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Resumen

Para analizar a las nueve principales especies marinas de interés pesquero - industrial:
Paralichthys adspersus, Engraulis ringens, Scomber japonicus, Trachurus picturatus,
Sarda chiliensis, Merluccius gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Paralonchurus
peruanus, Sciaena deliciosa, se emple6 la técnica PCR-RFLP de los genes mitocondriales
Citocromo Oxidasa I (COI)y 16S rDNA, con el objetivo de establecer molecularmente la
identidad de estas nueve especies, de modo tal que, al ser vendidas en sus diferentes
presentaciones se eviten fraudes comerciales por etiquetados equivocos. Para la digestion
de las secuencias de ADN de las especies en estudio, se emplearon las enzimas de
restriccion: Hinc 11, Hind 111, Apa 1, Not 1, EcoR 1, BamH 1, logrando identificar a las
especies Scomber japonicus, Sarda chiliensis y Merluccius gayi peruanus con el gen COI
y la enzima Hind 111, mientras que, con la enzima Apa 1 se discriminé a Paralonchurus
peruanus. Asimismo, empleando al gen /6S ¥rDNA y la enzima Hinc 11 se identifico a

Engraulis ringens, y con la enzima EcoR 1 se identifico a Paralonchurus peruanus.

Palabras Clave: gen mitocondrial, citocromo oxidasa I, 16S rDNA, PCR-RFLP.
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Abstract

To analyze the nine main marine species of fishing - industrial interest: Paralichthys
adspersus, Engraulis ringens, Scomber japonicus, Trachurus picturatus, Sarda
chiliensis, Merluccius gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Paralonchurus peruanus,
Sciaena deliciosa, the PCR-RFL technique was used. of the mitochondrial genes
Cytochrome Oxidase I (COI) and 16S rDNA, with the aim of molecularly establishing the
identity of these nine species, in such a way that, by being sold in their different
presentations, commercial frauds due to mislabeling are avoided. For the digestion in the
sequences of the species under study, the restriction enzymes were used: Hinc 11, Hind
111, Apa 1, Not 1, EcoR 1, BamH 1, managing to identify the speciesScomber japonicus,
Sarda chiliensis and Merluccius gayi peruanus with the COI gene and the enzyme Hind
111, while Paralonchurus peruanus was discriminated with the Apa I enzyme. Likewise,
using the /6S rDNA gene and the Hinc Il enzyme, Engraulis ringens was identified, and

Paralonchurus peruanus was identified with the EcoR I enzyme.

Keywords: mitochondrial gene, cytochrome oxidase I, 16S rDNA, PCR-RFLP.
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I. Introduccion

Desde la antigliedad, los recursos pesqueros y acuicolas, constituyen una de las mayores
fuentes de proteina animal del mundo. La pesca es fundamental para la seguridad
alimentaria y de la nutricion, asimismo, ofrece vias de desarrollo para contribuir a un
mundo mas prospero, pacifico y equitativo (FAO 2019). Con el transcurso de los afios ha
tenido un incremento significativo en su demanda, debido a que los productos pesqueros
son una fuente esencial de proteinas, 4acidos grasos poliinsaturados, vitaminas que
generan proteccion contra enfermedades metabdlicas y sus trastornos (FAO, 2009;
Mozaffarian et al., 2011; Roos et al., 2007; Gogus y Smith 2010; FAO 2016; Merkle et
al.,2017).

La tasa de crecimiento desde el periodo de 1961 hasta 2017, del consumo total de pescado
para humanos pasé de 9,0 kg a 20,3 kg en 2017, esta expansion se debe no solo al
consumo humano y aumentos en su produccion, sino también a desarrollos tecnoldgicos
para el procesamiento, cadena de frio, envio y distribucidon; asimismo los crecientes
ingresos en todo el mundo, que se correlacionan fuertemente con aumento de la demanda

de pescado y productos pesqueros (FAO, 2020).

La anchoveta (Engraulis ringens), es una especie que presenta altos contenidos de acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) principalmente omega-3 un acido graso esencial para el
adecuado desarrollo y funcionamiento del cerebro y sistema nervioso, siendo usado en la
prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (Castro-Gonzales, 2002). La
anchoveta es utilizada principalmente para producir harina de pescado, en la elaboracion
de alimento balanceado para otras especies, y en menor cantidad, para el consumo
humano (Esparza, 2015), aunque con politicas orientadas a incrementar su consumo de

manera directa.

La caballa (Scomber japonicus) y el jurel (Trachurus picturatus), ocupan la mayor parte
de las aguas jurisdiccionales del Perti (Zuzunaga, 2013). IMARPE (2019) reporta que,
entre los meses de enero y agosto del 2019 hubo una captura total de 102 783 t de jurel,
registrandose en febrero la mayor captura de los Gltimos 10 afios con 50 114 t, por otra
parte, la caballa que tuvo una captura maxima de 150 000 t en el afio 2016, para el 2019
su captura total fue de 28 103 t entre enero hasta octubre. Estas especies son catalogadas

de gran importancia pesquera y son utilizadas para el procesamiento de conservas, asi
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como: la anchoveta, atin, barrilete, bonito, sardinas, machete (PRODUCE, 2012;

PRODUCE, 2013).

Aunque los organismos marinos descritos son las principales especies de importancia
economica, IMARPE (2014), reporta otras especies utilizadas para el consumo humano
directo, destacando Sarda chiliensis, bonito; Paralonchurus peruanus, coco; Merluccius
gayi peruanus, merluza; Sciaena deliciosa, lorna; Odontesthes regia regia, pejerrey y
Paralichthys adspersus, lenguado, que son vendidas como pescado fresco, curados,

congelados y conservas; distribuidos a nivel nacional e internacional (Prom PERU, 2015).

Sin embargo, junto con el aumento del consumo de pescado, pueden presentarse
enfermedades originados por casos de adulteracion y sustitucion de especies, debido a
componentes que no son declarados en el etiquetado de los envases y que pueden causar
problemas de salud en algunos individuos (Mackie, 1999; Asensio et al., 2008; Nilson y
Gram, 2002; Comi et al., 2005; Espifieira et al., 2009; Nebola et al., 2010), por la
presencia de alergenos, que pueden producir urticaria, angioedema, dolor abdominal,
nauseas, vomitos, y en casos graves anafilaxia y riesgo de muerte (Zubeldia et al., 2012).
Ello genera preocupacion mundial en la trazabilidad de estos productos, ya que el mal
rotulado contribuye ademas a una mayor erosion de las pesquerias, causando que no se
puedan tomar decisiones respecto a la conservacion, socavando ademas las regulaciones
de importacion/exportacion de productos pesqueros (Jacquet y Pauly, 2008), generando
muchos problemas a nivel mundial sobre temas ambientales, seguridad alimentaria y

sobre explotacion de los recursos pesqueros (Huss, 1994; Pramod et al., 2014).

De igual modo, el mal rotulado de los productos pesqueros contribuye también a una
mayor erosion de las pesquerias, causando que los consumidores no puedan tomar
decisiones respecto a la conservacion, socavando ademds las regulaciones de
importacidén/exportacion de productos pesqueros (Jacquet y Pauly, 2008). Es de este
modo que, la pesca ilicita no declarada y no reglamentada, ha generado muchos
problemas a nivel mundial sobre temas ambientales, seguridad alimentaria y sobre
explotacion de los recursos pesqueros, habiendo eludido ademas las leyes para la gestion

de pesquerias (Huss, 1994; Pramod ef al., 2014).

Debido a estos casos de adulteracion que se presentan en las industrias pesqueras, es que
en algunos paises se propusieron diversas leyes en contra del etiquetado incorrecto o

fraudulento de los productos pesqueros (Chen, 2014). Asi, por ejemplo, el Consejo de la
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Unién Europea en la Norma N°104/2000, solicita para los productos de pesca y
acuicultura, que en la informacién que se otorga a los consumidores, se indique mediante
una lista: la denominacién comercial del pescado y el nombre cientifico de la especie a
comercializar. Por otro lado, la norma N°178/2002 establece que, entre los requisitos de
seguridad alimentaria, la informacidn que se presenta en el etiquetado de productos, como
conservas, envasados o embotellados, deben presentar la informacion del recurso que se

vende, y sus valores nutritivos, datos que deben ser veridicos.

En el Pert, la Norma Técnica Peruana con cédigo 209.038 (INDECOPI, 2009), detalla
que los alimentos envasados no deberan describirse ni presentarse con una etiqueta o
etiquetado en los que se empleen palabras, ilustraciones u otras representaciones graficas
que no corresponda al producto que se encuentra envasado. Todo ello ha motivado que,
desde la década de los 70, se desarrolla el programa “The Species Identification and Data
Program” (SIDP), con el fin de mejorar los datos sobre la pesca por especies, siendo
necesaria la identificacion de las muestras de peces en campo. En este contexto, la
identificacion de especies ha sido de mucha ayuda en la creacion de un nuevo marco para
integrar la informacion de biodiversidad, introducciéon de especies y proteccion de

especies en peligro de extincion (Lleonart et al., 2006).

Para la identificaciéon de las especies de peces, son casi siempre suficientes, las
caracteristicas morfoldgicas de los peces en los productos frescos y no elaborados. Sin
embargo, los productos que pasan por un proceso de remocidn, no conservan suficientes
caracteristicas para su correcta identificacion (Bossier, 1999; Sanchez, 2012; Garrett y
Dooley, 2001; Asma et al., 2016; Hsieh et al., 2010; Shuangya et al., 2014; Wolf et al.,
2000; Dooley et al., 2005). Teniendo en cuenta esta situacion, es que se buscan nuevas
técnicas que se puedan aplicar para una correcta identificacion de las especies, que pueden
estar basadas en proteinas o en el ADN, ademas, puedan ser replicables, confiables,
rapidas y econdmicas. Entre las técnicas que estan basadas en proteinas se encuentran los
ensayos inmunologicos, electroforéticos, cromatografia (Mafra et al., 2008; Asensio et

al., 2007; Mackie et al., 1999).

Para escoger la técnica con que se va a trabajar, se debe de tomar en cuenta el tipo de
muestra, por lo que de tratarse de una muestra que ha pasado por procesos térmicos o de
coccion, lo mejor es trabajar con una técnica que esté basada en el ADN, debido a que es

una molécula mas estable y que no se degrada al pasar por procesos térmicos como sucede
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con las proteinas. En cuanto a las técnicas basadas en ADN, se encuentran principalmente
FINS (forensically informative length polymorphism), RFLP (Restriction fragment
length polymorphism), SSCP (Single stranded conformational polymorphism), RAPD
(Random amplified polymorphism DNA), AFLP (Amplified fragment length
polymophism), y Barcoding (codigo de barras) (Bossier, 1999; Ward et al., 2005).

La técnica PCR — RFLP permite la correcta identificacion de las especies comerciales a
un bajo costo y de modo rapido, asimismo, refuerza el cumplimiento de las normas legales
en la correcta identificacion de los productos pesqueros. En tal sentido, se reportan casos
en el andlisis de muestras utilizando la técnica PCR RFLP, como es el caso de Pappalardo
et al. (2015) quienes realizaron el andlisis de 50 muestras de productos procesados y ocho
etiquetados con el nombre de Engraulis encrasicolus (anchoveta europea), hallando que
el 14% de las muestras no era la especie reportada. También se ha empleado esta técnica
para la identificacion de algunas especies como Epinephelus viz; E. areolatus; E. bleekeri,
E. faveatus; E. longispinis y E. undulosus permitiendo la correcta identificacion de las
mismas (Sumathi ef al., 2014). Asi mismo se utilizd esta técnica para la diferenciacion de
4 especies de calamares L. vulgaris, L. forbesi, A. media y A. subulata, permitiendo su

correcta identificacion (McKeon et al., 2015).

La técnica PCR-RFLP también es utilizada en la identificacion de productos procesados
de 24 muestras de Cyprinidae (Chen et al., 2013), indicaindose que no existia fraude en
esos productos. Ello demuestra que este método es seguro, rapido y eficiente, aplicable
para la identificacion de especies, y la identificacion de productos ya transformados.
Cocolin et al. (2000) comprobaron a través de la técnica PCR, la adulteracion de
productos que se vendian como filetes de D. labraxy S. aurata, los cuales eran sustituidos

por filetes de U. cirrosa y D. dentex, especies de menor valor econdémico.

15



Enunciado del Problema
(El analisis basado en la técnica PCR-RFLP de los genes mitocondriales /6S rDNA y
COI permite la identificacion molecular de las nueve principales especies icticas-marinas

de interés pesquero-industrial?
Hipotesis
El anélisis basado en la técnica PCR-RFLP de los genes mitocondriales /65 ¥rDNA'y COI

permite la identificacion molecular de las nueve principales especies icticas-marinas de

interés pesquero-industrial

Objetivos
Objetivo general
Establecer molecularmente la identidad de nueve principales especies icticas
marinas de interés pesquero — industrial a través de la técnica PCR — RFLP usando

segmentos de los genes mitocondriales Citocromo oxidasa I'y 16S rDNA.

Objetivos especificos
e Comparar las predicciones in silico de las secuencias propias y las obtenidas del
NCBI de los genes mitocondriales Citocromo oxidasa 1y 16S rDNA de nueve

principales especies icticas marinas de interés pesquero — industrial.

e Identificar las especies a través de la técnica PCR-RFLP en segmentos de los
genes mitocondriales Citocromo oxidasa 'y 16S rDNA de nueve principales

especies icticas marinas de interés pesquero — industrial.

e Comparar el arbol filogenético de las secuencias de los genes Citocromo oxidasa
1y 165 rDNA y el perfil de restriccion obtenido de nueve principales especies

icticas marinas de interés pesquero — industrial.
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II. Marco Teodrico

2.1. Especies de interés comercial

2.1.1. Engraulis ringens (Jenyns, 1842)

La anchoveta peruana, conocida como “anchoveta negra” o “peladilla” (Chirichigno et
al., 1982), pertenece a la clase Actinopterygii, orden Clupeiformes, que incluyen especies
tipicamente marinas, bien conocidas como arenques, sardinas y anchovetas, que sustentan
grandes pesquerias a nivel mundial, siendo el Perti, uno de principales productores de
captura de anchoveta del mundo (Froese y Pauly, 2004; Gutierrez-Estrada et al., 2007,
FAO, 2020), constituyéndose en la segunda fuente de exportaciones después de la mineria

(Flores y Zafra, 2019).

Descripcion morfologica

E. ringens presenta un cuerpo un poco alargado y comprimido, cabeza larga, el labio
superior se prolonga en un hocico y sus ojos son muy grandes. Su color varia de azul
oscuro a verdoso en la parte dorsal y es plateada en el vientre. Longevidad alrededor de
tres anos de edad, alcanzando hasta 20 cm de longitud total y un peso promedio de 27.3
g; a los seis meses mide alrededor de ocho c¢cm de largo, y al afio logra alcanzar 10.5 cm
y 12 cm a los 18 meses. Esta especie forma grandes cardimenes de varios millones de

individuos (Chavez et al., 2003).

Distribucion y habitat

E. ringens se distribuye en aguas costeras desde Pert (4°S) hasta el sur de Chile (42°S)
en el sureste del océano Pacifico. Esta especie sostiene una de las pesquerias mas grandes
del mundo (Nixon y Thomas 2001), mostrando importantes fluctuaciones a escala
multidecadal, asociadas con cambios a gran escala en las temperaturas del océano

(Chavez et al., 2003).

