entre la media de heterocigosidad entre las subdivisiones en la poblacion, y
la frecuencia potencial de heterocigotos, si todos los miembros de una
poblacion se cruzaran libremente (Hartl and Clark 1997). El indice de fijacion
va de 0 (indicando que no existe ninguna diferenciacion entre la poblacion
total y sus subpoblaciones) a un maximo teorico de 1, aunque en la préactica
el indice de fijaciobn observado es mucho menor que 1 en poblaciones

altamente diferenciadas.
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Los indices de fijacion pueden ser determinados para diferentes niveles de la
estructura poblacional, por ejemplo, el grado de diferenciacion dentro de una
poblacién entre grupos o demos (FSG), dentro de grupos entre demos
(FGT), y dentro de una poblacién entre demos (FST) (Hartl and Clark 1997).

Excoffier, Smouse and Quattro (1992) han propuesto una de las medidas
mas utilizadas para evaluar la estructura poblacional, conocida como analisis
de varianza molecular, AMOVA que es un método que estima la
diferenciacion de las poblaciones directamente desde datos moleculares y
prueba hipétesis acerca de la diversidad. EI método es aplicable a una
variedad de datos moleculares procedentes de marcadores moleculares
tales como por ejemplo: el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) o el polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), datos de secuenciamiento de ADN, o arboles

filogenéticos basados en tales datos.

AMOVA es parecido a un analisis jerarquico de varianza en el que se evalla
la diversidad genética en tres niveles: diversidad entre grupos de
poblaciones, diversidad entre las poblaciones dentro de los grupos y la
diversidad entre los individuos dentro de la poblacién. Sin embargo, se
distingue de un andlisis jerarquico de varianza en que puede acomodar
diferentes asunciones evolucionarias sin modificar la estructura basica de los
analisis y que las hipotesis son probadas usando métodos permutacionales,
de tal manera que, no se requiere la asuncion de que los datos siguen una
distribucion normal. En la actualidad AMOVA es una de las medidas més
efectivas para determinar la existencia de estructura genética poblacional
(Excoffier, Smouse and Quattro 1992).

2.5. Marcadores moleculares:

Para determinar la diversidad de los organismos comunmente se acude a
evaluar sus caracteres morfologicos de los mismos, si los organismos
muestran tales caracteres similares o diferentes, se puede indicar que son

méas o menos diversos. Los caracteres morfologicos sin embargo, son de
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utilidad relativa pues representan caracteres fenotipicos y por lo tanto, no
son determinados Unicamente por su carga genética, sino también, por el
ambiente; es por ello que, para estudiar la diversidad a nivel genético se
requiere ir mas alla de los caracteres morfologicos y evaluar el ADN mismo,
para lo cual se han desarrollado los denominados marcadores moleculares.
Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen cuya expresion
permite un efecto cuantificable u observable (caracteristicas fenotipicas), y
que ademas puede detectarse facilmente, la ventaja de los marcadores
moleculares es que pueden evaluarse desde los primeros estadios de
desarrollo de un individuo, pudiendo obtenerse de todo el individuo o de una
parte de él. Existen dos tipos de marcadores moleculares: los marcadores

bioquimicos y los marcadores de ADN (Solis y Torres 2005).

Arif and Khan (2009), han sefialado que los principales marcadores
moleculares basados en el ADN nuclear son: la amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD), el polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) y los microsatélites; y en el caso de los marcadores
moleculares basados en ADN mitocondrial: los genes 12s rADN y 16S rADN,
genes que codifican proteinas como la citocromo oxidasa (CO) y la region de
control (CR).

2.6. Marcadores moleculares basados en ADN mitocond rial

El ADN mitocondrial (ADNmt) de los crustaceos es similar al del resto del
reino animal, se trata de una molécula de ADN haploide que se hereda por
via materna y tiene un tamafio que oscila entre 15 000 a 17 000 pares de
bases (pb), con una forma cerrada o circular. El ADNmt codifica 37 genes,
de los cuales, 2 son genes ribosomales (12S rADN y 16S rADN), 22 son
genes que codifican para ARN de transferencia (ARNt) y 13 son genes que
codifican para proteinas (Ewald 2006), la ubicacion de tales genes se puede
apreciar en la figura 1 donde se muestra una representacion linealizada del
ADN mitocondrial del cangrejo Portunus trituberculatus (Mitsugu 2003 citado
en Ewald 2006).

21



G ARNSIE T S2 I M W
| L | \ /
£ 3 I8 nos | noa |8 ND1 || IrRNA 2 cr [l no2
o b I
k 8 = = cytb %
HE P L1 v a &

Figura 1. Representacion linealizada de la organizacion de los genes del cangrejo nadador
Portunus trituberculatus. Se observa la posicion de los genes que codifican proteinas tales
como el gen de la subunidad | de la citocromo oxidasa (COIl), de la subunidad 1l (COIll) y llI
(COilll), el citocromo b (cyt b), genes que codifican la subunidad menor del ribosoma (srRNA
0 16S rADN), gen de la subunidad mayor del ribosoma (IrRNA o 12S rADN), CR es la region
de control (Mitsugu 2003 citado en Ewald 2006).

Segun Shih et al. (2011), las secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) son
apropiadas para evaluar la estructura genética y la filogeografia. La ventaja
que tiene el ADNmt en comparacién con el ADN nuclear, es que existen
varios cientos o miles de mitocondrias en cada célula y cada una de ellas
porta 1 a mas copias de ADNmt; por tanto en cada célula se encuentran
miles de copias del ADNmt; en comparacion, solo hay una copia del ADN
nuclear; adicionalmente el ADNmt es haploide y se hereda Unicamente por
linea materna (Waples et al. 1999 citado en Ewald 2006) salvo raras
excepciones; se degrada mas lentamente que el ADN nuclear y puede ser
usado para analizar ADN antiguo, es por ello que el efecto de la deriva
genética es mas fuerte en el ADNmt y la diferenciacion poblacional se puede
apreciar mas facilmente en el ADNmt que en el ADN nuclear pues el ADNmt
evoluciona hasta 10 veces mas rapido que el ADN nuclear (Shih et al. 2011;
Ewald 2006).

Arif and Khan (2009) han sefalado que los diferentes genes que conforman
el genoma mitocondrial tienen diversas tasas de mutacion, por lo que se
pueden usar para evaluar la diversidad a diferentes niveles taxonémicos, asi
por ejemplo, el gen 12S rADN es altamente conservado y por ello se usa
para los niveles taxonédmicos mas altos: phyla y subphyla; por otro lado el
gen 16S rADN se usa para diferenciacion en taxas de categoria media tales
como familias, mientras que los genes que codifican proteinas estan poco

conservados y se usan en categorias taxonémicas mas bajas como familias,
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géneros y especies. Finalmente la region de control (CR) es hipervariada; y

puede ser usada para la identificacion de especies y sub—especies.

2.7. Gen de la citocromo oxidasa |

La citocromo oxidasa es una enzima propia de las mitocondrias y algunas
bacterias, que forma parte de la cadena de transporte de electrones que
conduce a la formacion de la molécula energética maestra el
adenosintrifosfato (ATP). La enzima esta formada por 13 subunidades, de
las cuales 10 se codifican en el ADN nuclear y las otras 3 en el ADN
mitocondrial, estas Ultimas corresponden a las denominadas citocromo

oxidasa | (COl), citocromo oxidasa Il (COIll) y citocromo oxidasa III (COlll).

El gen que codifica a la citocromo oxidasa es uno de los genes mas
altamente conservados dentro del genoma mitocondrial; sin embargo,
también es una zona en la cual la tasa de mutacion es bastante alta como

para poder distinguir diferencias genéticas a nivel de individuos.

Folmer et al. (1994) disefiaron un juego de primers universales para poder
amplificar un fragmento del COI de 710 pb, para ello utilizaron secuencias de
ADN publicadas de las siguientes especies: mejillén azul (Mytilus edulis),
mosca de la fruta (Drosophila yakuba); abeja (Apis mellifera); mosquito
(Anopheles gambiae), artemia (Artemia franciscana), los nematodes Ascaris
suum y Caenorhabditis elegans; erizo de mar (Strongylocentrotus
purpuratus), carpa (Cyprinus carpio), rana (Xenopus laevis), pollo (Gallus
gallus), raton (Mus musculus), vaca (Bos taurus), ballena de aleta
(Balaenoptera physalus); y el ser humano (Homo sapiens), encontrando que
el siguiente par de primers consistentemente amplificaron un fragmento de
COIl de 710 pares de bases (pb) a través del mas amplio conjunto de
invertebrados:

Primer forward LCO1490: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'
Primer reverse HC0O2198: 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'
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Los nombres de los primers se construyeron incluyendo las letras L y H para
referirse a la cadena de ADN ligera, light (L), o a la pesada, heavy (H), CO
se refiere a la citocromo oxidasa, y los numeros 1490 y 2198 se refieren a la
posicién del nucleédtido 5’ en la secuencia de la mosca de la fruta (Drosophila

yakuba).

