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RESUMEN

La diversidad genética de una poblacion constituye la base de su capacidad adaptativa y resiliencia frente
a cambios ambientales. Su estudio a través de la genética poblacional, permite caracterizar la estructura
genética de las poblaciones, evaluar el flujo génico entre ellas y comprender los procesos evolutivos que
moldean su variacion. La distribucién genética dentro y entre las poblaciones puede verse influenciada por
los sistemas de apareamiento, que incluyen la monogamia y poligamia; dentro de esta Ultima se
encuentran la poliginia, cuando un macho se aparea con varias hembras, y la poliandria, cuando una
hembra se aparea con varios machos, sistema que en algunos casos resulta en paternidad mudltiple,
pudiendo incrementar el tamafio efectivo poblacional y la heterocigosidad de la descendencia, evitando la
endogamia y las desviaciones en las proporciones genotipicas esperadas bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Para estudiar la diversidad genética de una poblacién y los sistemas de apareamiento que influyen en ella,
se han utilizado marcadores moleculares microsatélites que, debido a su caracter codominante y herencia
mendeliana, permiten identificar ambos alelos en cada locus, distinguiendo las contribuciones materna y

paterna, aumentando la resolucion de los estudios en genética poblacional y paternidad multiple.

Actualmente, se sabe muy poco sobre la genética poblacional y el sistema de apareamiento del cangrejo
porcelana verde Petrolisthes armatus. Un organismo con capacidad invasora, cuyo rango de distribucién
geografica se encuentra en expansiéon hacia latitudes més altas, por lo que caracterizar su diversidad
genética podria contribuir a explicar su capacidad adaptativa a condiciones ambientales fuera de su rango

nativo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el polimorfismo de 14 microsatélites en Petrolisthes armatus
del Pacifico oriental tropical, obteniendo siete marcadores Utiles para genética poblacional y tres para
paternidad multiple. En el ensayo poblacional, las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
observadas pueden ser atribuibles al efecto Wahlund, sugiriendo estructura poblacional consistente con
estudios filogeograficos previos en la especie, lo que indica la utilidad de estos marcadores para estudios
futuros con mayor tamafio muestral. En contraste, el bajo polimorfismo de los loci evaluados para
paternidad multiple impidio detectar contribuciones paternas adicionales, limitando su aplicacién para

inferencias robustas sobre los sistemas de apareamiento en P. armatus.

Palabras clave: Petrolisthes armatus, microsatélites, polimorfismo, genética poblacional, paternidad
multiple.
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ABSTRACT

The genetic diversity of a population underlies its adaptive capacity and resilience to environmental change.
Population genetics provides a framework for characterizing the genetic structure of populations, assessing
gene flow among them, and understanding the evolutionary processes that shape their variation. The
distribution of genetic diversity within and among populations can be influenced by mating systems, which
range from monogamy to polygamy; the latter encompasses polygyny, in which a single male mate with
multiple females, and polyandry, in which a single female mates with multiple males. When polyandry
results in multiple paternity, it can increase effective population size and offspring heterozygosity, reducing

inbreeding and departures from the genotypic proportions expected under Hardy-Weinberg equilibrium.

Microsatellite molecular markers have been widely employed to investigate both population genetic
diversity and the mating systems that influence it. Their codominant nature and Mendelian inheritance allow
the identification of both alleles at each locus, enabling discrimination between maternal and paternal

contributions and thereby increasing the resolution of population genetic and multiple paternity analyses.

Currently, little is known about the population genetics and mating system of the green porcelain crab
Petrolisthes armatus, an organism with invasive potential whose geographic range is expanding toward
higher latitudes. Characterizing its genetic diversity may contribute to elucidating the mechanisms

underlying its adaptability to environmental conditions beyond its native range.

The present study aimed to evaluate the polymorphism of 14 microsatellite loci in Petrolisthes armatus from
the Tropical Eastern Pacific. Seven loci were retained as suitable for population genetic analyses and three
for multiple paternity assessments. In the population genetic trial, observed deviations from Hardy-
Weinberg Equilibrium were attributable to the Wahlund effect, suggesting population structure consistent
with previously reported phylogeographic patterns for the species, and supporting the utility of these
markers for future studies with larger sample sizes. In contrast, the low polymorphism of the loci evaluated
for multiple paternity precluded the detection of additional paternal contributions, limiting their application
for robust inferences regarding the mating system of P. armatus.

Keywords: Petrolisthes armatus, microsatellites, polymorphism, population genetics, multiple paternity.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de apareamiento poligamos, como la poliandria (cuando una hembra se aparea
con varios machos durante la temporada reproductiva) y la poliginia (cuando un macho se aparea
con varias hembras) pueden influir en procesos genéticos poblacionales, afectando la
distribucion de la diversidad genética, la intensidad de la deriva genética y el desequilibrio de
ligamiento dentro de las poblaciones. Se hipotetiza que la poliandria puede beneficiar a las
poblaciones al maximizar el tamafio efectivo de la poblacion y mantener altos niveles de
diversidad genética, aunque también, se sugiere que puede reducir estos parametros genéticos
poblacionales cuando no se traduce en paternidad multiple, ya que, unos pocos machos pueden
monopolizar la paternidad, aumentando la varianza en el éxito reproductivo masculino (Nash et
al., 2021). Sin embargo, cuando la poliandria si resulta en paternidad multiple, en la que mas de
un macho contribuye genéticamente a una misma nidada, la varianza en el éxito reproductivo
masculino tiende a reducirse en comparacion con escenarios donde un solo macho monopoliza
la paternidad, favoreciendo mayores niveles de heterocigosidad dentro de las nidadas. Esto
podria reducir la homogeneidad genética entre hermanos y disminuir efectos asociados a
apareamientos no aleatorios, los cuales pueden generar desviaciones en las proporciones
genotipicas esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg afectando la diversidad genética de

las poblaciones.

Petrolisthes armatus (Gibbes, 1850) es un crustaceo decapodo de la familia Porcellanidae,
organismo filtrador de fitoplancton y detritos organicos. Presenta una amplia distribucion en
costas americanas y africanas (Hiller & Lessios, 2017). Recientemente el sistema de
apareamiento de P. armatus ha traido interés debido a reportes de expansion de su rango
geografico hacia regiones mas templadas del Atlantico occidental, incluyendo las costas de
Georgia y Carolina del Sur, donde ha sido considerada una especie invasora capaz de alcanzar
densidades de miles de individuos por metro cuadrado (Hollebone & Hay, 2007). Manteniendo
una reproduccion continua a lo largo del afio (Diaz & Vargas, 2001; Wehrtmann et al., 2011,
Oliveira et al., 2013; Popp et al., 2020).

Ademas, presenta una alta plasticidad fisiol6gica lo que le ha permitido tolerar cambios de
temperatura y salinidad (Gore & Abele,1976; Canning-Clode et al., 2011; Hiller & Lessios).
Caracteristicas que han podido favorecer la expansién de su rango geografico (Hollebone & Hay,
2007). A pesar de su abundancia en ecosistemas intermareales, el conocimiento sobre su

diversidad genética, estructura poblacional y comportamiento reproductivo es aun limitado.



Los estudios genéticos poblacionales realizados hasta el momento para P. armatus se han
basado principalmente en marcadores mitocondriales, como el gen de citocromo oxidasa
subunidad | (COIl), los cuales permiten evaluar patrones de variacibn genética y relaciones
filogeogréaficas entre poblaciones (Hiller & Lessios, 2017). Sin embargo, el ADN mitocondrial
representa un unico locus heredado exclusivamente por via materna y, por lo tanto no refleja la
variacion presente en el genoma nuclear ni los patrones de herencia biparental caracteristicos

de organismos diploides.

El avance de las técnicas genéticas ha hecho mas factible el estudio de las estrategias de
apareamiento de las hembras y el andlisis de diversidad dentro y entre poblaciones de distintas
especies. Entre los marcadores moleculares mas utilizados para estos fines se encuentran los
microsatélites, que constituyen poderosas herramientas moleculares para el estudio de genética
de poblaciones y paternidad, debido a su alto nivel de polimorfismo, herencia codominante y
amplia distribucién en el genoma, caracteristicas que permiten analizar con mayor resolucién los

genotipos de una poblacion (Schlbtterer, 2000; Ellegren, 2004; Selkoe & Toonen, 2006).

No obstante, hasta la fecha no se han reportado loci microsatélites desarrollados o
caracterizados especificamente para P. armatus, lo que limita su aplicacion para realizar estudios

genéticos en la especie.

Debido a la ausencia de marcadores microsatélites para P. armatus, resulta necesario evaluar y
estandarizar loci que permitan obtener genotipos confiables. La caracterizacion preliminar de
estos marcadores para analisis exploratorios de diversidad genética poblacional y de paternidad
multiple en la especie permitira reportar a la literatura loci microsatélites funcionales para este

tipo de estudios en P. armatus.

Una vez caracterizados, podrian emplearse en estudios posteriores para generar informacion
robusta sobre patrones de heterocigosidad, desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
asociadas a la dindmica reproductiva de sus poblaciones y variacién genética relacionada con

su alta abundancia, tolerancia ambiental, expansion geogréfica y potencial invasor.

1.2. JUSTIFICACION
Los microsatélites, definidos como secuencias de ADN altamente polimoérficas compuestas por
repeticiones cortas en tadndem de uno a seis nucleotidos, exhiben herencia mendeliana

codominante y son considerados una de las herramientas moleculares mas informativas para



andlisis de genética de poblaciones y analisis de paternidad en diversas especies (Vieira et al.,
2016). Su elevada tasa de mutacion y alto nivel de heterocigosidad generan mdltiples variantes
alélicas dentro de las poblaciones, lo que permite una clara discriminacion entre individuos y
facilita la identificacion precisa de genotipos homocigotos y heterocigotos mediante la variacion
en el tamafio de alelos amplificados (Guichoux et al., 2011). Ademas, estos marcadores se
encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del genoma, lo que permite el desarrollo de

multiples pares de cebadores para amplificar loci independientes.

El uso combinado de multiples loci microsatélites permite una mayor resolucion en estudios de
variacién y estructura genética poblacional (Goldstein & Schlétterer, 1999; Schlétterer, 2004). La
caracterizacion de estos loci puede realizarse eficientemente mediante PCR utilizando
cebadores especificos de locus con un cebador universal marcado con fluoréforos, seguida de
genotipificacién por electroforesis capilar o mediante geles de alta resolucion, lo que permite

obtener datos reproducibles a un costo relativamente bajo (Schuelke, 2000; Ellegren, 2004).

Debido a que la diversidad genética y el sistema reproductivo de P. armatus permanecen poco
estudiados, es necesario contar con herramientas moleculares adecuadas para evaluar estos
aspectos en la especie, como los marcadores microsatélites. Por lo tanto, el presente estudio
busca responder las siguientes preguntas: ¢Son los loci microsatélites desarrollados para
Petrolisthes armatus suficientemente polimorficos en poblaciones del Pacifico Oriental Tropical
(POT) para estudios preliminares de diversidad genética poblacional? y ¢permiten estos

marcadores detectar evidencia de paternidad mdultiple en nidadas del Pacifico panamefio?

Para ello, se realizara un ensayo piloto con individuos provenientes de cuatro localidades del
POT, distribuidas entre Panama, Colombia, Ecuador y el Golfo de California, con el fin de explorar
el potencial de estos marcadores para la caracterizacion de diversidad genética y estructura

poblacional.

Paralelamente, se realizara un ensayo preliminar de paternidad mdaltiple a partir de familias de P.
armatus del Pacifico panamefio. Estos resultados podrian complementar un estudio paralelo del
laboratorio, sobre el comportamiento reproductivo de la especie en Panam@, en el cual se
realizaron observaciones conductuales de machos y hembras en acuarios y se documentaron

patrones compatibles con poligamia, particularmente con tendencia hacia la poliginia.



La evaluaciébn molecular de estos patrones reproductivos resulta relevante debido a que
investigaciones en otros porcelanidos han reportado evidencia de paternidad muditiple. Por
ejemplo, Toonen (2004) concluyd para Petrolisthes cinctipes que el 92.5 % de las hembras
analizadas en Bodega Bay produjeron nidadas de paternidad mixta, requiriéndose al menos entre
uno y tres machos para explicar la distribucién alélica observada en la descendencia.

Comprender la variabilidad genética de la especie podria ser relevante para futuras
investigaciones orientadas a evaluar su potencial biotecnoldgico. Este es un paso previo
indispensable si se pretende realizar ensayos de bioprospeccién en la especie, dado a que su
notable tolerancia a condiciones ambientales adversas sugiere la presencia de mecanismos

moleculares con potencial interés biotecnoldgico.

Finalmente, los resultados obtenidos seran comparados con los de Hiller & Lessios (2017),
guienes estudiaron la genética de poblaciones de P. armatus en todo su rango geografico
utilizando marcadores mitocondriales. Esta comparacién entre marcadores permitira evaluar si
ambos tipos de marcadores son concordantes en su descripcion de la estructura poblacional de
P. armatus dentro del Pacifico Oriental Tropical o si el uso de marcadores nucleares biparentales
revela una historia poblacional distinta a la documentada.

1.3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar marcadores microsatélites polimorficos para su aplicacion en estudios de
diversidad genética poblacional y de paternidad en el cangrejo de porcelana verde

Petrolisthes armatus del Pacifico oriental tropical (POT).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e FEvaluar la capacidad de amplificaciébn y genotipificacion de loci microsatélites de
Petrolisthes armatus del POT.
e Caracterizar preliminarmente el polimorfismo, la variacion alélica y la diversidad genética

de los marcadores microsatélites en poblaciones de Petrolisthes armatus del POT.



e Analizar preliminarmente el polimorfismo para detectar patrones de paternidad multiple
en progenies de P. armatus del Pacifico panamefio mediante la reconstruccién de
genotipos paternos a partir de la distribucién alélica en la descendencia.

1.4. HIPOTESIS

e Hipotesis nula: los loci microsatélites evaluados en P. armatus no presentan un nivel de
polimorfismo adecuado para detectar variacion genética entre poblaciones del POT ni
para discriminar genotipos parentales en ensayos de paternidad multiple dentro de la

poblacién panamefa.

e Hipotesis alternativa: los loci microsatélites evaluados en P. armatus presentan un nivel
de polimorfismo adecuado para detectar variacion genética del POT y para discriminar
genotipos parentales en ensayos de paternidad multiple dentro de la poblacién

panamena.

Dado que la paternidad multiple exige mayor poder de exclusion que la genética de poblaciones,
se contempla un escenario intermedio en el que los loci resulten informativos para estimar
diversidad y estructura genética entre poblaciones del POT, pero insuficientes para resolver

eventos de paternidad multiple dentro de la poblaciéon panamefia.



CAPITULO I
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2.1. GENETICA DE POBLACIONES

2.1.1 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

El equilibrio de Hardy-Weinberg, formulado independientemente por el britAnico Godfrey Harold
Hardy y el aleman Wilhelm Weinberg en 1908, constituye uno de los principios fundamentales de
genética de poblaciones, ya que, describe el comportamiento esperado de las frecuencias
alélicas y genotipicas en una poblacion ideal en el tiempo, en ausencia de la influencia de fuerzas
evolutivas, entre estas, seleccion natural, migracion y mutacién, y cumplir con el apareamiento

aleatorio entre los individuos en poblaciones infinitas (supuestos poblacionales discutidos abajo).

Este principio establece que, para un locus autosémico con dos alelos A y a con frecuencias
respectivas p y q, las frecuencias genotipicas esperadas en una poblaciéon en equilibrio se
distribuyen de acuerdo la siguiente ecuacién: p2 + 2pg + g2 = (p + q) 2 = 1, donde el genotipo
homocigoto AA es representado como p?, el genotipo heterocigoto Aa representado como 2pq y
g2 para el otro genotipo homocigoto aa. Estas frecuencias se mantienen constantes entre
generaciones siempre que se cumplan los siguientes supuestos: poblacion infinita, dado que, las
poblaciones pequefias son mas susceptibles a deriva genética; ausencia de seleccion natural,
de modo que todos los genotipos presenten la misma probabilidad de supervivencia y
reproduccion; ausencia de mutacion, para evitar cambios en las frecuencias alélicas; ausencia
de migracion, puesto que, el flujo genético entre poblaciones puede alterar dichas frecuencias; y
apareamiento aleatorio, donde todos los individuos tienen la misma probabilidad de reproducirse

dentro de la poblacién (Mayo, 2008).

La verificacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus representa un criterio importante
para determinar la confiabilidad de los marcadores utilizados y para interpretar adecuadamente
los patrones de variacién genética observados entre poblaciones, debido a su consideracion

como un modelo nulo.