2.1.2. Scomber japonicus (Linnaeus, 1758)

Scomber japonicus también conocida como “caballa”, “verle” o “makerel”; pertenece a
la clase Actinopterygii, orden Perciformes, sub orden Scombriformes, familia
Scombridae, que incluye peces cominmente denominados atunes, caballas y bonitos.
Dentro de esta familia hay 15 géneros y 53 especies presentes en los océanos Atlantico,
Pacifico e Indico que mayormente habitan en ambientes tropicales y templados (Collette

etal.,2001). La caballa, los bonitos y los atunes forman la base de importantes pesquerias
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comerciales y recreativas en las aguas tropicales y templadas del mundo (Collette et al.,

2001).

Descripcion morfologica

S. japonicus tiene un cuerpo alargado y redondeado, un hocico puntiagudo. Todo su
cuerpo esta cubierto de escamas bastante pequefias; escamas detrds de la cabeza y
alrededor de las aletas pectorales mas grandes y conspicuas que cubren el resto del
cuerpo; dos aletas dorsales muy separadas, la primera con 8 a 13 espinas y la segunda
aleta dorsal y anal con 12 radios; columna anal bastante rigida y fuerte; 5 aletas dorsales
y 5 anales; proceso interpélvico pequefio y Unico; aleta pectoral corta, con 18 a 21 radios
(FAO, 1983). Su coloracion en el dorso es verde-botella y estd ornamentado con muchas
lineas gruesas, onduladas y verticales formando dibujos, cada l6bulo de la cola tiene en

su base una mancha circular oscura (IMARPE, 2019).

Distribucion y habitat

S. japonicus, es una especie pelagica neritica, vive en ambientes relativamente calidos,
con rangos de temperatura del agua que oscilan entre 14 °y 23 °C. La salinidad puede
variar entre 34,80 y 35,25 unidades practicas de salinidad (UPS), pero prefiere
temperaturas de 15 ° a 19 °C y oxigeno de 2,0 a 6,0 mL/L. La caballa tiene hébitos
gregarios formando carduimenes (IMARPE, 2019).

2.1.3. Sarda Chiliensis (Cuvier, 1831)

Sarda Chiliensis, también conocido con el nombre de “bonito”, “cerrajon”, “chauchilla”,
“aguadito”, “bonito del Pacifico”. Pertenece a la clase Actinopterygii, orden Perciformes,
familia Scombridae, género Sarda, dentro del cual se encuentran 4 especies: Sarda

australis, S. chiliensis, S. orientalis y S. sarda.

El bonito o S. chiliensis chiliensis, es uno de los recursos mas importantes para el
consumo humano, y es uno de los recursos pelagicos con mayores desembarques en el
Peru, después de la anchoveta E. ringens, jurel Trachurus murphyi y caballa Scomber
Jjaponicus. Su pesca es destinada principalmente al consumo humano directo (Galvez y
Castillo 2015; Collette et al., 2011), formando la base de importantes pesquerias
comerciales y recreativas en las aguas tropicales y templadas del mundo (Collete et al.,

2001).
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Descripcion morfologica

S. Chiliensis tiene un cuerpo alargado, moderadamente robusto, cabeza grande
puntiaguda, tronco cubierto por escamas diminutas con quilla lateral (ventral pectoral)
(Sanchez, 2020). Aletas dorsales por lo general 8; aletas anales generalmente 6 o 7,
vértebras en total de 42 a 46, generalmente 44 o 45 y franjas dorsales ligeramente

oblicuas. (FAO, 1983). Puede alcanzar hasta 70 cm de longitud total.

Distribucion y habitat

S. Chiliensis es una especie epipelagica y neritica, con un rango geografico que incluye
una subespecie del norte y una del sur separadas por una poblacion tropical S. orientalis.
La subespecie del sur S. chiliensis se distribuye desde Puerto Pizarro (03°30'S) en Perti
hasta Talcahuano en Chile (36°43°S) (FAO 1983; IMARPE, 2019). Alcanza la madurez
sexual alrededor de los 2 afios de edad, ocurriendo el desove en el hemisferio sur en aguas
cercanas a la costa entre septiembre y diciembre, mientras que en el hemisferio norte, el
desove comienza a principios de marzo (poblaciones del sur) progresando hacia el norte

en los meses siguientes en funcion del aumento de la temperatura (Collette y Nauen,

1983).

2.1.4. Trachurus picturatus (Nichols, 1920).

Trachurus picturatus, también conocido con el nombre de “jurel”, “jurel del Pacifico
sur”, “horse mackerel”, “jack mackerel”, “southern jack mackerel” (Chirichigno y
Cornejo, 2001). Pertenece al orden Perciformes, familia Carangidae, género Trachurus.
Esta especie es uno de los recursos mas abundantes en el mar peruano, su
comercializacion es de forma fresca, congelada y también es destinada en gran parte para

la elaboracion de harina y aceite de pescado (Porturas y Juyo, 2009).

Descripcion morfologica

T. picturatus es una especie pelagica, de forma hidrodindmica: pediunculo caudal muy
fino y la cola bifurcada con una quilla lateral formada por las escamas engrosadas que
constituyen el término de la linea lateral, la que estd cubierta de escamas transformadas
en escudos y tiene una curva caracteristica. Presenta una coloracion azul grisacea en el

dorso, los lados y el vientre son plateados (IMARPE, 2007).
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Distribucion y habitat

T. picturatus se encuentra en el Pacifico Sudoriental y se distribuye desde el Ecuador por
el norte, hasta los 52° S y desde la costa de América del Sur por el este, hasta aguas
costeras de Nueva Zelandia e isla Tasmania (Australia) por el oeste (Chirichigno y

Cornejo, 2001).

2.1.5. Merluccius gayi peruanus (Ginsburg, 1954)

Merluccius gayi peruanus pertenece a la clase Actinopterygii, orden Gadiformes, familia
Merlucciidae, género Merluccius. También llamada “merluza peruana”, “South pacific
hake” o “merluza del sur”. Ginsburg (1954) dividi6 a Merluccius gayi en dos subespecies:
M. gayi gayi y M. gayi peruanus, que habitan aguas de Chile y de Pert (Lloris et al.,
2003). La especie M. gayi peruanus es la especie de fondo més abundante y representativa
del ecosistema demersal en la zona norte del Peru (Llapapasca, 2017). Esta especie se
comercializa preferentemente congelada, aunque también ha sido utilizada, en casos
esporadicos de captura en pesquerias pelagicas, para la produccion de harinas de pescado

(Lloris et al., 2003).

Descripcion morfologica

M. gayi tiene un cuerpo alargado, relativamente comprimido, el dorso es de color azul
plateado (iridiscente) y el resto del cuerpo color plateado. Cabeza, boca y ojos grandes,
con cresta en forma de ‘v’ abierta hacia adelante. E1 margen posterior de la aleta caudal

es usualmente coéncavo (Zavalaga et al, 2018).

Distribucion y habitat

M. gayi se encuentra presente en la costa del Pacifico suramericano entre Pert y Chile,
dividida en dos poblaciones que se encuentran separadas por unos 1 300 km. Al norte, en
Perq, se encuentra M. gayi peruanus, que se distribuye entre Puntas Parifias (4°40°S) y
Tambo de Mora (13°56°S), estando las mayores concentraciones entre 6°S y 9°S (Lloris

et al., 2003).

2.1.6. Paralonchurus peruanus (Steindachner, 1875)

Paralonchurus peruanus pertenece a la clase Actinopterygii, orden Perciformes, familia
Sciaenidae, género Paralonchurus. También se le conoce como “coco®, “coco croaker®,
“lambe coco®, “coco dorado®, “Peruvian banded croaker* (Fischer et al., 1995;
Chirichigno y Cornejo, 2001). Los sciaénidos constituyen una familia de peces

abundantes, cuentan con 70 géneros y 270 especies distribuidas en regiones tropicales y
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subtropicales, dentro de los cuales se encuentra los recursos que sustentan la pesqueria en
el Pera: Sciaena deliciosa, Paralonchurus peruanus, Sciaena fasciata, Menticirrcus,
Cynoscion analis. (Moreno, 2011). P. peruanus, tienen una gran demanda en el consumo
humano, y es uno de los principales recursos de la pesca artesanal ya que habita sobre
fondos arenosos cercanos a las playas, y es de amplia distribucion este, se encuentra en

mayor abundancia en el norte y el centro del litoral peruano (Bringas et al/, 2014).

Descripcion morfologica

P. peruanus tiene cuerpo alargado y redondeado, de color gris plateado con visos dorados.
Hocico muy romo con boca inferior. Puede o no tener bandas oscuras verticales a ambos
lados del cuerpo. Ojos pequefios, bordes del preopérculo y del ojo esponjosos. Margen de

la aleta caudal en forma de ‘s’ (Zavalaga et al., 2018).

Distribucion y habitat

P. peruanus en condiciones normales se distribuye desde puerto Pizarro (Pertl) a Arica
(Chile), mientras que, durante eventos calidos como el fenémeno “El Nifio”, se desplaza
hacia el sur, haciéndose més disponible en la zona central del litoral peruano (Valdivia y

Arntz, 1985; Chirichigno y Cornejo, 2001).

2.1.7. Paralichthys adspersus (Steindachner, 1867)

P. adspersus también conocida como “lenguado comun®, “lenguado fino“, “Fine
flounder®, pertenece a la clase Atinopterygii, orden Pleuronectiformes, familia
Paralichthydae, género Paralichthys. P. adspersus, es un recurso ictico marino de gran
importancia en términos de abundancia, demanda y valor comercial, debido a la calidad
de su carne, alto valor nutritivo y a los altos precios que alcanza a nivel nacional e

internacional (Cota, 2012; Iannacone ef al., 2012).

Descripcion morfologica

P. adspersus tiene un cuerpo alto y eliptica, su linea lateral estd fuertemente curvada, tiene
una cabeza grande y con el perfil casi recto; hocico un poco mas grande que el didmetro
del ojo. Boca grande y oblicua. Branquiespinas cortas. Las narinas ubicadas en el lado
ocular son de tamafio pequefio y situadas una al lado de la otra cercanas al perfil de la
cabeza, similar a las narinas del lado ciego. Aleta dorsal alargada sin espinas, se inicia
por encima o a nivel de la mitad del ojo; aletas pectorales cortas con radios rameados, su

longitud corresponde casi a la mitad de la longitud de la cabeza en el lado ocular y casi
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un tercio de la longitud de la cabeza sobre el lado ciego; la base de las aletas pélvicas es

corta y casi simétrica (Kong y Castro, 2002)

Distribucion y habitat

P. adspersus se distribuye en el pacifico sudeste su distribucion es desde Paita (Pert1) hasta
Lota e islas Juan Fernandez (Chile). Habita aguas costeras con fondos de arena y alcanza
profundidades mayores de 100 metros. Basicamente su distribucion depende de la
proteccion frente a la depredacion, abundancia de alimento y la busqueda de temperaturas
adecuadas, profundizdndose o alejandose de la costa en los meses con mayores

temperaturas o con la presencia de “El Nifio” (Cota 2012).

2.1.8. Odontesthes regia (Humboldt, 1821)

Odontesthes regia también conocido como “pejerrey peruano®, pejerrey o “Peruvian
silverside, pertenece a la clase Actinopterygii, orden Atheriniformes, familia
Atherinidae, género Odonthesthes (Chirichigno y Cornejo, 2001). O. regia regia, es un
recurso costero de gran aceptacion para el consumo humano directo, en torno al cual se
desarrolla una importante pesqueria en la region central y sur del Pert, pero con capturas
que son fluctuantes y estan relacionadas con las variaciones ambientales, como las

producidas durante los eventos de “El Nifio” (Gonzales, 2001; IMARPE, 2010).

Descripcion morfologica

O. regia regia tiene un cuerpo alargado, comprimido lateralmente, con pedtinculo caudal
largo y bajo. De perfil dorsal mas o menos recto, con hocico puntiagudo. Su dorso de
color verde olivaceo presenta una banda longitudinal plateada sobre los flancos, con una
linea azul reflectante en su reborde superior. La aleta caudal es amarilla, marginado con
negro, aletas dorsales y pectorales (region dorsal) suavemente punteadas, aletas pélvicas
y anal traslicidas e incoloras. Presenta escamas cicloides pequefias que cubren todo el
cuerpo, sin invadir las aletas, a excepcion de la base de la caudal. Linea lateral

discontinua, con escamas acanaladas distribuidas en forma irregular

Distribucion y habitat

Se reconoce a O. regia, como una especie marino costera del Pacifico sudoriental, entre
los 5Sm y 15 m de profundidad, formando pequeiios cardimenes, asociado a sardina y
anchoveta. Su distribucion es de Piura (5° S) Peru, hasta el Archipi¢lago de los Chonos o

islas Guaitecas, Aysén (46°S) Chile (Dyer, 2000).
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2.1.9. Sciaena deliciosa (Tschudi, 1846)

Sciaena deliciosa también conocida como “lorna®, “Ronchado®, “Lorn drum®; pertenece
a la clase Actinopterygii, orden Perciforme, familia Sciaenidae, género Sciaena (Fisher
et al., 1995). La “lorna®“, constituye un recurso importante en la pesqueria artesanal
peruana; pues casi el total de sus capturas se destina a consumo humano, esta especie es

bentopelagica de la plataforma continental sobre sustratos someros arenosos y areno-

rocosos (IMARPE, 2000; Chero et al., 2014).

Descripcion morfologica

Sciaena deliciosa tiene cuerpo fusiforme, alto, algo corto y comprimido, de color gris en
el dorso, plateado en el vientre y garganta, con escamas grandes. Boca inferior. Ojos
pequenios. Perfil dorsal suavemente convexo en la nuca. Margen superior del
opércueccelo es oscuro y margen del preopérculo con borde membranoso y dentado.

Aleta pectoral larga y aleta caudal concava (Zavalega et al., 2018).

Distribucion y habitat

Sciaena deliciosa se le ubica hasta alrededor de los 140 m de profundidad, es posible
encontrarla en rangos de temperaturas de 14.1 a 16.7 °C y oxigeno entre 0.00 y 2.77 ml/l
en condiciones normales; durante “El Nifio* se halla de 14.8 a 21.2 °C y de 0.53 a 3.53
ml/l de oxigeno (Espino, 1990). Su pesqueria se localiza en San José, Chimbote, Huacho
y Callao, pero con mayor concentraciéon entre Chimbote y Pisco, capturandose

principalmente con redes cortinas y trasmallo (Espino ef al., 1989; Gonzales, 2001).

2.2. El ADN en la identificacion de especies

El ADN puede utilizarse como un recurso para la diferenciacion de especies y de materias
primas, ya que es una molécula que se encuentra en todas las células de un organismo, es
igual en todas sus células y ademas en la unidad de la misma especie (Wolf et al., 2000).
El contenido de informacién del ADN es mayor en comparacion al de las proteinas a
consecuencia de la irrestriccion en la secuencia de nucledtidos, y adicionalmente al hecho
de ser una molécula estable, de forma que se puede extraer de diferentes tipos de muestras

(Meyer y Candrian, 1996).

En los ultimos afios se han presentado nuevas herramientas moleculares que permiten la
identificacion de especies con una fiabilidad y sensibilidad muy superior a todas las otras
técnicas de diagnostico utilizadas, empledndose en la gran mayoria de ellas el ADN

mitocondrial (Telectchea, 2009; Pappalardo et al.,2015). Entre los genes mitocondriales
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que se utilizan para la identificacion de especies se encuentran COI, Cyt b, 16S, 128, 58

(Meyer y Cadrian, 1996; Balitzki-Korte et al., 2005; Pappalardo et al., 2015).