Algunos fragmentos del gen COIl se han utilizado para evaluar la diversidad
genética de varios crustaceos como el camardon de agua dulce Paratya
australensis (Cook, Bunn and Hughes 2007), el cangrejo herradura Limulus
polyphemus (Pierce and Gaffney 2000), el langostino blanco Litopenaeus
vannamei (Francisco and Galetti 2005), el langostino tigre Penaeus
monodon (Khamnamtong, Klinbunga and Menasveta 2008), el langostino

chino Feneropenaeus chinensis (Yu et al. 2009).

Particularmente existe una gran cantidad de investigaciones en los cuales la
evaluacion de la diversidad genética basada en un fragmento del gen COl,
se han realizado usando los primers disefiados por Folmer et al. (1994),
tales como por ejemplo: en el cangrejo verde Carcinus maenas (Roman and
Palumbi 2004), en el cangrejo de rio Potamonautes perlatus (Daniels 2003),
en el cangrejo de rio Austropotamobius torrentium (Schubart and Huber
2006), en la langosta espinosa de California Panulirus interruptus (Garcia
and Pérez 2006) e incluso en el cangrejo del manglar brasilefio U. cordatus
(Ewald 2006). Mostrando la amplia utilidad que tienen los primers disefiados
por Folmer et al. (1994) en el estudio de invertebrados y en particular en

crustaceos.

2.8. Investigaciones relacionadas con la diversidad y es  tructura

genética poblacional de los cangrejos del género Uc  ides.
Existen pocos estudios sobre Ucides occidentalis, los cuales en su mayoria

se centran en aspectos relacionados con su dinamica poblacional, pero hay

muy pocos sobre la diversidad genética del mismo.
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Dentro de estos pocos trabajos, se sefala el realizado por Ratti y Mufioz
(2010) quienes optimizaron el sistema AFLP (amplificacion de fragmentos de
longitud polimorfica) para la determinacion de la variabilidad genética de U.
occidentalis en 3 zonas del manglar del Golfo de Guayaquil; estos autores
determinaron que la técnica de AFLP demostrd ser util para determinar la
diversidad genética de U. occidentalis, adicionalmente encontraron un bajo
nivel de diversidad genética entre las poblaciones evaluadas (con un indice
de fijacion de Wright o Fs;de 0,0163); siendo la principal causa de diversidad
la deriva génica, mientras que la migracion no parecié ser una fuerza
evolutiva que influyé significativamente en la variacion. La diversidad

genética se dio primordialmente dentro de las poblaciones estudiadas.

El cangrejo del manglar brasilefio ha sido mejor estudiado a nivel genético,
se puede mencionar los trabajos de Oliveira (2009) quien estudié la
diversidad genética de U. cordatus en la costa del Brasil, a nivel local
(puntos de muestreo distantes un maximo de 100 km) y regional (puntos de
muestreo distantes mas de 5 000 km) mediante 4 técnicas: amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), reaccion en cadena de polimerasa —
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), analisis
de secuencias de la region controladora del ADN mitocondrial (D-Loop) y
microsatélites, estas técnicas fueron aplicadas a 99 individuos en el estudio
a escala local y a 280 individuos en el estudio a escala regional, encontrando
en ambos alta diversidad genética con niveles de estructuracién geografica
extremamente bajos o nulos. Los resultados de los andlisis utilizando
microsatélites mostraron mayor grado de estructuracién, aunque siempre
bajos. Estos resultados muestran que es posible el flujo génico entre
poblaciones muy alejadas (separadas por cerca de 4 500 km) y que incluso
la desembocadura del Rio Amazonas, no constituyé una barrera para la
migracion de las larvas de este cangrejo. Estos resultados son compatibles
con una estrategia reproductiva de exportacion de larvas y amplio flujo

génico entre todas las poblaciones estudiadas.

En otra investigacion realizada sobre U. cordatus, Pie et al. (2008),

estudiaron 5 ejemplares de este cangrejo recolectados en la bahia de
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Guaratuba, en Brasil, de los cuales se obtuvo ADN mitocondrial y se
amplific6 un fragmento de la region de control (CR), determinando la
existencia de un considerable nivel de variabilidad medida como funcién

entropica de la variabilidad nucleotidica que lleg6 a 42,7 %.

De igual manera, Britto et al. (2009) realizaron un estudio utilizando
marcadores microsatélite para evaluar una muestra de 46 ejemplares de
Ucides cordatus procedentes de los manglares brasilefios, encontrando que
el numero de alelos en cada locus estudiado varié de 3 a 25, con una media
de 9 alelos. Los niveles de heterocigosidad observada (0,709 + 0,183) y
esperada (0,716 £ 0,170) fueron altos mostrando también una diversidad

genética alta.

En este mismo sentido, se puede mencionar la investigacion realizada por
Ewald (2006) quien determiné la diversidad y estructura poblacional de U.
cordatus utilizando como marcador molecular un fragmento del gen COI
amplificado usando los mismos primers que los empleados en esta
investigacion (LCO1490 y HC0O2198), este autor recolectd 223 ejemplares
de U. cordatus en tres zonas: Amapa (al norte del rio Amazonas), Para y
Maranhdo (al sur del rio Amazonas) y Sao Paulo y Parana (en el sur de
Brasil). La zona al norte y al sur del rio Amazonas fue seleccionada a pesar
de su relativa cercania (200 km), debido a que el rio Amazonas pudo
representar la mayor barrera geografica tanto para juveniles, adultos, asi
como para la dispersion de las larvas. La zona al sur de Brasil disté mas de
5000 km de la zona al sur del Amazonas. De los ejemplares recolectados, se
extrajo muestras del masculo que se usaron para amplificar y secuenciar un
fragmento del gen COI de 600 pb. Estas secuencias fueron alineadas
mostrando 101 posiciones variables y ninguna brecha (gap) en el
alineamiento. La traduccién de la secuencia de nucléotidos usando el codigo
mitocondrial no mostr6 codones de detencion en la secuencia de
aminoacidos. Este autor también realizd la busqueda usando Nucleotide
Blast en la base de datos de GenBank encontrando que sus secuencias
tenian alta similaridad con las secuencias parciales de COI del cangrejo

Portunus trituberculatus (nUmero de acceso: AY303613) con una identidad
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de 84 %. Adicionalmente encontré similaridad con genes COIl de otros
crustaceos como Celuca pugilator AF466700, Munida sp. AY351029,
Gaetice depressus AF317339, Pseudocarcinus gigas AY562127,
Hemigrapsus oregonensis DQ022526.

Al analizar la diversidad genética Ewald (2006), encontré en 223 individuos
muestreados, 132 haplotipos distintos; 103 de los cuales fueron unicos, 27
aparecieron entre 2 a 5 veces, 1 parecido 9 veces; el haplotipo #H_3 fue el
mas frecuente estando presente en 35 individuos. El nUmero promedio de

diferencias nucleotidicas por parejas en 600 pb fue de 3,87 bp.

Respecto a la distribucién de la composicion nucleétida Ewald (2006) reporta
en su investigacion en diferentes poblaciones que ésta tuvo un alto
contenido de adenina y timina (AT) como se observa en muchos ADN
mitocondriales. La citosina ocurrid con una frecuencia de 20,75 %, la timina

con 33,10 %, la adenina con 29,8 % y la guanina con 16,35 %.

Los haplotipos hallados por Ewald (2006) fueron 24 para 43 individuos del
norte de Amazonas, 50 para 102 individuos en el sur del Amazonas y 41
para 78 individuos la del sur del Brasil. Las poblaciones del norte y el sur del
Amazonas compartieron 3 haplotipos, las del norte del Amazonas y del sur
del Brasil 5 y las del sur del Amazonas y sur del Brasil 6. Las 3 poblaciones
compartieron solo 4 haplotipos, siendo un unico haplotipo el #H_3 el mas

frecuente al ser encontrado en 35 individuos.

Las 3 poblaciones estudiadas por Ewald (2006) mostraron valores altos de
haplotipos (diversidad de genes H= 0,97) y diversidad nucleétida (11 = 0,0063
a 0,0065). Las poblaciones mostraron poca diferenciacion medida a través
del valor ®st que fue menor al 5 %, que se debe a una baja estructuraciéon
genética de las poblaciones (Wright 1978 citado por Hartl 1987). Los valores
mas altos fueron encontrados entre las poblaciones de la zona al norte del

Amazonas y la zona al sur de Brasil (0,0393).
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Ewald (2006) también evalu6 el grado de estructuracién genética dentro y
entre las poblaciones de U. cordatus usando AMOVA con diferentes
composiciones de grupos, la variabilidad mas alta se dio entre los individuos
de la poblacion (97,44 %), mientras que la variabilidad entre poblaciones fue
solo de 2,56 % con un ®st de 0,0256.

