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Presentacion

La Universidad Nacional de Colombia no ha sido ajena a la necesidad na-
cional de incrementar nuestro conocimiento cientifico del mar, por eso ha
sido participe desde hace varias décadas de los adelantos en la generacion
de conocimiento marino en Colombia. Consciente de la importancia de
divulgar el conocimiento sobre el mar que se genera en cada una de las se-
des de la Universidad relacionadas con el medio y bajo el liderazgo del ins-
tituto CECIMAR de la sede Caribe, se organiza cada dos afos un evento en
el cual se presentan los avances de las investigaciones en el campo marino.

La primera reunion interna sobre Ciencias del Mar se realizo en di-
ciembre de 2009 (“La Investigacién en Ciencias del Mar de la Universidad
Nacional de Colombia — 30 Afios de la Biologia Marina”), en la sede Ca-
ribe de la Universidad. Como producto de esta reunion, se publicé el vo-
lumen 14 de la serie Cuadernos del Caribe de la sede. A finales de 2014 se
realizd en Bogotd el 4° Seminario: Las Ciencias del Mar en la Universidad
Nacional de Colombia; se recopilaron varios trabajos presentados durante
el desarrollo del mismo, que no han sido atin publicados en otros medios,
y se incluyeron en el presente volumen.

Esperamos que esta contribucion aumente la difusion del conocimien-
to sobre el mar, fruto del quehacer académico dentro de la Universidad, y
estimule con ello a investigadores en formacién a profundizar en el estudio
de la aun vasta riqueza ecosistémica marina colombiana. Solo a partir del

conocimiento cientifico se puede llegar a la proteccién y adecuado uso de
los mares,

Néstor Hernando Campos C.

Arturo Acero P.
Editores
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Evaluacion experimental de loci microsatélites
en caracol pala Strombus gigas (Linnaeus, 1758)
del Caribe colombiano

Edna Judith Mérquez Fernandez, Juan Aicardo Segura Caro
y Natalia Restrepo Escobar’

introduccién

El caracol pala (Strombus gigas, Linnaeus, 1 758) es un molusco marino dioico
de gran tamano de importancia pesquera en el Garibe por el comercio de
la carne, la concha (Theile, 2001) y, mas recientemente, las perlas (Prada
et al., 2009). Debido a la sobreexplotacion comercial, fue considerada una
especie amenazada a nivel mundial ya que muchas de sus poblaciones han
decrecido a menos de un 30% (Theile, 2001, 2003; cI1TES, 2003). Los estu-
dios de genética poblacional basados en aloenzimas, han mostrado tanto
flujo genético como cierto grado de estructuracion poblacional en la es-
cala local y regional (Mitton et al., 1989; Campton et al., 1992; Tello ¢ al.,
2005), la cual parcce explicarse por el escenario oceanografico. A la techa
también se han desarrollado ocho microsatélites especificos para la especie
(Zamora-Bustllos et al., 2007), los cuales han sido utilivados para el analisis
genético de poblaciones del atolon Bolivar del Archipiélago de San Andrés
y Providencia (Landinez-Garcia et al., 2011) y Yucatin (Zamora-Bustillos
etal.,2011).

En los trabajos basados en microsatélites (Zamora-Bustillos et al., 2007.
2011; Landinez-Garcia ¢t al., 2011}, se han detectado desviaciones signifi-
cativas del equilibrio Hardy-Weinberg en varios loci. Esta desviacion puede
ser un artefacto generado por los pequefios tamanos de muestra, que pue-
de inducir una representacién sesgada de heterocigotos de las diferentes
clases alélicas. También puede estar relacionado con el disefio de los ceba-
dores que ocasionan problemas de genotipificacion de heterocigotos y que
provocan la presencia de alelos nulos (Pemberton et al., 1995; Jones et al.

1 Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin. ejmarque@unal.edu.co
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1998; Holm et al., 2001; Pompanon et al., 2005), la preferencia de amplifi-
cacion del alelo mas pequetio (efecto dropout, Wattier et al., 1998; Toouli ef
al., 2000; Bjorklund, 2005) y de alelos tartamudos (Ewen et al., 2000; Shin-
de et al., 2003; Hoffman y Amos, 2005); o puede estar relacionado con pro-
cesos biologicos que conllevan a deficiencias de heterocigotos, como por
ejemplo el efecto Wahlund, endogamia o apareamiento asociativo pueden
conducir a un déficit de heterocigosidad (Net, 1987).

Discriminar cuél de las causas anteriores explica el déficit de hetero-
cigosidad en los loct de una poblacion es de vital importancia para obtener
informacién confiable sobre la genética poblacional de especies de inte-
rés. En este sentido, la presente investigaciéon evalud el comportamiento
de ocho cebadores previamente desarrollados por Zamora-Bustillos ef al.
(2007) en una muestra de 187 caracoles del Caribe colombiano, con el fin
de estimar su utilid\ad y las limitaciones en estudios genético-poblacionales
de S. gigas.