Cuando los loci se encuentran en equilibrio, se asume que las frecuencias genotipicas reflejan
adecuadamente la segregacion mendeliana y que el marcador puede utilizarse de manera
confiable para estimar pardmetros poblacionales como heterocigosidad, diferenciacion genética
y estructura poblacional (Selkoe & Toonen, 2006). Desviaciones significativas del equilibrio

pueden sugerir la presencia de procesos biolégicos relevantes como: seleccion natural,



endogamia o deriva genética; o problemas técnicos en la obtencion de los genotipos como alelos
nulos y amplicones con stutter (explicados en la Seccion 2. Marcadores Microsatélites)

Errores sistematicos en la genotipificacion pueden afectar la interpretacion de datos e influir en
las conclusiones biolégicas de una poblacién; sus causas incluyen variaciones en la secuencia
de ADN, baja calidad o cantidad del ADN, artefactos bioquimicos y errores humanos (Pompanon
et al., 2005). Adicionalmente, el allelic dropout, que se refiere a la no amplificacién de uno de los
dos alelos en un locus heterocigoto, representa una fuente de error dificil de cuantificar, ya que,
un locus heterocigoto afectado por este fendmeno y un locus genuinamente homocigoto
producen un perfil de banda Unica, lo que dificulta la comparacién de tasas de error entre loci o

poblaciones con diferente nivel de heterocigosidad (Pompanon et al., 2005).

Por tanto, la interpretacion requiere considerar tanto factores evolutivos y demograficos como
aspectos metodoldgicos para dar explicacién a alteraciones de dichas frecuencias en el analisis

poblacional (Meisner y Albrechtsen, 2019).

2.1.2 DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES

La diversidad genética describe la cantidad y distribucién de variacion genética dentro de una
poblacién o conjunto de poblaciones. Se evalla mediante distintos parametros, entre ellos:
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), los cuales cuantifican respectivamente la
proporcion de individuos heterocigotos observados en la muestra y la proporcién esperada bajo
el modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1978; Hartl & Clark, 2007).

A su vez, también se calcula la riqueza alélica, que corresponde al nimero de alelos presentes
en un locus dentro de una poblacion. Debido a que este estimador puede verse influenciado por
el tamafio de muestra, en muchos estudios se emplean métodos de estandarizacién como la
rarefaccion para permitir comparaciones entre poblaciones con diferentes tamafios de muestra
(Leberg, 2002). De manera complementaria, el numero efectivo de alelos describe el nimero de
alelos igualmente frecuentes que producirian el mismo nivel de heterocigosidad observado en
una poblacién, proporcionando una medida adicional de la distribucion de las frecuencias alélicas
(Kimura & Crow, 1964).



Por ultimo, existen diversos indices de diversidad que permiten una evaluacién integral de la
riqueza y la abundancia relativa de los alelos presentes en una poblacion. Entre ellos, el indice
de Simpson (1-D), que se basa en la probabilidad de que dos alelos seleccionados al azar en
una poblacion sean distintos entre si. El indice se calcula a partir de la suma de los cuadrados
de las frecuencias alélicas, de manera que valores cercanos a 0 indican una mayor dominancia
de pocos alelos, mientras que, valores cercanos a 1 reflejan una distribucion mas equitativa de

las frecuencias alélicas y, por tanto una mayor diversidad genética (Simpson, 1949).

2.1.3 ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

La estructura genética poblacional describe la distribucion de la variacién genética dentro y entre
poblaciones de una especie. Surge como resultado de diversos procesos evolutivos y
demograéficos, tales como la deriva genética, el flujo génico, la seleccion natural, la mutacion y
los patrones de dispersion de los organismos. Permite inferir el grado de conectividad entre
poblaciones y comprender los procesos evolutivos que moldean la diversidad genética en las
especies naturales, dado que, cuando las poblaciones intercambian individuos con frecuencia,
las frecuencias alélicas tienden a homogeneizar entre localidades; en contraste, cuando el flujo
génico es limitado, las poblaciones pueden divergir genéticamente a lo largo del tiempo,
generando diferenciacion genética espacial (Slatkin, 1987; Holsinger & Weir, 2009). En estudios
de conservacion, permite identificar poblaciones aisladas, detectar cuellos de botella genéticos y
evaluar niveles de conectividad; mientras que, en biogeografia, facilita el reconocimiento de

barreras que afectan la dispersion e influyen en el flujo génico.

Uno de los enfoques mas utilizados para cuantificar la estructura genética poblacional es el

analisis de los indices de fijacién o estadisticos F, propuestos por Sewall Wright (Wright, 1965).

Estos pardmetros describen la distribucién de la variacion genética en diferentes niveles
jerérquicos de organizacion poblacional y permiten evaluar desviaciones del equilibrio de
apareamiento aleatorio. Entre ellos, el coeficiente Fis, mide el grado de endogamia de los
individuos dentro de una subpoblacién, comparando la heterocigosidad observada con la
heterocigosidad esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg; valores positivos indican un déficit
de heterocigotos, al tiempo que, valores negativos sugieren un exceso de heterocigotos
(Holsinger & Weir, 2009).
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Por su parte, el coeficiente Fsr cuantifica la diferenciacion genética entre subpoblaciones y
representa la proporcion de la variacion genética total atribuible a diferencias en las frecuencias
alélicas entre poblaciones, donde valores cercanos a cero indican escasa diferenciacion genética

y valores elevados reflejan mayor divergencia genética (Meirmans & Hedrick, 2011).

Finalmente, el coeficiente Fir describe el nivel total de endogamia de los individuos en relaciéon
con la poblacién global, integrando los efectos de apareamiento no aleatorio dentro de las

subpoblaciones y diferenciacion genética entre ellas (Weir & Cockerham 1984).

Los tres estadisticos F se relacionan dentro de un modelo jerarquico de estructura poblacional
gue considera tres niveles: individuo, subpoblacion y poblacion total. Esta relacién se expresa
mediante la ecuacion (1-Fi) = (1-Fls) (1-Fsy), la cual indica que la reduccién total de
heterocigosidad en una poblacién estructurada depende tanto de los procesos que actdan dentro
de las subpoblaciones, como la endogamia o la deriva genética local, como de los procesos que
generan divergencia entre poblaciones, tales como la restriccion del flujo génico o el aislamiento
geografico (Wright, 1965).

Por otro lado, también se utiliza el método de analisis de varianza molecular (AMOVA) para
evaluar la estructura genética poblacional en estudios no preliminares mediante la particion de la
variacion genética en diferentes niveles jerarquicos, lo que lo hace mas adecuado para datos
genéticos que no cumplen los supuestos de normalidad e independencia del ANOVA clasico,
permitiendo calcular componentes de varianza para cuantificar la diferenciacién genética entre
grupos y evaluar su significancia estadistica mediante pruebas de permutacion (Excoffier et al.,
1992).

2.1.4 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO (LD)

El desequilibrio de ligamiento describe la asociacion no aleatoria de alelos en diferentes loci
dentro de una poblacién. En condiciones ideales de apareamiento aleatorio y ausencia de fuerzas
evolutivas, los alelos presentes en loci distintos se combinan de manera independiente, de modo
qgue la frecuencia de los haplotipos corresponde al producto de las frecuencias alélicas
individuales. Sin embargo, cuando esta independencia no se cumple, se habla de desequilibrio
de ligamiento. Este fendmeno puede originarse por diversos procesos evolutivos y demograficos,

como la proximidad fisica entre loci en un cromosoma, la deriva genética, la seleccion natural,
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eventos de fundador, cuellos de botella poblacionales o la mezcla reciente de poblaciones
genéticamente diferenciadas. Los marcadores como microsatélites, permiten evaluar si los loci
analizados se segregan de manera independiente y, por lo tanto pueden emplearse de manera
confiable para inferir patrones de diversidad genética y estructura poblacional (Slatkin, 2008;
Selkoe & Toonen, 2006).

Los indices multilocus permiten resumir el desequilibrio de ligamiento en una Unica estadistica a
partir de multiples loci, facilitando el analisis de la estructura genética multilocus y las
asociaciones no aleatorias entre loci (Brown et al., 1980). Entre estos, el indice de asociacion
estandarizado ryq constituye una medida del grado de asociacion no aleatoria entre alelos en
diferentes loci dentro de una poblacidn. Este indice se deriva del Index of Association (I1A), pero
presenta la ventaja de estar estandarizado por el nimero de loci analizados, lo que admite
comparaciones directas entre poblaciones o estudios con diferente nimero de marcadores
(Agapow & Burt, 2001). Conceptualmente, iip cuantifica la desviacion entre la varianza observada
de las distancias genéticas multilocus y la esperada bajo equilibrio de ligamiento, donde valores
cercanos a cero indican independencia entre loci, a la vez que, valores positivos reflejan la
presencia de desequilibrio de ligamiento, asociado a factores como reproduccion clonal,

estructura poblacional o seleccion.

2.2 SISTEMAS DE APAREAMIENTO

Los sistemas de apareamiento en animales representan el conjunto de estrategias mediante las
cuales los individuos localizan, seleccionan y aseguran parejas reproductivas, incluyendo el
namero de parejas, la duracion de los vinculos y el grado de cuidado parental, reflejando una
interaccion dinAmica entre historia de vida, restricciones fisiolégicas y presiones ecolégicas
(Subramoniam, 2013).

Los sistemas reproductivos se pueden clasificar en monogamia y poligamia. El primer sistema
se cumple cuando se forman vinculos exclusivos entre dos individuos del sexo opuesto de una
misma especie para obtener crias Unicamente de la pareja. La monogamia puede traducirse en
monogamia social, en la que se forma una pareja estable que comparte territorio, cuidado
parental o convivencia, y monogamia genética o reproductiva, cuando existe exclusividad
reproductiva (Lambert et al., 2018). Una pareja puede practicar socialmente la monogamia, pero

no ser reproductivamente mondégama, como ocurre con el gorrion comuan (Passer domesticus),
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especie que presenta monogamia social, aunque andlisis genéticos han evidenciado patrones
de paternidad extrapareja (PPM). Este comportamiento puede conferir ventajas evolutivas, como
el aumento de la diversidad genética entre las crias, una mayor probabilidad de su supervivencia
y la reduccion del riesgo de endogamia, mientras se mantiene el cuidado biparental
proporcionado por la pareja socialmente monégama (Brouwer & Griffith, 2019).

El sistema de apareamiento poligamo involucra el apareamiento de un individuo con mdltiples
parejas del sexo opuesto. Las relaciones poligamas pueden clasificarse en poliginia, cuando un
macho logra aparearse con multiples hembras, tal es el caso del oso de tres dedos garganta
marrén (Bradypus variegatus), donde las hembras son monopolizadas por un solo macho (Pauli
et al., 2012); y poliandria, cuando una hembra se aparea con mdultiples machos. En muchos
escenarios de la poliandria, especialmente en insectos, las hembras almacenan el esperma de
distintos machos, como ocurre en la mosca Drosophila pseudoobscura (Gowaty, 2012). Este
comportamiento puede generar paternidad mdaltiple en la descendencia, aumentando
potencialmente el tamafio efectivo poblacional y la diversidad genética al incrementar el nUmero

de progenitores que aportan alelos a las crias (Yockachonis et al., 2020).

Debido a que muchos sistemas de apareamiento naturales no ocurren completamente al azar, al
estar condicionados por factores ecoldgicos vy fisiolégicos, como la distribucion espacial de los
individuos, disponibilidad de recursos, la territorialidad, competencia sexual y la capacidad de
dispersion, estos pueden generar desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg y modificar la
estructura genética poblacional (Nunney, 1993; Martinez et al., 2000). Por lo tanto, el estudio de
los sistemas de apareamiento resulta fundamental, ya que, estos influyen directamente sobre la

dinamica y estructura genética de las poblaciones.

En crustaceos, la diversidad de sistemas de apareamiento abarca, también desde la monogamia,
incluyendo asociaciones persistentes o secuenciales, hasta formas complejas de poligamia como
poliginia, poliandria y poliginandria (Baeza y Thiel, 2007; Subramoniam, 2013). Esta variabilidad
esta fuertemente condicionada por factores ecoldgicos vy fisiolégicos, tales como la distribucion
espacial de las hembras, la sincronia de su receptividad y la proporcién sexual operacional, los
cuales determinan el potencial de monopolizacion de parejas y la intensidad de la competencia

sexual (Emleny Oring, 1977; Subramoniam, 2013).

En especies de vida libre, donde los individuos pueden desplazarse ampliamente y los recursos

se encuentran dispersos, suelen observarse sistemas poligamos. La movilidad le permite a
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machos y hembras encontrar multiples parejas, aumentando la competencia sexual y reduciendo
la estabilidad de las asociaciones reproductivas. Emlen & Oring (1977) proponen que los
sistemas de apareamiento dependen de la posibilidad de monopolizar recursos o parejas.
Cuando los recursos estan distribuidos de manera desigual, algunos machos pueden controlar
territorios de mayor calidad y atraer multiples hembras, favoreciendo la poliginia por defensa de
recursos. Ademas, plantean que la distribucién espacial de los recursos y la disponibilidad

temporal de parejas determinan el potencial ambiental para la poligamia.

Por otro lado, el estilo de vida simbidtica tiene una dinamica poblacional diferente. En crustaceos
simbiontes el sistema de apareamiento depende en parte de las caracteristicas del hospedero,
como su tamafio, abundancia y complejidad estructural (Baeza & Thiel, 2003). Cuando el
hospedero es, escaso y dificil de encontrar, los individuos tienden a permanecer en él y
defenderlo, favoreciendo la monogamia. En contraste, cuando los hospederos son abundantes,
grandes y faciles de reemplazar, los simbiontes pueden moverse entre ellos con frecuencia
favoreciendo la promiscuidad. Por ejemplo, en el cangrejo Dissodactylus crinitichelis, simbionte
del erizo Encope emarginata, se observé un desplazamiento activo de individuos entre
hospederos, debido a su abundancia, posibilitando un comportamiento poligamo entre los
individuos, puesto que, no se encontraban aislados (Rodrigues et al., 2017).

Ademads, del estilo de vida de los crustéaceos, los sistemas de apareamiento, también pueden
verse influenciados por estrategias reproductivas como “mate guarding” o el respaldo
precopulatorio, donde algunos machos suelen permanecer cerca de las hembras y protegerlas
luego de que ellas muden su exoesqueleto para asegurar la copula (Parker, 1970; Subramoniam,
2013).

Estudios en decapodos del infraorden Brachyura, han demostrado que, aunque el resguardo
precopulatorio incrementa la probabilidad de éxito reproductivo masculino al reducir la
interferencia de competidores, no se garantiza una exclusividad reproductiva, ya que, las
hembras pueden copular con multiples machos y almacenar los espermatéforos en la
espermateca, cavidad o saco conectado al sistema reproductor femenino. La presencia de
espermateca conlleva a escenarios de competencia espermatica, lo que implica la eleccién
femenina postcopulatoria (Diesel, 1991; Eberhard, 1996; Jossart et al., 2014) y un éxito de
paternidad Unica por nidada (Urbani et al.,1998).
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En anomuros de la familia Porcellanidae, el sistema reproductor femenino carece de
espermateca (Nyblade, 1987). Por lo tanto, en sistemas poligamos, la ausencia de esta
estructura, implica que los espermatozoides no se resguardan ni se estratifican por periodos
prolongados, como sucede con los cangrejos Brachyura (Goldstein & Dupré, 2010). Esto
implicaria que la fertilizacion dependeria principalmente del esperma transferido recientemente
durante la cépula, aunque los mecanismos exactos de almacenamiento y distribucion
espermatica en este grupo adn no se conocen con certeza. Se ha observado, por medio de
técnicas moleculares, que una misma nidada de la especie Petrolisthes cinctipes, puede ser
fecundada por varios machos, estimando que el 92.5 % de las hembras en Bodega Bay producen
nidadas de paternidad mixta, requiriendo un minimo de 1 a 3 machos para explicar la distribucion

alélica observada en la descendencia (Toonen, 2004).

2.3 MARCADORES MICROSATELITES

En esta seccion se realizara una descripcion general de los marcadores microsatélites dado que
es la técnica molecular utilizada en el presente estudio, incluyendo sus mecanismos de mutacion
y reparacion, la dinamica que regula la variacion en la longitud de los alelos y los principales
modelos tedricos de mutacion utilizados para explicar los cambios en las frecuencias alélicas
poblacionales. Asimismo, se abordara el impacto de fendbmenos como los alelos nulos y la
homoplasia en el analisis de microsatélites, asi como sus ventajas, limitaciones, disefio de

cebadores y las principales fuentes de error que pueden afectar los procesos de genotipificacion.