Ewald (2006) concluyé que en las poblaciones estudiadas usando un
fragmento del gen COI de U. cordatus, se hallé alta diversidad genética y
muy baja estructuracion genética poblacional, argumentando que el efecto
de la migracion (flujo génico) fue el factor homogenizador entre las
poblaciones; que dicha migracion se da en la etapa larval cuando éstas
salen al mar y son arrastradas por las corrientes; y que ni siquiera la
desembocadura del rio Amazonas fue una barrera geogréafica que pudiese

limitar el intercambio de larvas entre las diferentes zonas.

En todas las investigaciones en que se ha evaluado la diversidad genética y
la estructura genética poblacional en U. cordatus, se ha determinado que
poseen una alta diversidad genética y un bajo nivel de estructura genética
poblacional, esto contrasta con el caso de que la Unica investigacion
encontrada sobre diversidad genética en U. occidentalis (Ratti y Mufioz
2010) han indicado una diversidad baja. Sin embargo, lo mas probable es
que la diversidad sea alta dado que el flujo génico en estas especies es
asegurado por la exportacion de larvas que salen al mar y son arrastradas
por las corrientes asegurando una adecuada migracién lo cual incrementa
las posibilidades de mantener una diversidad genética mayor y disminuir la

estructuracion genética.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. Lugary periodo de ejecucion de la investigaci  6n.

La investigacion se realizo entre los meses de junio a julio de 2012 en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera de
la Universidad Nacional de Tumbes, ubicado en la localidad de Puerto

Pizarro en el distrito, provincia y regién de Tumbes.

3.2. Tipo y disefio de investigacion.

La investigacion fue de tipo basica y descriptiva, por cuanto se busco
determinar el valor de las variables independientes de interés: diversidad
poblacional y estructura genética poblacional; sin manipular dichas variables.

El disefio de investigacion fue no experimental y transversal puesto que la

evaluacioén de las variables se realizé en un solo momento.

3.3. Poblacién y muestra de estudio.

La poblacion en estudio correspondié a la poblacion de cangrejos del
manglar (Ucides occidentalis) que habitan el ecosistema de manglar de
Tumbes, que en base a los datos reportados por Ordinola, Montero y
Gonzales (2010) se pudo inferir que para el afio 2012, la poblacién podria se

de 57,5 millones.

Teniendo en cuenta que el interés de la investigacion fue determinar la
diversidad genética, la cual se evalla en principio mediante la frecuencia de
haplotipos, y teniendo como base el estudio realizado por Ratti y Mufioz
(2010) quienes encontraron una frecuencia de 10 % de haplotipos en U.
occidentalis en Guayaquil, se pudo inferir que la probabilidad de hallar
haplotipos (p) seria de 0,10 y aplicando la férmula para el tamafio de
muestra en base a proporciones y para poblaciones finitas se obtuvo el

siguiente tamafio muestral:



ZEN.p.q
n= s 7
(N-1).0"+ Z<p.q

Donde:

n = tamafio de muestra

Z = valor de la tabla normal con a = 5 %, equivale a 1,96.
N = tamafio poblacional: 57 500 000 cangrejos

0 = Error de estimacion: 0,10

p= Proporcion de haplotipos = 0,10

g= 1- p= 0,90

Al calcular el tamafio muestral se obtuvo: n = 35

Dado que la muestra se tomo en 3 zonas, y para tener un numero similar de
individuos muestreados para cada zona, se fijo en principio el tamafio de

muestra en 36 individuos (12 por cada una de las 3 zonas).

Las zonas de muestreo correspondieron a las 3 areas principales del
manglar de Tumbes, que son muestreadas periédicamente por el
Laboratorio Costero Tumbes del Imarpe y que son: zona norte (Zarumilla),

zona centro (Puerto Pizarro) y zona sur (Corrales).

De cada zona de muestreo se planific6 obtener 12 cangrejos, pero en
realidad se obtuvieron entre 18 a 19 cangrejos. Se sefala adicionalmente
que de cada zona de muestreo se seleccionaron 3 estaciones de recoleccion

como se especifica en la tabla 1 y la figura 2.
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Tabla 1. Ejemplares de U. occidentalis recolectados por estacién de

muestreo
Zona Canal de Coord geograficas Coord UTM Ejemplares
marea o isla Latitud Longitud X(m) Y(m) recolect.
Norte Zarumilla 03°26'36,5"S 80°16'05,2"0 581297 9619357 7
(Zarumilla)  ElAlgarrobo  03°26'44,6"S 80°15°49,4"0 581784 9619108 6
Isla Matapalo  03°26'19,8"S  80°16'43,3"0 580122 9619871 6
Centro Jeli 03°29'37,5"S 80°22'16,2"0 569846 9613807 6
(Puerto Isla EI Tanque 03°30'07,4"S 80°23'56,1"O 566763 9612891 6
Pizarro) El Monteo 03°30'53,0'S 80°25'16,4"0 564284 9611493 6
Sur La Chepa 03°33'50,1”S 80°31'31,2°0 552718 9606061 6
(Corrales)  Corrales 03°3311,77S 80°31'06,4" O 553483 9607240 6
Corrales 03°32°32,8"S 80°30'49,6"0 554002 9608434 6
Total 55
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Figura 2. Mapa del manglar tumbesino sefialando las 9 estaciones de

muestreo.
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3.4. Métodos.

3.4.1. Obtencion de ejemplares de U. occidentalis

3.4.2.

Las estaciones de muestreo fueron ubicadas con la ayuda de un
GPS. La recoleccion de cangrejos U. occidentalis se realizo en el
periodo en que la marea bajaba y estuvo a cargo de un recolector
(cangrejero) experimentado. De cada estacion de muestreo se
obtuvo 6 cangrejos U. occidentalis, a excepcién de la estacion 1
del canal de marea de Zarumilla en que se obtuvo 7. Los
cangrejos de manglar fueron colocados dentro de bolsas de pafio
anchovetero (jicras) etiguetadas adecuadamente. Los cangrejos
recolectados fueron llevados al Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ingenieria Pesquera para la extraccion de

muestras de hemolinfa y masculo.

Obtencion de muestras de hemolinfade  U. occidentalis

Se obtuvo muestras de hemolinfa de cada uno de los ejemplares
de Ucides occidentalis recolectados, para lo cual se siguié una
metodologia modificada basada en la empleada por Ratti y Mufioz
(2010), que consistié en tomar la hemolinfa de cada individuo por
medio de una puncién con jeringuilla de 5 ml, conteniendo
1 ml de solucién de citrato de sodio al 10 %, pH 7,5 en las
articulaciones de los quelipedos. Se retird 1 ml de hemolinfa de

cada individuo.

Se colocé 1 ml de la hemolinfa de cada cangrejo en su respectivo
microtubo eppendorf de 1,5 ml el que fue rotulado indicando la
zona de extraccion y el niumero de ejemplar; la hemolinfa fue

colocada en un congelador para su posterior procesamiento.
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3.4.3.

3.4.4.

Obtencion de muestras de musculo de  U. occidentalis

Se obtuvo muestras del musculo de los ejemplares de Ucides
occidentalis recolectados, para lo cual se extrajo de cada ejemplar
uno de los peribpodos o quelipodos y de estos se extrajo una
cantidad aproximada de 0,1 g del musculo utilizando un bisturi.

La muestra de musculo se colocd en su respectivo microtubo
eppendorf de 1,5 ml conteniendo 1 ml de alcohol etilico al 95 %.
El microtubo fue rotulado indicando la zona de extracciéon y el
namero de ejemplar para luego ser colocado en un congelador

para su posterior procesamiento.

Extraccion de ADN

Las 110 muestras obtenidas (1 de hemolinfa y 1 de musculo de
cada uno de los 55 ejemplares muestreados) fueron procesadas

para extraer el ADN, de acuerdo al siguiente protocolo:

Los tubos eppendorf conteniendo las muestras de hemolinfa
fueron centrifugados a 13 000 rpm durante 3 min en una
centrifuga marca Sigma modelo 1-15K, la centrifugacion tuvo
como finalidad sedimentar los hemocitos. Luego, de cada uno de
los tubos eppendorf se retird el sobrenadante dejando en el tubo
eppendorf los hemocitos sedimentados a los que luego se agrego

500 pl de solucion CTAB y se homogenizo.
En el caso de los tubos conteniendo muestras de musculo, éstos
fueron homogenizados dentro sus mismos tubos, usando

maceradores de acero esterilizados.