2.3. Marcadores mitocondriales

La mitocondria es un organelo celular dentro del cual los azlicares, grasas de cadena larga
y acidos grasos se descomponen, el ADP se recicla nuevamente en ATP, los esteroides y
lipidos se sintetizan, el ADN antiguo se replica, se transcribe y las proteinas se traducen,
junto con muchas otras reacciones que son esenciales para la vida (McBride ef al., 2006).
Las mitocondrias contienen su propio ADN, que contiene 37 genes, 13 de los cuales
especifican proteinas del sistema de fosforilacion oxidativa, y los otros proporcionan los
elementos de ARN necesarios para su traduccion: dos para ARN ribosomales pequefios

(12S rDNAs y 16S rDNA) y 22 para tDNAs (Kazak et al., 2012).

Dentro de los genes mitocondriales mas usados como marcadores moleculares esta el gen
Citocromo oxidasa I (COI), que codifica para la proteina citocromo ¢ oxidasa subunidad
I, que forma parte del complejo IV “Complejo citocromo ¢ oxidasa”, cuya funcién es
catalizar la oxidacion del citocromo c por el oxigeno, durante el transporte de electrones

en la respiracion celular (Voet, 2004).

El gen COI es heredado maternalmente, facilmente purificado y ampliamente utilizado
para evaluar la diversidad genética, la estructura poblacional de organismos acuaticos,
permitiendo el estudio de estructuras filogeograficas y la demografia historica de
especies, debido a que posee una tasa de mutacion relativamente alta (Vawter y Wesley,

1986; Birky et al., 1989; Aranishi et al., 2005).

Ademas, haciendo uso del gen COI se detecta variaciones polimorficas que permiten
separar grupos, poblaciones, cepas, especies 0 grupos taxondémicos y debido a que tiene
una baja variabilidad genética intra-especifica, pero alta variacién inter-especifica,
permite identificar una gran variedad de organismos marinos (Ward et al., 2005; Astorga,

2008; Paiz-Medina, 2012).

También se emplea en laboratorios el gen /16SrDNA, que codifica la sub unidad ribosomal
mitocondrial /6S, necesaria para la traduccion de proteinas mitocondriales (Roldan et al.,
2014; Dasgupta et al., 2015) para la identificacion de especies. El gen /6S rDNA permite
una identificacion rapida, reproducible y confiable de las especies, siendo ademas
utilizado en andlisis filogenético de variaciones intra-especies y sub-especies de

organismos marinos, debido a que tiene regiones polimorficas, lo que permite la
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discriminacion e identificacion de especies (Clouse et al., 2005; Zhang y Hanner; 2012;

Huang et al., 2013; Patwardhan et al., 2014).

Los marcadores COIl'y 16S rDNA , son principalmente utilizados en las técnicas como
PCR y polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), técnicas simples,
confiables y rapidas, ademds de bajo costo para la identificacion de especies (Nebola,

2010; Dudu et al., 2010).

2.4. Técnicas basadas en el ADN para la identificacion de especies

2.4.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)

La PCR desarrollada por Kary Mullis a mediado de los afios 80, es una técnica que
consiste en la amplificacion exponencial in vitro de una secuencia de ADN. Fue
desarrollada con la finalidad de que la cantidad extraida de DNA ya no sea un problema
en los procedimientos de Biologia Molecular, ni en los procedimientos de diagnostico

basados en el estudio de DNA (Mullis y Faloona, 1987; Garcia, 2006).

La capacidad distintiva de la PCR para producir una cantidad sustancial de DNA a partir
de una cantidad inicialmente pequefia, revolucioné la Biologia Molecular, creando
variedades de aplicaciones exitosas de esta técnica, siendo utilizada para la clonacion de
secuencias genoémicas, deteccion de patdgenos virales, secuenciacion directa de genomas
mitocondriales y nucleares, en dreas como genética de poblaciones, evolucion molecular,
medicina forense, etc., donde es muy sensible para el desarrollo de la identificacion de
especies. (Saiki et al., 1988; Dillon y Thompson, 2003; Surachetpong et al., 2005;
Eguiarte et al., 2007).

Algunas de las variantes de la PCR son los Polimorfismos de Restriccion de Fragmentos
(PCR — RFLP), Polimorfismo de Conformaciéon o Cadena simple (PCR-SSCP),
Amplificacion Aleatoria de ADN (PCR-RAPD), Polimorfismo en la Longitud de
Fragmentos amplificados (PCR-AFLP).

La eleccion de técnicas para la identificacion de especies depende de varios factores,
como el tipo de muestra, el costo de la técnica, el equipamiento necesario, la
reproducibilidad, la fiabilidad, la viabilidad en productos comerciales, la aplicacion en

matrices complejas o en mezclas de especies, etc. (Sanchez, 2012).
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2.4.2. Amplificacion Aleatoria de ADN polimorfico (RAPDs por sus siglas en
inglés)

La técnica molecular RAPDs, consiste en la amplificacion por PCR de segmentos
aleatorios de ADN genémico utilizando un Unico cebador corto de secuencia arbitraria,

por lo que la exploracion del genoma es aleatoria (Partis y Wells, 1996).

Entre las dos principales ventajas de esta técnica estan el no requerir de conocimiento
previo de las secuencias de ADN, y ademas al dirigirse a varias secuencias en el ADN de
la muestra, produce patrones de ADN que permiten la comparacion de muchos loci
simultdneamente (Partis y Wells, 1996; Eguiarte, 2007; Telectchea, 2009). Sin embargo,
se presentan problemas en cuanto a la presencia de bandas “errdneas” (artefactos), la

reproducibilidad de los resultados y la co-migracion de bandas (Eguiarte, 2007).

RAPD-DNA ha sido aplicada para la identificacion de peces y moluscos, para el estudio
de genética de poblaciones, para resolver ambigiiedades taxondomicas y documentar la
variabilidad genética interespecifica entre especies de peces (Partis y Wells, 1996;

Lackra, 2007; Partis y Wells, 1996).

2.4.3. Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP por sus
siglas en inglés).

AFLP es una técnica basada en la amplificacion selectiva por PCR de fragmentos de
restriccion, a partir de una digestion total de ADN gendmico (Vos et al., 1995). Esta
técnica combina a RAPD y RFLP, haciendo de AFLP una técnica de alta resolucion,

reproducibilidad y sensibilidad a nivel de todo genoma (Telectchea, 2009).

La técnica AFLP consta de la digestion parcial del ADN utilizando enzimas de
restriccion, a los fragmentos se les unen en cada extremo adaptadores complementarios y
posteriormente se amplifican por PCR, separandose los productos por electroforesis

(Montafio et al., 2006).

Esta técnica ha sido aplicada para construir mapas genéticos de alta densidad de
segmentos de genoma, siendo 1til para generar huellas genéticas, mapeo y estudios de
genética de poblaciones. Asi mismo, es una técnica que genera cientos de marcadores
genéticos informativos que aumentan la probabilidad de detecciéon de polimorfismos
especificos de especies y poblacion (Telectchea, 2009). Sin embargo, requiere un gran
numero de pasos para obtener los resultados, por lo cual cada vez son menos los trabajos

en los cuales se utiliza.
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2.4.4. Cddigo de barras (Barcoding)

La técnica de Barcoding, es una herramienta utilizada para la identificacion rapida y
precisa de diferentes taxones e incluso permite la deteccion de especies cripticas. Se basa
en la identificacion de especies a través de la generacion de codigos de barras, para lo
cual se usa el gen mitocondrial Citocromo oxidasa I (COI), que estd entre los genes
codantes mas conservados en el genoma mitocondrial de los animales y posee un mayor
rango de sefial filogenética que cualquier otro gen mitocondrial (Folmer et al.,1994;

Herbert et al., 2003).

Debido a la utilidad de esta técnica, y la enorme cantidad de informacion generada, se
cred el programa internacional, "Barcode of Life Initiative ", con la finalidad de estudiar
y catalogar molecularmente la diversidad de especies, animales y plantas de la Tierra

(http: // www.Barcoding.si.edu/) (Teletchea, 2009).

Sin embargo, entren los principales problemas que se han presentado con esta técnica, es
el saber si un gen de 648 pb podra identificar a tantas especies sin llevar a un error
(Lipscom et al., 2003). Asi mismo, entre sus desventajas se encuentra que se tienen que
secuenciar todas las muestras, haciéndola una técnica costosa (Eguiarte et al., 2007;

Fisher y Smith, 2008).

2.4.5. Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP por sus
siglas en inglés)

Esta técnica, se presenta como una alternativa la técnica RFLP, permitiendo diferenciar
distintos organismos mediante el andlisis de patrones de bandas o perfiles de restriccion
que son derivados de la ruptura de sus respectivos ADNs, originados por la actividad de

endonucleasas de restriccion (Rodriguez, 2008).

Esta técnica utilizada por primera vez en 1974 por bidlogos poblacionales, como una
herramienta para el andlisis genético (Grodzicker et al., 1974), utiliza la amplificacién
por PCR de ADN genomico, seguido de la digestion mediante enzimas de restriccion
(ER), las cuales digieren el producto de PCR en los sitios que presentan sitio de corte
especifico para la enzima, separando fragmentos por medio de electroforesis, y
obteniendo un patréon de bandas especifico para cada genotipo (Eguiarte et al., 2007,

Sanchez, 2012).
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Este método es simple, sencillo, robusto, y no requiere de instrumental complejo
(Rodriguez, 2008), es facil de realizar y replicar, y es menos costoso en comparacion con

otras técnicas que requieren de secuenciamiento (Telectchea, 2009).
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Figura 1. Analisis de polimorfismos por medio de PCR-RFLP. Primero se realiza la amplificacion
de un fragmento de ADN, posteriormente el producto de PCR es digerido con una enzima de
restriccion adecuada. En este caso la enzima reconoce el alelo variante generando 2 fragmentos,
posteriormente, se separan los fragmentos por medio de electroforesis, obteniendo un patron de

bandas especifico para cada genotipo (Imagen obtenida de Ramirez ef al., 2013)

2.5. Enzimas de restriccion

Estas enzimas también llamadas endonucleasas, fueron descubiertas por Nathan y Smith
(1975) en bacterias, y su principal funcidn es reconocer las secuencias de ADN foraneo
y cortarlo, con el fin de proteger la integridad de la célula bacteriana. Se clasifican en 4
tipos, siendo las enzimas de tipo II las que revolucionaron el desarrollo de investigaciones

biologicas (Yuan, 1981).

Las enzimas tipo II (ER) son homodimeros o tetrdmeros que escinden el ADN en sitios
definidos de 4-8 pb de longitud de secuencias palindromicas y difieren de las enzimas de
tipo I, IIT y IV porque no requieren de adenosina trifosfato (ATP) o guanosin trifosfato
(GTP) para su funcionamiento, pero necesitan un cation como Mg que actie como

cofactor (Pingout et al., 2014).
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Las ER han sido nombradas en base a una sugerencia original de Nathans y Smith,
quienes propusieron que los nombres de las enzimas deben comenzar con un acronimo
de tres letras en el que la primera letra es la primera letra del género del que se aisl6 la
enzima y las siguientes dos letras son las dos primeras letras del nombre de la especie,
agregando letras o numeros para indicar cepas individuales o serotipos. Por ejemplo:
Haemophilus influenzae serotipo d, Hind 111 (Roberts et al., 2003). En casos en que se
presenta el sistema R-M (sistema de restriccion-modificacion) dos componentes
enzimdticos, una endonucleasa de restriccion y una enzima de modificacion que
comparten caracteristicas similares, entonces se proporciona la abreviatura de la especie
de género en cursiva del huésped y el simbolo del elemento extracromosdémico sigue en
letra no cursiva, como es en ¢l caso de, EcoR 1, el cual es Echerichia coli siendo el uso

de RI en lugar de los nombres de pldsmidos RTF-1 (Smith y Nathans, 1973).
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III. Materiales y Métodos
3.1. Materiales
3.1.1. Area de estudio
Las especies fueron adquiridas del muelle Gildemeister, distrito Chimbote, provincia del

Santa, departamento de Ancash.

3.1.2. Muestra biolégica y colecta de la muestra

Se adquirieron nueve especies de peces, cinco organismos por cada especie, haciendo un
total de 45 ejemplares, de las siguientes especies: P. adspersus, lenguado; E. ringens,
anchoveta; S. japonicus, caballa; T. picturatus, jurel; S. chiliensis, bonito; M. gayi
peruanus, merluza; O. regia regia, pejerrey; P. peruanus, coco; S. deliciosa, lorna (Tabla

1.

Tabla 1. Ubicacion taxonomica de las nueve especies de peces estudiadas

Especies Género Familia Orden Clase
E. ringens Engraulis Engraulidae Clupeiformes Actinopterygii
S. japonicus Scomber Scombridae Perciformes Actinopterygii
T. picturatus Trachurus Carangidae Perciformes Actinopterygii
S. deliciosa Sciaena Sciaenidae Perciformes Actinopterygii
P. peruanus Paralonchurus Sciaenidae Perciformes Actinopterygii
O. regia regia Odonthestes Atherinopsidae Perciformes Actinopterygii
M. gayi peruanus Merluccius Merluccidae Gadiformes Actinopterygii
P. adspersus Paralichthys Paralichthydae Pleuronectiformes Actinopterygii
S. chiliensis Sarda Scombridae Perciformes Actinopterygii

De cada uno de los individuos se corté un pedazo de aleta con la ayuda de un bisturi, y se
coloco las muestras en envases plasticos de 15 ml de capacidad, que contenian alcohol al
96%. Las muestras fueron rotuladas y transportadas al Laboratorio de Genética,
Fisiologia y Reproduccion de la Universidad Nacional del Santa, en donde se les hizo un
recambio de alcohol y almacenados a -20°C, para posteriormente ser sometidos al proceso

de extraccion de ADN.
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3.2. Metodologia de laboratorio para la identificacion de los ejemplares.
3.2.1. Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se hizo utilizando el método de fenol-cloroformo, a partir de la

aleta previamente preservada en alcohol al 96% (Taggar, 1992).

3.2.2. Evaluacion de la concentracion y calidad del ADN

Una vez extraido el ADN, se procedid a evaluar la calidad y concentracion del mismo.
La concentracion de ADN se determind por espectrofotometria, utilizando un
cuantificador marca Epoch (Biotek Instruments) que brind6 la concentracion de ADN, la
calidad del extracto se valor6 midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de

onda.

Para determinar la pureza del DNA se estableci6 la relacion:

Pureza DNA = A0 / A2g0 > 1.8

3.2.3. Evaluacion de la calidad del ADN

El estado del ADN fue evaluado por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1%,
usando una solucién amortiguadora TBE 0.5X (Tris-HCL, acido boérico, EDTA). La
electroforesis se realizd en una camara electroforética horizontal marca Cleaver, a 80 V
durante 45 minutos. La muestra solo fue aceptada como valida cuando se detecto la
presencia del ADN genémico integro, definido como una tnica banda en el gel de

agarosa.

3.2.4. Amplificacion de PCR del marcador molecular Citocromo oxidasa I (COI).

El marcador molecular Citocromo oxidasa I fue amplificado haciendo uso de los

cebadores COL 6BF y COH 6R (Tabla 2).