2.3.1 DESCRIPCION GENERAL

Los marcadores microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencia simple (SSR)
0 repeticiones cortas en tandem (STR) forman parte de una de las subcategorias de repeticiones

de nucledtidos en tAndem (TR) asi como los satélites y los minisatélites (Vieira et. al, 2016).

Previamente a la realizacion del Proyecto Genoma Humano, se creia que las repeticiones de
nucleotidos en tAndem se encontraban solamente en las regiones no codificantes, que solo las
regiones codificantes que formaban el 1 o el 5 % del genoma eran importantes y el 98 % restante
se consideraba “basura” o “relleno evolutivo” (Mattick y Amaral, 2023). Ahora, se han encontrado

estas repeticiones dentro de genes codificantes de proteinas y sus regiones no traducidas o UTR
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en eucariotas y se sefiala que su distribucién podria ser no aleatoria en intrones, UTR y regiones
codificantes (Li et. al, 2004).

En humanos, se ha evidenciado que ciertas repeticiones en tAndem, como las repeticiones de
trinucledtidos en poliglutamina, estan involucradas en enfermedades neurodegenerativas, como
la enfermedad de Huntington, el sindrome del cromosoma X fragil, algunos tipos de cancer y la
ataxia espinocerebelosa, debido a las extensiones prolongadas en los sitios 5’UTR, 3’'UTR e
intrones de dichas repeticiones que superan el umbral definido provocando deslizamientos de la
transcripcién y produciendo productos expandidos que interrumpen el empalme, la exportaciéon
del ARNm al citoplasma o el silenciamiento genético, que conducen a cambios fenotipicos
(Gemayel et.al, 2012; Li, et.al 2004).

Hoy se define a los microsatélites como segmentos cortos de ADN codominantes que varian de
1 a 6 pb repetidos sucesivamente. En comparacién con el ADN no repetitivo que presenta una
tasa de mutacion de 10° por locus por generacion, los microsatélites pueden presentar altas
tasas de mutacién desde 10° a 102 por locus por generacion en humanos, aunque estas
estimaciones no se pueden suponer para todos los organismos, ya que, la tasa de mutaciones

podria cambiar entre especies (Schiétterer, 2000; Ellegren, 2000).

Estas variaciones podrian explicar su alto grado de polimorfismo, puesto que, existen diferencias
entre las longitudes de las unidades repetitivas entre individuos, las cuales permiten visualizar la
presencia de dos o mas formas variantes de un alelo y asi diferenciar individuos homocigotos de

heterocigotos.

Aquellas caracteristicas convierten a los microsatélites en un marcador genético Gtil, que se ha
utilizado en investigaciones forenses, en analisis genéticos de poblaciones para estimar su flujo
y tasas de entrecruzamiento, en estudios para comprender su contribucién a las enfermedades
neurodegenerativas humanas, para estimar el grado de parentesco entre genotipos, para
construir mapas de ligamiento y para mapear loci involucrados en caracteres cuantitativos, etc.
(Vieira et. al, 2016).

2.3.2 MECANISMO DE MUTACION Y REPARACION

Apareamiento erréneo de la cadena deslizada (SSM)
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El mecanismo de apareamiento erroneo de la cadena de ADN deslizada (slipped-strand
mispairing, SSM) explica e influye la evolucién y mutacion de los microsatélites entre
generaciones. La mutacion heredable de los microsatélites ocurre principalmente durante la
replicacién del ADN en células de linea germinal y no existe evidencia de su asociacion a eventos
de recombinacion cromosomica durante la meiosis (Ellegren, 2000; Kayser et al., 2000). Sin
embargo, este mecanismo, también puede ocurrir durante la replicacion de células somaticas y
si los errores en este tipo de célula no se corrigen y se acumulan pueden llegar a contribuir a la

inestabilidad gendmica asociada a procesos neoplasicos (Pecina et al. 2020).

Este proceso inicia en la célula con la separacion local de las hebras de doble cadena del ADN,
facilitando que las repeticiones se alineen de forma incorrecta, ya que, al tener secuencias
idénticas, una repeticion puede aparearse con otra igual en la hebra paralela creando una burbuja
o bucle (Fig. 1). Si durante la sintesis de ADN, la cadena nueva se desliza hacia atras y la region
recién sintetizada se alinea con una secuencia de la cadena molde, se formara el bucle en la
cadena nueva, y la polimerasa volvera a leer la secuencia desapareada de la cadena molde, y
por ultimo este creara una insercion en la secuencia. Sin embargo, si durante la sintesis de ADN,
la cadena molde se desliza hacia adelante (downstream) y se forma un bucle en una secuencia
no leida por la polimerasa, entonces habria una delecion de la secuencia (Levinson y Gutman,
1987).

Se ha descrito que este mecanismo de mutacion puede ocurrir mayormente en los extremos de
las secuencias repetidas, donde la ADN polimerasa se libera después de la sintesis inicial, lo
cual permite que los extremos parcialmente desapareados de la cadena molde y la cadena hueva
se desalineen y vuelvan a emparejarse de forma no convencional y tras este deslizamiento, se
forma un nuevo extremo gue se vuelve a rellenar por la polimerasa, expandiendo o contrayendo

la cadena (Schlétterer y Tautz, 1992).

Finalmente, mecanismos de deslizamiento similares, también pueden ocurrir durante la
amplificacién por PCR de secuencias microsatélites in vitro. En este caso, la ADN polimerasa
puede desalinearse sobre las regiones repetitivas generando fragmentos secundarios mas cortos
0 mas largos, los cuales se observan en geles como bandas de menor tamafio (bp) y en
electroferogramas como picos secundarios o desordenados, fendmeno conocido como stutter o
“tartamudeo de la polimerasa”. Este efecto presenta mas incidencia a medida que aumenta el

tamafio de longitud de las unidades repetidas junto con repeticiones simples de mononucle6tidos
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y dinucledtidos. Se ha descrito que la tasa de mutacion por delecion in vitro es mucho mayor que
la tasa de expansion, debido a la presencia de productos mas cortos durante la amplificacion
(Hosseinzadeh- Colagar et al., 2016; Ellegren, 2004).
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Figura 1. Apareamiento erréneo de la cadena deslizada. Insercion (A) y delecion de la
secuencia de ADN (B). Tomado de Ellegren (2000)

Sistemas de reparacion por el deslizamiento de la cadena

En células eucariotas, existen dos sistemas de reparacion que se activan cuando ocurren errores
en la replicacion: el sistema proofreading y el sistema mismatchrepair. El segundo tiene un
impacto mucho mayor en la correccién de bucles formados por el deslizamiento de la cadena y
solo los fragmentos no reparados terminan como evento de mutacién en microsatélites, este
sistema explica porque la velocidad de la tasa de mutacién del microsatélite no es igual a la

velocidad con la que ocurren los deslizamientos al final de la replicaciéon (Ellegren, 2004).

El sistema de reparacién de desajustes o “mismatchrepair’ (Fig. 2) presenta un conjunto de
proteinas que actian de manera coordinada para corregir errores de apareamiento o los bucles
de insercion/delecion generados durante la replicacion del ADN que puede estar en el extremo

5’ 0 en el extremo 3’ del error (Liu et al., 2017; Pecina et al., 2020).

El reconocimiento del desajuste en ambos extremos es llevado a cabo por complejos MutS
homélogos: MutSa (MSH2-MSH6), que detecta principalmente desajustes puntuales y pequefios
bules, y MutSB (MSH2-MSH3), especializado en la deteccién de bucles de insercién/deleccion
mas grandes, frecuentes en microsatélites. Estos complejos sufren un cambio conformacional
gue les permite desplazarse como pinzas deslizantes a lo largo de la molécula hasta reclutar los

factores posteriores de reparacion.
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Posteriormente, se recluta la enzima exonucleasa 1 (EXO 1), la cual degrada la hebra de ADN
desde un extremo generado en el sitio de corte en direccion 5’ - 3’, eliminando el fragmento que
contiene el desajuste. Mientras que, la proteina RPA “Replicating Protein A” se une a la otra
cadena simple de ADN que queda expuesta, para evitar que se formen estructuras secundarias

y facilitar el ensamblaje ordenado de los factores de reparacion.

Cuando el bucle se encuentra en el extremo 3’, la endonucleasa MutLa (MLH1-PMS2) con
direccién 3’-5’ entra y realiza un corte mas alla del desajuste, en el lado 5’, esto le permite a la
enzima Exo 1 entrar por el nuevo corte y eliminar el desajuste en direccién 5’ - 3'. Este sistema
requiere, también de la participacién de la proteina PCNA “Proliferating Cell Nuclear Antigen”, el
cual actia como abrazadera deslizante del ADN, y RFC “Replication Factor C”, que lo carga
sobre la molécula de ADN utilizando ATP. PCNA contribuye a coordinar y orientar el proceso de

reparacion en la hebra neosintetizada.

Finalmente, tras la eliminacion del tramo de ADN erréneo, la ADN polimerasa & se une al extremo
3’-OH generado y resintetiza la hebra en direccién 5°-3’. Por ultimo, la enzima ADN ligasa sella
la cadena (Liu et al., 2017; Pecina et al., 2020).
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Figura 2. Esquema del sistema de reparacion de desajustes. Tomado de Pecina et al. (2020)

19



2.3.3 EQUILIBRIO Y DINAMICA DE MUTACIONES

Existe una clasificacién para los microsatélites segun el tipo de secuencia repetida, como
perfectos, imperfectos, interrumpidos y compuestos. Los microsatélites perfectos son aquellos
cuya secuencia repetitiva es totalmente consecutiva y no se ve interrumpida por bases que no
pertenezcan al motivo. Por otro lado, los microsatélites imperfectos son aquellos que se ven
interceptados por un par de bases que no coinciden entre los motivos repetidos del motivo.
Mientras que, en los microsatélites interrumpidos existe una pequefia secuencia entre la
secuencia repetitiva que no coincide con la secuencia del motivo, como una “interrupcion”. Por
altimo, los microsatélites compuestos que se refieren a una secuencia que contiene dos

repeticiones de secuencia distintas consecutivamente (Oliveira et al., 2006).

Las interrupciones e imperfecciones en los microsatélites y las mutaciones puntuales, disminuyen
el error por deslizamiento de la cadena, ya que, al agregar algunas bases diferentes a la
secuencia repetida, podria aumentar la especificidad para el apareamiento de nucleétidos entre
la cadena recién sintetizada y la molde, impidiendo la expansion ilimitada. Por lo tanto, la longitud
de los microsatélites en equilibrio es el resultado de la interaccion entre la tasa de deslizamiento
y la tasa de mutaciones puntuales (Kruglyak et al., 2000). También, se describe que los alelos
con mayor longitud son méas propensos a sufrir una tasa de contracciones mas alta que los alelos
cortos. Las tasas de mutacién por expansion no dependen de la longitud del microsatélite, lo que
guiere decir que tanto alelos cortos como largos presentan igual probabilidad de expandirse. Por

lo tanto, se favorece un equilibrio o distribucién estable de longitudes (Xu et al., 2000).

Este equilibrio permite el polimorfismo entre la longitud de las secuencias de los microsatélites,
y seguir patrones de herencia entre individuos, ya que, si las tasas de mutacién fueran muy bajas,
estos patrones serian pocos frecuentes. Si la tasa de mutacion fuera muy alta, habria muchos

cambios de una generacién a la otra (Bennet, 2000).
2.3.4 MODELOS TEORICOS DE MUTACION
En el estudio de genética de poblaciones se han desarrollado modelos evolutivos tedricos que

explican el cambio de las frecuencias alélicas en una poblacion a lo largo del tiempo. A

continuacion, se explicaran los modelos teéricos mutacionales mas utilizados:
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Modelo de alelos infinitos (IAM)

Propuesto por Kimura y Crow en 1964, asume que cada vez que ocurre una mutacion en un
locus, se genera un alelo completamente nuevo que no ha existido previamente en la poblacion.
El espacio de posibles alelos es tan grande que la probabilidad de repetir alelos por mutacion es
despreciable, indican que dos mutaciones nunca producirdn el mismo alelo por azar. Asimismo,

sefialan que no hay reversiones ni convergencias alélicas.

En microsatélites, estas mutaciones alteran el nUmero de repeticiones y este modelo no refleja
fielmente el mecanismo de mutacién real de los microsatélites, que suele consistir en la ganancia
o pérdida de unidades repetitivas y, por lo tanto, “la proximidad en términos del nimero de
repeticiones no indica una mayor relacién filogenética” (Oliveira et al., 2006), dado que, la
evolucién de los microsatélites es altamente mutable y reversible. Por ultimo, bajo este modelo,
la diferenciacién poblacional se estima tipicamente mediante el Fs; de Wright (1965), que no
considera relaciones evolutivas entre alelos ni diferencias en sus tamafios, calculado a partir de
la heterocigosidad total esperada (Ht) y la heterocigosidad promedio dentro de las poblaciones
(Hs).

Modelo de mutacion por pasos o Stepwise mutation model (SMM)

Propuesto por Kimura y Ohta en 1978, describe un tipo de mutacién en el que los alelos cambian
de forma gradual, ganando o perdiendo una unidad a la vez. A diferencia del modelo de alelos
infinitos, que asume que cada mutacion genera un alelo completamente nuevo, el SMM
considera que los alelos son valores numéricos ordenados y que las mutaciones ocurren en
"pasos" de una unidad, ya sea hacia arriba (+1) o hacia abajo (-1). En microsatélites, este modelo
refleja el mecanismo de mutacién real de los mismos, ya que, se asume que un alelo con 10
repeticiones puede mutar a uno con 9 o con 11 repeticiones en un solo evento y que estas
mutaciones reversibles se acumulan a lo largo del tiempo. Mas adelante, en 1995 Montgomery
Slatkin aplic6 este modelo a estudios de genética de poblaciones usando microsatélites y
propuso una medida llamada Rsr como alternativa al estadistico Fst. A diferencia de Fsr, que
considera Unicamente las frecuencias alélicas, Rsr incorpora la distancia mutacional entre alelos,
asumiendo que alelos con tamafios similares estan evolutivamente mas relacionados que
aquellos con mayores diferencias en el nimero de repeticiones. Sin embargo, este modelo puede
presentar limitaciones, ya que, también pueden ocurrir mutaciones de dos 0 mas repeticiones a

la vez.
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Modelo de dos fases o Two phase model (TPM)

Este modelo fue desarrollado como una mejora del modelo de mutacién por pasos (SMM), por
Di Rienzo et al en 1994, donde proponen una fase principal en la que las mutaciones ocurren en
pasos de una sola repeticion (SMM), pero una proporcién menor ocurre en una fase secundaria
de mutaciones de saltos de dos o mas repeticiones a la vez. Por ejemplo, un alelo con 10
repeticiones puede mutar a 9 o 11 (paso simple), pero también, con menor probabilidad, a 7 o 13
(salto multiple). Esta mezcla de mutaciones refleja mejor lo que se ha observado

experimentalmente en la evolucién de los microsatélites en diferentes organismos.

Modelo de K-alelos (KAM)

Propuesto por Crow y Kimura en 1970. Este modelo describe que hay un ndmero finito de
posibles alelos (K) en un locus y que cada mutacion produce otros K-1 alelos posibles. Si ocurre
una mutacién, el alelo cambia al azar a uno de los otros alelos posibles, pero no puede
convertirse en si mismo. Esto lo diferencia del modelo de alelos infinitos, donde cada mutacion
siempre crea un alelo completamente nuevo. El modelo KAM permite calcular la heterocigosidad
esperada, que es la probabilidad de que dos alelos al azar sean diferentes. Esta probabilidad
depende del tamafio de la poblacién, la tasa de mutacion (u) y el nimero de alelos posibles.

2.3.5 ALELOS NULOS Y HOMOPLASIA

La homoplasia y los alelos nulos son dos fendbmenos que complican la interpretacién de los
genotipos basados en microsatélites. La homoplasia en microsatélites ocurre cuando dos alelos
comparten el mismo tamafio, pero no tienen un origen comun, es decir, no son idénticos por
descendencia sino por convergencia evolutiva. Este fendmeno puede explicarse bajo distintos
modelos tedricos de mutacién, como el modelo de mutacién escalonada (SMM), el modelo de
dos fases (TPM) y el modelo de K alelos (KAM) (Jarne & Lagoda, 1996).