Ambos tipos de muestras: hemolinfa y muasculo posteriormente

fueron procesados como sigue:
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Se agregd 2 pl de proteinasa K (895 U/ml; 19,6 mg/ml marca
Fermentas) a cada uno de los microtubos eppendorf, se les
colocd seguros metélicos en sus tapas para evitar que éstas se
abran con el calor, luego se les incub6 en un equipo de bafio
maria marca Bionet modelo BM5, a 55 °C durante 2 h. Pasado
este tiempo se retiraron los tubos eppendorf y se les adicion6 1 pl
de ARNasa a cada uno. Los tubos eppendorf fueron nuevamente
incubados a 55 °C en el bafio maria durante 10 min. Transcurrido
dicho tiempo se agregé a cada tubo eppendorf: 300 ul de fenol
saturado marca Invitrogen y 300 pl de cloroformo/alcohol isoamil

marca Merck, y se centrifugd a 13 000 rpm durante 10 min.

En cada uno de los tubos eppendorf centrifugados se formaron 3
fases; la fase superior (el sobrenadante) se recuperd y se coloco
en un nuevo tubo eppendorf etiquetado de la misma manera que
el tubo original. Luego se agregdé a cada uno de estos nuevos
tubos, solucion de cloroformo/alcohol isoamil en igual proporcion
que el sobrenadante recuperado, y se centrifugd a 13 000 rpm

durante 10 min.

De cada tubo eppendorf centrifugado, se recuperd cierto
volumen del sobrenadante (no menos de 150 pl) que fue colocado
en un nuevo tubo eppendorf etiquetado de la misma manera que
el tubo del que se retird el sobrenadante; en cada uno de estos
nuevos tubos se adiciond alcohol al 95 % helado, en cantidad
equivalente al doble del volumen del sobrenadante recuperado.
Se homogenizé el contenido de cada tubo eppendorf y se
centrifugé a 13 000 rpm durante 10 min; luego de lo cual se
observd que en el fondo de cada tubo eppendorf se formé un
pellet de ADN. Se elimind el liquido sobrenadante, dejando el
pellet en el fondo del tubo eppendorf, luego se le agregd 1 ml de
etanol al 75 % para realizar el lavado del ADN. Se centrifug6 los
tubos eppendorf a 10 000 rpm durante 2 min y se descarté el

sobrenadante, dejando el pellet de ADN con la menor cantidad
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posible de liquido. Posteriormente se dejo secar el pellet de ADN
manteniendo el tubo eppendorf destapado en una gradilla a
temperatura ambiente durante al menos 10 min. Finalmente se
resuspendio el pellet de ADN en 50 ul de solucion TE 1X y se

almacend en un congelador vertical a -20 °C.

3.4.5. Amplificacion del fragmento del gen COI por PCR.

De las 110 muestras de ADN extraidas, se seleccionaron 56
muestras para amplificar el fragmento del gen COI, para ello se
tomaron de 5 a 8 muestras de ADN de la hemolinfa por cada
estacibn de muestreo y en el caso de la zona de Corrales,

también se seleccionaron 2 a 3 muestras de ADN del muUsculo.

Luego se calculd el nimero de reacciones necesarias para
realizar la amplificacion, siendo éste el nUmero de muestras de
ADN extraido que se debié amplificar al que se le adicioné una
reaccion mas para el control negativo y otra para el control
positivo. El volumen de mix (mezcla de reactivos) para realizar la
amplificacion se obtuvo multiplicando el niamero de reacciones
antes calculado por los volimenes de reactivos que se

especifican en la tabla 2.

Tabla 2. Volumen de reactivos para preparar el mix necesario
para una reacciéon de la PCR

Reactivo Volumen(ul)

Agua ultra pura 16,75
Solucién buffer 10X PCR RXn buffer (no incluye MgCly) 2,50
marca Invitrogen
MgCl, (10 mM marca Invitrogen) 2,50
Mix de dNTP (desoxinucledtidos trifosfato) (10 mM marca 0,50
Fermentas)
BSA (albumina de suero bovino) 1,00
Primer directo LCO1490 (10 pMol/pl) 0,50
Primer inverso HC0O2198 (10 pMol/ul marca Fermentas) 0,50
Tag polimerasa (5 U/ ul marca Invitrogen) 0,25

Total 24,50
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3.4.6.

La amplificacion del ADN se realiz6 en un termociclador marca
Techne modelo FTC3102D programado como se aprecia en la
tabla 3:

Tabla 3. Programacién del termociclador

Fase Temperatura Tiempo NL'm.1ero
(°C) de ciclos
Pre desnaturalizacion 95 5 min 1
Amplificacion 40
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 50 45 s
Polimerizacion 72 1 min
Polimerizacién final 72 7 min 1

Electroforesis.

Las 56 muestras en las que se realizd la amplificaciéon del
fragmento del gen COI mediante PCR, fueron sometidas a la
electroforesis a fin de verificar si hubo o no amplificacion, para lo

cual se siguio el siguiente protocolo:

La migracién de los amplicones se realizo en geles de agarosa al
2 % conteniendo 5 ul de bromuro de etidio, se utiliz6 como
tampon de migracion, 120 ml de TAE 1X y 2 pl de tampon de
depdsito al cual se agregd 10 ul de cada amplicon procedentes de

la PCR. La migracion se realiz6 a 68 V durante 30 min.
Los geles fueron visualizados utilizando un transiluminador marca

UVP modelo White/UV, luego se realizaron fotografias digitales

del mismo.
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3.5.

3.6.

3.4.7. Secuenciacion del ADN.

De las 56 muestras de ADN que se procesaron en la PCR, 52
fueron exitosamente amplificadas, de estas Ultimas se
seleccionaron 45 para ser enviadas para el secuenciamiento del
ADN, para lo cual se retir6 20 pl del producto obtenido por
amplificacion en la PCR y de los primers correspondientes, estos
fueron colocados en tubos eppendorf de 0,5 ml y empacados en
hielo seco para ser enviados a la empresa Macrogen en Maryland
(EE.UU.) la que brindé el servicio de secuenciamiento del ADN.

Los resultados del secuenciamiento del ADN realizado por
Macrogen fueron recibidos via email; de las 45 muestras

enviadas, solo 42 pudieron ser secuenciadas adecuadamente.

Recoleccion de datos.

De cada uno de los 55 ejemplares de U. occidentalis recolectados se
registro: zona y estacion de muestreo, asi también, en el caso de las 42
muestras de ADN que fueron secuenciadas exitosamente, se registro la
correspondiente secuencia de ADN del fragmento del gen COI
amplificado. Estos datos se colocaron en una hoja de Excel.

Procesamiento y analisis de datos.

Las 42 secuencias nucleotidicas del fragmento del gen COI
correspondientes a ejemplares de U. occidentalis, fueron alineadas entre
si utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software Mega
version 5 (Tamura et al. 2011).

Posteriormente se alined dichas secuencias contra 2 secuencias
reversas complementarias de cadenas antisentido del fragmento del gen
COlI de U. occidentalis (nameros de acceso de GenBank: JX524479 y
JX524480) dichas secuencias fueron amplificadas utilizando los primers

de Folmer et al. (1994) y se obtuvieron en un analisis previo realizado
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por el autor a 2 ejemplares de U. occidentalis en octubre de 2011. La
alineacién contra estas 2 secuencias permitio descartar nucle6tidos no
confiables en el extremo 3 y 5 de las secuencias investigadas,

guedando reducidas cada una de las 42 secuencias de ADN a 543 pb.

Las secuencias fueron analizadas en Mega 5 y DnaSP 5.0, para

determinar la composicion nucleotidica.

Las secuencias recortadas y alineadas fueron verificadas contra la base
de datos de GenBank (ftp:/ftp.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) utilizando el
software en linea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
(Zhang et al. 2000), buscando verificar si dichas secuencias tuvieron
similitud con fragmentos del gen COI de organismos emparentados que
estuvieron registrados en dicha base de datos.

A continuacion las secuencias alineadas en Mega 5 fueron exportadas
en formato mega y analizadas usando DnaSP 5.0 obteniendo el numero
de haplotipos (Nh), la diversidad de haplotipos (h), la diversidad
nucléotida (1), estos mismos datos fueron exportados a GenAlex 6
(Peakall and Smouse. 2006) de donde se obtuvo la matriz de distancia
genética de Nei (Nei and Li 1979; Nei and Tajima 1981; Nei 1987 citado
por Thaewnon et al. 2004).

La existencia de estructura genética poblacional se evalu6 comparando
la varianza genética entre y dentro de poblaciones haciendo uso del
analisis molecular de varianza (AMOVA), asi también se evalu6 la
correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica mediante
el test de Mantel, ambos andlisis se procesaron utilizando el software

GenAlex version 6 (Peakall and Smouse. 2006).

Las 42 secuencias del fragmento del gen COI de U. occidentalis figuran
en el anexo 1. Estas fueron enviadas a GenBank, habiéndoles sido
asignado los numeros de acceso: JX564556 - JX564597 (tabla 12 del

anexo 2).
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4.