La amplificacion se realizo utilizando el siguiente protocolo: 1 ul de Tag buffer — KCI
MgCl2 (25 mM), 0.1 ul de cada Primer (25 uM), 0.5 ul de dNTPs (2.5 mM), 6.94 de
H20 de PCR, 0.1 ul de Taq polimerasa y 1 ul de DNA, siguiendo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94°C por 45 s, alineacion a 47 °C por 1 min, y extension a 72°C porl

min), y una extension final a 72° C por 3 min (Figuras 2 y 3).
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Tabla 2. Cebadores para la amplificacion de los genes Citocromo oxidasa 'y 16S rDNA

Cebadores o

. Secuencias Referencias
Primers
COL 6BF 5'd ACAAATCATAAAGATATYGG 3' Schubart y Huber
COH 6R 5'd TADACTTCDGGRTGDCCAAARAAYCA 3' (2006)
16 Sar -5’ 5'd CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3'
Kerr et al. (2004)
16 Sbr-5’ 5'd CCGGTCTGAACTGAGATACACGT 3'

3.2.5. Amplificacion de PCR del marcador molecular 165 rDNA

El marcador molecular /6S rDNA fue amplificado empleando los cebadores, 16 Sary 16
Sbr — 3 (Kerr ef al., 2004). La amplificacion se realizo utilizando el siguiente protocolo:
1 ul de Taq buffer — KCI MgCl2 (25 mM), 0.1 ul de cada primer (25 uM), 0.5 ul de ANTPs
(2.5 mM), 6.94 de H20 de PCR, 0.1 ul de 7Taqg polimerasa y 1 ul de DNA, siguiendo las
condiciones de: la inicial desnaturalizacion a 95°C por 3 min, 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacién a 95°C por 45s, alineacion a 52 °C por 30s, y extension a 72°C por

35s), y una extension final a 72° C por 10 min.

Para ambos casos la visualizacion del producto amplificado se realizd en electroforesis

de agarosa al 1% (Figuras 4 y 5).

3.2.6. PCR-RFLP

Los productos de PCR amplificados, fueron digeridos por enzimas de restriccion (PCR -
RFLP) agrupandose en dos grupos de 2 individuos por especie. Cada grupo fue sometido
a digestion con cada una de las enzimas de restriccion (Apa I, EcoR 1, BamH 1, Not 1,

Hind 111, Hinc II).

Se prepard un mix con volumen final de 7.5 ul: 2.5ul de reaccion de PCR, 4ul de H20 de
PCR, 0.5ul de 10X de buffer y 0.25ul de la enzima de restriccion. El mix fue incubado
por 2 horas con 30 minutos en un thermo mixer marca Eppendorf, a 37°C, seguido de la
inactivacion de las enzimas a -80°C por 5 minutos (Chen et. al., 2013). Se visualiz6 en

gel de agarosa al 1%.
Limpieza de los productos amplificados

Para la purificacion de los productos de PCR, se utilizo el kit exoSAP- IT. A cada muestra
de amplificacion se agregd 1ul, se programo el termociclador en 37°C por 60 min, seguido

por 85°C por 15 min y para finalizar 10° C co.
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Secuenciacion

El producto amplificado (una muestra por especie) se envio al Laboratorio de Genética
del Instituto del Mar del Pertt IMARPE) para su secuenciacion por electroforesis capilar

de la hebra forward.

3.3.  Desarrollo de 1a metodologia para la prediccion in silico de las secuencias
propias y las obtenidas del NCBI

Las secuencias propias y las secuencias obtenidas del NCBI, fueron alineadas en el
programa Mega 7, posteriormente se ingresaron en el programa NEBcutter, para predecir
in silico el patron de corte producido por las enzimas de restriccion que se utilizaron en

el estudio (Anexo I y II).

El programa Mylmage fue utilizado para la medicion de cada uno de los fragmentos

formados por las enzimas de restriccion en los geles de agarosa.

3.4. Desarrollo de la metodologia para la identificacion de las especies
Las especies fueron identificadas de acuerdo al perfil de cortes realizados por las enzimas
de restriccion, tomandose en cuenta el tamafio del fragmento formado por la escision de

éstas.

La medicion de los fragmentos formados por las enzimas de restriccion se hizo a través,

de una regresion cuadratica formulada por el programa Mylmage.

3.5. Analisis Filogenético (FINS)

Para los andlisis filogenéticos se utilizé el software Mega 7.0. El célculo de las distancias
genéticas entre secuencias se hizo haciendo uso del modelo de Kimura 2-parametros
(Kimura, 1980). La inferencia del arbol filogenético se llevd a cabo con el método
Neighbor-Joining. Asimismo, se evalud la fiabilidad de los clados formados mediante la

prueba bootstrap con 1000 repeticiones.
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IV. Resultados
4.1. Amplificacion de los productos de PCR del gen Citocromo oxidasa Iy 16S
rDNA
Se obtuvo un amplificado del gen Citocromo oxidasa I de 800pb para las especies S,
japonicus, T. picturastus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S. deliciosa, E.

ringens, M. gayi peruanus y S. chiliensis (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Posicion del conjunto de cebadores utilizados y producto de amplificacion del gen
Citocromo oxidasa I en gel de agarosa al 1%: S. japonicus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia

regia, S. deliciosa, E. ringens, M. gayi peruanus
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Figura 3. Producto de amplificacion del gen Citocromo oxidasa I en gel de agarosa al 1%: S.

chiliensis

El gen 16S rDNA tuvo un amplificado de 600pb para las especies S. chiliensis, S.
Jjaponicus, T. picturatus, M. gayi peruanus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia 'y

S. deliciosa (Figura 4).
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Figura 4: Posicion del conjunto de cebadores utilizados y producto de amplificacion del gen 165
rDNA en gel de agarosa al 1%: S. japonicus, T. picturatus, M. gayi peruanus, P. peruanus, S.

deliciosa, O. regia regia, E. ringens, P. adspersus, S. chiliensis
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4.2. Comparacion de los cortes formados in silico por las enzimas de restriccion
usando las secuencias propias y las obtenidas del NCBI del gen Citocromo oxidasa 1
En la comparacion de las secuencias propias y las obtenidas del NCBI de cada especie se

presentaron los mismos sitios de corte in silico para cada enzima de restriccion (Tabla 3).

De igual forma, se compararon los tamafios de los fragmentos formados in silico de las
secuencias propias, y los fragmentos formados por PCR-RFLP del gen COI,
observandose que para las especies 7. picturatus y O. regia regia no se observaron
fragmentos in silico y tampoco por PCR-RFLP, con ninguna de las enzimas utilizadas.
Asimismo, haciendo uso de la técnica PCR-RFLP se visualizé que los fragmentos
menores a 60pb que se observaban in silico (con la enzima Hinc 1l en S. japonicus y M.
gayi peruanus 'y con la enzima Hind Ill en S. japonicus), no se lograron percibir por PCR-

RFLP.

Para las especies S. japonicus, M. gayi peruanus, S. deliciosa, S. chiliensis, E. ringens 'y
P. adspersus los fragmentos que se formaron mayores a 60pb estuvieron presentes tanto
in silico como haciendo uso de la técnica PCR-RFLP. No obstante, al comparar los
tamafios de los fragmentos por PCR-RFLP con las obtenidas in silico, se observo que el
tamafio de los fragmentos no coincidia totalmente, sino que habia una diferencia de

tamafio de entre 20 y 60pb (Tabla 3).

Ademas, haciendo uso de la técnica PCR-RFLP y de la enzima Apa 1 en S. deliciosa hubo
una formacion de tres fragmentos de 784pb, 513pb y 232pb mientras que in silico solo se
observaron dos fragmentos de 449pb y 189pb (Tabla 3). De igual modo, para E. ringens
hubo una formacion de tres fragmentos 800pb, 538pb y 220pb mientras que in silico solo
se observo dos fragmentos 469pb y 189pb, asimismo, para P. peruanus también hubo una
formacion de tres fragmentos 787pb, 534pb, 225pb, mientras en el andlisis in silico solo

de observo dos fragmentos 399pb, 254pb.

4.3. Comparacion de los cortes formados in silico por las enzimas de restriccion
usando las secuencias propias y las obtenidas del NCBI del gen 165 rDNA.

En la comparacion de las secuencias obtenidas del NCBI y las secuencias propias del gen
16S rDNA, se observo que E. ringens presentd sitio de corte para la enzima Hinc I en
ambos casos. La secuencia de P. peruanus no fue hallada en el NCBI, sin embargo,
haciendo uso de la secuencia propia se observd que para la enzima EcoR [ tuvo sitio de

corte, formando dos fragmentos de 435pb y 218pb (Tabla 4).
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Tabla 3. Comparacion de los numeros de corte y de los perfiles de restriccion formados in silico en las secuencias propias y obtenidas del NCBI del gen

Citocromo oxidasa I por las enzimas de restriccion usadas en el presente trabajo

Secuencias Hinc Il 1 - 1 1 1 - - 1 -
CILIEE Hind Il 2 - 1 - 1 1 : i i
w
S Apal - - - 1 - 1 - 1 -
c
[
3 BamH | - - - - - - - - -
b
@ EcoR | - - - - - = o - -
g Not | - - - - - - - - -
&
@ Secuencias Hinc Il 1 - 1 1 1 - = - -
K Proi
] IR Hind Il 2 - 1 - 1 1 1 . _
[
g Apa - - - 1 = 1 - * -
o
S BamH | - - - - - - - _ _
z
EcoR | - - - - - = o - -
Not | - - - - - - - - -
Perfil de Hinc Il 597pb,59pb - 607pb, 48pb 178pb, 340pb 346pb, 293pb - - - -
] restriccion ;
2 PRy Hind Il 426pb, 230pb, 31pb - 434pb, 221pb - 623pb, 16pb 436pb, 222pb 421pb, 215pb - -
g las Apal . . . 449pb, 189pb 5 469pb, 189pb = * -
o secuencias
8 propias BamH | - - - : - _ . _ _
o
c
% _ EcoR | - - - - - = o - -
§ 8 Not | - - - - - - - - -
E é Perfil de Hinc I 674pb - 684pb 407pb, 276pb 420pb, 277pb - - 399pb,254pb -
triccid
5 'fes riccion Hind Il 467pb, 149pb - 411pb, 234pb - 680pb 453pb, 268pb 494pb, 296pb - -
‘S ormado
o
s por PCR- Apall - - = 784pb, 513pb, 232pb - 800pb, 538pb, 220pb - 787pb,534pb, 225pb -
] RFLP
o BamH | - - - - - - - - -
T
£ EcoR || - - - - s - - - -
&
Not | - - - - - - - - -

*El fragmento amplificado de esta especie, no fue enviado a secuenciar.
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Tabla 4. Comparacion de los numeros de corte y de los perfiles de restriccion formados in silico en las secuencias propias y obtenidas del NCBI del gen 165

rDNA por las enzimas de restriccion

Secuencias Hinc 1l - - - - - 1 - - -
F del NCBI Hind I _ } } _ ; ) - ; ;
=3
§ Apal - - - - - - - - -
2 BamH | - - - - - - - - -
"
s EcoR | - - - - - - - & -
]
2 Not | - - - - - - - - -
2 Secuencias Hinc ll - - - - - 1 - - -
° Propias Hind 11l - - - - - - - - -
g Apal - - - - - - - - -
]
S BamH | - - - - - - - - -
T
5 EcoR | - - - - - - - 1 -
Not | - - - - - - - - -
E Perfil de Hinc I - - - - - 390pb, 181pb - - -
@ restriccion Hind Il _ _ R _ R R - R R
'g_ in silico de
= las Apall 3 - B 3 - B 3 B B
8 secuencias BamH | - - - - R - _ R _
§ < propias EcoR | - - - - - - - 416pb, 173pb -
8 % Not | - - - - - - - - -
R Perfil de Hinc I - - - - - 451pb, 118pb - - -
g7 restriccion Hind Il ~ ) ) ~ ) ) B ) )
) formado
3 por PCR- el - - - - - - - - -
E RFLP BamH | - - - - - - - - -
g EcoR | - - - - - - - 435pb, 218pb -
= Not | - - - - - - - - -
b=
[}
a

*La secuencia de esta especie no fue hallada en el NCBI.
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4.4. Identificacion de las especies usando la técnica PCR-RFLP empleando el
gen mitocondrial Citocromo oxidasa 1

Los productos amplificados de 800 pb del gen COI (Figuras 2 y 3), solo presento sitio de
corte para tres de las enzimas de restriccion utilizadas: Hind 111, Hinc 11 y Apa 1. Las
enzimas EcoR 1, BamH 1y Not I no produjeron fragmentos especificos debido a que no

encontraron sitio de reconocimientos para las enzimas en las secuencias (Figuras 22-24).

4.4.1. Hind 111

Para la enzima Hind Il se encontrd sitio de corte en las especies: S. japonicus, P.
adspersus, E. ringens, M. gayi peruanus y S. chiliensis; sin embargo, solo se pudieron
discriminar a tres especies por su perfil de restriccion: S. japonicus, S. chiliensis y M. gayi
peruanus: S. chiliensis present6 un fragmento de 680pb, S. japonicus presentd un perfil

con dos cortes de 467pb y 149pb (Figura 5) y M. gayi peruanus 411pb y 234pb.

Los productos amplificados de las especies P. adspersus, E. ringens también fueron
escindidas por esta enzima de restriccion, con un perfil de restriccion bastante similar
entre si, pero que bien podria diferenciarse del perfil de S. japonicus. sin embargo, el
perfil de restriccion fue similar para estas dos especies lo que no permitié su correcta

discriminacion (Figura 5y 6).

Con la enzima Hind 11 no se pudieron discriminar 7. picturatus, P. peruanus, O. regia'y

S. deliciosa, demostrado por la falta de sitio de corte (Tabla 3).

-
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S. japonicus
T. picturatus
T. picturatus
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Figura 5. Perfil de restriccion formado por la enzima Hind 111 en la region mitocondrial Citocromo
oxidasa I de las especies S. chiliensis 680 pb, S. japonicus miden 467 bp y 149 bp, de P. adspersus
494 bp y 296 bp, de E. ringens 453 pb y 268 pb, M. gayi peruanus presentod fragmentos de 411bp
y 234 bp

o o
=] =]
= 2
8 S
o =]
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o Qo

0. regia regia

E. ringens

E. ringens

P. adspersus
P. adspersus
P. adspersus
S. chiliensis
S. chiliensis
S. chiliensis

1000
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Figura 6. Perfil de restriccion formado por la enzima Hind 111 en la region mitocondrial Citocromo
oxidasa I de las especies E. ringens miden 453 pb y 268 pb, P. adspersus 494 pb 'y 296 pb, S.
chiliensis 680 pb

4.4.2. Hincll
Para la enzima Hinc 11 las especies que presentaron sitio de corte fueron S. chiliensis, S.
Jjaponicus, P. peruanus, S. deliciosa, M. gayi peruanus, tal como se muestra en la Figura

7.

S. japonicus y M. gayi peruanus, presentaron un perfil de corte muy similar por lo cual
no se pudieron discriminar entre si. S. chiliensis con un patron de 420pb y 277pb no pudo
ser diferenciada de P. peruanus con un patréon de 399pb y 254pb, ni de S. deliciosa, ya
que, el perfil de estas tres especies fue muy similar. Si bien in silico, el tamafo de los

fragmentos es diferente.

T. picturatus, P. adspersus, O. regia regia, E. ringens, no presentaron sitio de corte para
la enzima Hinc 11, debido a que no se encontro sitio de corte para esta enzima en sus

secuencias, notandose en la Figura 7 el amplificado sin digerir de 800pb.
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Figura 7. Perfil de restriccion formado por la enzima Hinc 11 en la region mitocondrial Citocromo
oxidasa I de los fragmentos generados por: S. chiliensis midieron 420 pb y 277 pb; S. japonicus
midieron 674 pb de P. peruanus 399 pb y 254 pb y de S. deliciosa 407 bp y 276 pb; M. gayi
peruanus 684 pb

4.4.3. Apal

Para la enzima Apa [ las especies que presentaron sitio de corte fueron P. peruanus, S.
deliciosa, E. ringens; sin embargo, solo se pudo discriminar a P. peruanus por su perfil
de restriccion: P. peruanus present6 un fragmento de tres cortes 787pb, 534pb, y 225pb,
las especies S. deliciosa, E. ringens no se lograron identificar pese a que presentaron sitio

de corte para la enzima Apa I. (Figura 8).