Como se mencion6 anteriormente, en estos modelos se describen procesos en los que las
mutaciones implican ganancias o pérdidas de unidades repetidas, lo que permite que distintos
linajes evolucionen hacia estados alélicos del mismo tamafio por vias mutacionales distintas, sin
compartir ancestros comunes recientes. En muchos estudios de genética de poblaciones no
causa efecto o gran impacto en el andlisis de microsatélites. Sin embargo, para otros estudios
filogenéticos o modelos que asumen identidad por descendencia si podria presentar desafios
(Estoup et al., 2002).
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Los alelos nulos son alelos presentes en el individuo pero que no pueden ser detectados debido
a mutaciones en las regiones donde se unen los cebadores, impidiendo su amplificacién durante
la PCR. Esto genera una aparente ausencia del alelo y puede falsear la interpretacion de
genotipos porque el individuo parece homocigoto para el alelo amplificado, cuando en realidad
es un heterocigoto con un “alelo invisible”. Como consecuencia, la frecuencia de homocigotos
gueda sobreestimada, lo que puede producir desviaciones artificiales del equilibrio de Hardy-
Weinberg (Pemberton et al., 1995). Se describe que estos alelos pueden alcanzar frecuencias
de hasta 15 % en algunos loci y su presencia puede ser identificada si se observa una desviacion
sistematica de las proporciones esperadas de genotipos bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg
(Jarne & Lagoda, 1996).

Por lo tanto, los alelos nulos y la homoplasia pueden introducir sesgos en los estudios de
paternidad, ya sea generando exclusiones falsas o coincidencias engafiosas entre individuos no
relacionados. Para minimizar estos errores y aumentar la precision del andlisis, se recomienda
utilizar multiples loci microsatélites, ya que, permitiria ampliar el nimero de datos disponibles
para mejorar la resolucion del estudio y reforzar la capacidad de discriminacion entre los

resultados (Blouin et al., 1996).

2.3.6 VENTAJAS Y LIMITACIONES
Metodologia

En el laboratorio, los microsatélites pueden amplificarse mediante PCR multiplex utilizando
cebadores marcados con fluorescencia, lo que reduce el tiempo requerido para su deteccion
(Hayden et al., 2008). Esta se realiza a través de fluorescencia inducida por laser durante el
proceso de genotipificacion, lo que permite determinar el tamafio de los productos de PCRy, por
ende, inferir el nUmero de repeticiones presentes en cada alelo del individuo analizado (Ziegle et
al., 1992; Schuelke, 2000). Igualmente, pueden amplificarse a partir de concentraciones minimas
de ADN con estudios en mamiferos que reportan umbrales de aproximadamente 56 pg por

reaccion para obtener genotipos confiables al 99 % de probabilidad (Taberlet et al., 1996).

La principal complejidad técnica radica en que los microsatélites deben ser aislados de novo en
cada especie estudiada por primera vez, lo que exige conocer las secuencias flanqueantes de

cada locus para poder disefiar cebadores especificos. Este proceso involucra la construccion y
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cribado de bibliotecas genémicas, la secuenciacion de clones positivos y la posterior optimizacion
de cada locus. Zane et al. (2002) indican que el método tradicional de aislamiento tiene un costo
de configuracion de entre 2 000 y 4 000 ddlares y puede tomar aproximadamente un mes de
trabajo, con un rendimiento de clones positivos frecuentemente inferior al 3 %. En caso de recurrir
a proveedores comerciales, el costo de una biblioteca enriquecida puede oscilar entre 5 000 y
10. 000 ddlares, cifra que aumenta considerablemente si el proveedor debe encargarse, también
de la secuenciacién y optimizacién de los loci. En ocasiones, las bandas de stutter generadas
por la ADN polimerasa pueden dificultar la evaluacion precisa de los polimorfismos cuando los
analisis de genotipificacion se realizan Unicamente mediante electroforesis en gel (Marwal &
Gaur, 2020).

Aunque el costo inicial es elevado, los cebadores representan una inversién a largo plazo, ya
gue, una vez disefiados pueden reutilizarse para genotipificar maltiples individuos de la misma
especie. Adicionalmente, en algunos casos es posible su aplicacion en especies cercanamente
emparentadas mediante amplificacion cruzada, aunque con una tasa de éxito variable
dependiendo de la distancia evolutiva entre los taxones (Schiétterer, 2000; Ellegren, 2000; Zane
et al., 2002; Vieira et. al, 2016).

Microsatélites vs. otros marcadores

Los microsatélites presentan ventajas importantes frente a marcadores mas antiguos como
satélites (satDNA) y minisatélites (VNTR). El ADN satélite estda compuesto por unidades de
repeticion largas, su tamafio total de expansiéon va de 100 kb a varios Mb, que forman bloques
de heterocromatina constitutiva asociados principalmente a regiones centroméricas y
teloméricas. Al no ser amplificables eficientemente por PCR, su utlidad en genética de
poblaciones es escasa (Bennett, 2000). Los VNTR presentan unidades de repeticién de longitud
intermedia (6—50 pb). Aunque se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma, la mayoria
se agrupa en regiones teloméricas. Ademas, son polimérficos y amplificables por PCR; sin
embargo, su tamafio total de expansion, que puede variar entre 100 pb y 20 kb, dificulta una

tipificacion precisa y reproducible (Bennett, 2000).

En cambio, los microsatélites poseen unidades de repeticion cortas de 1 a 6 pb, distribuidas de
manera mas homogénea en regiones codificantes y no codificantes del genoma. Estos son

facilmente ampliables por PCR lo que permite una genotipificacion reproducible. Por ello,
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constituyen los marcadores de repeticiones en tdndem mas utilizados en estudios genéticos
(Ellegren, 2004; Litt & Luty 1989; Jarne & Lagoda 1996).

Para analisis de paternidad los microsatélites siguen siendo mas eficientes en comparacion a los
marcadores de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP). Los AFLP son
marcadores dominantes, por lo que solo permiten registrar presencia o ausencia de bandas, sin
diferenciar si la banda proviene de uno o de ambos cromosomas homologos, impidiendo

distinguir heterocigotos de homocigotos (Gerber et al., 2000).

Actualmente, los microsatélites compiten contra los polimorfismos de nucleétido Unico (SNP).
Estos consisten en variaciones de una sola base nitrogenada en una posicién especifica del ADN
y por lo general son bialélicos o presentan dos nucle6tidos alternativos posibles en un mismo
locus. Se distribuyen tanto en regiones codificantes como no codificantes del genoma y son mas
abundantes que los microsatélites, lo que permite desarrollar mapas genéticos mas densos y
obtener una cobertura gendémica de alta resolucién. Ademas, debido a su naturaleza bialélica,
poseen una nomenclatura e interpretacion mas simples, facilitando la automatizacion del
genotipado (Vignal et al.,2002). Los SNP, también pueden ser identificados mediante
secuenciacion de ADN asociada a un sitio de restriccion (RADseq), esta técnica funciona
generando miles de pequefias secuencias homdlogas entre individuos que posteriormente son
secuenciadas masivamente para detectar las variaciones nucleotidicas, sin necesidad de

conocer el genoma completo del organismo (Sunde et al.,2020).

Sin embargo, los microsatélites siguen siendo muy Utiles en estudios de menor alcance, porque
cada marcador es altamente informativo debido a su naturaleza multialélica y alta
heterocigosidad (Ellegren, 2000). Sunde et al. (2020) describieron para la especie Northern pike
que 10 loci SSR fueron suficientes para detectar diferenciacion poblacional significativa similares
a los obtenidos con 1,580 - 1,670 SNP obtenidos por RADseq. Ademas, los microsatélites
requieren menos procesamiento bioinformatico y un menor volumen de datos que RADseq, lo
gue los convierte en una técnica mas practica y econémica para proyectos pequefios o estudios

donde no se necesita resolucion gendémica extremadamente fina (Sunde et al.,2020).

2.3.7 DISENO DE CEBADORES
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Los cebadores in vitro son oligonucledtidos de simple hebra de ADN que definen la especificidad
del amplicon. Por lo tanto, su disefio es de gran importancia para poder amplificar los loci
microsatélites por PCR (por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction).

Para el disefio in silico de los cebadores, se debe conocer la secuencia del genoma completo de
interés o al menos las regiones flanqueantes de los microsatélites, con el fin de identificar las
secuencias complementarias adecuadas para el anclaje de los cebadores. Esta informacion
puede obtenerse a partir de bases de datos gendmicas como GenBank, perteneciente a los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH), donde se encuentran disponibles

secuencias genémicas de numerosos organismos.

Los cebadores pueden disefiase utilizando herramientas del Centro Nacional de Informacién
Biotecnol6gica (NCBI), especificamente a través Primer-BLAST, al cual se accede en la seccidon
"Primers de seleccion" dentro del panel “Analiza esta secuencia” del NCBI. Esta plataforma
integra algoritmos de disefio de cebadores basados en Primer3 y validacion de especificidad
mediante BLAST (Alvarez, 2013). También, existen otras herramientas de disefio de cebadores,
por ejemplo, Primer3Plus, OLIGO y Vecto NTI ®.

Para garantizar la eficiencia y especificidad de un producto amplificado, los cebadores deben
cumplir con los siguientes parametros: 1) La secuencia en el extremo 3’ requiere un
apareamiento de bases perfecto, debido a que la ADN polimerasa extiende la cadena a partir del
grupo OH; por lo tanto, se deben evitar desajustes en las ultimas bases del extremo 3’, asi como
secuencias de tres o mas G/C consecutivas, ya que, pueden generar uniones con alta estabilidad
debido a los puentes de hidrogeno y favorecer la probabilidad de hibridaciones parciales o
inespecificas generando productos no deseados; 2) evitar la complementariedad de secuencias
entre los cebadores, dado que, podrian formar estructuras secundarias internas (hairpin) o
dimeros que disminuyen la especificidad y el rendimiento; 3) la longitud puede ser de 18 a 24 nt,
ya que, cuanto mas corto sea el cebador serd mas rapida su hibridacion con la cadena molde y
menor su especificidad; 4) el contenido de G/C debe ser del 40 a 60 %, porgue una concentracion
menor de G/C es propensa a presentar una temperatura de fusion (Tm) muy baja y podria afectar
la hibridacién o incluso no hibridar; 5) la temperatura de fusion debe estar entre 55y 65 °C, y no
puede haber una diferencia de mas 5 °C entre las T de los cebadores Forward y Reverse (
Dieffenbach et al., 1993; © QIAGEN, 2013).

Obtencidén de microsatélites
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Método clésico

En el caso en que no se encuentre el genoma completo de interés en la base de datos, se pueden
aislar las regiones microsatélites mediante sondas en librerias gendmicas. Primero se extrae el
ADN gendmico con alta pureza. Posteriormente se digieren con enzimas de restriccion el ADN y
un vector para que ambos presenten extremos iguales, preferiblemente cohesivos, que permitan
la insercion del fragmento de interés en el plasmido. El vector es tratado anteriormente con
fosfatasa alcalina para evitar su autoligacion. Una vez obtenido el plasmido recombinante, se
transforman en bacterias competentes, mediante shock térmico o electroporaciéon. Luego se
realiza screening o una réplica de la placa original sobre una membrana de nylon que contiene
las sondas marcadas para secuencias repetitivas que pueden contener biotina. Por ultimo, se
cultivan las colonias con coloracién positiva y se realiza la extraccion del plasmido para su
secuenciacién. Finalmente, se procede al disefio de los cebadores (Rassmann et al., 1991; Zane
et al., 2002).

Método basado en secuenciacion de préxima generacion (NGS)

Actualmente, la obtencion de microsatélites mediante NGS permite su identificacion méas rapida
y eficiente sin necesidad de un genoma de referencia completo. En primer lugar, se realiza la
extraccion de ADN gendémico de alta calidad, el cual es fragmentado para la construcciéon de
librerias de secuenciacion. Dependiendo de la plataforma utilizada, como la pirosecuenciacion
Roche 454, actualmente descontinuada pero ampliamente utilizada en los primeros estudios de
desarrollo de microsatélites por NGS (Schoebel et al., 2013), o tecnologias de sintesis como
lllumina sequencing, estos fragmentos son amplificados y secuenciados masivamente,
generando entre miles y millones de lecturas cortas. En algunos casos, previo a la secuenciacion,
se incorpora un paso de enriquecimiento de microsatélites mediante sondas especificas que
incrementan la proporcion de secuencias con repeticiones, optimizando su deteccion (Zalapa et
al., 2012).

Posteriormente, las lecturas obtenidas son procesadas mediante analisis bioinformatico, que
incluye control de calidad, ensamblaje opcional de lecturas y la identificacién in silico de
microsatélites utilizando programas especializados. Herramientas como MISA, QDD vy
MSATCOMMANDER permiten detectar repeticiones en tandem y extraer las regiones

flanqueantes necesarias para el disefio de primers (Vieira et al., 2016; Beier et al., 2017; Meglécz
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et al., 2010; Faircloth, 2008). A partir de estas secuencias, se emplean programas como Primer3
para generar automaticamente cebadores especificos que posteriormente son validados
mediante PCR.

Ademaés, del uso de ADN gendmico, los microsatélites, también pueden obtenerse a partir de
datos transcriptomicos mediante RNA-seq, lo que permite identificar SSRs expresados (EST-
SSRs). En este enfoque, el ARN es extraido, convertido a ADNc (ADN complementario) y
secuenciado, generando lecturas que representan genes expresados. Estas secuencias son
analizadas de manera similar para identificar repeticiones y disefiar primers, con la ventaja de
gue los marcadores pueden estar asociados a funciones génicas, aunque con menor nivel de

polimorfismo en comparacion con SSRs gendmicos (Taheri et al., 2018).

2.3.8 GENOTIPIFICACION

En la década de 1980, el andlisis y la genotipificacién de polimorfismos microsatélites fue mas
sencillo, gracias a la técnica molecular reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por Kary
Mullis (Litt & Luty, 1989; Ellegren, 2004). Que permite amplificar in vitro las regiones repetidas y
verificar el tamafio por electroforesis de gel agarosa o poliacrilamida y electroforesis capilar
fluorescente (Vieira, et al., 2016).

Marcaje fluorescente
Actualmente, el uso de cebadores marcados con fluorocromos y cebadores universales se ha

vuelto una técnica comun y econémica para genotipificar los loci microsatélites (Schuelke, 2000).

La reaccién se realiza por PCR convencional y requiere de un cebador Reverse, un cebador
universal M13(-21) marcado con fluorocromos como 6-carboxi-fluo-rescina (FAM) y un cebador
Forward de la secuencia de interés con una secuencia de extension o “cola” que sea
complementaria al cebador universal, como la del del fago M13(-21) (5 TGT AAA ACG GCC
AGT 3’) en el extremo 5’ o la secuencia CAG (Fig. 3).

En los primeros ciclos de PCR el cebador Forward con cola M13(-21) se incorpora a los productos

de PCR. Cuando este cebador se agota, la temperatura melting cambia a 53 °C para facilitar la

union del cebador universal M13(-21) al producto amplificado. Por dltimo, el producto final
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etiquetado se puede analizar por electroforesis capilar con fluorescencia inducida por laser (CE-
LIF).

A 4
L ;\
m—b Forward primer with M13{-21) tail at the 5 -end

‘—m Reverse primer

r:j:j-:f;j_-’ Universal FAM labeled M13(-21) primer

A'Clqu
I
L
{\ Template

ona 7o CACA.. . (CA),.....CACA S Template DNA —s— 3
— S

CACA R ¥
— NNy

CACARSSS—7¥

Figura 3. Marcaje fluorescente con un cebador universal. (A) Cebador forward con secuencia M13(-21)
en 5’; (B) Cebador Reverse; (C) Cebador universal M13(-21) con fluorocromo; (D, E, F) Apareamiento de
cebadores durante la PCR. Tomado de Schuelke (2000)

Analisis multiplex

La primera corresponde a la PCR multiplex, en la cual diferentes pares de cebadores SSR se
incorporan en un mismo tubo de reaccion. Para ello, es necesario determinar previamente el
rango de tamafio de los alelos de cada locus, evitando superposicion entre fragmentos, ademas,
de verificar in silico que todos los cebadores presenten temperaturas de fusion similares y una
baja probabilidad de formacion de estructuras secundarias o dimeros, permitiendo su
amplificacién simultanea en una sola reacciébn de PCR. La segunda corresponde a la
genotipificacion multiplexada, donde cada locus se amplifica por separado mediante PCR
individual; posteriormente, los amplicones obtenidos se mezclan y se analizan conjuntamente en

un mismo canal de electroforesis capilar (Vieira et al., 2016).