RESULTADOS

4.1) AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DEL GEN COI

En la tabla 4 se observa el nimero de muestras de ADN que fueron
extraidas de hemolinfa y musculo de U. occidentalis, asi como aquellas
gue fueron amplificadas exitosamente y las que no lo fueron. La mayor
parte de las muestras (52 de 56) pudieron ser amplificadas
exitosamente, mientras que sélo 4 no pudieron serlo. Se debe
mencionar que en el caso de la zona de Corrales, se migraron
muestras del fragmento del gen COI aisladas de la hemolinfa y del
musculo mientras que en el resto de las zonas (Zarumilla y Puerto

Pizarro) solo se realiz6 la migracion con muestras de hemolinfa.

Tabla 4. Muestras de ADN de U. occidentalis, extraidas, amplificadas y

no amplificadas segun lugar de muestreo

N ° de muestras de ADN

Zona Canal de marea  Codigo  Extraidas ~ Amplificadas No
oisla exitosamente  amplificadas

Norte Zarumilla 7z 6 6 0
(Zarumilla)  El Algarrobo ZA 6 5 1
Isla Matapalo M 6 6 0

Centro Jeli PJ 5 5 0
(Puerto Isla El Tanque PT 5 5 0
Pizarro) El Monteo PM 5 5 0
Sur La Chepa CP 8 7 1
(Corrales)* Corrales Cc.l1 8 6 2
Corrales C.2 7 7 0

Total 56 52 4

* En el caso de las muestras de la zona de Corrales, se amplificé muestras de
hemolinfa y de muisculo

En la figura 3, se observan los geles de agarosa en los que se realizd
la migracion de los amplicones (fragmentos de ADN amplificado de
aproximadamente 681 pb a 691 pb) obtenidos de las muestras de ADN
de cada una de las zonas de muestreo. En la figura, Los codigos de las
muestras corresponden a aquellos que se hallan en la tabla 4, mientras
que el nimero que acompafa a dichos codigos indica el numero de

individuo que fue recolectado en dicha zona. Se aprecia que en la



mayoria de muestras migradas (52 de 56) hay una banda fluorescente
indicando la presencia de un amplicon, sin embargo, hay 4 muestras
que no fueron amplificadas y no migraron (careciendo de banda
fluorescente), es el caso de las muestras ZM3 (individuo 3 de la Isla
Matapalo en Zarumilla), C1.2 (individuo 2 de la estacién 1 en Estero
Corrales), C1.3 (individuo 3 de la estacion 1 en Estero Corrales), CP1
(individuo 1 del estero La Chepa en Estero Corrales). En la misma
figura las muestras etiquetadas con codigos subrayados corresponden
a muestra de ADN obtenidos del musculo, mientras que los cédigos no
subrayados corresponden a muestras de ADN de la hemolinfa.

IA1 ZA2 ZIA3 IAA IA5 ZAG ZI'III!II:IIIME IM6 m 2 I3 4 O5 T6 G+

PJ1 PJ3 PJ5 PM1 PM3 PM5 PT1 PT3 PT4 PTS5 PJ2 PJ4 PM2 PM4 PT2

e —
GP3 G+ [-

Figura 3. Geles de agarosa mostrando los amplicones de aproximadamente 681 pb a
691 pb correspondientes al fragmento del gen COIl amplificado de 48 cangrejos (U.
occidentalis). Los codigos estan compuestos por el primer caracter que indica la zona:
P=Puerto Pizarro, C=Corrales, Z= Zarumilla; el 2do caracter indica la estacion de
muestreo. Los codigos subrayados indican muestras obtenidas del muisculo y los no
subrayados, muestras obtenidas de la hemolinfa. C+ es el control positivo y C- el
control negativo.



4.2. VERIFICACION DE LA IDENTIDAD DEL FRAGMENTO DEL GEN
COl

En la tabla 5, se aprecian los principales parametros que caracterizan a
las 42 secuencias de ADN de U. occidentalis alineadas y procesadas,
estas tuvieron una longitud de 543 pb y dentro de estas se encontrd
501 posiciones invariables o monomorficas siendo las restantes 42
posiciones de tipo variables o polimérficas. Es importante sefalar que
no se detectd ningin gap o brecha en la alineacion, lo cual es un
indicador de una adecuada alineacion. En esta misma tabla se muestra
gue la composicién porcentual de nucleétidos de las secuencias indica
un bajo nivel de citosina y guanina y un nivel mas elevado de adenina y

timina.

En la tabla 5 también se aprecia que la secuencia del fragmento del
gen COI codifica para un polipéptido de 180 pb y no tiene ningan coddn
de detencion, lo que indica que es muy probable que la secuencia
codifique para algun tipo de proteina.

Tabla 5. Caracteristicas de las secuencias del fragmento de COI de U.

occidentalis

Parametro Valor
Longitud en pares de bases (pb) 543
Posiciones invariables (monomarficas) 501
Posiciones variables (polimorficas) 42
Numero de gaps (brechas) 0

Composicién porcentual de nucleétidos

Porcentaje de adenina (A) 30,3
Porcentaje de citosina (C) 20,7
Porcentaje de guanina (G) 15,4
Porcentaje de timina (T) 33,5

Polipéptido traducido
Longitud (nimero de aminoacidos) 180
Codones de detencion (stop codons) 0
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En la Tabla 6, se observa el resultados de la basqueda de las 42
secuencias de 543 pb de ADN correspondientes al fragmento del gen
COIl de U. occidentalis en la base de datos del GenBank, aqui se
aprecia que todas las secuencias que tienen la mayor similaridad con
las secuencias de ADN obtenidas en esta investigacion, corresponden
a fragmentos del gen COI o del genoma mitocondrial, del cual forma
parte también dicho gen, con lo que se tiene que las secuencias

amplificadas de U. occidentalis correspondieron al gen COI.

Tabla 6. Secuencias de ADN de la base de datos de GenBank que
presentan el mayor indice de identidad (%) con las 42 secuencias de

ADN del fragmento del gen COI de U. occidentalis

Especie Zona del ADN Identidad (%)
Neosarmatium meinerti Fragmento del gen COI 87
Xenograpsus testudinatus  Genoma mitocondrial completo 86
Xanthias teres Fragmento del gen COI 86
Uca arcuata Fragmento del gen COI 86
Uca sp. Fragmento del gen COI 86
Uca argillicola Fragmento del gen COI 86
Uca herradurensis Fragmento del gen COI 85
Uca lactea lactea Fragmento del gen COI 85
Uca vocator Fragmento del gen COI 85
Uca insignis Fragmento del gen COI 86
Uca herradurensis Fragmento del gen COI 85

De igual manera se aprecia en dicha tabla que la especies registradas
en la base de datos y cuyas secuencias de ADN que tuvieron mayor
similitud con las secuencias evaluadas, corresponde a crustaceos
braquiuros, la mayoria de los cuales son del género Uca
correspondiente a la familia Ocypodidae, que es la misma familia a la

cual pertenece U. occidentalis.
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4.3) DIVERSIDAD GENETICA POBLACIONAL

Los parametros de diversidad genética obtenidos en base a las 42
secuencias del fragmento del gen COI de U. occidentalis se muestran
en la tabla 7, aqui se aprecia un numero particularmente elevado de
haplotipos: 30, teniendo en cuenta que el numero de individuos
analizados fue de solo 42, esto indica una alta variabilidad, de igual
manera se aprecia que el haplotipo mas frecuente sélo se ha hallado
en 6 individuos de los 42 muestreados con una frecuencia de 14,29 %,

lo cual demuestra un alto nivel de polimorfismo de U. occidentalis.

Respecto a la diversidad medida a nivel de nucleétidos, se aprecia en
la tabla 7 que el promedio de diferencias nucleotidas fue de 4,396
nucledtidos en la secuencia de 543 pb. La diversidad nucléotida (1) fue
de 0,00810, estos valores también muestran un alto nivel de diversidad

en el fragmento del gen COI de U. occidentalis evaluado.

Tabla 7. Principales pardmetros de diversidad genética obtenidos en

base a las 42 secuencias del fragmento del gen COI de U. occidentalis

Parametro Valor
Haplotipos
Numero de haplotipos (h) 30
Numero de individuos con el haplotipo mas frecuente 6
Frecuencia (%) del haplotipo mas frecuente 14,29
Diversidad de haplotipos (Hd) 0,9721
Nucleotidos
Numero promedio de diferencias en nucleotidos 4,396
Diversidad nucledtida (1) 0,00810

En la tabla 8, por su parte, se muestra la distribucién de los haplotipos
segun las zonas evaluadas. Como se observa, so6lo 3 haplotipos (Hap2,
Hap3 y Hap5) estan presentes simultaneamente en las 3 zonas de
estudio; mientras que sélo 2 haplotipos estan en 2 zonas (Hap6 en las
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zonas de Zarumilla 'y Corrales, y Hap9 en las zonas de Puerto Pizarro y
Corrales), el resto de haplotipos (25) se hallan distribuidos en una sola
zona muestreada. Los sitios variables que diferencian a los haplotipos

se muestran en la tabla 13 del anexo 3.