S. deliciosa presentd fragmentos de 784pb, 513pb y 232pb, E. ringens tuvo fragmentos
de 800pb, 538pb y 220pb, sin embargo, sus perfiles de restriccion fueron muy similares

lo que no permiti6 una correcta identificacion.

Las especies S. japonicus, T. picturatus, M. gayi peruanus, O. regia regia, P. adspersus,
S. chiliensis no presentaron sitio de corte para la enzima Apa I notindose en el
amplificado de 800pb sin digerir, por lo cual, P. peruanus también se pudo discriminar

de estas especies,
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Figura 8. Perfil de restriccion formado por la enzima Apa 1 en la region mitocondrial Citocromo
oxidasa I de los fragmentos generados por: P. peruanus midieron 787 pb,534 pb y 225 pb, S.
deliciosa midieron 784pb, 513pb y 232pb, E. ringens midieron 800pb, 538pb y 220pb.

4.4.4. Identificacion de las especies usando la técnica PCR-RFLP empleando el
gen mitocondrial 716S rDNA

Los amplificados para el gen 165 rDNA fueron de 600pb (Figura 4), para este gen se hallo
que solo dos de las enzimas de restriccion utilizadas que tuvieron sitio de corte en las

secuencias amplificadas siendo estas Hinc I1'y EcoR 1.

Las enzimas Hind 111, Apa 1, BamH 1y Not I no produjeron fragmentos especificos debido

a que no encontraron sitio de reconocimientos en las secuencias (Figuras 25- 29)

4.4.5. HinclIl

Para la enzima Hinc 11 solo se hallo sitio de corte en la especie E. ringens formando dos
fragmentos de 451pb y 118pb. Por lo que esta especie se pudo discriminar de las otras
especies estudiadas que no presentaron sitio de corte para la enzima de restriccion,
observandose en el amplificado sin escindir como lo podemos observar en las Figuras 9

y 10.
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Figura 9. Perfil de restriccion formado por la enzima Hinc 11 en la region mitocondrial /6S rDNA

en S. japonicus, T. picturatus, M. gayi peruanus, P. peruanus, S. deliciosa
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Figura 10. Perfil de restriccion formado por la enzima Hinc 11 en la region mitocondrial /6S rDNA

en E. ringens fueron de 451bp, 118bp

4.4.6. EcoR1

Esta enzima solo present6 sitio de corte en la especie P. peruanus formando fragmentos
de 435pb y 218pb, lo que permitié discriminar a esta especie del resto de las especies
estudiadas, las que al no presentar sitio de corte para EcoR I, no escindieron al fragmento

amplificado, como se puede observar en la Figura 11.
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Figura 11. Perfil de restriccion formado por la enzima EcoR 1 en la region mitocondrial /6S rDNA

en P. peruanus fueron de 435 bp y 218 bp

4.5. Metodologia FINS haciendo uso de las secuencias del gen Citocromo oxidasa
1

A partir de las secuencias nucleotidicas, se calcul6 una matriz de distancia. Los resultados
de este analisis mostraron un arbol filogenético, donde las secuencias de las especies mas

cercanas se agrupan en clados.

Se utilizaron las secuencias de las especies en estudio, estas secuencias de 800pb fueron
alineadas por distancia genética y se construy6 un arbol filogenético Neighbor-Joining
basado en distancias genéticas. Como puede verse en la Figura 12, las especies agrupadas
por clados fueron S. chilensis con S. japonicus, P. peruanus con S. deliciosa, O. regia con

M. gayi y E. ringens con P. adspersus.
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Figura 12. Arbol filogenético molecular de las especies E. ringens, S. chiliensis, P. adspersus, S.
Japonicus, S. deliciosa, M. gayi peruanus, O. regia regia, T. picturatus, P. peruanus (para esta
especie se uso la secuencia descargada del NCBI). Basado en un analisis Neighbor-Joining de las
secuencias del gen Citocromo oxidasa I. En la parte superior del arbol se muestra los fragmentos
obtenidos por PCR RFLP haciendo uso de las enzimas Apa 1, Hinc 11 y Hind 111. Los patrones
estan separados por lineas verticales. El marcador de tamafio se muestra en ambos lados y la

longitud de cada fragmento se encuentra sobre el fragmento.

45



El patréon de restriccion coincidio solo en los clados formados por las especies S. chiliensis
con S. japonicus escindidos por las enzimas Hind 11l y Hinc 11 y P. peruanus con S.
deliciosa escindidos por Hinc Il y Apa 1. En el clado formado por E. ringens y P.
adspersus ambas presentaron sitio de restriccion para Hind 111, pero solo E. ringens
presentd sitio de corte para Apa 1. Mientras que en el clado formado por M. gayi y O.

regia, solo M. gayi present¢ sitio de corte para Hinc 11 'y Hind 111.

4.6. Metodologia FINS haciendo uso de las secuencias del gen 16S rDNA

Se utilizaron las secuencias de las especies en estudio, estas secuencias de 600 pb fueron
alineadas por distancia genética y se construyo un arbol filogenético Neighbor-Joining
basado en distancias genéticas, que muestra las especies mds cercanas agrupadas en un
mismo clado (Figura 13). Las especies que fueron agrupadas en clados fueron 7.
picturatus con P. adspersus, S. chiliensis con S. japonicus, S. deliciosa con P. peruanus,
mientras que O. regia regia, M. gayiy E. ringens no se agruparon con otras especies. Para
este gen, no se presenta ninguna coincidencia entre las especies agrupadas y los patrones

de restriccion.
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Figura 13. Arbol filogenético molecular de las especies 7. picturatus, P. adspersus, S. japonicus,
S. chiliensis, S. deliciosa, P. peruanus, O.regia regia M. gayi peruanus, E. ringens. Basado en un
analisis Neighbor-Joining de las secuencias del gen /65 rDNA. En la parte superior del arbol se
muestra los fragmentos obtenidos por PCR RFLP haciendo uso de las enzimas EcoR 1y Hinc 11.

Los patrones estan separados por lineas verticales. El marcador de tamafio se muestra en ambos

lados y la longitud de cada fragmento se encuentra sobre el fragmento.
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V. Discusion

Amplificados de los genes COI'y 16S

En el presente estudio los amplificados obtenidos por el gen COI fueron de 800pb (Figura
2y 3) y para el gen /6S fueron de 600pb (Figura 4). En la identificacion de especies es
recomendable que los amplificados sean de un peso molecular alto, de modo tal que se
aproveche la diversidad entre las secuencias de ADN de las especies a identificar,
accediendo a mayores posibilidades para la discriminacion de especies (Kurtzman et al.,
1994; Herbert et al.,2003). Por ello, no se tomaron en cuenta las bandas poco visibles y
de bajo peso molecular de menos de 80pb obtenidas, puesto que, las bandas menores a
menudo son poco visibles, no discriminatorias y de presencia inconstante en la parte

inferior de los geles (Paillard ef al., 2003).

De igual modo, para la identificacion de grupos taxondmicos a nivel de género o superior,
se debe tomar en cuenta el grado de conservacion evolutiva en las secuencias de ADN de
los marcadores con que se va a trabajar (Sanchez, 2012); por lo cual, se recomienda los
marcadores mitocondriales, como los empleados en este trabajo COI (Figura2y 3)y 16S
rDNA (Figura 4). Estos genes tienen una importante variacion genética que permite la
diferenciacion entre especies de peces, dado que, presentan un alto nivel de conservacion

de las secuencias del mtDNA dentro de las especies (Palumbi, 1996; Haider ef al.,2012).

Los genes utilizados como marcadores moleculares en el presente estudio son genes
mitocondriales, escogidos dado que el ADN mitocondrial posee varias ventajas sobre el
ADN nuclear, debido a que su divergencia es hasta 30 veces mayor, por lo que existen
regiones con un nivel de variabilidad genética adecuado para la diferenciacion
interespecifica (Ferris y Berg, 1987; Barlett y Davidson, 1991; Caccone et al., 2004;
Asensio, 2007), evoluciona mucho més rapido que el ADN nuclear, su alta abundancia le
permite ser mas efectivo en la amplificacion por PCR (Zeng, 2018), es de condicion
haploide, no recombinante, sin intrones, con pequefios espacios intergénicos, y de mucho
menor tamaiio (Meyer, 1993; Rodriguez, 2004). Con respecto especificamente al uso de
las secuencias del gen /65, éstas son empleadas cominmente, debido a que, al no haber
cambiado su funcién en el tiempo, sugiere que los cambios de secuencia aleatorios que
se presenten, estan midiendo el grado de separacioén ocurrido durante una especiacion,
ademas de ser un gen lo suficientemente grande para fines informéaticos (Janda y Abbot,

2007). Este gen fue empleado para estudios filogenéticos de importancia, donde se
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describieron tres dominios de la vida, Archaea, Bacteria y Eukarya, a diferencia de la
clasificacion tradicional de organismos vivos en procariotas y eucariotas (Woo et al,
2008). Las secuencias dos los genes rDNA como el /6S son muy conservadas en
organismos vivos del mismo género y especie, pero difieren entre organismos de otros
géneros y especies lo que hace que sean utilizados para diagndsticos y estudios
filogenéticos, ya que, estan compuestos por varias copias de secuencias similares
(Bendezu et al., 2005; Woo et al., 2008; Zeng 2018). Asimismo, son empleado en la
identificacion de especies como Mytilus spp, Pecten maximus, asi como en la
discriminacion de pepinos de mar, bacterias, camarones entre otros (Bendezu et al., 2005;

Janda y Abbott, 2007 y Pascoal ef al., 2008).

Con respecto al uso de enzimas de restriccion para evaluar diversidad, Brown et al. (1979)
usando 11 de ellas en cuatro primates, encontraron que los sitios de restriccion parecen
estar distribuidos al azar en cada genoma. Por este motivo, varios estudios de
identificacion de especies utilizan RFLP en productos amplificados de genes
mitocondriales como COl 'y 168, lo que ademés permite la correcta identificacion no solo
de organismos completos, sino de aquéllos que han pasado por un proceso térmico y, por
lo tanto, tienen un ADN degradado (Carrera et al, 1999; Bellagamba et al., 2001; Di
Finizio et al., 2007; Haider et al., 2012).

Comparacion de los cortes in silico usando las secuencias propias y las obtenidas
del NCBI de los genes 165y COI

Para la identificacion de especies, la prediccion in silico del lugar de corte por la enzima
a utilizar, es una prueba necesaria que debe de realizarse previo a la aplicacion del PCR-
RFLP, puesto que, este andlisis permite predecir qué enzimas de restriccion funcionaran
para la discriminacion de las especies de interés, dando a conocer el sitio de corte y por
lo tanto el nimero y el tamafio de los fragmentos que podran ser obtenidos (Cienfuegos
et al., 2008); pudiéndose ademas predecir si los patrones de banda que se generen estaran
bien definidos y seran especificos para la especie (Zapata et al.,, 2007). En este estudio,
al aplicar el andlisis in silico en las secuencias obtenidas de las especies en estudio (Tabla
3 y4), tanto para el gen COI como el 165, los sitios de corte observados fueron los mismos
obtenidos al aplicar la técnica PCR-RFLP, lo que corrobora la importancia de realizar
este analisis previo. Para el gen COI se hallaron sitio de corte para siete especies de las

cuales se pudieron discriminar a S. japonicus, S. chiliensis, P. peruanus y M. gayi
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peruanus'y solo dos especies en el gen 16S rDNA, E. ringens y P. peruanus. Caldelli et
al. (2013) usaron la prediccion in silico, previo a la técnica PCR-RFLP, para distinguir a
P. platessa de entre diecisiete especies de la familia Pleuronectidae y de otras tres especies
de la familia Solea, logrando su identificacion. Asimismo, Zapata et al. (2007) emplearon
el andlisis in silico para elegir entre las enzimas Alu 1 y Msp 1 para la digestiéon de
productos de PCR de las regiones ITSI e ITS2 en la identificacion de siete especies de
Anopheles, demostrando la eficacia del analisis in silico para predecir los sitios de corte

de las enzimas de restriccion.

Al comparar nuestros resultados in silico con los obtenidos por la técnica PCR-RFLP se
detectd que los fragmentos menores a 60pb que predecia el programa no se observaban
haciendo uso de la técnica PCR-RFLP. Al respecto, Wolf et al., (1999) mencionaron que
no se utilizan bandas menores a 80pb para la diferenciacién de especies, debido a que

estas bandas son poco visibles y discriminativas.

Identificacion de las especies usando la técnica PCR-RFLP empleando el gen
mitocondrial COI

La técnica usada en el presente estudio - PCR-RFLP - hace uso de mutaciones resultantes
de la sustitucion de un solo nucleétido (SNP), insercion o delecion (indel) de fragmentos
de ADN de diversas longitudes, duplicacion o inversion de fragmentos de ADN (Aguilar
et al., 2012), que se traducen en la aparicion o desaparicion de sitios de corte especificos
de cada enzima de restriccion. Por ello, la digestion del ADN con enzimas de restriccion
da como resultado fragmentos cuyo numero y tamafio pueden variar entre individuos,
poblaciones y especies, observandose una variaciéon en el peso de los fragmentos
amplificados de individuos de la misma especie (Becerra y Paredes, 2000; Liu y Cordes,

2004).

La utilizacion de pocos individuos en la aplicacion de PCR-RFLP, obedece a que la
técnica esta estandarizada con pocos individuos por especie, citandose trabajos como el
de Boonphakdee y Sawangwong, (2008) quienes trabajaron en la discriminacion de seis
especies de pez payaso haciendo uso de tres individuos por especie para observar si se
presentaba polimorfismo entre individuos de la misma especie, observandose que todos
los individuos exhibieron el mismo perfil RFLP, sin embargo, recomiendan que se trabaje
con un mayor numero de especies. Por lo cual, en el presente trabajo se empled cinco

individuos por especie, y no se observo alguna variacion de tamafio entre los fragmentos
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obtenidos de diferentes individuos de la misma especie. Haider et al. (2012), hicieron
identificacion de especies trabajando con cinco individuos a mas por especie para la
correcta identificacion de carne de vaca, pollo, pavo, oveja, cerdo, bafalo, camello y
burro. Asimismo, Chen-Hung ef al. (2013) hizo uso de cuatro muestras de Cyprinus
carpio carpio, ocho muestras de Carassius auratus auratus, y doce muestras como

Ctenopharyngodon idella para una correcta identificacion de estas especies.

Con el gen COI y la enzima Hind 111 se logr6 discriminar a S. japonicus, M. gayi (Figura
5) y S. chiliensis (Figura 6), De igual modo, empleando el gen CO!'y la enzima Apa | se
identifico a P. peruanus (Figura 8) que presentaron un perfil de restriccion tnico. Hebert,
et al. (2003) mencionan que el analisis de la diversidad de secuencias en amplicones de
tramos cortos de la subunidad I del citocromo ¢ oxidasa (COI), puede proporcionar una
herramienta eficaz para el diagnostico de especies en el reino animal, ya que tiene una
alta tasa de variacion interespecifica, la cual es suficiente para generar un andlisis
especifico de perfiles de restriccion para cada especie, permitiendo discriminar especies
de modo facil e inequivoco ( Ward et al., 2005; Astorga, 2008; Haider et al., 2012; Paiz-
Medina, 2012).

Sin embargo, debido a que una enzima de restriccion determinada cortara el ADN si éste
presenta o no el sitio de corte, se obtuvo también, que haciendo uso del gen COl'y Apa 1,
los perfiles que presentaron S. deliciosa y E. ringens (Figura 8) no permitieron
identificarlas porque presentaron patrones iguales; tampoco se pudieron identificar a las
especies P. adspersus y E. ringens con el gen COIl'y Hind 111 (Figura 6); haciéndose dificil

una correcta identificacion (Cheng et al., 2014).