Errores de genotipificacion

Los errores de genotipificacion pueden deberse a errores vinculados a la propia secuencia de
ADN, baja calidad o cantidad de ADN, artefactos bioquimicos y factores humanos (Pompanon et
al., 2005). Dentro de los errores debidos a la propia secuencia de ADN se encuentran los alelos
nulos y la homoplasia de tamafio. Como se mencioné anteriormente, lo alelos nulos ocurren
cuando mutaciones puntuales en las regiones flanqueantes impiden la unién del cebador,

haciendo que un alelo no amplifique y el individuo heterocigoto sea clasificado erroneamente
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como homocigoto, inflando su estimacién en la poblacion. La homoplasia de tamafio ocurre
cuando dos alelos de origen evolutivo independiente presentan el mismo tamario, siendo tratados

como idénticos y subestimando asi la diversidad genética real (Jarne & Lagoda, 1996).

Las bajas concentraciones de ADN pueden ocasionar allelic dropout, es decir, la pérdida
estocastica de un alelo durante la amplificacién. Este fendmeno ha sido descrito principalmente
en estudios con muestras no invasivas de mamiferos (heces, pelo), donde concentraciones
inferiores a 56 pg/uL representan un umbral critico (Taberlet et al., 1996). Wang et al. (2012)
explican que el allelic dropout puede producirse en dos etapas del proceso de genotipificacion:
1) durante la preparacion de la muestra, cuando una copia alélica esta presente en cantidad
insuficiente para ser amplificada; y 2) durante la amplificacion por PCR, debido a fallas en la

unién de los cebadores o de la ADN polimerasa al molde.

Asimismo, la Taq polimerasa puede afadir de forma inespecifica una adenina en el extremo 3'
del producto de PCR (artefacto +A), generando un doble pico por alelo en el electroferograma y
produciendo ruido de fondo que dificulta la interpretacion de los genotipos (Pompanon et al.,
2005).

2.4 GENERALIDADES DE PETROLISTHES ARMATUS

En esta seccién se describe la clasificacién taxonémica, el ciclo de vida, habitat y la distribucion

geografica de la especie de estudio, Petrolisthes armatus.

2.4.1 TAXONOMIA DE PETROLISTHES ARMATUS

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de P. armatus

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda

30



Suborden Pleocyemata

Infraorden Anomura
Familia Porcellanidae
Género Petrolisthes
Especie armatus

La especie fue descrita originalmente como Porcellana armata por Gibbes (1850) y
posteriormente transferida al género Petrolisthes por Stimpson (1858), quien establecio la
combinacion actualmente valida de Petrolisthes armatus.

Dentro de la sinonimia de la especie se incluye, Porcellana digitalis por Heller (1862) Porcellana
gundlachii por Guérin-Méneville (1855), Porcellana leporina por Heller (1862), asi como
Petrolisthes similis por Henderson (1888), Petrolisthes iheringi por Ortmann (1897), Petrolisthes
armatus var. pallidus por Verrill (1908) y Petrochirus lamarcki machadoensi por Bott (1964) los
cuales actualmente son considerados sinénimos (Registro Mundial de Especies Marinas
WoRMS; Osawa & McLaughlin, 2010).

2.4.2 CICLO DE VIDA DE PETROLISTHES ARMATUS

El ciclo de vida de Petrolisthes armatus inicia con la eclosion de los huevos los cuales se
mantienen fijados a los pledpodos de la madre. Gore (1970) describe que la fase plancténica
dura aproximadamente 2 semanas bajo condiciones de laboratorio. Primeramente, P. armatus
eclosiona como prezoea, una etapa transitoria que dura aproximadamente una hora.
Posteriormente, la larva muda a la primera etapa zoea (Zoea l), con una longitud aproximada de
1,6 mm, caracterizada por una espina rostral alargada y una espina caudal curvada (Fig. 4A). En
esta fase se inicia la alimentacion activa mediante los apéndices bucales y los dos primeros
maxilipedos con setas natatorias, mientras que, el maxilipedo 3 y los pere6podos se encuentran
aun como yemas indiferenciadas. En la segunda etapa zoea (Zoea Il), la larva alcanza alrededor
de 2,0 mm, con un rostro aproximadamente cinco veces mas largo que el caparazén y ojos
moviles; en esta fase continda el desarrollo morfol6gico hacia una forma mas cercana a la vida
benténica (Fig. 4B). Posteriormente, en la etapa megalopa, la larva presenta una apariencia
similar a un cangrejo juvenil, con una longitud cercana a 1,5 mm y un ancho de 1,2 mm, 0jos

proporcionalmente méas grandes y desarrollo completo de quelas, patas caminadoras y
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pleépodos (Fig. 4C) Esta etapa representa el asentamiento y preparacion para la vida bentonica
adulta (Fig. 5) (Gore, 1970).

Figura 4. Etapas larvales de Petrolisthes armatus. (A), Zoea I; (B) Zoea II;(C) Megalopa
Tomado de Gore (1970)

1.5cm

Figura 5. Ejemplar macho adulto de Petrolisthes armatus

2.4.3 HABITAT Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE PETROLISTHES ARMATUS

El cangrejo de porcelana verde Petrolisthes armatus (Gibbes, 1850) es una especie de crustaceo
decédpodo que habita principalmente zonas intermareales rocosas del océano Pacifico Oriental
Tropical (POT) y del océano Atlantico Occidental (AtOcc) y Oriental (AtOri). En el POT la especie
se distribuye desde la parte norte del Golfo de California hasta Peru, pero no se ha observado
en las islas oceénicas. Su distribucion nativa en el AtOcc se extiende desde Carolina del Norte
hasta la costa sur de Brasil. En el Atlantico Oriental, la distribucion de esta especie se extiende

desde Senegal hasta Angola (Hiller & Lessios, 2017).

En ambas costas americanas esta especie se ha reportado con amplio rango ecoldgico, en

habitats dificiles como bajo piedras, en bancos de ostras y mejillones, en raices de manglares,
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corales, esponjas y pilotes de muelles (Hiller & Lessios, 2017). Asimismo, se ha encontrado en
el fondo rocoso y arenoso a 18 m de profundidad en las costas americanas (Haig, 1960) hasta
30 m de profundidad en el Atlantico Oriental (Chace, 1956).

En el Pacifico panamefio, P. armatus constituye la especie de porcelanido dominante en el
intermareal rocoso, alcanzando densidades de hasta 20 individuos por metro cuadrado (Gore &
Abele, 1976; Hiller & Lessios, 2017).

La capacidad de esta especie para tolerar variaciones ambientales como salinidad y temperatura
(Gore & Abele,1976; Canning-Clode et al., 2011), le ha permitido establecerse exitosamente en
diversos ambientes costeros. En su filogeografia de la especie Hiller & Lessios (2017)
identificaron dos clados principales en el Atlantico occidental: el clado Noroccidental, que agrupa
las poblaciones de Florida, Georgia y Carolina del Sur, y el clado Suroccidental que agrupa las
poblaciones desde Yucatan hasta Brasil pasando por el Caribe. Hasta principios de los afios
1990 el rango de P. armatus en el AtOcc no se extendia hasta el norte de Cabo Cafiaveral (Gore
& Abele, 1976). La expansion hacia las costas de Georgia y Carolina del Sur fue muy
probablemente facilitada por el transporte humano de ostras (Crassostrea virginica) desde el
Golfo de México hacia la costa atlantica durante los afios 1960, trayendo consigo grandes
cantidades de individuos de esta especie que habitaban esas camas de ostras. Una vez
establecida, la especie pudo sobrevivir y asentarse exitosamente gracias a su plasticidad para
tolerar nuevos ambientes, lo que la ha caracterizado como especie invasora (Hiller & Lessios,
2017).
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreo y seleccion

3.1.1 Genética de poblaciones

Para las pruebas de genética poblacional, se seleccionaron 16 muestras de ADN de individuos
adultos de Petrolisthes armatus del banco de ADN de crustaceos de la familia Porcellanidae de
la Dra. Hiller. Las muestras provienen de distintas localidades a lo largo de la costa Pacifica de
América: México, Golfo de California (n = 2); Panam4, Naos y Miraflores (n = 6); Colombia, Bahia

Malaga (n = 5) y Ecuador, Salinas (n = 3).

3.1.2 Paternidad multiple

Para la prueba de paternidad multiple, se recolectaron individuos adultos de Petrolisthes armatus
en la zona intermareal de la Playa de los Cangrejos de Punta Culebra, Panam4, durante periodos
de marea negativa, entre los meses de abril y agosto de 2025 (Anexo A; B). Los cangrejos se
almacenaron en neveras portatiles con agua de mar y un pedazo de malla que le da superficie

de agarre a los cangrejos y facilita su manipulacion.

En el laboratorio himedo se sexaron los individuos. Este procedimiento consistié en levantar el
abdomen de los cangrejos con el fin de distinguir los ple6podos femeninos de los masculinos
(Anexo C) y en el caso de ver huevos en las hembras, estas se separaron y se colocaron
independientemente en balones de vidrio de 1 000 ml con agua de la bahia de Panama filtrada
y purificada, manteniéndose a temperatura ambiente hasta la eclosién de las larvas (Anexo D).
Durante este periodo, se les suministraron larvas nauplias de Artemia sp. en horas de la mafiana
para su alimentacion y el agua fue cambiada durante la tarde. El tiempo hasta la eclosion varioé
dependiendo del estado de desarrollo de los embriones al momento de la recoleccion, ocurriendo

desde la misma noche de captura hasta aproximadamente una semana después.
Luego de la eclosion, en el laboratorio molecular se seleccionaron bajo el estereoscopio entre 8-

12 larvas por madre, las cuales fueron posteriormente preservadas en etanol absoluto (Anexo
E).
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3.2 Extracciéon de ADN

Luego del muestreo, se tomaron muestras del tejido blando de una quela y de las branquias de
cada madre. Posteriormente, se realizaron las extracciones de ADN utilizando el kit comercial
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones especificas del fabricante

para la extraccion de ADN de sangre y tejido (Anexo F).

Las nidadas correspondientes de las madres 1, 2 y 3 se dividieron en dos grupos con el fin de
evaluar dos protocolos de extraccion de ADN en larvas de crustaceos: (1) un método comercial
utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) (2) un método de extraccion simple basado
en proteinasa K e incubacion. EI método comercial, aunque mas costoso, produce ADN de mayor
pureza; en contraste, el método basado en proteinasa K es mas econémico, pero genera ADN
con impurezas debido a la ausencia de pasos de purificacion. El objetivo fue comparar ambos
métodos y seleccionar un protocolo replicable y econémicamente viable para la posterior
amplificacion de regiones microsatélite mediante PCR convencional. Para ambos protocolos se

utilizaron los cuerpos completos de las larvas.

Para el método de extraccién simple con proteinasa K se le afiadieron 20 ul de buffer y 5 pl de
proteinasa K (5ug/ml) a cada tubo de 0.65 ml conteniendo una larva sin etanol absoluto.
Posteriormente, las muestras se incubaron en un termociclador bajo el siguiente programa: 65
°C durante 35 min, 95 °C durante 5 min y 4 °C durante 10 min, siguiendo el protocolo para

microsatélites del laboratorio del Dr. Lessios en las instalaciones de STRI.

Optimizacion del protocolo de lisado del método comercial en larvas de P. armatus

Aparte, se utilizaron 33 embriones adicionales para optimizar el protocolo de lisis del kit comercial
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN) en larvas de crustaceos, modificando especificamente
el paso de digestion con proteinasa K. En lugar de realizar la incubacion en bafio Maria con
vortex manual, se emple6 un Eppendorf Thermomixer R a 1 400 rpm durante 3 horas a 56 °C.
Posteriormente, se siguieron las instrucciones del método de extraccién segun el fabricante
(Anexo F).

Finalmente, se midio la concentracion de todas las muestras utilizando el espectrofotometro de

microvolumen NanoDrop One. Cabe destacar que estas muestras se utilizaron exclusivamente
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para la optimizacion del protocolo y no se incluyeron en los ensayos de genética de poblaciones
y paternidad.

Los resultados obtenidos se compararon con las extracciones realizadas mediante el kit
DNeasy® en larvas sin modificaciones en el protocolo, correspondientes a las nidadas de las
madres 1, 2y 3.

3.3 Estandarizacidn de la temperatura de alineamiento Ta (°C)

La temperatura de alineamiento Ta (°C) se estandarizé6 mediante PCR estandar. Se evaluaron
14 pares de cebadores flanqueantes de regiones microsatélites polimérficas previamente
desarrollados para Petrolisthes armatus. Para cada par de cebadores se calcul6 la temperatura
de fusién promedio Tm (°C) entre los cebadores Forward y Reverse. Cuando no se logré
estandarizar la Ta de un cebador bajo estas condiciones, se utilizé la Tm mas baja entre ambos
cebadores, siguiendo el protocolo para microsatélites del laboratorio del Dr. Lessios en las

instalaciones del STRI.

Para las reacciones de PCR se emple¢ la siguiente mezcla de reaccién para un volumen final de
11.35 pl: 5 pl de ddH20, 2.5 ul de GoTaq Buffer (5x), 1.25 ul de MgCI2, 1.25 ul de dNTPs, 0.625
pl de cada cebador Forward y Reverse a una concentracion de 10uM y 0.1 pl de GoTaq®.

Los volumenes de los reactivos se ajustaron de acuerdo al nUmero total de muestras a procesar.
La mezcla maestra (Master Mix) se prepar6 en tubos Eppendorf de 1.5 ml. Para cada reaccion
se utilizaron 11.35 pl de Master Mix y 1 ul de ADN en tubos para PCR.

Finalmente, se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacién: desnaturalizacion inicial a
94 °C durante 1 min; seguida de 39 ciclos de 94 °C durante 30 s, temperatura de alineamiento
gue se estaba probando (Ta°C) durante 45 s y extension a 72 °C durante 1 min 30 s; con una

extension final a 72 °C durante 10 min y una etapa final a 10 °C.

3.4 Electroforesis en gel de agarosa y Metaphor™

El tamafio y la intensidad de los productos de PCR se documentaron después de adicionar 1.8

pl de loading buffer a 3 pl de cada producto de PCR y correrlos por electroforesis a 100 V y 31
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Amp durante 1 h, después de pipetearlos en los pozos de un gel de agarosa al 1.5 %, preparado
con buffer TBE 0.5x, tefiido con GelRed. El tamafio de los amplicones se estimé comparando las
bandas obtenidas con un marcador de peso molecular de 1 kb. Las muestras se visualizaron y
fotografiaron en el gel con un transiluminador UV conectado a una camara e impresora
fotografica. Posteriormente, para evaluar el polimorfismo de los fragmentos amplificados, se
realizo el mismo proceso anterior en un gel de agarosa MetaPhor™ al 4 % en buffer TBE 0.5x

sometido a electroforesis a 100 V y 31 Amp durante 3 h.

3.5 Genotipificacién

Marcaje fluorescente

Con las temperaturas de alineamiento determinadas, se procedié al marcaje fluorescente de
cada locus microsatélite mediante el método econémico de Schuelke (2000), descrito en el marco

tedrico.

La mezcla de reaccién para PCR estuvo compuesta por 2.4 ul de buffer Colorless 5x, 1.2 pl de
MgCl, [25 mM], 1.2 pl de dNTPs, 0.036 pl del cebador Forward [10 uM] con una cola CAG
(CAGTCGGGCGTCATC), 0.6 pl del cebador Reverse [10 uM], 0.6 ul del cebador universal con
una cola complementaria a la secuencia CAG [10 uM] marcado con un fluoréforo o tinte (FAM,
azul; VIC, verde; NED, amarillo; PET, rojo; Applied Biosystems), 0.06 ul de Taq polimerasa y 1
ul de ADN.

Posteriormente, se utilizaron las siguientes condiciones de reaccién: desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 1 min; seguida de 14 ciclos de 95 °C durante 20 s, temperatura de alineamiento
(Ta) durante 20 s y extension a 72 °C durante 20 s; posteriormente, 24 ciclos de 95 °C durante
20 s, 52 °C durante 20 s 'y 72 °C durante 20 s; con una extension final a 72 °C durante 5 min y

una etapa final de mantenimiento a 10 °C.

La temperatura de alineamiento utilizada en los primeros 14 ciclos varia dependiendo de la
temperatura Optima determinada previamente en los ensayos de estandarizacion de los distintos

pares de cebadores.

Finalmente, se mezclaron 2 ul del producto amplificado con 10 pl de formamida y 0.35 ul del

estandar interno GeneScan 500 LIZ Size Standard. Las muestras se analizaron mediante
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electroforesis capilar con deteccion fluorescente inducida por laser (CE-LIF) en el analizador
genético ABI 3500xI Genetic Analyzer.