Tabla 8. Frecuencia de haplotipos del gen COI en U. occidentalis

segun zona de muestreo

Frecuencia
Zona centro
Zona norte Puerto Zona sur
Zarumilla Pizarro Corrales Total

Haplotipo N° % N° % N° % N° %

Hapl 0 0,00 0 0,00 1 7,69 1 2,38
Hap2 1 5,88 1 8,33 1 7,69 3 7,14
Hap3 1 5,88 2 16,67 3 23,08 6 14,29
Hap4 0 0,00 0 0,00 1 7,69 1 2,38
Hap5 1 5,88 1 8,33 1 7,69 3 7,14
Hap6 1 5,88 0 0,00 1 7,69 2 4,76
Hap7 0 0,00 0 0,00 1 7,69 1 2,38
Hap8 0 0,00 0 0,00 2 15,38 2 4,76
Hap9 0 0,00 1 8,33 1 7,69 2 4,76
Hapl10 0 0,00 0 0,00 1 7,69 1 2,38
Hapll 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl2 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hap13 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl4 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl5 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl6 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl7 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 2,38
Hapl8 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap19 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap20 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap21 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap22 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap23 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap24 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap25 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap26 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap27 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap28 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap29 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Hap30 1 5,88 0 0,00 0 0,00 1 2,38
Total 17 100,00 12 100,00 13 100,00 42 100,00

Adicionalmente analizando la tabla 9, donde se muestra la distancia
genética de Nei calculada para cada estacion de muestreo, se observa
que ésta varié de 0,001 a 0,005 (descartando las distancias de 0 que
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representan la distancia genética para la misma estacion de muestreo),

estos valores son bastante bajos. La mayor distancia genética se

encontrd entre la estacion de muestreo de El Jeli (en la zona de Puerto

Pizarro) y la estaciéon de muestreo 1 del estero Corrales (en la zona de

Corrales).

Tabla 9. Matriz de distancia genética de Nei segun zona y estacion de

muestreo.

Zona Norte (Zarumilla)

Zona Centro (Puerto Pizarro)

Zona Sur (Corrales)

El Isla Monteo- Isla El Corrales Corrales La Estaciones de
Algarrobo Matapalo Zarumilla ElJeli LaRamada tanque 1 2 Chepa muestreo
0,000 El Algarrobo
0,001 0,000 Isla Matapalo
0,002 0,002 0,000 Zarumilla
0,002 0,001 0,002 0,000 El Jeli
Monteo-La
0,003 0,001 0,002 0,003 0,000 Ramada
0,003 0,001 0,001 0,002 0,002 0,000 Isla EI Tanque
0,002 0,001 0,001 0,005 0,001 0,001 0,000 Corrales 1
0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,000 Corrales 2
0,002 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002 0,003 0,001 0,000 LaChepa
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4.4) ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

El nivel de estructuracion genética poblacional de U. occidentalis
medido a través de un fragmento del gen COI se observa en la tabla 10,
como se aprecia la variabilidad genética se encuentra distribuida en un
96 % en las variaciones de los individuos dentro de las poblaciones, en
un 4 % entre las poblaciones, consideradas para este caso como las
estaciones de muestreo y no existiendo variabilidad cuando se compara
las 3 zonas de muestreo. Esto indica que la mayor variabilidad se halla
distribuida uniformemente entre los individuos dentro de las poblaciones

y la estructuracion genética poblacional es muy baja.

Tabla 10. Analisis de varianza molecular de U. occidentalis utilizando
como marcador el gen COI.

Grado Porcentaje
de Sumade Cuadrados Variacion de la

Fuente libertad cuadrados medios estandar  variabilidad

Entre regiones (Zonas) 2 2,739 1,369 0,000 0
Entre poblaciones

(estaciones de muestreo) 6 15,530 2,588 0,088 4

Dentro de las poblaciones 33 71,850 2,177 2,177 96

Total 41 90,119 2,266 100

En la tabla 11 se aprecia el test de Mantel basado en 9999
permutaciones, que evalla la correlacion entre las distancias genéticas
(medidas en base al fragmento del gen COIl) y las distancias
geogréficas de cada uno de los 42 ejemplares de U. occidentalis
evaluados, como se observa el coeficiente de correlacién de Pearson
es casi igual a cero(r = -0,035) indicando la no existencia de correlacion
entre la distancia geografica y la distancia genética evaluada. Este valor
es estadisticamente significativo puesto que la probabilidad de que se
halla obtenido por fluctuacion aleatoria es demasiado alta (P(ryy - ateatorio >=
Ixy - data) = 0,18.
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Tabla 11. Test de Mantel para evaluar la correlacion entre la matriz de
distancia geogréfica (x) y la matriz de distancia genética (y).

Suma de Sumade Sumade Coeficiente de
cuadrados cuadrados productos Pearson para x

de x dey de xy ey (rxy) P(ryy - aleatorio >= Iy - data)
105651,022 294905 -197,379 -0,035 0,180

En la figura 4 se muestra un diagrama de puntos de las matrices de
distancia geografica (eje x) y distancia genética (eje y), los puntos
ploteados son en total 861 que corresponden a la combinacién por

parejas de cada uno de los 41 ejemplares muestreados.

Sobre dicho diagrama de puntos se ha ploteado la recta de regresion
que como se observa tiene un coeficiente de determinacién (R%) de
0,0013 y muestra que no hay ningun tipo de asociacién entre las
matrices. Los puntos se observan que forman 3 nubes, estas
corresponde a las distancias calculadas por parejas para las 3 zonas de

muestreo (Zarumilla, Puerto Pizarro y Corrales).
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Figura 4. Diagrama de dispersién de las matrices de distancia geografica y distancia
genética. Se muestra la recta de regresibn de ambas matrices y el coeficiente de
determinacion (R?) el cual indica la no existencia de correlacién entre ambas matrices.
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DISCUSION

La amplificacion del fragmento del gen COI en muestras de hemolinfa y
musculo de U. occidentalis fue exitosa, habiendo sido posible amplificar 52
de las 56 muestras de ADN extraido; esto es consistente con el éxito que se
reporta para la amplificacion de fragmentos del gen COI utilizando los
primers de Folmer et al. (1994), es por ello que estos se han designado
como primers universales, por su capacidad de amplificar el gen COI en una
gran variedad de invertebrados, como el cangrejo verde Carcinus maenas
(Roman and Palumbi 2004), el cangrejo de rio Potamonautes perlatus
(Daniels 2003), el cangrejo de rio Austropotamobius torrentium (Schubart
and Huber 2006) la langosta espinosa de California Panulirus interruptus
(Garcia and Pérez 2006) e incluso en el cangrejo del manglar brasilefio U.
cordatus (Ewald 2006).

Las secuencias de ADN amplificadas y alineadas tuvieron una longitud de
543 pb poseyendo 501 posiciones invariables o monomorficas, 42
posiciones polimérficas y no teniendo ninguna brecha o gap en las mismas;
al respecto es adecuado precisar que en el caso del estudio realizado por
Ewald (2006), quien estudio la diversidad y estructura genética poblacional
del cangrejo del manglar brasilefio (Ucides cordatus) utilizando un fragmento
del gen COI amplificado con los primers de Folmer et al. (1994), el mismo
gue obtuvo secuencias de ADN de aproximadamente 600 pb de longitud, las
cuales mostraron 489 posiciones invariables (monomorficas) y 101
posiciones variables (polimérficas), tampoco hubieron brechas o gaps en las
secuencias investigadas. Los datos reportados por Ewald (2006) muestran
ciertas diferencias con respecto a lo encontrado en este estudio, lo cual es
justificable teniendo en cuenta que no se tratan de organismos de la misma
especie sino de especies distintas, sin embargo, y tal como lo precisé Ewald
(2006), el numero relativamente alto de posiciones variables (polimérficas)
asegura una mayor diversidad y la no existencia de brechas o gaps son un
buen indicador de que las secuencias son congruentes en sus

alineamientos.



La composicién porcentual de nucleotidos de las secuencias del gen COI de
U. occidentalis evaluadas en esta investigaciéon fueron adenina: 30,3 %,
citosina: 20,7 %, guanina: 15,4 % y timina: 33,5 % estos valores son muy
similares a la composicion porcentual del mismo fragmento del gen COI en
U. cordatus reportada por Ewald (2006) que fue adenina: 29,8 %, citosina:
20,75 %, guanina: 16,35 % y timina: 33,1 %, que muestra menos de 1 % de
diferenciacion en la composicién nucleétida, la composicién del gen COI
también es bastante similar con otros crustaceos como es el caso del
cangrejo de rio Potamonautes perlatus cuyo gen de COI contiene 35,88 %
de adenina, 13,33 % de adenina, 21,52 % de guanina y 29,21 % de timina
(Daniels 2003) y del anfipodo Echinogammarus ischnus, que tuvo 26,6 % de
adenina,34,9 % de timina, 20,7 % de citosina'y 17,8 % de guanina (Cristescu
et al. 2004), esto muestra que el gen COIl es bastante constante en su

composicion nucleétida entre los crustaceos.