Materiales y métodos

Se emplearon 187 muestras de tejido muscular de Strombus gigas almace-
nadas en etanol absoluto a temperatura ambiente hasta su procesamiento
en el laboratorio. Cada muestra de tejido de la interseccién manto-pie se
lavo con agua destilada estéril, se cortdé en pequeiios trozos de 25 mg de
tejido, se macerd en nitrégeno liquido y se extrajo ADN utilizando el estuche
comercial QIAGEN “DNeasy® Blood & Tissue”, para purificaciéon de ADN
total siguiendo las recomendaciones de los fabricantes (QIAGEN, 2006). La
calidad del ADN se determiné por electroforesis en gel de agarosa al 1%
a 80 Voltios por 40 minutos, en buffer T8E 0.5X] tenido con bromuro de
ctidio y visualizado por medio del equipo BiodocAnalyze. La cantidad de
ADN extraido se determiné por medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm
en un espectrofotémetro Genesys 6.

Para realizar la amplificaciéon del ADN por PCR, se emplearon los ce-
badores Sgigl (DQ533622), Sgig? (1DQ533623), Seig3 (DQ533624), Sag4
(AY707889), Sgigh (AY707890), Sgigh (AY707891), Sgig7 (AY707892) y Sgig&
(DQ9Y23324) y las condiciones de amplificacion descritos por Zamora-Bus-
tillos et al. para S. gigas (2007). Las rcacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en un termociclador T3 Biometra®. Se tuvicron en cuenta varias con-
sideraciones para reducir posibles errores de genotipificacion (O’Connell
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y Wright, 1997; Butler, 2001; Bonin et al., 2004; Selkoe y Toonen, 2006):
aumento en el tiempo de extension final, aumento en temperaturas de
apareamiento, uso de una Taqg de alta fidelidad, uso de ADN de excelente
calidad (pureza, baja contaminacion, baja degradacion, bien preservado),
uso de formamida y bajas concentraciones de magnesio en la mezcla de
reaccion. Adicionalmente, se contemplaron tiempos adecuados de preco-
rrido del gel, temperatura de corrido altas y bajas cantidades de muestra a
separar, para evitar errores en el proceso final de genotipificacion automa-
tica (Fernando et al., 2001). La reproducibilidad fue verificada en la parte
experimental preliminar mediante tres repeticiones. Las desviaciones del
equilibrio Hardy-Weinberg se estimaron con el método de probabilidad
de Fisher descrito por Raymond y Rousset (1995), utilizando el programa
GENEPOP 4 (Rousset, 2008). Para detectar posibles errores de genotipifica-
c16mn, las frecuencias alélicas fueron sometidas a analisis con el programa
Microchecker (Qosterhout et al., 2005).

Resultados

De los ocho cebadores evaluados, Sgigh y Sgig8 presentaron perfiles com-
plejos atn en presencia de formamida. Los seis loci restantes fueron poli-
morficos, exhibieron tamafios alélicos en un rango entre 105 y 224 pares de
bases, entre 9 a 20 alelos por locus y mostraron déficit de heterocigosidad
excepto en Sgig? (tabla 1).

Tabla 1. Diversidad genética de seis loci microsatélite para la poblacion de Strombus gigas
del ARC. N: niimero de individuos muestreados; Ra: rango de tamafio del alelo en pares
de bases, Na: nimero total de alelos por locus; Ho: heteracigosidad observada; He:
heterocigosidad esperada; F: indice de fijacion. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001,

Locus _ N Ra Na ' Ho He F P
Ssigl (DQ533622) 182 194 - 224 13 0555  0.845 0344 | 0.000%
Ssig2 (DQ533623) | 177 112 132 10 0531 0758 0300  0011%
Ssig? (DQ533624) 172 105 173 20 0738 0905 0.18% - 0.230"
Ssig# (AY707889) 169 155 199 20 0207 0923 0776 & 0.000%
Ssigh (AY707891) 187  152-168 9 0273  0.667 0592 = 0.000%

Ssig7 (AY707892) 187 | 107 127 11 0631 0674 | 0.064 = 0.000%
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Los datos analizados bajo el programa Microchecker sugieren que nin-
guno de los loci presenta amplificacion preferencial de alelos pequeiios (dropout,
en inglés) y que el loci de dinucleotidos Sgig'y el complejo di y tetranucleotido
Sgig4 pueden presentar bandas tartamudas (stufter, en inglés). También sugiere
que cinco de los seis loci analizados pueden presentar alelos nulos.

Discusién

De los ocho cebadores evaluados, Sgigd y Sgig8 presentaron perfiles complejos
aun en presencia de formamida, la cual se agregd a las mezclas de reaccion
para prevenir la formacion de estructuras secundarias en el ADN molde que
condujeran a artefactos de amplificacion. Esta complejidad en los perfiles, es
concordante con los motivos de repeticion de dinucleotidos de ambos loct, los
cuales son propensos a producir bandas tartamudas (Ewen et al., 2000; Hoff-
man y Amys, 2005) que dificultan la asignacién del alelo verdadero.