3.6 Analisis bioinformaético

Los electroferogramas obtenidos mediante electroforesis capilar fueron analizados con el
software Geneious Prime (Kearse et al., 2012). Posteriormente, los genotipos fueron organizados
en matrices de datos en Microsoft Excel y analizados en el entorno de programacion Rstudio

utilizando el lenguaje R.
Procesamiento de datos para los ensayos de genética poblacional

Los analisis de genética de poblaciones se realizaron en el lenguaje R mediante los paquetes

readxl, magrittr, adegenet, pegas, poppr, ade4.

Los genotipos de microsatélites fueron convertidos a un objeto genético de tipo genind mediante

la funcién df2genind del paquete adegenet, especificando una ploidia diploide.

Posteriormente, se realizaron los analisis de caracterizacion alélicas de los loci. Se calcul6 el
namero de alelos observados y el indice de diversidad genética basado en 1 — D de Simpson
para cada marcador. El indice de Simpson es robusto frente a la presencia de alelos raros, ya
gue, es mas sensible a la frecuencia de los alelos comunes y menos influenciado por alelos de
baja frecuencia. Posteriormente, se estimé la equidad (evenness) de Simpson para evaluar la
uniformidad en la distribucién de los alelos; y se evalué el equilibrio de Hardy—Weinberg para
cada locus mediante pruebas exactas y chi-cuadrado (x?) implementadas en el paquete pegas

enR.

Por ultimo, se realiz6 una prueba del desequilibrio de ligamiento de manera independiente para
cada poblacion mediante el indice de asociacion (Ia) y el indice estandarizado de asociacion (b)),
utilizando el paquete poppr. Los analisis se realizaron a partir de objetos genéticos manejados
con el paquete adegenet. La significancia estadistica de ambos indices se determiné mediante

999 permutaciones aleatorias.

Procesamiento de datos para el ensayo de paternidad multiple
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La matriz de datos fue importada mediante el paquete readxl y posteriormente procesada para
combinar los alelos correspondientes a cada locus microsatélite. Los genotipos fueron
codificados utilizando el formato alelo/alelo para generar perfiles multilocus individuales.

Posteriormente, los datos fueron convertidos en un objeto genético de tipo genind mediante la
funcion df2genind del paquete adegenet, especificando una ploidia diploide. A partir de este
objeto se estimd el numero de alelos observados por familia utilizando la funcién nAll() del
paquete hierfstat. A parte, se realizdé una reconstruccion de genotipos paternos por exclusion

manual comparandolos con el genotipo conocido de la madre.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Extraccién de ADN

Tabla 2. Comparaciéon de métodos de extraccion de ADN en larvas de P. armatus

Método n Concentracion ng/uL A260/280 A260/230
Mediana Min - méx Mediana Min - méx Mediana Min - max
Proteinasa K 15 91.9 41 - 98.5 1.04 095-14 0.3 0.25-0.83
DNeasy® Blood & Tissue 15 4.3 15-76 2.19 1.77 - 2.59 0.31 0.18-0.91
Kit
DNeasy® Blood & Tissue 19 6.6 39-11.2 1.9 1.76 - 2.0 0.54 0.28-0.99

Kit + Thermomixer
Nota. PK: método de digestion simple con proteinasa K e incubacion, sin etapas de purificacion en columna. DNeasy® Blood & Tissue
Kit: kit comercial con columnas de silice (QIAGEN). DNeasy® + Thermomixer: modificacion del proceso de lisado celular del kit mediante
agitacion mecanica continua a 1 400 rpm, 56 °C, 3 h. n: nimero de muestras. Los valores de referencia 6ptimos para ADN son A260/280
=~ 1.8 y A260/230 = 2.0-2.2 (Thermo Fisher Scientific, s.f.)

Comparacion de métodos de extraccion de ADN

Con el fin de evaluar la eficiencia de extraccion de ADN en larvas de P. armatus, se compararon
los valores de absorbancia y concentracién en dos protocolos: el kit comercial DNeasy® Blood &
Tissue Kit (QIAGEN) y un método basado en digestién simple con proteinasa K (PK) (Tabla 2;
Anexo G).

Las extracciones mediante el método PK mostraron relaciones 260/280 entre 0.95 — 1.4 y
relaciones 260/230 entre 0.25 — 0.83 (Tabla 2), valores que se sitian por debajo de los rangos
Optimos de referencia para ADN (260/280 = 1.8; 260/230 = 2.0-2.2), lo que indica contaminacion
por proteinas que absorben a 280 y compuestos organicos que absorben a 230 nm,

respectivamente (Thermo Fisher Scientific, s.f.).

Estos resultados eran esperados, dado que el método PK se limita a la digestion enzimatica del
tejido sin incluir etapas de purificacion mediante columnas de silice ni lavados especificos para
eliminar contaminantes. Si bien este procedimiento incrementa la coextraccion de proteinas,
polisacéridos y otros compuestos celulares que afectan los indices de pureza, también parece
favorecer una mayor concentracion de ADN en larvas de crustaceos. No obstante, dichas

concentraciones deben interpretarse con cautela, ya que, la medicién espectrofotométrica refleja
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la absorbancia total del contenido del tubo y no la cantidad neta de ADN extraido, lo que implica

una sobreestimacion parcial del rendimiento real.

Las extracciones con el kit comercial presentaron relaciones 260/280 entre 1.77 — 2.59 y
relaciones 260/230 entre 0.18 — 0.91 (Tabla 2). Los valores de 260/280 comprendidos entre 1.77—
1.9 se consideran aceptables para ADN, mientras que, los valores superiores a 2.0, que en este
caso alcanzaron 2.59, podrian reflejar degradacién del ADN o contaminacion por ARN (Thermo
Fisher Scientific, s.f.). Las relaciones 260/230, que en algunos casos fueron incluso inferiores a
las del método PK, sugieren la presencia de residuos de sales o etanol provenientes de los
tampones del kit, cuya eliminacion no fue completamente eficiente durante los pasos de lavado.
Si bien el kit comercial produjo indices de pureza 260/280 superiores a los del método PK, las
relaciones 260/230 de ambos métodos presentaron limitaciones comparables, lo que indica que
el kit comercial no garantiza una eliminacién completa de contaminantes para extracciones de

larvas de crustaceos.

Ademas, la obtencién de ADN en larvas de crustaceos puede verse limitada por la presencia de
estructuras como la quitina y el carbonato de calcio del exoesqueleto, los que pueden dificultar
la lisis celular y causar interferencia en las mediciones espectrofotométricas. Athanasio et al.
(2016) sefialaron que la quitina presenta un alto indice de refraccion alrededor de 260 nm y
dispersién anémala a longitudes de onda menores a 300 nm, lo que puede sobreestimar la
concentracion de ADN cuando se utilizan métodos basados en absorbancia. Por esta razoén,
estos autores recomendaron el uso de métodos de cuantificacién basados en fluorescencia para
obtener estimaciones mas precisas en organismos con estructuras quitinosas, como Daphnia
magna. Sin embargo, en el presente estudio no se aplicé este tipo de cuantificacién debido a

limitaciones presupuestarias.

La mejora de los indices de pureza requeriria la incorporacion de pasos adicionales de
purificacién orientados a eliminar los residuos quitinosos y otros compuestos coextraidos que

interfieren con las mediciones de absorbancia a 230 nm.

Sin embargo, estas relaciones de pureza subdptimas no comprometieron la viabilidad del ADN
para amplificar y genotipificar los alelos (Fig. 12 y 13). Las muestras obtenidas mediante ambos
métodos produjeron amplificaciones funcionales en los ensayos de PCR de loci microsatélites

(Fig. 7 y 8). Esto sugiere que, a pesar de presentar menor pureza espectrofotométrica, el método
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PK genera ADN funcional para PCR, constituyendo una posible alternativa metodoldgica de bajo

costo para estudios genéticos con microsatélites en larvas de crustaceos.

Optimizacién del lisado celular

Se realizaron nuevas extracciones de larvas utilizando el mismo kit comercial DNeasy® Blood &
Tissue Kit (QIAGEN), modificando especificamente el paso de digestiébn con proteinasa K.
Toonen (2004) emple6 disrupcion mecanica mediante micropistilos plasticos durante la
extraccion de ADN de larvas de Petrolisthes cinctipes para favorecer la ruptura tisular y la
liberacion del ADN, lo que sugiere que incorporar algiin componente de disrupcion mecénica es
relevante en protocolos de extraccion para larvas de crustaceos. Bajo este principio, en lugar de
incubacién en bafio Maria con vortex manual, se emple6 un Eppendorf Thermomixer R a 1 400
rpm durante 3 horas a 56 °C, lo que permitié combinar incubacion térmica constante con agitacion

mecanica continua.

Esta modificacién se asocié con un aumento en la concentracién de ADN obtenida, pasando de
un rango previo de 1.5 — 7.6 ng/pl a 3.9 — 11.2 ng/ul (Tabla 2). Este incremento puede atribuirse
a que la agitacion constante a 1 400 rpm no solo favorecio la disrupcion mecanica del tejido
embrionario, también optimizo la cinética enzimatica de la proteinasa K al mantener el sustrato
en suspensién continta, promoviendo asi una liberacion mas eficiente del material genético. Las
relaciones 260/280 se situaron entre 1.76 — 2.0, valores que indican una pureza aceptable
respecto a contaminacion proteica, siendo 1.8 el valor de referencia 6ptimo para ADN. Sin
embargo, las relaciones 260/230 presentaron un rango de 0.28 — 0.99, notablemente por debajo
del valor 6ptimo de 2.0 — 2.2, lo que sugiere nuevamente la presencia de contaminantes
coextraidos, posiblemente sales del tampo6n de lisis 0 polisacaridos derivados de la estructura
quitinosa, cuya eliminacién no habria sido completamente eficiente durante los pasos de lavado

del protocolo.

Estos resultados indican que la modificacion del protocolo mejoré la eficiencia de lisis de forma
generalizada. No obstante, la persistencia de valores 260/230 merece consideracion, ya que,
contaminantes coextraidos como polisacaridos o sales pueden, en ciertos contextos, interferir
con la actividad de la ADN polimerasa durante la amplificacion por PCR. Si bien en el presente
estudio las amplificaciones para microsatélites fueron funcionales a pesar de los indices de

pureza suboptimos (Figura 7 y 8), se recomienda considerar pasos adicionales de purificacion
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en aplicaciones con mayor sensibilidad a contaminantes, como secuenciacion del genoma

completo.

El subconjunto especifico de larvas (muestras 20 - 33) quedo fuera de las comparaciones, debido
a que estas muestras fueron sometidas a una modificacion en el procedimiento: tras la digestion
con proteinasa K, los lisados fueron almacenados temporalmente a =20 °C antes de continuar
con el protocolo de purificacion al dia siguiente, lo que afectd las relaciones 260/280, que
oscilaron entre 2.08 - 2.65 (Anexo H). Valores de 260/280 superiores a 2.0 suelen asociarse con

la presencia de ARN residual.

2. Estandarizacién de la temperatura de alineamiento Ta (°C) mediante PCR estandar

Como se describi6 en la metodologia, se realizaron ensayos de estandarizacion de la
temperatura de alineamiento utilizando inicialmente el promedio te6rico de Tm (°C) entre los
cebadores Forward y Reverse para cada locus. En aquellos casos donde no se obtuvo
amplificacién eficiente bajo esta condicién, se efectu6 un segundo ensayo empleando la
temperatura de alineamiento correspondiente al cebador con menor Tm (°C). Mediante este
procedimiento se logré optimizar experimentalmente la temperatura de alineamiento especifica
para cada par de cebadores. A excepcién del par 40F2R2, por lo tanto, quedd descartado del

proyecto (Tabla 3).

Estos ensayos de estandarizacion se realizaron utilizando series de larvas de familias completas,
lo que redujo el riesgo de falsas interpretaciones asociadas al uso de muestras individuales. En
el gradiente de temperatura, una muestra seleccionada al azar podria presentar alelos nulos para
el locus evaluado, generando ausencia de amplificacion e interpretaciones erroneas sobre la
eficiencia del locus o del protocolo. Por estas razones, el gradiente de temperatura no fue
utilizado como método de estandarizacion de Ta (°C) evitando, ademas, la necesidad de correr
multiples reacciones por locus y por larva, lo que redujo el volumen de ADN consumido por

muestra.

Tampoco se empled el método touchdown debido a que este ajusta progresivamente la
temperatura de hibridacion a lo largo de los ciclos sin establecer un valor de Ta (°C) explicito, lo
cual es incompatible con el protocolo de marcaje fluorescente con cebador universal CAG, que

requiere una Ta fija para programar los 14 ciclos iniciales de la PCR de dos fases.

46



Tabla 3. Temperatura de alineamiento de cebadores microsatélites de Petrolisthes armatus

Cebadores

Par 21

Par 22

Par 23

Par 24

Par 25

Par 26

Par 29

Par 30

Par 31

Par 32

Par 33

Par 34

Par 38

Par 40

Secuencia

F2: GGGGAGGGATAATGGAGAAA

R2: CGTAGTCATCCACCCGTTCT

F: TACCTGCGTGATGATGATGG
R: TCCCTAGAGATTGGCAGACG

F: TGGGAGGAGACGACTGACAT
R: ATACAAACAAACACACGCAAGC

F: GGAGAACGAGAGATGGAACG
R: TGCAACACCAATACACTATTATGC

F: AGGCATGATGTTGGTGGTTT
R: TGACTTGAAGTGACAAAGGTGAA

F: CAGGTAAGGGCCACACTCTT
R: CATGATGCAAGTTTAGGCTCA

F: CAGGGCGGTAATTGACTGTT
R: TAATTTGGCCGTGAGACACA

F: CAGAGACACGACGGCACTTA
R: TTGAGGTCACTGCGATTTTG

F: AAAATGCTGGCGTGAGAAAC
R: TTACTTCGCGTGCTTGATTG

F: CCATCAGTTCCTCCCTGTCA
R: CTGTCTGCTCGGAACTTTGA

F: AGTCGAGTTATGTTTTCGACAGA
R: ACTTTGCTAATCATGCAACGAG

F: GAGGAGACTTGATTGAGGAGC
R: GAACTTGTGAGGTGCGACAG

F: AATCGCAACGCCAATCATAC
R: TGCCTTGAGGGTTGCATAAT

F2: CTCATCTCAAACCTGGCAAGTA
R2: TTTGATGGTTATTTGCCTCAGA

Tm °C

53.7
56.5

54.6
56.1

57.5
54.8

54.9
53.7

53.7
54.6

56.9
53.2

55.3
54.4

56.8
53.4

54.2
53.6

56.4
54.8

53.9
53.8

54.8
56.1

53.8
54.6

54.6
52.4

Ta°C

53

55

56

54

53

53

54

53

53

54

54

54

54

NA

Producto
esperado (bp)

221 bp

205 bp

199 bp

186 bp

196 bp

238 bp

166 bp

177 bp

151 bp

201 bp

176 bp

153 bp

116 bp

196 bp

Motif

(ga) 16

(tg) 61

(tg) 32

(ag) 25

(gt) 41

(tc) 26
(ac)13

(ct)7-cc-

(ct)16

(ag) 26

(ga) 23

(ca) 23

(ga) 16

(gt)8-tt(gt)6

(ct) 13
imperfect
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3. Electroforesis en gel agarosa y Metaphor ™
Gel de agarosa

Para todos los pares de cebadores se obtuvieron amplicones dentro del rango esperado de
aproximadamente 200 pb en las muestras de larvas para analisis de paternidad multiple (Fig. 7A
y B) y en los individuos adultos de distintas localidades del Pacifico Oriental para el analisis de

genética poblacional (Fig. 8).

-
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Figura 7. Gel de agarosa 1.5 % TBE. Muestras de la Madre 1y su progenie. (A) Locus correspondiente al
par de cebadores 34 (tamafio esperado =153 pb). (B): Locus correspondiente al par de cebadores 38

(tamafo esperado =116 pb).

Figura 8. Gel de agarosa 1.5 % TBE. Muestras de individuos adultos de Petrolisthes armatus de distintas
localidades del Pacifico Oriental. Locus correspondiente al par de cebadores 38 (tamafio esperado =116

pb). Se observa una sola banda amplificada por individuo, posible homocigosis.
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Gel MetaPhor™

En las muestras correspondientes a larvas utilizadas para el ensayo de paternidad multiple se
observo generalmente una Unica banda para la mayoria de los loci en el Gel MetaPhor™ (Fig.
9B), lo que sugiere homocigotos para estos loci. No obstante, en el locus correspondiente al par
de cebador 34 se observaron dos bandas de intensidad similar esperadas aproximadas a 153
pb, indicando individuos heterocigotos, a excepcidn de la muestra Larva_1, que mostré una Unica

banda de mayor grosor e intensidad, compatible con un individuo homocigoto (Fig. 9A).