Respecto a la identidad del fragmento del gen COI en las muestras de U.
occidentalis, este mostré una similitud de 85 % a 87 % con el gen COI de
otros cangrejos entre ellos varios del género Uca que corresponde a la
misma familia (Ocypodidae) que U. occidentalis, estos valores de similitud
son bastante parecidos a los reportados por Ewald (2006) para el gen COI
de U. cordatus quien encontré similaridad con genes COIl del cangrejo
Portunus trituberculatus (nUmero de acceso en GenBank: AY303613) con
una identidad de 84 % asi como con otros crustaceos (Celuca pugilator
AF466700, Munida sp. AY351029, Gaetice depressus AF317339,
Pseudocarcinus gigas AY562127, Hemigrapsus oregonensis DQ022526).

La diversidad genética de U. occidentalis fue alta, lo que se expresa a través
de un elevado numero de haplotipos (30 de 42) y del hecho de que existe
polimorfismo en este gen, pues el haplotipo mas frecuente (Hap3) tuvo una
frecuencia de 14,29 %, que es bastante menor que el porcentaje minimo
para declarar monomorfismo que se ha fijado en 95 % (Gonzéalez 2008). El
polimorfismo es bastante frecuente en el gen COI como lo han determinado

investigaciones como las realizadas por Lapegue et al. (2004), quienes

49



encontraron que ninguno de los haplotipos determinados mediante la
evaluacion del gen COIl en la ostra portuguesa (Crassostrea angulata)
sobrepaso el 95 % de frecuencia, con lo que existio polimorfismo; un hecho
similar es el reportado por Ewald (2006) en U. cordatus quien sefiala que el
haplotipo més frecuente al analizar las secuencias del gen COI alcanz6 una
frecuencia de 15,7 % con lo que estuvo muy por debajo del 95 % y por lo

tanto se determiné polimorfismo para dicho gen.

Respecto a la diversidad de haplotipos (Hd) en el caso de esta investigacion,
U. occidentalis alcanzé una Hd = 0,9721 lo que indica una alta diversidad, en
forma parecida Stepien et al. (2001) encontraron también alta diversidad
haplotipica evaluada en el gen COI en el bivalvo Congeria kusceri la cual
alcanzo el valor de 0,66; en el caso de la investigacién realizada por Ewald
(2006), en el gen COI de U. cordatus la diversidad de haplotipos fue de 0,97,
siendo muy similar a la encontrada para U. occidentalis en esta investigacion
(0,9721), todos estos resultados muestran que la alta diversidad de

haplotipos el gen COI es posible en invertebrados.

Otra forma de medir la diversidad genética, es a través de la evaluacion de
la diversidad nucléotida (1) que para el caso de la presente investigacion
alcanzé el valor de 0,00810 (0,8 %) para el gen COI de U. occidentalis; otras
investigaciones también han hallado valores similares en otros
invertebrados, cabe sefialar a Ewald (2006) quien obtuvo una diversidad
nucléotida (11) de 0,0063 a 0,0065 en U. cordatus.

Los pardmetros de diversidad antes mencionados indican una alta diversidad
genética en U. occidentalis, lo cual concuerda con varias investigaciones
realizadas sobre otros invertebrados y cangrejos, siendo particularmente

similar en el cado del estudio realizado por Ewald (2006) en U. cordatus

Respecto a la estructura genético poblacional de U. occidentalis, en este
estudio usando AMOVA se ha determinado que esta es muy baja, pues del
100 % de variabilidad genética, 96 % se da entre los individuos dentro de las

poblaciones y so6lo 4 % de variabilidad se justifica por las diferencias entre
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poblaciones, con lo que se concluye que las poblaciones en las zonas de
muestreo estudiadas son bastante similares y poseen baja estructuracion
genética, estos resultados concuerdan con los realizados por investigadores
como Britto et al. (2011) quienes reportaron una baja estructuracién
poblacional en U. cordatus evaluada mediante microsatélites al determinar
que 92,2 % de la variabilidad genética se debia a las diferencias entre
individuos y solo el 7,8 % restante se justificaba por las diferencias entre
poblaciones; de igual manera el trabajo realizado por Ewald (2006) en U.
cordatus usando el gen COI muestra que el 97,44 % de la variabilidad
genética se halla entre los individuos dentro de las poblaciones con lo que

concluye que existe baja estructuracion genética poblacional.

Los trabajos realizados por varios investigadores (Ewald 2006; Oliveira 2009;
Cottens 2009; Britto et al. 2011) respecto a la estructura genético poblacional
de U. cordatus en Brasil, han puesto de manifiesto invariablemente la baja
estructuracion genética poblacional de este cangrejo, tanto Ewald (2006)
como Oliveira (2009) han mostrado que incluso poblaciones de cangrejos
muy distantes (alejadas por mas de 4500 km en la costa del Brasil) muestran
poca variabilidad genética entre sus poblaciones, incluso esto se da entre
poblaciones que se encuentran a ambos lados de la desembocadura del rio
Amazonas que podria suponer una barrera geografica importante para dicha
especie, estos autores justifican la falta de estructuracion genética
poblacional debido al flujo génico que se desarrolla por el transporte de

larvas.

La carencia de estructura genética poblacional es explicado también por
Britto et al. (2011) argumentando que se debe al flujo génico originado por la
eficiente dispersion larval de U. cordatus, pues mientras que los estadios de
zoea | y zoea Il de este cangrejo son eurihalinos, los siguientes no lo son y
es por ello que las larvas se ven obligadas a salir a mar abierto. Las larvas
permanecen alli por espacio de 20 a 69 dias (dependiendo de la temperatura
y salinidad) hasta que se trasforman en megalopas, mientras que estan en
mar abierto las larvas pueden ser trasportadas por las corrientes (cuya

velocidad es de 0,6 a 1,0 m/s) varios miles de kilbmetros en un solo mes lo
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que permite un intercambio efectivo de genes portados por las larvas, de
esta misma opinion es Cottens (2009) quien sefiala que las poblaciones de
U. cordatus estan conectadas por flujos de larvas por lo que se denominan
metapoblaciones meroplancténicas, pues a pesar de que los adultos no se
cruzan directamente pueden presentar una elevada similaridad genética con

la consecuente carencia de estructura genética poblacional.

El andlisis de Mantel realizado a U. occidentalis ha mostrado que la distancia
genética no esta relacionada con la distancia geografica, este hecho es
respaldado por trabajos como los de Ewald (2006); Oliveira (2009); Cottens
(2009); Britto et al. (2011) quienes han reportado que poblaciones de U.
cordatus distantes mas de 4500 km se muestran genéticamente similares,
con lo cual evidencian que la distancia geografica no es un factor que influya

en la diferenciacion genética tanto de U. cordatus como de U. occidentalis.

De lo antes sefalado se concluye que existe baja estructura genética
poblacional en U. occidentalis y que este hecho es compatible con los
resultados mostrados por otros investigadores para una especie muy
emparentada como es U. cordatus, de igual manera se demuestra que no
existe relacion entre la distancia geografica y la distancia genética en U.

occidentalis.
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6. CONCLUSIONES

1. La diversidad genética de U. occidentalis evaluada a través de un
fragmento del gen COI en los manglares de la regiébn Tumbes el afio
2012 es muy alta de acuerdo a los principales indicadores de diversidad

evaluados.

2. La estructura genética poblacional de U. occidentalis evaluada a través
de un fragmento del gen COI en los manglares de la region Tumbes el
afo 2012 fue baja segun el AMOVA realizado.

3. El test de Mantel, demuestra que no existe correlacién entre la distancia

geogréfica de las zonas de estudio y la distancia genética observada.



7. RECOMENDACIONES

1. Continuar con los estudios genéticos sobre U. occidentalis y otros
recursos de importancia en la region Tumbes, pues los estudios
realizados sobre el particular son demasiado escasos. En particular se
deberia continuar la investigacion empleando otros genes que permitan
evaluar la diversidad y estructura genético poblacional como son los
marcadores moleculares mitocondriales entre ellos el gen 16S rARN, la
region de control (CR) y en el caso de los marcadores moleculares, los

microsatélites.