Los loct microsatélite Sgig?2, Sgig3 y Sgig7 presentaron rangos de tamafio
similares a los encontrados por Landinez-Garcia et al. (2011) pero menores
a los encontrados por Zamora-Bustillos e al. (2007; 2011). Debido a la
reproducibilidad de los datos encontrados en este trabajo y las condiciones
de amplificacién, las diferencias podrian deberse a la cantidad de indi-
viduos analizados en los tres estudios: 32 (Zamora-Bustillos ef al., 2007),
30-40 (Zamora-Bustillos ef al., 2011), 187 (este trabajo). Otra explicacion
alternativa y no excluyente sugiere que las poblaciones del Caribe colom-
biano presentan nuevas versiones alélicas pero esta posibilidad solo puede
contrastarse al comparar las muestras del Caribe colombiano y México.

Los resultados de este trabajo son concordantes con los encontrados
por Zamora-Bustillos et al. (2007, 2011) y Landinez-Garcia et al. (2011), en
los siguientes aspectos: (1) el locus Sg1g3 no mostr6d desviaciones del Equili-
brio Hardy-Weinberg vy (2) los loct Sgigl, Sgigh, Sgig7 exhibieron déficit de
heterocigosidad. En contraste con los trabajos de Zamora-Bustillos et al.
(2007, 2011), los loct Seg? v Sgrg4 mostraron deficiencias significativas de
heterocigotos, corroborando los resultados de Landinez-Garcia et al. (201 1).
El analisis de Microchecker indica que el déficit de heterocigosidad en los
diferentes locz de este trabajo no puede ser explicado por la amplhificacion
preferencial de alelos pequenos, ni por la presencia de bandas tartamudas
(excepto en los loct Sgigd v Sgg 6), sino por la presencia de alelos nulos. Sin
embargo, debido a que estos cebadores tuvieron la habilidad de amplificar
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un alto niimero de alelos por locus (9 a 20), lo cual permitiria visualizar los
respectivos heterocigotos; no es razonable pensar que el déficit de heteroci-
gosidad se deba tmicamente a la presencia de alelos nulos,

La anterior explicacion esta apoyada por la observacion de que todos
los loci analizados (excepto uno) exhibieron déficit de heterocigotos, lo cual
sugiere que la poblacion evaluada probablemente no es panmictca. Adi-
cionalmente, otro estudio genético de Strombus gigas basado en aloenzimas
también evidencio déficit de la heterocigosidad (Tello et al., 2005), sugirien-
do que los resultados no pueden atribuirse exclusivamente a problemas
técnicos relacionados con el tipo de marcador utilizado. En realidad, este
déficit parece ser un rasgo comun en especies marinas invertebradas (Ball
y Chapman, 2003; Sato et al., 2005; Tello et al., 2005; Pérez et al., 2006b) v
vertebradas (Ovenden y Street, 2003; Takagi et al., 2003; Clark et al., 2004,
O’Rellly e al., 2004; Ovenden et al., 2004; Pérez et al., 2006a; Ospina-
Guerrero ef al., 2008; Landinez-Garcia ef al., 2009, 2011).

En este contexto, seis de los cebadores microsatélites previamente pu-
blicados por Zamora-Bustillos ¢ al. (2007), podrian ser utilizados en estu-
dios genético-poblacionales de caracol pala, teniendo el cuidado de utilizar
aproximaciones adecuadas para detectar errores de genotipificacion y para
el analisis de marcadores que no cumplen con los supuestos del Equilibrio
Hardy-Weinberg (Excofher ¢ al., 1992; Dunpaloup ef al., 2002; Holsinger
y Wallace, 2004). El reto proximo para el analisis genético-poblacional de
especies no modelo como caracol pala, es el desarrollo de marcadores mo-
leculares basados en microsatélites y/o ADN mitocondrial utilizando técni-
cas de secuenciacion de nueva generacion.
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SRS Lafrase de cajon reza que Colombia es un pafs de espaldas é“;!
el al mar, a pesarde contar con costas sobre los dos océanos P
e 5a#  mas grandes del mundo, fundamentales para el desarrollo g

_ de muchas de las civilizaciones histéricamente mas
wems iIMportantes. La Universidad Nacional de Colombia, sede
Caribe y el Instituto de Estudios en Ciencias del Mar
sowemmss  (CECIMAR), conscientes de la relevancia de modificar ese
g8 paradigma, contribuye con este libro a presentar y discutir
aspectos cientificos relevantes sobre el mar Caribe. s %
Los productos cientificos aqui presentados, constituyen ﬁ
un aporte de gran importancia para el conocimiento de la q
biologia y ecologia de varias especies, y sobre los planes —
de manejo y conservacién de las mismas. Se espera que sea %.’
un estimulo para la comunidad cientifica y académica para B
profundizar en el estudio de la amplia y todavia inexplorada - ..
riqueza ecosistémica marina colombiana, ya que el -
conocimiento cientifico suscita la proteccion
y adecuado uso de los mares.
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