Brown et al. (1979) haciendo uso de varios grupos de vertebrados, demuestran que con
respecto a los genes que codifican para ARNs, en los genes de ARNt y ARNr las
acumulaciones de sustituciones o cambios en las secuencias de ADN se acumulan mas
rapido que las correspondientes al rDNA nuclear. Sin embargo, se considera que al ser
este gen ligeramente mas conservado que COI, con una mejor resolucion a nivel de
familia (Martin et al., 2009), dard menor informacion que COI, demostrado en la presente
investigacion, ya que con el gen /6S, solo se identificaron dos especies: Hinc 1l que
identifico a E. ringens (Figura 10), y P. peruanus identificada con EcoR I (Figura 11).
Resultados similares como el de la presente investigacion, fueron obtenidos por

Pappalardo et al., (2015) quienes empleando el gen COI y las enzimas Alul, Bsll, Fokl,
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Hinf' 1y Mbol, lograron discriminar a E. encrasicolus de las especies Sardinella aurita,
Sardina pilchardus, E. japonicus. Asimismo, Ferrito et al., (2016) lograron identificar a
tres especies del género Merluccius utilizando el gen COI y las enzimas de restriccion
Alul, Hpa 11, Hinf1, Mbo 1 y Pvu Il. Asi mismo, Abdulmawjood y Biilte, (2001) haciendo
uso del gen mitocondrial /6S y las enzimas de restriccion Nsp I, Sfu 1, Taq 1 lograron
discriminar entre dos especies de caracoles H. pomatia y H. lucorum. De igual modo,
Borgo et al. (1996) trabajaron en la identificacion de tres especies de caracoles H.
pomatia, H. lucorum y A. fulica empleando los genes mitocondriales /125 rRNA y 16S
rRNA y cuatro enzimas de restriccion, de las cuales haciendo uso de la enzima Dra [y

los productos amplificados de /6S se pudo distinguir entre las tres especies de caracoles.

Comparacion del arbol filogenético de las secuencias de los genes COI'y 16S'y el
perfil de restriccion obtenido (FINS)

La posibilidad de que exista una correlacion entre la similitud de patrones de restriccion
presentadas en las especies estudiadas y una relacion filogenética, se hizo a través del
analisis FINS, haciendo uso de sus secuencias de ADN. En este estudio el analisis
filogenético mostré la formacion de agrupaciones de las especies formadas por
similitudes entre sus secuencias, pero no mostrando una coincidencia total. Con el gen
COI las especies que fueron agrupadas en el mismo clado y presentaron sitio de corte
para ambas enzimas Hincll y Hindlll fueron S. chiliensis y S. japonicus (Figura 12),
especies pertenecen a la familia Scombridae. De igual manera, las especies P. peruanus
y 8. deliciosa, agrupadas en el mismo clado, pertenecientes a la familia Sciaenidae,
también presentaron sitio de corte para las enzimas Apal y Hincll (Tabla 1). Resultados
coincidentes son reportados por Espifieira ef al., (2008) donde el perfil de restriccion de
las especies del género Lophius generado por la enzima Mbo I y el marcador molecular
COI coincidi6 en un cien por ciento con las agrupaciones formadas en arbol filogenético,

lo que permitio la correcta discriminacion de siete especies de peces del género Lophius.

Sin embargo, en nuestros resultados también se puede observar, que existen especies
agrupadas filogenéticamente en el mismo clado (M. gayiy O. regia regia,) que no fueron
coincidentes en sus perfiles de restriccion para Hinc IlI. Asimismo, E. ringens y P.
adspersus fueron agrupadas y aunque ambas presentaron sitio de corte para Hind 111, sélo

E. ringens present6 sitio de corte para Apa 1.
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Segun el analisis filogenético con el gen 16S, T. picturatus y P. adspersus, se agruparon
en el mismo clado, asi como S. chiliensis y S. japonicus; en ambos casos ninguna fue
escindida por las enzimas de restriccion. El grupo formado por P. peruanus'y S. deliciosa,
solo una de ellas present6 sitio de corte para EcoR I, mientras que E. ringens, presentd
sitio de corte para Hinc II pero no se agrupo con otras especies, de igual modo M. gayi y
O. regia regia no se agruparon con otras especies (Figura 13). Estos resultados estarian
demostrando que, en nuestro estudio, el gen COI es el que presenta mayor potencial en la
discriminacion de especies, aunque existen investigaciones, como la de Zeng et al. (2018)
con pepinos de mar, donde encontraron coincidencia total entre el perfil de restriccion de
las especies estudiadas y su agrupacioén en el arbol filogenético, usando /6S como

marcador molecular.

Finalmente, este trabajo establece que la técnica PCR-RFLP ha permitido la correcta
discriminacion de las especies S. japonicus, P. peruanus, S. chiliensis y M. gayi peruanus
empleando el gen mitocondrial CO! y las enzimas Hind 11l y Apa 1, mientras que con el
gen /68y las enzimas Hinc 11 y EcoR 1 se puede discriminar a las especies E. ringens y
P. peruanus. Por lo tanto, en comparacion con otras técnicas, la técnica PCR-RFLP es
simple, confiable y rentable para los analisis rutinarios de un gran numero de muestras,
siendo no solo aplicable en la discriminacion de especies frescas, sino también en la

identificacion de especies enlatadas (Borgo ef al. 1996).
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VI. Conclusiones

Las predicciones in silico de las secuencias propias y las obtenidas del GenBank del gen
Citocromo oxidasa I, presentaron en ambos casos los mismos patrones para las especies
Scomber japonicus, Merluccius gayi peruanus, Sarda chiliensis, Engraulis ringens,
Sciaena deliciosa, Paralichthys adspersus generados por las enzimas de restriccion Hind

I, Hinc 1'y Apa 1.

Las predicciones in silico de las secuencias propias y las obtenidas del GenBank del gen
16S rDNA, presentaron los mismos patrones de corte en ambos casos para las especies
Paralonchurus peruanus y Engraulis ringens generados por las enzimas EcoR 1y Hinc

IL

Se identifico con el gen Citocromo oxidasa I y haciendo uso de la enzima Hind 11l a
Scomber japonicus, de las especies Paralichthys adspersus, Engraulis ringens, Trachurus
picturatus, Merluccius gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Sarda chiliensis,

Paralonchurus peruanus y Sciaena deliciosa.

Se identifico con el gen Citocromo oxidasa I'y la enzima Hind 111 a Sarda chiliensis de
las especies Scomber japonicus, Paralichthys adspersus, Trachurus picturatus,
Merluccius gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Paralonchurus peruanus, Sciaena

deliciosa y Engraulis ringens.

Se identificd con el gen Citocromo oxidasa Iy haciendo uso de la enzima Hind III a
Merluccius gayi peruanus, de las especies Scomber japonicus Paralichthys adspersus,
Engraulis ringens, Trachurus picturatus, Odonthestes regia regia, Sarda chiliensis,

Paralonchurus peruanus 'y Sciaena deliciosa.

Se identifico con el gen Citocromo oxidasa Iy la enzima Apa 1 a Paralonchurus peruanus
de las especies Scomber japonicus, Paralichthys adspersus, Engraulis ringens, Trachurus
picturatus, Merluccius gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Sarda chiliensis y

Sciaena deliciosa.

Se discrimind con el gen /6S ¥rDNA y la enzima Hinc 11 a Engraulis ringens de las

especies Scomber japonicus, Paralichthys adspersus, Trachurus picturatus, Merluccius
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gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Sarda chiliensis, Sciaena deliciosa y

Paralonchurus peruanus.

Se discrimino con el gen /6S ¥YDNA y la enzima EcoR 1 a Paralonchurus peruanus de las
especies Scomber japonicus, Paralichthys adspersus, Trachurus picturatus, Merluccius

gayi peruanus, Odonthestes regia regia, Sarda chiliensis y Engraulis ringens.

El andlisis filogenético presento coincidencia con el perfil de restriccion en S. chilensis 'y

S. japonicus, para el gen COI y con las enzimas Hind 111 y Hinc 11.

El anélisis filogenético presentd coincidencia con el perfil de restriccion en P. peruanus

v S. deliciosa, para el gen COI y con las enzimas Hinc Il 'y Apa 1.
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VII. Recomendaciones

— Se recomienda trabajar con mas especies de peces, ya que el Pert tiene una gran
diversidad de especies que son empleadas como productos alimenticios, y que son
vendidos en diferentes presentaciones (salados, frescos, enlatados, ahumados,

congelados).

— Replicar este trabajo evaluando los productos que ya estan en el mercado como
conservas, filetes entre otros, que son consumidos por gran parte de la poblacion y que

pueden estar siendo etiquetados con una descripcion erronea del producto.

— Trabajar con un mayor numero de enzimas de restriccion, para poder discriminar a
mas especies, ya que algunas especies no presentaron sitio de restriccion para las
enzimas empleadas, asimismo se deberia agregar el uso de otros genes mitocondriales

en la identificacion de especies, para una mayor discriminacion entre especies.

— Se recomienda trabajar con alguna de las siguientes enzimas de restriccion, para la
identificacion de las especies que no se pudieron discriminar haciendo uso del gen COI

y las enzimas empleadas en el presente trabajo.

= S. deliciosa: Ban 11; BsmF 1; HpyCH4 111

= O. regia regia: Bsa XI; Bsll; SfaNla 111

» T. picturatus: Bsa X1; Hph 1, Nla 111

» P. adspersus: Bmr 1; Bmt 1; BseR 1; BspCN 1

— Se recomienda trabajar con alguna de las siguientes enzimas de restriccion, para la
identificacion de las especies que no se pudieron discriminar haciendo uso del gen /65

y las enzimas empleadas en el presente trabajo.

» O. regia regia: Bmr 1; Ban 11; Bsp12861

» S. deliciosa: HpyAV,; Msl 1;ApeK 1

» P. adspersus: BseR 1; Bsp 1286, Mme 1

» M. gayi peruanus: Bmr 1; Nla 1ll; Ase 1, Bsg 1
» §. chiliensis: Bsg 1; Pst 1;Tsp451; TspR 1

= S. japonicus: Ban lI;Mme 1; BtsC 1; HpyAV
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IX. Anexos

Anexo 1: Secuencias obtenidas del NCBI de los genes Citocromo oxidasa Iy 16S rDNA de las especies en estudio y sitio de corte donde

escindio la enzima de restriccion

Tabla 5: Especies, Secuencias del NCBI del gen Citocromo oxidasa I de las especies en estudio y sitios de corte donde escindieron las enzimas de restriccion.

Especies

Secuencias del NCBI del gen Citocromo oxidasa | de las especies en estudio y los sitios de corte de las enzimas de restriccion

Sitio de corte de las
enzimas de restriccion
(ER)

Scomber
japonicus

GTGCATGAG CTGGAATAGTTGGCACGGCCTT-G CTTATCCGAGCTGAACTAAGTCAACCAGGGTCCCTTCTCGGCGACGACCAAATCTACAAC
GTAATTGTTACGGCTCACGCCTTCGTTATAATCTTCTTTTTAGTAATGCCAGTTATGATTGGAGGGTTCGGAAACTGACTGATCCCCCTAATGATCGGAG
CCCCCGACATGGCATTTCCCCGAATAAATAACAT-CTGACTTCTGCCCCCATCTCTCCTG CTGCTCCTGTCTTCTTCGGCAGTTGAAGCCGGTGCT
GGGACTGGCTGAACAGTTTATCCTCCCCTCGCTGGGAACCTGGCACACGCCGGGGCATCAGTTGATTTAACCATCTTCTCACTCCACCTAGCAGGTGTTT
CCTCAATCCTTGGGGCCATTAACTTCATCACAACAATCATTAACATAAAACCTGCAGGTGTATCCCAATACCAAACCCCTCTGTTCGTCTGAGCAGTCCTA
ATTACAGCTGTCCTTCTCCTTCTATCTCTACCAGTTCTTGCTGCCGGCATTACAATGCTCCTAACAGACCGAAATCTAAATACTACCTTCTTCGACCCTGGA
GGAGGGGGAGACCCCATTCTTTACCAACACCTC

(58 pb)
Hind 1l
(31 pb,
233 pb)

Trachurus
picturatus

TTTCAACCCAAACCAAAAGACATTGGCACCCTTTATCTAGTATTTGGTGCTTGAGCTGGAATAGTAGGAACCGCTTTAAGCCTGCTTATTCGGGCAGAA
CTAAGCCAACCTGGCGCCCTTCTAGGGGATGACCAAATTTACAACGTAATTGTTACGGCCCACGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATGCCAATTAT
GATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTGATTCCGCTAATGATCGGAGCCCCTGATATAGCCTTCCCTCGAATGAATAACATGAGCTTCTGACTACTCCCTCCC
TCCTTCCTTTTGCTTTTAGCCTCTTCAGGTGTTGAAGCCGGGGCCGGAACTGGTTGAACAGTCTATCCCCCACTGGCCGGGAACCTTGCCCACGCCGGA
GCATCCGTAGATTTAACCATCTTCTCCCTTCACCTAGCAGGGGTCTCATCAATTCTAGGGGCTATTAATTTTATTACCACTATTATCAACATGAAACCTCCT
GCAGTCTCAATATATCAAATTCCACTATTTGTTTGAGCTGTCCTAATTACAGCTGTCCTTCTTCTCCTCTCTCTTCCTGTCCTAGCTGCTGGCATTACAATA
CTTTTAACAGACCGAAATCTAAATACTGCTTTCTTTGACCCGGCAGGCGGGGGAGACCCAATTCTTTATCAACACCTATTCTGATTCTTTGGCACCGAAA
AAAAT
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Merluccius
gayi peruanus

GCATAGTCGGAACAGCCCTAAGCCTGCTCATCCGAGCAGAACTTAGTCAACCAGGCGCACTCCTGGGCGACGATCAAATTTATAACGTAATCGTCACG
GCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCGTTAATAATTGGGGGCTTTGGAAACTGACTTGTCCCCATAATGATCGGAGCCCCCGACATAG
CCTTCCCCCGAATAAATAATAT-CTG ACTTCTCCCTCCATCTTTCCTGCTCCTTCTAGCATCTTCCGGAGTAGAAGCCGGGGCCGGGACAGGTTG
AACAGTATATCCCCCTCTCGCAAGCAATCTTGCCCACGCTGGCGCCAGCGTGGACCTCACTATTTTCTCACTTCACTTAGCAGGCGTTTCCTCAATTCTGG
GAGCAATTAATTTTATTACTACTATTATCAATATGAAGCCCCCTGCAATCTCACAATACCAGACACCCCTCTTTGTTTGATCCGTACTTATTACAGCTGTCC
TTCTCCTACTCTCCCTACCCGTCTTAGCCGCCGGCATCACAATACTGCTAACTGACCGAAACCTCAACACCTCCTTCTTTGACCCCGCCGGAGGGGGAGA
cC

(46 pb)
Hind 11l
(221 pb)

Sciaena
deliciosa

GGTGCATGAGCCGGAATAGTGGGCACAGCTTTAAGCCTACTAATCCGAGCAGAACTAAGTCAGCCCGGCTCACTCCTCGGAGATGATCAGATCTATAA
CGTAATTGTTACGGCACATGCCTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCATTATGATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTTGTG CCCCTAATGATTG.
-CCGACATGGCATTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTI'CTGACTTCTCCCCCCTTCTTTTCTCTTACTCCTAACCTCTTCAG GGGTAGAAGCCGGGGC
AGGGACCGGATGAACCGTATACCCTCCATTAGCTGGAAACCTCGCACACGCAGGAGCTTCCGTTGACCTGGCCATTTTTTCCCTACATCTCGCAGGTGT
CTCCTCAATTCTTGGGGCCATCAACTTTATCACAACAATTATTAACATAAAACCTCCCGCCATTTCTCAATACCAAACGCCTTTATTCGTGTGAGCCGTTCT
AATTACGGCTGTCCTACTACTACTATCACTTCCTGTTTTAGCTGCTGGTATTACGATACTTCTAACAGACCGAAACCTCAACACAACTTTCTTTGACCCAG
CTGGGGGAGGTGACCCAATTCTTTACCAACATTTATTCTGATTCTTTGGCCAC