2. Realizar investigacion a fin de determinar con precision el efecto que el
flujo génico que se realiza a través de la migracion en fase larvaria de U.

occidentalis tiene sobre la diversidad y estructura genético poblacional.
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ANEXO 1

| Muestra: C1-1-LCO1490 Tamafio: 543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564556

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):

ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNW.VPL ML GAPDVAFPRVNNVSFWL L PPSL SL L
LTSSMVESGVGTGMVYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMT TVI NVRSYGMITVDOQVPLFV

WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gccttcccac
cttacaagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C1-3-LC0O1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564557

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagtcta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):

ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNW.VPL ML GAPDVAFPRVNNVSFWL L PPSL SL L
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMT TVI NVRSYGMITVDOQVPLFV

WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttctattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C1-4-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564558

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctccttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

ELSQPGSLI GNDQ' YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL ML GAPDIVAFPRMNNIVBFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGMVYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMT TVI NVRSYGMIVDOQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF"
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Muestra: C1-5-LC0O1490 Tamafo: 543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564559

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacgggat
gggagcat ct gtggacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta ggaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSLSLL
LTSSMVKSGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVYSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLGGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aaa
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C2-1-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564560

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C2-2-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564561

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt
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Muestra: C2-3-LC0O1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564562

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C2-4-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564563

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t act aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
cccagat ata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: C2-5-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

Ndmero de acceso en Genbank: JX564564

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt
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Muestra: CP2-LC0O1490 Tamafio:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564565

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactcctcc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQWPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: CP3-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564566

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: CP4-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564567

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

69



Muestra: CP5-LC0O1490 Tamafio:

543 bp

Ndmero de acceso en Genbank: JX564568

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW_ L PPSLSLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atcccttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
tcctatcttt
atacatcatt

Muestra: PJ1-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564569

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtt
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
tcctatcttt
atacatcatt

Muestra: PJ2-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564570

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

70



Muestra: PJ3-LC0O1490 Tamafo:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564571

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactcctcc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PJ4-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564572

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GG-FGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctc
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttctcc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PM1-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564573

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

71



Muestra: PM2-LC0O1490 Tamaiio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564574

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacccctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgctgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PM3-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564575

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttctattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PM4-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564576

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

72



Muestra: PT1-LCO1490 Tamainio:

543 bp

Nuamero de acceso en Genbank: JX564577

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccaaatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PT2-LCO1490 Tamaiio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564578

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtggacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: PT3-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564579

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
ggacagtcta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
atccttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cat gc
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

73



Muestra: PT4-LCO1490 Tamainio:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564580

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatctct
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZA1-LCO1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564581

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZA2-LCO1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564582

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacaagga
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

74



Muestra: ZA3-LCO1490 Tamainio:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564583

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt
agcccacgcc
aaattgacta
tataagattt
aagaggt gt a
gggagcat ct
aggagcagt a
ccaaat acct
accagtttta
ctt

caaccaggaa
ttcgttataa
gtacctctta
tgactccttc
ggaacaggat
gt agactt ag
aattttataa
ttatttgtat
gcaggagct a

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaatttt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZA4-LCO1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564584

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt
agcccacgcc
aaattgactg
tataagattt
aagaggt gt a
aggagcat ct
aggagcagt a
ccagat acct
accagtttta
ctt

caaccaggaa
ttcgttataa
gtacctctta
tgactccttc
ggaacaggat
gt agacttag
aattttataa
ttatttgtat
gcaggagct a

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZA5-LCO1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564585

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt
agcccacgcc
aaattgacta
tataagattt
aagaggt gt a
aggagcat ct
aggagcagt a
ccagat acct
accagtttta
ctt

caaccaggaa
ttcgttataa
gtacctctta
tgactccttc
ggaacaggat
gt agacttag
aattttataa
ttatttgtat

gcaggggct a

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaatttt
ttaccat act

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcccccttta
ccttcattta
caat at acga
tattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

75



Muestra: ZA6-LCO1490 Tamairio:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564586

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctca
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtctta gcaggagct a
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVYSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZM1-LCO1490 Tamafo: 543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564587

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactatact

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZM2-LCO1490 Tamanfo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564588

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attatgattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

76



Muestra: ZM3-LCO1490 Tamafo: 543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564589

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gggcaatctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSLSLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZM5-LCO1490 Tamafo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564590

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttctattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZM6-LCO1490 Tamanfo: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564591

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcctttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

77



Muestra: ZZ1-LC0O1490 Tamafo:

543 bp

Numero de acceso en Genbank: JX564592

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgacttcttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gctttcccac
cttacgagaa
gctgecgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttctattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZZ2-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564593

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacccctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccaaatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgctgcta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
catccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZZ4-LCO1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564594

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGATVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMT VDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacaagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attctccttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

78



Muestra: ZZ5-LC0O1490 Tamafo:

543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564595

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgec ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtggacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFW. L PPSL SLL
LTSSMVESGVGTGM VYPPLAAAI AHAGASVDLG FSLHLAGVYSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
WAl FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagat ata
atctcttctt
tcctccttta
Ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgeta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

t agt agt cac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZZ6-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564596

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtggacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcca
ctt

gat t aattgg
ttttctttat
t at t aggagc
caccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagt agttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
tcgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt

Muestra: ZZ7-LC0O1490 Tamafio: 543 bp

NuUmero de acceso en Genbank: JX564597

Secuencia de nucleétidos

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

t gaact aagt caaccaggaa
agcccacgcc ttcgttataa
aaattgacta gtacctctta
tataagattt tgactccttc
aagaggt gt a ggaacaggat
aggagcat ct gtagacttag
aggagcagta aattttataa
ccagatacct ttatttgtat
accagtttta gcaggagcta
ctt

gat t aatt gg
ttttctttat
t at t aggagc
ccccatcttt
gaacagt cta
gaattttctc
caacagt aat
gagcaat ctt
ttactat gct

Polipéptido traducido (180 aminoacidos):
ELSQPGSLI GNDQ YNVWTAHAFVM FFMWMPI M GGFGNWLVPL M. GAPDVAFPRMNNVSFWL L PPSLSLL
LTSSMWESGVGTGANTVYPPLAAAI AHAGASVDLA FSLHLAGVSSI LGAVNFMITVI NVRSYGMTVDQVPLFV
VWAI FI TVI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNLNTSF

caacgaccaa
agttatacca
tccagatata
atctcttctt
tcctcecttta
ccttcattta
caat at acga
cattacagtc
tttaact gac

at ct at aacg
attataattg
gcttttccac
cttacgagaa
gctgccgceta
gccggagt at
tcttatggta
attcttcttc
cgt aacct aa

tagtagttac
gaggat t cgg
gaat aaat aa
gt at agt aga
t cgct cacge
cttccattct
t aacaat aga
ttctatcttt
atacatcatt
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ANEXO 2

Tabla 12. NUumeros de acceso en Genbank de las secuencias de ADN del
frgamento del gen COI en U. occidentalis.

Zona Sur (Corrales)

Zona Centro (Puerto Pizarro)

Zona Norte (Zarumilla)

Muestra

NUmero de
acceso en

GenBank

Muestra

Ndmero de
acceso en
GenBank

Muestra

NUmero de
acceso en
GenBank

C1-1-LC0O1490
C1-3-LC0O1490
C1-4-LC0O1490
C1-5-LC0O1490

C2-1-LC0O1490
C2-2-LC0O1490
C2-3-LC0O1490
C2-4-LC0O1490
C2-5-LC0O1490

CP2-LCO1490
CP3-LC0O1490
CP4-LC0O1490
CP5-LC0O1490

JX564556
JX564557
JX564558
JX564559

JX564560
JX564561
JX564562
JX564563
JX564564

JX564565
JX564566
JX564567
JX564568

PJ1-LCO1490
PJ2-LCO1490
PJ3-LCO1490
PJ4-LCO1490

PM1-LCO1490
PM2-LCO1490
PM3-LCO1490
PM4-LCO1490

PT1-LCO1490
PT2-LCO1490
PT3-LCO1490
PT4-LCO1490

JX564569
JX564570
JX564571
JX564572

JX564573
JX564574
JX564575
JX564576

JX564577
JX564578
JX564579
JX564580

ZA1-LCO1490
ZA2-L.C0O1490
ZA3-LC0O1490
ZA4-L.C0O1490
ZA5-LCO1490
ZA6-LC0O1490

ZM1-LCO1490
ZM2-LCO1490
ZM3-LCO1490
ZM5-LC0O1490
ZM6-LCO1490

Z71-L.C0O1490
Z72-1.CO1490
274-1.C0O1490
Z75-1.CO1490
Z76-LC0O1490
Z27Z7-LC0O1490

JX564581
JX564582
JX564583
JX564584
JX564585
JX564586

JX564587
JX564588
JX564589
JX564590
JX564591

JX564592
JX564593
JX564594
JX564595
JX564596
JX564597
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ANEXO 3

Tabla 13. Nucleo6tidos de las posiciones variables de la secuencias de ADN segun haplotipo.

Sitios variables (nucléotidos de las secuencias de ADN)
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