Adicionalmente, se evidencié una tercera banda de mayor peso molecular y con menor
intensidad en la region superior del gel y presente exclusivamente en las muestras del par de
cebador 34 con patrén heterocigoto, siendo ausente en la Larva_1 (Fig. 9A). Se sugiere que esta
banda podria corresponder a un heteroduplex, es decir, una molécula de ADN de doble cadena
formada por el apareamiento de hebras provenientes de alelos distintos durante la PCR. Estas
estructuras pueden migrar mas lentamente durante la electroforesis, generando bandas con un

tamafio aparente mayor al esperado.

Kulibaba y Liashenko (2016), trabajando con microsatélites en lineas de pollos domésticos
(Gallus gallus) mediante electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante (PAGE),
describieron que los heteroduplex presentan una movilidad electroforética notablemente menor
gue los fragmentos objetivo y se forman exclusivamente en muestras heterocigotas. Asi mismo,
Jedrzejczak-Silicka et al. (2021), estudiando el polimorfismo de microsatélites de
pentanucleétidos en el gen LDHA de palomas (Columba livia) mediante gel de agarosa de alta
resolucion, reportaron bandas adicionales por encima del producto esperado exclusivamente en
heterocigotos; no obstante, en ambos casos dichas bandas se localizan cerca del producto
esperado, a diferencia de lo observado en el presente estudio, donde la banda adicional se
encuentra considerablemente por encima del tamafio esperado. Por esta razén, la interpretacion

de heteroduplex se plantea como una hip6tesis y no como una conclusion definitiva.

La presencia de esta banda no compromete los resultados de genotipificacion, dado que la
electroforesis capilar discrimina los fragmentos por tamafio dentro del rango esperado,

permitiendo descartar cualquier producto fuera de dicho rango.

Las muestras de individuos adultos destinadas al analisis de genética poblacional no fueron

sometidas al Gel MetaPhor™ tras la verificacion por gel de agarosa debido a restricciones de

49



tiempo, por lo que se procedié directamente a su genotipificacién por marcaje fluorescente y

deteccion mediante electroforesis capilar (CE-LIF).
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Figura 9. Gel MetaPhor™ 4 9% TBE. Muestras de la Madre 1y su progenie. (A) Locus correspondiente al

par de cebadores 34 (tamafio esperado =153 pb). (B) Locus correspondiente al par de cebadores 38

(tamafo esperado =116 pb).
4. Anélisis bioinformético

4.1 Electroferogramas

Tras el marcaje fluorescente de cada locus por muestra, los genotipos fueron obtenidos mediante
electroforesis capilar con detecciébn por fluorescencia inducida por laser (CE-LIF). Los

electroferogramas fueron visualizados y analizados con el software Geneious Prime.

Debido a limitaciones presupuestarias, los loci Par21, Par24 y Par31 fueron excluidos del analisis

por CE-LIF y no se incluyeron en los ensayos de genética de poblaciones ni de paternidad

multiple.

En el caso de los loci correspondientes a los pares de cebadores Par29 y 32, el andlisis por CE-

LIF revel6 perfiles electroforéticos atipicos caracterizados por la presencia de multiples picos de
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baja intensidad distribuidos de manera irregular (Fig. 10) que presentaban una morfologia difusa
y poco consistente entre individuos. Por lo tanto, debido a la dificultad para asignar alelos de
manera confiable, estos loci fueron excluidos del conjunto final de marcadores utilizados para

genética poblacional y para el andlisis de paternidad mdltiple.

Por otro lado, los loci correspondientes a los pares de cebadores Par22, 25, 26, 30 y 33
presentaron perfiles con patrén tipico de “stutter’(Miller & Yuan, 1997) en las larvas analizadas
(Fig. 11). Debido a que este patrén dificulta la asignacién precisa de alelos en andlisis de
parentesco, estos loci fueron descartados del conjunto de marcadores utilizados en el ensayo de

paternidad mdaltiple.

Finalmente, el locus correspondiente al par de cebador 23 fue sometido a electroforesis capilar
Unicamente para el ensayo de paternidad multiple y no para el andlisis de genética poblacional,

debido a limitaciones presupuestarias (Fig. 12).

Por lo tanto, para el analisis de genética poblacional se utilizaron los loci correspondientes a los
pares de cebadores Par22, 25, 26, 30, 33, 34 y 38 (Figura 13), mientras que, para el ensayo de
paternidad multiple se emplearon los loci correspondientes a los pares Par23, 34 y 38.

Figura 10. Electroferograma Par29-NED. Perfiles no interpretables para microsatélites. Muestras del
ensayo para multiple paternidad. La escalera de tamafio GeneScan 500 LIZ Size Standard (200 pb) se

muestra en naranja.
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Figura 11. Electroferograma Par30-FAM. Perfiles con patrones “stutter”. Muestras del ensayo para multiple

paternidad. La escalera de tamafio GeneScan 500 LIZ Size Standard (200 pb) se muestra en naranja.
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Figura 12. Electroferograma Par23-PET. Perfiles de alelos ideales para microsatélites. Muestras del
ensayo para multiple paternidad. La escalera de tamafio GeneScan 500 LIZ Size Standard (200 pb) se

muestra en naranja.
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Figura 13. Electroferograma Par34-VIC. Perfiles de alelos ideales para microsatélites. Muestras del
ensayo para genética poblacional. La escalera de tamafio GeneScan 500 LIZ Size Standard (200 pb) se

muestra en naranja.

4.2 Genética de poblaciones

A partir de los genotipos obtenidos en Geneious Prime, se construyé una matriz de datos en
Microsoft Excel con los tamafios alélicos de cada individuo por locus (Anexo 1), la cual
posteriormente fue procesada en RStudio para los analisis correspondientes de caracterizacion

de marcadores para genética poblacional.

Los resultados presentados en esta seccion deben interpretarse considerando el tamafio
muestral reducido de todas las poblaciones analizadas como una limitante (Golfo de California n
= 2, Panama n = 6, Colombia n = 5, Ecuador n = 3). Tamafios muestrales pequefios pueden
incrementar la varianza de los estimadores de diversidad y diferenciacién genética, reduciendo
su precision y limitando la representatividad de las estimaciones obtenidas (Nei, 1987, Weir &
Cockerham, 1984). No obstante, estos resultados permiten evidenciar preliminarmente la utilidad
de estos marcadores en genética poblacional para su uso en estudios futuros con mayor tamafio

muestral.

a. Caracterizacion general de loci

El andlisis de caracterizacion general de los siete loci microsatélites empleados en este estudio
evalu6 el polimorfismo de los marcadores para las muestras del POT como una sola unidad

poblacional (Tabla 4). El promedio de numero alelos por locus fue de 7.86, confirmando un nivel
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de polimorfismo adecuado para genética poblacional. EI marcador L4 mostré el mayor nUmero
de alelos (14) y el valor méas alto de diversidad de Simpson (1-D = 0.88) indicando un elevado
poder discriminante y variabilidad genética. En contraste, L7 present6 el menor nimero de alelos
(3) y valores méas bajos de diversidad de Simpson (0.53), sugiriendo una menor variabilidad
genética relativa. Sin embargo, este locus registré el mayor valor de evenness (0.89), indicando
gue sus alelos se encuentran distribuidos de manera relativamente equilibrada dentro de la

muestra analizada.

Estos resultados sugieren que los loci analizados presentan un nivel de polimorfismo suficiente
para detectar diversidad genética en las poblaciones estudiadas, por lo que podrian ser Gtiles en

futuros estudios de genética poblacional con tamafios de muestra mas amplios.

Tabla 4. Caracterizacion general de locus para genética
poblacional en P. armatus del POT

Locus Alelos 1-D Evenness
L1 10.00 0.84 0.76
L2 7.00 0.72 0.72
L3 7.00 0.75 0.75
L4 14.00 0.88 0.76
L5 7.00 0.77 0.81
L6 7.00 0.71 0.70
L7 3.00 0.53 0.89

media 7.86 0.74 0.77

Nota. Alelos = numero total de alelos por locus; 1-D = indice de diversidad de Simpson (valores cercanos a 1 indican
mayor diversidad); Hexp = heterocigosidad esperada (diversidad genética esperada bajo equilibrio Hardy-Weinberg);
Evenness = equitatividad en la distribucion de frecuencias alélicas (valores cercanos a 1 indican distribucion mas
equitativa entre alelos). L1-L7 corresponden a los loci microsatélites amplificados con los siguientes pares de
cebadores: L1: Par22; L2: Par25; L3: Par26; L4: Par30; L5: Par33; L6: Par34; L7: Par38.

b. Equilibrio de Hardy - Weinberg (HWE)

La evaluacion del equilibrio de Hardy - Weinberg en los loci del presente estudio se realizd
considerando el conjunto total de individuos del POT como una sola unidad poblacional, con el

objetivo de identificar desviaciones generales asociadas a los loci analizados (Tabla 5). Los
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resultados obtenidos deben considerarse como preliminares, ya que, el tamafio muestral por
localidad fue reducido, lo que habria limitado la robustez estadistica de las pruebas si estas se
hubiesen realizado de manera independiente.

Para el analisis se emplearon tanto la prueba de chi-cuadrado (x?) como la prueba exacta, siendo
esta Ultima la mas adecuada para tamafios muestrales pequefios, debido a que no dependen de
supuestos de normalidad y reducen la probabilidad de falsos positivos asociados al chi-cuadrado

en muestras reducidas (Guo & Thompson, 1992; Selkoe & Toonen, 2006).

Segun la prueba exacta, seis de los siete loci presentaron desviaciones significativas del
equilibrio (p < 0.05): L1 (p = 0.000), L2 (p = 0.002), L3 (p = 0.000), L4 (p = 0.000), L6 (p = 0.000)
y L7 (p = 0.000) lo que indica que las frecuencias genotipicas observadas no coinciden con las

esperadas bajo equilibrio.

Estas desviaciones podrian explicarse por el tamafio de muestra reducido, asociacion no
aleatoria entre loci o la inclusion de individuos provenientes de poblaciones geograficamente
distantes y potencialmente diferenciadas genéticamente. De acuerdo con la filogeografia
mitocondrial de Hiller & Lessios (2017), las poblaciones del Pacifico oriental de Panama y Golfo
de California se encuentran diferenciadas de las de Colombia y Ecuador. La combinacién de
poblaciones con distintas frecuencias alélicas puede generar un déficit aparente de
heterocigotos, fendbmeno conocido como efecto Wahlund (Wahlund, 1928), independientemente
del comportamiento real de los marcadores. Por lo tanto, las desviaciones observadas no deben
interpretarse como indicadores de mal funcionamiento de los loci, endogamia o seleccién, sino

como una posible consecuencia de la estructura genética entre las localidades muestreadas.

El locus L5 fue el Unico que no presentd desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg
segun la prueba exacta (p = 0.219), lo que indica un mayor ajuste entre las frecuencias
genotipicas observadas y las esperadas bajo equilibrio en comparacion con los demas loci
analizados. Esto podria sugerir que L5 fue menos sensible a los efectos derivados de la
combinacion de poblaciones potencialmente diferenciadas genéticamente dentro de la muestra
analizada. Sin embargo, debido al reducido tamafio muestral y al carcter preliminar del estudio,

esta interpretacion debe considerarse con cautela.
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Cabe destacar que la prueba de Hardy-Weinberg idealmente debe realizarse por locus dentro de
cada poblacion, dado que, la combinacion de poblaciones genéticamente diferenciadas viola el
supuesto de apareamiento no aleatorio. No obstante, el hecho de que la mayoria de los loci
presentaran desviaciones coherentes con el efecto Wahlund podria indicar indirectamente que
los marcadores estan captando diferenciacion poblacional. Por lo tanto, estos resultados tienen

un valor interpretativo preliminar sobre la estructura genética de las poblaciones analizadas.

Tabla 5. Prueba de Hardy-Weinberg para locus microsatélites de P. armatus del POT

Locus p exacto
L1 0.000
L2 0.002
L3 0.000
L4 0.000
L5 0.219
L6 0.000
L7 0.000

Nota. p exacto = valor de probabilidad de la prueba exacta de Fisher, recomendada para tamafios muestrales
pequefios. El andlisis se realizé combinando todos los individuos disponibles como una sola unidad poblacional.
Valores de p < 0.05 indican desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg. L1-L7 corresponden a los loci
microsatélites amplificados con los siguientes pares de cebadores: L1: Par 22; L2: Par 25; L3: Par 26; L4: Par 30; L5:
Par 33; L6: Par 34; L7: Par 38.

a. Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento entre marcadores fue evaluado de manera independiente para
cada poblacion. Dado los tamafios muestrales reducidos, se utilizé el indice de asociacion
estandarizado D, el cual permite evaluar la asociacion global entre loci (Tabla 6) (Brown et al.
1980; Agapow & Burt 2001).

En Colombia (n = 5), el indice multilocus fue negativo y no significativos (fD = -0.16, p = 0.991),
sugiriendo ausencia de asociacion significativa entre loci y un patrén compatible con segregacion
independiente. En Ecuador (n = 3) los valores fueron positivos, pero no significativos (fD = 0.10,
p = 0.284) sugiriendo, también ausencia de asociacion no aleatoria entre loci. Para el Golfo de
California no fue posible obtener estimaciones debido a la insuficiente variacion genética

disponible con n = 2 (Tabla 6).

56



Panama fue la Unica poblacién que presento valores significativos para ambos indices multilocus
de desequilibrio de ligamiento (frD = 0.11, p = 0.044) (Tabla 6), lo que sugiere la posible presencia
de asociacién no aleatoria entre loci en esta localidad. No obstante, los valores de p obtenidos
fueron cercanos al limite de significancia estadistica, por lo que no se puede asumir con precision
un desequilibrio de ligamiento. Igualmente, el tamafio muestral reducido (n = 6) limita la potencia
estadistica del andlisis y puede influir en la estimacion de los indices, incrementando la
probabilidad tanto de detectar asociaciones falsas como de sobreestimar la magnitud del
desequilibrio de ligamiento. El patrén observado podria reflejar efectos de muestreo o estructura

poblacional, mas que un ligamiento fisico entre loci (Agapow & Burt, 2001).

La ausencia de desequilibrio de ligamiento significativo en Ecuador y Colombia, y la baja
magnitud detectada en Panamd, sugieren que los siete loci microsatélites descritos para P.
armatus del POT se comportan de manera estadisticamente independiente entre si dentro de
cada poblacién, lo que podria indicar que no estan fisicamente ligados y, por tanto, son
informativos de forma independiente, lo cual los hace adecuados para andlisis de genética
poblacional. Esto sugiere, ademas, que las desviaciones de HWE observadas en el andlisis
global (Tabla 6) se explican mejor por el efecto Wahlund que por problemas técnicos con los
marcadores. Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela debido a los
tamafios muestrales reducidos, que limitan la potencia estadistica del analisis, pudiendo
aumentar la variabilidad de las estimaciones y la probabilidad de no detectar asociaciones

existentes entre loci.

Tabla 6. Desequilibrio de ligamiento entre loci de P. armatus del POT

Poblacion rD p-value
Golfo de California NA NA
Panama 0.11 0.044
Colombia -0.16 0.991
Ecuador 0.10 0.284

Nota. fD = indice de asociacion estandarizado; p-value = probabilidad obtenida mediante prueba de permutaciones.
NA = dato no disponible por insuficiente variacién genética (n = 2). Los valores de p < 0.05 indican desequilibrio de
ligamiento significativo.
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4.3 Paternidad multiple

Como parte de la validacion de los marcadores microsatélites, se evalu6 su utilidad para estudios
de paternidad mdltiple en Petrolisthes armatus, utilizando muestras de hembras ovigeras y su
progenie recolectada en Punta Culebra, Panama. A partir de los genotipos obtenidos en
Geneious Prime, se construyd una matriz de datos con los tamafios alélicos de cada locus (Anexo
J). Se evaluaron tres loci microsatélites (L6, L7 y L9) en cinco familias de P. armatus, cada una

conformada por una hembra y su progenie.
a. Caracterizacion general de loci

La caracterizacion de los loci utilizados en los ensayos de paternidad multiple se basé en la
identificacion de alelos segun la longitud del producto de amplificacion (pb) por locus (Tabla 7).
Los resultados por familia mostraron un bajo nimero de alelos por locus y, por tanto, un bajo
nivel de polimorfismo. Si bien no existe un umbral universalmente fijo, en la practica de estudios
de paternidad multiple en invertebrados marinos se suelen considerar marcadores Utiles aquellos
con un namero de alelo (Na) = 5-6 por locus, y altamente polimérficos con Na = 10 (Selkoe &
Toonen, 2006; Jossart et al., 2015).

b. NUamero minimo de padres

Se realiz6 una comparacion entre los alelos maternos y los observados en la progenie para inferir
el nimero minimo de padres compatibles con los genotipos detectados (Tabla 7). En todas las
familias, el numero minimo de machos estimado fue de uno, es decir, no se detectaron alelos no
maternos que requirieran mas de un padre para ser explicados bajo un criterio conservador. Sin
embargo, este resultado no permite concluir monogamia, ya que el bajo polimorfismo de los
marcadores reduce su probabilidad de exclusion de paternidad, haciendo posible que

contribuciones de distintos machos no sean detectables si estos comparten alelos.