Apa |
(197pb)

(361 pb)

Sarda
chiliensis

CCTTTATCTAGTATTTGGTGCATGAGCTGGAATAGTTGGCACAG CCCT-G CTTATTCGAGCTGAACTAAGCCAACCCGGTGCCCTTCTTGGGGA
CGACCAGATTTACAATGTAATCGTTACGGCCCATGCCTTCGTAATGATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATGATTGGAGGGTTTGGAAACTGACTCATC
CCCCTAATGATTGGAGCCCCCGACATAGCATTCCCCCGAATGAACAATATGAGCTTTTGACTCCTTCCCCCTTCTTTCCTTCTACTCCTTGCCTCTTCTGGG
GTCGAAGCCGGTGCCGGAACCGGTTGAACAGTTTACCCTCCCCTTGCTGGTAACCTAGCTCACGCCGGAGCATCAGTTGACTTAACTATTTTCTCCCTAC
ATTTAGCAGGTGTTTCCTCAATTCTTGGGGCAATTAACTTCATCACAACAATTATTAATATGAAACCCGCAGCTATTTCTCAATATCAGACACCCCTATTT
GTATGAGCTGTCCTAATTACAGCCGTCCTTCTCCTACTATCACTACCAGTTCTTGCCGCTGGCATTACAATGCTCCTAACGGACCGAAACCTAAATACAAC
CTTTTTCGACCCTGCAGGCGGGGGTGATCCCATCCTTTACCAGCACTTA

Hind 1l
(49 pb)

(379 pb)
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Engraulis
ringens

GCAGGAATGGTAGGAACAGCACTTAGCCTACTGATCCGAGCAGAATTAAGCCAACCGGGAGCACTTTTGGGAGATGATCAAATTTATAATGTGATCGT
CACCGCTCACGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATCCTAATCG GCGGATTCGGGAATTGACTAGTTCCTTTAATACTCG-CAGAC
ATAG CATI'CCCCCGAATAAATAACAT-'I'I'G ACTTCTCCCCCCCTCATTTCTTCTTCTCCTTGCCTCATCTGGGGTTGAAGCAGGGGCCGGAACGG
GCTGAACGGTCTACCCCCCTTTAGCAGGAAACCTGGCCCACGCGGGGGCATCCGTGGACCTTACAATTTTTTCCCTTCACTTGGCGGGCATTTCATCAAT
CTTGGGTGCCATTAACTTCATTACCACTATTATTAACATAAAACCTCCTGCCATCTCACAATATCAGACGCCTCTATTTGTCTGAGCTGTGCTAATTACAG
CAGTACTTTTACTTCTTTCACTCCCTGTTCTAGCGGCTGGGATCACTATGCTTCTTACAGATCGAAACCTAAACACCACCTTCTTTGACCCAGCAGGAGGG
GGAGACCCAATCCTTTATCAACACCTA

Hind Ill
(225 pb)
Apa |
(188 pb)

Paralonchurus
peruanus

CCTCTACCTAGTCTTCGGTGCATGGGCCGGAATGGCAGGCACAGCCTTAAGCCTCCTAATTCGGGCCGAGCTGAGCCAGCCCGGCTCACTCCTTGGAG
ACGACCAAATTTATAACGTAATTGTTACGGCGCATGCCTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCGTTATAATCGGAGGGTTTGGAAACTGACTTAT
CCCCCTAATG ATCG-CCG ATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGCTTCTGACTGCTTCCCCCCTCCTTCCTTCTACTTTTAACTTCTTCAG
GGGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGATGAACAGTCTACCCCCCACTCGCCGGCAATCTTGCCCACGCAGGGGCCTCTGTTGACCTGGCAATCTTTTCT
CTTCATCTTGCCGGTGTCTCATCAATTCTTGGGGCTATTAATTTTATTACAACAATTATCAACATGAAACCCCCCGCTATCTCCCAGTATCAAACACCCTT
GTTTGTCTGAGCTGTCCTGATTACGGCCGTTCTCCTACTACTTTCACTCCCAGTCCTAGCCGCTGGCATTACAATGCTTTTAACAGATCGTAATCTGAATA
CAACCTTCTTTGACCCCGGAGGAGGGGGAGACCCGATCCTCTATCAACACCT

Apa |
(217 pb)

(379 pb)

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 6: Especies, Secuencias del NCBI del gen /6S rDNA de las especies en estudio y sitios de corte donde escindieron las enzimas de restriccion.

Especies

Secuencias del NCBI del gen 16S rDNA de las especies en estudio y los sitios de corte de las enzimas de restriccion

Sitio de corte de las
enzimas de restriccidon
(ER)

Scomber
japonicus

CGCTTTTGCAAAAACAAAGAATAAAAGGTCGAGCCTGCCCAGTGACTATATGTTCAACGGCCGCGGTATTTTAACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACT
TGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTATTACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTTCAGGTCAGTGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGAT
AAAACCATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAGACACTAAGCCATATCAAGTTAAATACCCCCTAACAAGGGGCCAAACTTATTGAAATCATTG
GCCGTATGTCTTCGGTTGGGGCGACCATGGGGAAACAAAAAACCCCCACGTGGAATGGGAGCACATTTACTCCTACAGTCAAGAGCCGCCACTCTAA
CAAACAGAATTTCTGACCAATAACTGATCCGGCAACGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCCTATC
GACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCCAATGGTGCAGCCGCTATTGAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCT

Trachurus
picturatus

ATACATAGGAGGTCCCGCCTCGCCCTGTGACTTTACGTTTAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAA
GACCTGTATGAATGGCACGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCTCCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGCTATATACATAAGACG
AGAAGACCCTGTGGAGCTTTAGACCCGGGGCAAGACCATGTCAAGAATATTGGACAAACGATTTGAACTAATTGGACCCTTCCCTAATGTCTTTGGTT
GGGGCGACCGCGGGGAAACAAAAAACCCCCATGTGGAATGGAAACACCCTATTTTCCACAACCAAGAGCCACAGCTCTAAGTAACAGAATTTCTGAC
CTACAAGATCCGGCAAAGCCGATCAACGGACCCAGTTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCTCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGG

Merluccius
gayi gayi

GCCTGCCCAGTGACAACAGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGCAT
AACGAGGGCTTAACTGTCTCCTCTTTCCAGTCAATGAAATTGATCTCTCCGTGCAGAAGCGGAGATAAGAACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGC
TTTAGACACAAAGACAGATCATGTTAAACACCCCCCAATAAAGGCCCAAACTTAATGATCTCCTGTCCTAATGTCTTCGGTTGGGGCGACCATGGGGA
AACACAAATCCCCCATGTGGAATAGGAGGACAATCCCATATTATTTTCCTCTCCTCCCACAAGCAAGAGCCACAACTCTAGCTAACAGAACTTTTGACC
TTATATGATCCGGCACACGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGG
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GAGGTCCAGCCTGCCCTGTGACTATATGTTTAACGGCCGCGGTATTTTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGGAGACCTGTAT
GAATGGCATTACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTTCAAGTCAGTGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATAAAACCATAAGACGAGAAGACC
Sciaena CTATGGAGCTTTAGACACCAAGGCATTTCATGTTAAATACCCCTAAACAAAGGACCAAACCAAATGAACCATGCCCCCATGTCTTTGGTTGGGGCGAC
deliciosa CGCGGGGAAATAAAAAACCCCCACGTGGAATGGGAGTACTACCTCCTACAACCAAGAGCTGCAGCTCTAATTAACAGAATATCTGACCAATAAGATC
CGGCAACGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTG
GATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTGTTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCT

TTCGCCCTGTTTTATTCCAAAACATCGCCTCTTGCAAAACATAAGTATAAGAGGTCCCGCCTGCCCAGTGACAATATAGTTTAACGGCCGCGGTATTTT
GACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCCGTATGAATGGCATAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCCCTGGTCAATGAAA
TTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATATGCTCATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACGCAAAGGCAGATCATGTCAAATACACCCAGCT

iZi';'jeansis ATGGGACCTGAACTAAATGAAGCCAGCCTTGATGTCTTCGGTTGGGGCGACCATGGGGAACACAAAACCCCCACGTGGAAAAGGAGTACACCCCTAC -
ATTTCCCTCCTCCTACAAACTAGAGCGACAGCTCTAATCAGCAGAAATTCTGACCAGACTGATCCGGCAAAGCCGATCAACGAATCAAGTTACCCTAG
GGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAG
GGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGG
ATAAGAGGTCCCACCTGCCCTGTGACTTAAAGTTTAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCAATTGCCTTTTAAATGAAGGCCT
GTATGAATGGTATAACGAGGGTTTGACTGTCTCTTTTTTCTAGTCAGTTAAACTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATTACTATACAAGACGAGAAG

Engraulis ACCCTATGGAGCTTTAGACGCTAGCCAACTATCGACAGGCGACTGGCCACTAAACAGACCTTAAATACCCGTTAGTTGTGGTGAGGCAGTCTTAGGTT

ringens GGGGCGACCACGGGAGAAAATGAAGCTCCCAGGCAGACCGGGGGATACCCTTGAGCCAAGAGTAGCTACTCTAAGCCACAAAATTTTTGACTGAAA (399 pb)

TGATCCGGTTGACAAACCGATTGACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCCCAGAGTCCCTATCGACGAGGGGGTTTACGACCTC
GATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGT

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 2: Secuencias propias de los genes Citocromo oxidasa 1y 16S rDNA de las especies en estudio y sitio de corte donde escindié la

enzima de restriccion

Tabla 7: Especies, Secuencias propias del gen Cifocromo oxidasa I de las especies en estudio y sitios de corte donde escindieron las enzimas de restriccion.

Especies

Secuencias del gen Citocromo oxidasa | de las especies en estudio y los sitios de corte de las enzimas de restriccion

Sitio de corte de las
enzimas de restricciéon
(ER)

Engraulis
ringens

CAGGATGGTAGGACAGCACTTAGCCTACTAATCCGAGCAGAATTAAGCCAACCGGGAGCACTTTTGGGAGATGATCAAATTTATAATGTGATCGTCA
CCGCTCACGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATCCTAATCGGCGGATTCGG GAATTGACTAG'I'I'CCTTTAATACTCG-CAGACAT
AGCATTCCCCCGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTTCTCCCCCCCTCATTTCTTCTTCTCCTTGCCTCATCTGGGGTTGAAGCAGGGGCCGGAACGGG
CTGAACGGTCTACCCCCCTTTAGCAGGAAACCTGGCCCACGCGGGGGCATCCGTGGACCTTACAATTTTTTCCCTTCACTTGGCGGGCATTTCATCAAT
CTTGGGTGCCATTAACTTCATTACCACTATTATTAACATAAAACCTCCTGCCATCTCACAATATCAGACGCCTCTATTTGTCTGAGCTGTGCTAATTACA
GCAGTACTTTTACTTCTTTCACTCCCTGTTCTAGCGGCTGGGATCACTATGCTTCTTACAGATCGAAACCTAAACACCACCTTCTTTGACCCAGCAGGAG
GGGGGGACCCAATTCTTTATCAACACCTATTCTGATTCTTTGGACATCCAGAAGTATAATAAA

Hind 111
(222 pb)
Apa |
(189 pb)

Scomber
japonicus

GTGCATGAGCTGGATAGTTGGCACG GCCTT-G CTTATCCGAGCTGAACTAAGTCAACCAGGGTCCCTTCTCGGCGACGACCAAACTACAACGT
AATTGTTACGGCCCACGCCTTCGTTATAATCTTCTTTTTAGTAATGCCAGTTATGATTGGAGGGTTCGGAAACTGACTGATCCCCTAATGATCGGAGCC
CCCGACATGGCA'I'I'TCCCCGAATAAATAACAT-CTG ACTTCTGCCCCCCTCTCTCCTGCTGCTCCTGTCTTCTTCGCAGTTGAAGCCGGTGCCGG
AACTGGCTGAACAGTTTATCCTCCCCTCGCTGGGAACCTAGCACACGCCGGGGCATCAGTTGATTTGACCATTCTCACTCCACCTAGCAGGTGTTTCCT
CAATCCTTGGGGCCATTAACTTCATCACAACAATCATTAACATAAAACCTGCAGGTGTATCCCAACCAAACCCCTCTGTTCGTCTGAGCAGTCCTAATTA
CAGCTGTCCTTCTCCTTCTATCCCTACCAGTTCTTGCTGCCGGCATTACAATGCTCCTACAGACCGAAATCTAAATACTACCTTCTTCGACCCTGGAGGA
GGGGGAGACCCCATTCTTTACCAACACCTCTTCTGATTCTTTGGACATCCTGAAGTATAA

Hind 11l
(31 pb
230 pb)

(59 pb)
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Sarda
chiliensis

AGTTGG CACAGCCCT-G CTTATTCGAGCTGAACTAAGCCAACCCGGTGCCCTTCTTGGGGACGACCAGATTTACAATGTAATCGTTACGGCCC
ATGCCTTCGTAATGATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATGATTGGAGGGTTTGGAAACTGACTCATCCCCCTAATGATTGGAGCCCCCGACATAGCAT

TCCCCCGAATGAACAATATGAGCTTTTGACTCCTTCCCCCTTCTTTCCTTCTACTCCTTGCCTCTTCTGGGGTCGAAGCCGGTGCCGGAACCGGTTGAAC
AGTTTACCCTCCCCTTGCTGGTAACCTAGCTCACGCCGGAGCATCAGTTGACTTAACTATTTTCTCCCTACATTTAGCAGGTGTTTCCTCAATTCTTGGG

GCAATTAACTTCATCACAACAATTATTAATATGAAACCCGCAGCTATTTCTCAATATCAGACACCCCTATTTGTATGAGCTGTCCTAATTACAGCCGTCC
TTCTCCTACTATCACTACCAGTTCTTGCCGCTGGCATTACAATGCTCCTAACGGACCGAAACCTAAATACAACCTTTTTCGACCCTGCAGGCGGGGGTG
ATCCCATCCTTTACCAGCACTTATTCTGATTCTTTGGACATNC

Hind 111
(16 pb)

(346 pb)

Trachurus
picturatus

GCTTGAGCTGGATAGTAGGANCCGCTTTAAGCCTGCTTATTCGGGCAGAACTAAGCCAACCTGGCGCCCTTCTAGGGGATGACCAAATTTACAACGT
AATTGTTACGGCCCACGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATGCCAATTATGATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTGATTCCGCTAATGATCGGAGC
CCCTGATATAGCCTTCCCTCGAATGAATAACATGAGCTTCTGACTACTCCCTCCCTCCTTCCTTTTGCTTTTAGCCTCTTCAGGTGTTGAAGCCGGGGCC
GGAACTGGTTGAACAGTCTATCCCCCACTGGCTGGGAACCTTGCCCACGCCGGAGCATCCGTAGATTTAACCATCTTCTCCCTTCACCTAGCAGGGGT
CTCATCAATTCTAGGGGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAACATGAAACCTCCTGCAGTCTCAATATATCAAATCCCACTATTTGTTTGAGCTGTCT
TAATTACAGCTGTCCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCTGTCCTAGCTGCTGGCATTACAATACTTTTAACAGACCGAAATCTAAATACTGCTTTCTTTGACCCG
GCAGGCGGGGGAGACCCAATTCTTTACCAACACCTATTCTGATTCTTTGGACACCCAGAAGTATAA