Por lo tanto, el conjunto de marcadores evaluados presenta un polimorfismo insuficiente para

estudios de paternidad mdultiple en Petrolisthes armatus.
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Tabla 7. Alelos observados por locus microsatélites para paternidad

multiple en P. armatus del Pacifico panamefio

Locus Na Ao (pb)
L6 5 160, 162, 164, 176, 178
L7 2 132,134
L9 4 178, 184, 194

Nota. Na = namero total de alelos distintos observados en el conjunto de las cinco familias analizadas;
Ao = alelos observados con sus tamafios en pares de bases (pb).

Tabla 8. Resumen de los datos de herencia alélica de las larvas incubadas de cada una
de las 5 hembras (madres) de P. armatus del Pacifico panamefio

Famila L6 L7 L9 N.° minimo
Madre Progenie Madre Progenie Madre  Progenie de padres
1 1.2 162,178 132 132 178 178,178 1
178 178
2 162 162,164,178 132 132 178 178,194 1
178 178
3 162 162,176,160 132 132 178 178,198 1
176 178
4 160 160,176 132 132,134 178 178,184 1
176 134 184
5 160 160,176 132 132 178 178,184 1
176 184

Nota. Composicion alélica materna y de la progenie en los loci L6, L7 y L9. El nimero minimo de padres fue inferido a partir de la
compatibilidad de los alelos paternos requeridos para explicar los genotipos observados en la progenie. En cada caso, el nombre

madre se refiere a la hembra de la que se recolectaron las larvas (progenie).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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Conclusiones

e Los loci microsatélites evaluados demostraron capacidad de amplificacion funcional en
Petrolisthes armatus, con siete loci retenidos para genética poblacional y tres para paternidad
multiple tras excluir aquellos con perfiles CE-LIF no interpretables o patron de stuttering

pronunciado.

e La caracterizacion preliminar de los siete loci microsatélites en individuos del POT demostré un
promedio de 7.86 alelos por locus y posible ausencia de desequilibrio de ligamiento en la mayoria
de las poblaciones evaluadas. Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg observadas
sugieren ser atribuibles al efecto Wahlund, lo que podria reflejar estructura poblacional real en
concordancia con la filogeografia mitocondrial previamente reportada para la especie (Hiller &
Lessios, 2017). Por lo tanto, estos resultados sugieren que los marcadores evaluados podrian ser

adecuados para estudios de genética poblacional en P. armatus del POT.

e La caracterizacion preliminar en ensayos de paternidad multiple realizados en cinco familias de
Petrolisthes armatus de Panama revelan un bajo nivel de polimorfismo en los tres loci evaluados,
lo que impide detectar contribuciones paternas adicionales, limitando la utilidad de estos loci para

inferencias robustas sobre los sistemas de apareamiento de la especie.

e Aunque el tamafio muestral reducido limita la extrapolacién de los resultados a la totalidad de
cada poblacién evaluada, los datos obtenidos corresponden a muestras originales colectadas en
el entorno natural de cada localidad y reflejan fielmente la variacion genética observada en los
individuos analizados. Por ello, los resultados deben interpretarse como aproximaciones
preliminares que sientan las bases metodolégicas para estudios futuros con mayor

representatividad muestral.
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Recomendaciones

e Parala extraccion de ADN de larvas de crustaceos con el DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN),
se recomienda sustituir el paso de lisis con vortex y bafio Maria por agitacion mecanica continua,
gue permita mejorar la cinética de la proteinasa K. Seria interesante si antes de la agitacion

mecanica continua se realiza un tipo de maceracion manual para reducir el tiempo de lisis celular.

e Se sugiere seguir investigando kits o métodos que permitan mejorar los valores de pureza
A260/280 y A260/230 en larvas de crustaceos, debido a que el material del exoesqueleto puede
causar interferencias en las lecturas espectrofotométricas. Sin embargo, como los microsatélites
no requieren altos grados de pureza como otras técnicas moleculares, recomendamos el uso del
método de extraccidén simple con proteinasa K y termociclador, debido a su bajo costo y

reproducibilidad en microsatélites.

e Para mejorar patrén de stuttering pronunciado, se aconseja explorar la reduccién del nimero de
ciclos de PCR o el ajuste de la concentracién de MgCl,, ya que, ambos factores influyen en la

frecuencia del deslizamiento de la ADN polimerasa.

e Para obtener estimadores de diversidad y diferenciacion genética con mayor precision estadistica
y capacidad de extrapolacibn se propone incrementar el tamafio muestral en todas las

poblaciones, con un minimo de 25-30 individuos por localidad.

e Paralos ensayos de paternidad multiple, se recomienda aumentar el tamafio muestral por nidada
y el niumero de familias analizadas. Asimismo, se sugiere explorar y caracterizar nuevos loci
microsatélites en Petrolisthes armatus del Pacifico panamefio para determinar si presentan mayor

polimorfismo que los aqui evaluados.
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Anexo A. Playa de los Cangrejos en Punta Culebra donde se llevaron a cabo los muestreos de
Petrolisthes armatus

Anexo C. Observacion de estructuras genitales en porcelanidos, que permiten determinar si el

individuo es macho o hembra
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Anexo E. Observacion bajo estereoscopio y preservacion de larvas en etanol absoluto

Anexo F. Protocolo de extraccion del kit de DNeasy ® Blood & Tissue (QIAGEN)

Materiales:

Bata de laboratorio

Guantes de nitrilo

Papel absorbente o Kimwipes

Gradillas para microtubos

Marcador para rotular tubos

Puntas de 10 ul, 200 ul y 1000 ul
Micropipetas P 10, P 200 y P 1000
Larvas y tejido blando de la quela de P. armatus adulto
Tampones AL, ATL, AW1 y AW2 DNeasy
Proteinasa K DNeasy

Etanol absoluto (96-100 %)
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2.
3.
4

5.

w

Agua desionizada Sigma Water

Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

Columnas de centrifugacion DNeasy Mini

Tubos de recoleccion de 2 ml DNeasy

Vortex

Centrifugadora

Bafio Maria

Contenedor para residuos con etanol y reactivos quimicos

Antes de empezar:
1.

Realice todos los pasos de centrifugacion a temperatura ambiente (15-25 °C).
Redisuelva los precipitados en los tampones AL y ATL.

Afada etanol a los concentrados de los tampones AW1 y AW2.

Deje que el tejido congelado o los sedimentos celulares alcancen la temperatura
ambiente. Precaliente la incubadora a 56 °C.

Consulte el manual para el pretratamiento de tejido fijado u otro material.

Procedimiento:
1.

Colocar cada larva y tejido blando, sin preservante, en un tubo de microcentrifuga de
1.5 ml. Afiadir 180 ul de tampdn ATL y 20 ul de proteinasa K, mezcle mediante vértex
e incube a bafio Maria a 56 °C durante 3 horas hasta lisar completamente.

Pasado ese tiempo, los tubos se deben agitar en vortex durante 15 sy luego afadir 200
ul de tampo6n AL. Mezclar por vortex.

Afiadir 200 ul de etanol absoluto y mezclar por vortex.

Pipetear la mezcla en una columna de centrifugacion DNeasy Mini colocada en un tubo
de recoleccion de 2 ml. Centrifugar a 8 000 rpm durante 1 min, y luego desechar el tubo
de recoleccion.

Colocar la columna de centrifugacion en un tubo de recoleccién nuevo de 2 ml. Afadir
500 ul de tampdn AWL1. Centrifugar nuevamente durante 1 min a 8 000 rpm. Desechar
el tubo de recoleccion.

Colocar la columna de centrifugacion en un tubo de recoleccién nuevo de 2 ml. Afadir
500 ul de tampon AW?2 y centrifugar durante 3 min a 13 000 rpm. Posteriormente
desechar el tubo de recoleccion.

Finalmente, se transfiere la columna de centrifugacién a un tubo de microcentrifuga
nuevo de 1.5 ml. Se eluye el ADN afadiendo (en este caso) 50 ul de agua desionizada
al centro de la membrana de la columna de centrifugacion. Se incuba durante 1 min a
temperatura ambiente (15-25 °C) y se centrifuga durante 1 min a 8 000 rpm. Se desecha
la columna.

Anexo G. Concentracion y pureza de ADN de hembras (madres) y su progenie. Comparacion

del kit DNeasy Blood & Tissue y el método simplificado basado en proteinasa K e incubacion.
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Muestra
Madre 1

Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Larva_9
Larva_10
Larva_11
Larva_12
Madre 2
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Larva_9
Larva 10
Madre 3
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Madre 4
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva 4
Larva 5
Larva_6
Larva_7
Larva_8

Método
DNeasy® Blood & Tissue Kit

DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion

Proteinasa K e incubacién

ng/ulL
382

55
3.6
4.2
2.9
4.3
3.5
78.2
74.9
78.6
815
80.2
77.4
460
7.6
7.6
4.3
15
6.2
93.1
91.9
92.7
93.3
98.5
798
7.4
4.5
2.9
4.8
41.0
96.8
95.9
95.5
309
67.4
109.1
86.3
100.0
135.8
101.3
93.1
98.7

A260/280

18

2.09
2.40
2.09
2.59
2.17
2.25
1.04
1.00
1.02
1.00
1.03
1.02
1.9
1.93
1.77
241
2.47
2.19
0.95
1.13
1.03
1.13
111
1.7
2.26
2.02
2.00
2.53
1.40
1.09
1.08
1.05
1.8
0.83
0.93
1.06
0.89
1.18
1.11
1.08
1.07

A260/230

2.0

0.22
0.31
0.41
0.21
0.40
0.29
0.30
0.28
0.29
0.28
0.29
0.29
2.1
0.27
0.31
0.91
0.18
0.76
0.25
0.34
0.29
0.34
0.32
2.0
0.30
0.48
0.80
0.22
0.83
0.31
0.31
0.30
2.1
0.22
0.25
0.29
0.22
0.36
0.32
0.31
0.31
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Larva_9
Larva_10
Madre 5
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Larva_9
Larva_10

Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion
Proteinasa K e incubacion

Proteinasa K e incubacién

99.6
103.5
166
99.4
89.3
98.0
83.7
93.5
100.5
92.7
80.7
117.7
111.9

111
1.10
1.9
1.01
1.03
111
1.04
1.03
1.09
1.05
0.85
0.99
0.90

0.32
0.32
2.2
0.27
0.29
0.32
0.28
0.27
0.33
0.30
0.22
0.27
0.24

Anexo H. Cuantificacion y pureza de ADN obtenido tras la modificacion del paso de lisis del kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN) en larvas de P. armatus

Muestra

1

A W N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Método

DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit

DNeasy® Blood & Tissue Kit

ng/uL
6.6
7.3
7.3
5.7
7.1
7.5
6.3
7.6
8.7
11.2
7.6
3.9
5.3
4.9
4.7
54
55
8.3

6.2

A260/280
1.93
1.90
1.88
1.85
1.88
1.94
1.94
1.93
1.94
1.87
191
1.76
1.80
1.88
1.95
1.90
2.0
1.92

1.89

A260/230
0.54
0.77
0.99
0.52
0.75
0.54
0.36
0.62
0.59
0.28
0.46
0.67
0.46
0.59
0.44
0.37
0.36
0.55

0.57
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit

DNeasy® Blood & Tissue Kit

8.3

10.6

8.8

6.5

6.5

5.8

59

6.3

12.3

7.4

10.0

7.6

8.2

11.6

2.23

2.08

2.49

2.65

2.35

2.59

2.54

2.26

2.15

2.45

2.19

2.35

2.34

2.18

0.69
0.49
0.28
0.28
0.75
0.30
0.29
0.47
0.87
0.54
0.72
0.65
0.68

1.26

Nota. Para la optimizacion del protocolo se emplearon 33 larvas adicionales, enfocandose en la modificacion del paso

de lisis celular en P. armatus

Anexo |. Matriz de genotipos por locus en individuos de P. armatus del POT

IND

10

POP

L1 L2 L3
206/ 206 198/218  230/230
2221222 198/218 234/234
208 /208 192 /218 NA
170/194 194 /218 NA

NA NA 234 /234

NA NA 214 /214
188 /188 NA 214 /214

NA NA NA
2221222 192 /218 NA
188 /208 218/218  222/222

L4

186 /186

200/ 200

198/198

NA

196 /196

192 /192

184 /184

196 /196

198 /214

190/ 230

L5

1741176

17417174

176 /180

164 /170

17417174

176 /180

1741176

1747180

182/194

176 /182

L6

162 /170

170/178

160/176

160/176

160/ 160

160 /160

160/176

160/ 160

182 /182

182 /182

L7

132/132

1327132

132/132

132/132

134/134

132/132

134 /134

134/134

134/134

134/134
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11

12

13

14

15

16

4

176 /176

168 /168

216 /216

NA

176 /176

NA

192 /218

184 /218

218/218

180/180

NA

218/218

214 /218

NA

NA

212 /214

214 /214

212 /214

200/ 218

192 /206

208/ 256

NA

NA

NA

174 /182

1741176

174 /182

174 /180

176 /180

176 /180

182/182

182/182

NA

182/182

182/182

182 /182

126 /134

132/132

132/132

134/134

134/134

134 134

Nota. IND = individuo; Pop = poblacién (Pop 1: Golfo de California; Pop 2: Panam4; Pop 3: Colombia; Pop 4: Ecuador);

L = locus. L1-L7 corresponden a los loci microsatélites amplificados con los siguientes pares de cebadores: L1: Par

22; L2: Par 25; L3: Par 26; L4: Par 30; L5: Par 33; L6: Par 34; L7: Par 38.

Anexo J. Matriz de genotipos por locus en hembras (madres) y sus progenies de P. armatus

del Pacifico panamefio

IND
Madre 1
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Madre 2
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Larva_8
Larva_9
Madre 3
Larva 1
Larva_2
Larva_3

Larva_4

L6

162 /178
162 /178
162 /178
178/178
162 /178
162 /178
178/178
178 /178
162 /162
162 /178
164 /178
164 /178
162 /164
164 /178
162 /178
164 /178
162 /178
162 /162
162 /178
162 /176
162/176
160/ 162
160/176
160/176

132 /132
132/132
132/132
132/132
132/132
132/132
1327132
132/132
132 /132
132 /132
132/132
132/132
132/132
132/132
132/132
132/132
132/132
132/132
132 /132
132 /132
132/132
132/132
1327132
132/132

178 /178
178 /178
178 /178
178 /178
178/178
178 /178
178/178
178 /178
178 /178
178 /178
178 /178
178/178
178/178
178 /178
178/178
178 /194
178 /194
1787178
178 /178
178 /178
1787178
178 /178
178/178
178 /178
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Larva_5
Larva_6
Larva_7
Madre 4
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva_5
Larva_6
Larva_7
Madre 5
Larva_1
Larva_2
Larva_3
Larva_4
Larva 5
Larva_6
Larva_7
Larva_8

Larva_9

162 /176
160/ 162
160/176
160/ 176
160/ 160
160/ 160
176 /176
176 /176
176 /176
160/176
160/176
160/ 176
160/ 160
160/ 160
176 /176
176 /176
176 /176
176 /176
160/ 176
NA
NA

132/132
132 /132
132 /132
134 /132
132/132
132/132
134 /134
134 /134
132/132
132/132
134 /134
132 /132
132/132
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

178 /178
178 /198
178 /178
178 /184
178 /178
178 /178
178 /184
178 /184
178 /184
178 /178
178 /178
178 /184
178 /178
178 /178
178 /184
178 /178
178 /178
178 /178
178 /178
178 /178
178/178

Nota. IND = individuo; L = locus. L6—L9 corresponden a los loci microsatélites amplificados con los siguientes pares
de cebadores: L6: Par 34; L7: Par 38; L9: Par 23. NA= datos no disponibles
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