Paralichthys
adsperus

TGGGGACAGCCCTAAGCCTTCTCATTCGGGCAGAACTTAGCCAACCTGGAGCTCTCCTAGGGGACGACCAGATTTATAACGTAATCGTTACCGCACAC
GCCTTTGTAATAATCTTTTTTATGGTTATACCAATTATGATCGGAGGTTTTGGCAATTGACTCATCCCCTTAATAATCGGCGCCCCAGATATAGCATTTC
CCCGAATAAACAACAT-CTGACTTCTACCCCCCTCATTCCTCCTTCTCCTAG CTTCTTCAGGTGTTGAAGCCGGGGCCGGTACTGGGTGGACTG
TCTACCCCCCTTTAGCTAGCAACCTCGCCCACGCTGGAGCCTCGGTAGATCTGACTATCTTTTCACTTCACCTTGCAGGCATCTCCTCAATTCTTGGGGC
CATTAACTTCATCACCACCATTATTAATATGAAGCCCACGACTGTGTCCATATACCAAGTCCCCCTATTTATCTGAGCCGTACTAATTACGGCCGTCCTC
CTACTTCTTTCCCTACCAGTCCTAGCCGCTGGCATCACAATGCTACTCACAGACCGAAACCTGAATACAACCTTCTTTGACCCTGCAGGGGGAGGTGAT
CCCATCCTCTACCAACACCTGTTCTGATTCTTTGGACACC

Hind 111
(215 pb)

79



Sciaena
deliciosa

CACAGCTTTAAGCCTACTAATCCGAGCAGAACTAAGTCAGCCCGGCTCACTCCTCGGAGATGACCAGATCTATAACGTAATTGTTACGGCACATGCCT
TCGTTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCATTATGATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTTGTGCCCCTAATG ATTG-CCGACATGGCATTCCCTC
GAATAAATAACATAAGTTTCTGACTTCTCCCCCCTTCTTTTCTCTTACTCCTAACCTCTTCAGGGGTAGAAGCCGGGGCAGGGACCGGATGAACCGTAT
ACCCTCCATTAGCTGGAAACCTCGCACACGCAGGAGCTTCCGTTGACCTGGCCATTTTTTCCCTACATCTCGCAGGTGTCTCCTCAATTCTTGGGGCCAT
CAACTTTATCACAACAATTATTAACATAAAACCTCCCGCCATTTCTCAATACCAAACGCCTTTATTCGTGTGAGCCGTTCTAATTACGGCTGTCCTATTAC
TACTATCACTTCCTGTTTTAGCTGCTGGTATTACGATACTTCTAACAGACCGAAACCTAAACACAACTTTCTTTGACCCAGCTGGGGGAGGTGACCCAA
TTCTTTACCAACATTTATTCTGATTCTTT

Apa l
(189 pb)

(340 pb)

Merluccius gayi
peruanus

GAATAGTCGGAACAGCCCTAAGCCTGCTCATCCGAGCAGAACTTAGTCAACCAGGCGCACTCCTGGGCGACGATCAAATTTATAACGTAATCGTCAC
GGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCGTTAATAATTGGGGGCTTTGGAAACTGACTTGTCCCCATAATGATCGGAGCCCCCGACAT
AGCCTTCCCCCGAATAAATAATATAAGCTTCTGACTTCTCCCTCCATCTTTCCTGCTCCTTCTAGCATCTTCCGGAGTAGAAGCCGGGGCCGGGACAGG
TTGAACAGTATATCCCCCTCTCGCAAGCAATCTTGCCCACGCTGGCGCCAGCGTGGACCTCACTATTTTCTCACTTCACTTAGCAGGCGTTTCCTCAATT
CTGGGAGCAATTAATTTTATTACTACTATTATCAATATGAAGCCCCCTGCAATCTCACAATACCAGACACCCCTCTTTGTTTGATCCGTACTTATTACAGC
TGTCCTTCTCCTACTCTCCCTACCCGTCTTAGCCGCCGGCATCACGATACTGCTAACTGACCGAAACCTCAACACCTCCTTCTTTGACCCCGCCGGAGGG
GGAGACCCCATCCTATACCAGCACTTATTCTGATTCTTTGGCcCATCCAGAAAAATAATA

(48 pb)
Hind 11l
(221 pb)

Odontesthes
regia regia

GCTTTAAGCCTTCTCATCCGAGCAGAACTCAGCCAACCAGGCTCTCTCCTAGGAGACGATCAGATTTATAATGTTATCGTTACAGCACACGCTTTCGTA
ATAATTTTCTTTATAGTAATGCCAATCATAATTGGAGGCTTCGGAAACTGACTCATTCCTCTAATGATCGGTGCTCCCGATATGGCTTTCCCCCGAATAA
ATAATATGAGCTTCTGACTACTTCCCCCCTCATTCCTACTTCTCCTGGCTTCTTCAGGAGTTGAAGCAGGGGCTGGAACCGGATGAACAGTATACCCCC
CTCTGTCTGGTAATCTAGCTCACGCCGGAGCATCCGTAGACCTAACTATTTTCTCTCTCCACTTAGCAGGAGTTTCATCAATCCTGGGAGCCATTAATTT
TATTACCACCATTATTAACATGAAACCTCCCGCGATTTCACAATATCAAACTCCCCTCTTTGTATGAGCTGTACTCATTACCGCTGTACTTCTCCTTCTCT
CCCTCCCCGTCCTTGCTGCCGGCATTACAATGCTTCTGACAGACCGGAATCT

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 8: Especies, Secuencias propias del gen /6S rDNA de las especies en estudio y sitios de corte donde escindieron las enzimas de restriccion.

Especies

Secuencias del gen 16S rDNA de las especies en estudio y los sitios de corte de las enzimas de restriccion

Sitio de corte de las
enzimas de restriccion
(ER)

Scomber
japonicus

ACTTCGtCTTTTAAATTGAAGACCTGTATGAATTTGTATTACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTTCAGGTCAGTGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAA

GCGGGGATAAAtCCATAAgACEAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAGACACTAAGCCATATCAAGTTAAATACCCCCTAACAAGGGGCCAAACTTAT

TGAAATCATTGGCCGTATGTCTTCGGTTGGGGCGACCATGGGGAAACAAAAAACCCCCACGTGGAATGGGAGCACATTTACTCCTACAGTCAAG

AGCCGCCACTCTAACAAACAGAATTTCTGACCAATAACTGATCCGGCAACGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCgCAATCCC

CTTTTAgAGCCCCTATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCCAATGGTGCAGCCGCTATTGAAGGTTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAGtCCTaCgTGATCTGAGTTCAgACCGGAT

Trachurus
Picturatus

CCCGCCTGCCCAGTGACAACAGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCGAAGGTATECGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAA
TGGCATAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTCTTTCCAGTCAATGAAATTGATCTCTCCGTGCAGAAGCGGAGATAGAAACATAAGACGAGAAGACCC
TATGGAGCTTTAGACACAAAGACAGATCATGTCAAACACCCCACAATAAAGGCCCAAACTTAATGATCTCCTGTCCTAATGTCTTCGGTTGGGGC
GACCATGGGGAAACACAAATCCCCCATGTGGAATAGGAGGACAATCCCATATTATTTTCCTCTCCTCCCACAAGCAAGAGCCACAGCTCTAGCTA
ACAGAACTTTTGACCTTATATGATCCGGCCCACGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCATATCG
ACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTG
ATCTGAGTTCAGACCAGA

Merlucius gayi
peruanus

CCCTCAATAGCGGCTGCACCACTAGGATGTCCTGATCCAACATCGAGGTCGTAAACCCCCTCGTCGATATGAGCTCTGAGAGGGGATTGCGCTGT

TATCCCTGGGGTAACTGGGTTCGTTAATCGGTTGTACCGGATCAGTAAGGTCAGAATTTCTGTTGCTTGGAGTGGAGGCTCTGAGTTTTAGGGAA
AGTATCCCCGTCCACATGGAGGTTGTGTTTTACTCCGCGGTCGCCCCAACCAAAGACACTTAAATAAATGTCCACTAAGTTTTTGCTATTAATTTTA

GTACATTAAACGTGGTTTACTTTAGGTCTAAAGCTCCACAGGGTCTTCTCGTCTTATAGAAATATCCCCGCCTCTGCACGGGGAGGTCAATTTCATT
GACTGGAGAGGGGAGACAGTTAAGCCCTCGTGATGCCATTCATACAGGTCTTCATTTAAAAGACAAGTGATTACGCTACCTTCGCACGGTTAAGA
TACCGCGGCCGTTAAACATATAGTCACAGGGCAGGCGGGACCTCTTATATTTTGGGGACAAGAGGCGATGTTTTTGATAAACAGGCGA
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Paralonchurus
peruanus

AAGGGTCCTTGCCCTGCCCGGTGACCATGAGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAaaggTaGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACC
CGTATGAATGGCAAGACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTTCAAGTCAATGAAATTGATCTTCCCGTGCAGAAGCG G-TCACATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAGACACTAAGGCAGATCACGTTAAAACTTCCTGATAAAGAACTAAACTAAATGATCCCTGTCCTGATGTCTTTGGTT
GGGGCGACCACGGGGAAACACAAAACCCCCGCGTGGACTGAGAGTACACCCCTCCACCCCTACTCTCACAACTAAGAGCCTCCGCTCTAATAAAC
AGAATTTCTGACCAAAAATGATCCGGCAATGCCGATCAACGAACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTCTTTTAGAGCCCATATCGAC
AAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGAT
CTGAGTTCAGACCGAAA

EcoR |
(173pb)

Sciaena
deliciosa

AGAGGTCCCGCCTGCCCAGTGACATATAGTTCAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCC
GTATGAATGGCATAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCCCTGGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATAAGTACATAAGACGAG
AAGACCCTATGGAGCTTTAGATACTAAGACAGACCATGTTAAATGTACCCTCCCACGGACCTACAAACCAAATGAAATCCGTCTTAATGTCTTCGG
TTGGGGCGACCATGGGGAACACAAAACCCCCACGTGGAAAAGGAGGACACCCCAGTATTCCCACCCTCCTACAAATCAGAGCAACAGCTCAAAT
TAGCAGAAATTCTGACCATACTGATCCGGCAACGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTTAGAGCCCATATC
GACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACKT
GATCTGAGTTCA

Odontesthes regia
regia

TGTGACTTTACGTTTAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGEAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAAtGgCACGACGA
GGGCTTAACTGTCTCCTTCCTCCAGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGCTATATaCATAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTT
AGACCCGGGGCAAGACCATGTCAAGAATATTGGACAAACGATTTGAACTAATTGGACCCTTCCCTAATGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGA
AACAAAAAACCCCCATGTGGAATGGAAACACCCTATTTTCCACAACCAAGAGCCACAGCTCTAAGTAACAGAATTTCTGACCTACAAGATCCGGC
AAAGCCGATCAACGGACCCAGTTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCTCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGA
TCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGA
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CCCTGGCCCTGTGACTTAAAGTTTAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGCETAgCGCAATCAATTGCCTTTTAAATGAAGGCCTGTATGAAT
GGTATAACGAGGGTTTGACTGTCTCTTTTTTCTAGTCAGTTAAACTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATTACTATACAAGACGAGAAGACCCT
ATGGAGCTTTAGACGCTAGCCAACTATCGACAGGCGACTGGCCACTAAACAGACCTTAAATACCCGTTAGTTGTGGTGAGGCAGTCTTAGGTTGG

Engraulis ringens GGCGACCACGGGAGAAAATGAAGCTCCCAGGCAGACCGGGGGATACCCTTGAGCCAAGAGTAGCTACTCTAAGCCACAAAATTTTTGACTGAAA
TGATCCGGTTGACAAACCGATTGACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCCCAGAGTCCCTATCGACGAGGGGGTTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCAG
A

(390pb)

TAACCGAGGGCTTAACTGTCTCCTTCCCCTGGTCAATGAAATTGATCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATATECtCATAAGACGAGAAGACCCTATG
GAGCTTTAGACGCAAAGGCAGATCATGTCAAATACACCCAGCTATGGGACCTGAACTAAATGAAGCCAGCCTTGATGTCTTCGGTTGGGGCGAC

Paralichthys CATGGGGAACACAAAACCCCCACGTGGAAAAGGAGTACACCCCTACATTTCCCTCCTCCTACAAACTAGAGCGACAGCTCTAATCAGCAGAAATT

adpersus CTGACCAGACTGATCCGGCAAAGCCGATCAACGAATCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCATCCCCTTTTAGAGCCCATATCGACAAGGGGGTT
TACGACCTCgATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACETGATCTGAATTCAAC
CGGAAATTT

GTCCTGATCCAACATCGAGGTCGTAAACCCCCTTGTCGATATGGGCTCTAAAAGGGGATTGCGCTGTTATCCCTAGGGTAACTCGGTCCGTTGAT
CGGCGTTGCCGGATCTTATTGGTCAGATATTCTGTTAATTAGAGCTGCAGCTCTTGGTTGTAGGAGGTAGTACTCCCATTCCACGTGGGGGTTTTT
_ TATTTCCCCGCGGTCGCCCCAACCAAAGACATGGGGGCATGGTTCATTTGGTTTGGTCCTTTGTTTAGGGGTATTTAACATGAAATGCCTTGGTGT
Sarda chiliensis ., p AGCTCCATAGGGTCTTCTCGTCTTATGGTTTTATCCCCGCTTCTGCACGGGGAGATCAATTTCACTGACTTGAAAAAGGAGACAGTTAAGCC
CTCGTAATGCCATTCATACAGGTCTCCATTTAAAAGACAAGTGATTGCGCTACCTTCGCACGGTTAAAATACCGCGGCCGTTAAACATATAGTCAC

AGGGCAGGCTGGACCTCTTATTCTTTGCTTTTGCAAGAGGCGATGTTTTTG

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3: PCR RFLP de las especies en estudio en las cuales no se hallo sitio de

escincion.

S. japonicus
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Figura 14: Perfil de restriccion formado por la enzima EcoR [y el gen Citocromo oxidasa I en
las especies S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia,

S. deliciosa, E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 15: Perfil de restriccion formado por la enzima Not I 'y el gen Citocromo oxidasa I en las
especies S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S.

deliciosa, E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 16: Perfil de restriccion formado por la enzima BamH Iy el gen Citocromo oxidasa I en
S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S. deliciosa,

E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 17: Perfil de restriccion formado por la enzima Apa [y el gen 16S rDNA en las especies
S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S. deliciosa,

E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 18: Perfil de restriccion formado por la enzima Not [y el gen 16S rDNA en las especies en
S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S. deliciosa,

E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 19: Perfil de restriccion formado por la enzima BamH 1y el gen 16S rDNA en las especies
S. chiliensis, S. japonicus, T. picturatus, P. peruanus, P. adspersus, O. regia regia, S. deliciosa,

E. ringens, M. gayi peruanus.
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Figura 20: Perfil de restriccion formado por la enzima Hind 111 y el gen 16S rDNA en las especies

S. japonicus, T. picturatus, M. gayi peruanus, P. peruanus, S. deliciosa.
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Figura 21: Perfil de restriccion formado por la enzima Hind 11l y el gen 16S ¥rDNA en O. regia

regia, E. ringens, P. adspersus, S. chiliensis.
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Anexo 4: Registro fotografico de las 9 especies en estudio.

Figura 22: Odonthestes regia regia

Figura 24: Paralonchurus peruanus
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Figura 27: Trachurus picturatus

Figura 28: Paralichthys adspersus
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Figura 29: Scomber japonicus

Figura 30: Engraulis Ringens
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