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RESUMEN

as investigaciones genético-poblacionales en peces marinos han permitido estudiar los patrones de dispersion y la conectividad

entre los habitats. Dentro de esos estudios una herramienta importante son los marcadores moleculares tipo microsatélite. La

amplificacidn cruzada de microsatélites es un método que consiste en usar cebadores disefiados para una especie en otra especie
filogenéticamente cercana. Debido a la necesidad de realizar estudios de genética de poblaciones en especies de importancia pesquera se
evaluaron y disefiaron cebadores para las especies Haemulon aurolineatum y Haemulon steindachneri. Se recolectaron muestras producto
de la pesca artesanal en Bard-Colombia. Se estandarizé la amplificacion de 12 microsatélites de los cuales 10 loci para H. aurolineatum
y 9 loci para H. steindachneri fueron polimérficos. Se considera que los cebadores implementados en este estudio son ttiles para futuros
estudios de flujo génico en estas especies.

PALABRAS CLAVE: Haemulidae, Roncos, Cebadores, Polimorfismo, Genética de poblaciones.

ABSTRACT

enetic-population studies in marine fish have allowed to study patterns of dispersal and connectivity between habitats. One

important tool in population genetics is the use of microsatellite molecular markers. Cross-amplification of microsatellite is a

method that consists in using primers designed for one species in a different one but phylogenetically related. Because of the
importance of genetic studies of populations in artisanal fisheries species, primers were evaluated and designed for the species Haemulon
aurolineatum and Haemulon steindachneri. Samples were collected from the artisanal fisheries in Bari-Colombia. Amplification was
standardized for 12 microsatellites which ten were polymorphic for H. aurolineatum and nine for H. steindachneri. It is considered that the
primers implemented in this study are useful for future studies of gene flow in these species.
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Los estudios de variacidn genética entre poblaciones
de peces marinos han permitido dilucidar aspectos de
su dispersion y de la conectividad entre los hdébitats en
los que se distribuyen. Los marcadores moleculares son
una herramienta de gran importancia para identificar
dicha variabilidad genética, entre ellos los microsatélites,
secuencias de repeticiones en tdndem de ADN nuclear,
han sido ampliamente utilizados. por su alto polimorfismo,
herencia mendeliana y codominancia (Selkoe y Toonen,
2006). Para el uso de microsatélites es necesario realizar
su aislamiento, lo cual es un proceso largo, dispendioso y
costoso, por lo que para diversas investigaciones es preferible
probar cebadores disefiados para especies filogenéticamente
cercanas, teniendo en cuenta que las regiones flanqueantes
a los microsatélites pueden ser altamente conservadas entre
especies pertenecientes a un mismo género o familia (Rico
et al., 1996; Barbari et al., 2007). Este proceso se denomina
amplificacién cruzada, pero no siempre resulta exitoso, pues
depende de factores como el nivel de polimorfismo, la unidad
de repeticion de los cebadores, y la cercania filogenética de
las especies en que es implementado. En algunas ocasiones,
microsatélites especificos al ser probados en otra especie
del mismo género o familia no presentan el mismo nivel de
polimorfismo, son monomdrficos o presentan problemas de
amplificacion (Landinez-Garcia et al., 2009; Mufioz et al.,
2011; Fresneda-Rodriguez et al.,2013; Almanza et al., 2016).

El género Haemulon, perteneciente a la familia
Haemulidae, es de gran importancia ecolégica y econdmica
en los arrecifes del Nuevo Mundo (Rocha er al., 2008).
Ha sido empleado como modelo para analizar hipdtesis
evolutivas, de especiacién y generaciéon de diversidad en
el Caribe (Rocha et al., 2008; Tavera et al., 2012, 2018).
Sus especies presentan una amplia distribucién geografica 'y
habitan ambientes contrastantes (Tavera et al., 2012). Entre
los haemulidos, dos especies representativas son Haemulon
aurolineatum y H. steindachneri, las cuales son un objetivo
importante en la pesca artesanal en el Caribe sur.

Hasta el momento se han disefiado 11 pares de
cebadores (Williams et al., 2004), los cuales se estandarizaron
y fueron utilizados como una herramienta en el andlisis
genético poblacional de H. flavolineatum (Purcell et al.,
2006). El objetivo de este estudio fue disefiar cebadores para
ocho secuencias de microsatélites de H. aurolineatum
previamente registradas en GenBank por Turner er al.
(2005) y estandarizar las condiciones de amplificacion de los
cebadores disefiados por Williams et al. (2004) en las especies
H. aurolineatum y H. steindachneri. La implementacion de
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Studies of genetic variation among marine fish
populations have allowed aspects of their dispersal and
the connectivity among their habitats to be elucidated.
Molecular markers are a very important tool for
that
microsatellites, which are sequences of tandem repeats

identifying such genetic variability includes
of nuclear DNA that have been widely used for their
high degree of polymorphism, Mendelian inheritance
and codominance (Selkoe and Toonen, 2006). However,
to be used, microsatellites must be isolated, which is
a long and expensive process; therefore, for certain
investigations, it is often preferable to test primers that
have been designed for other, phylogenetically close
species because the regions flanking the microsatellites
can be highly conserved among species belonging to the
same genus or family (Rico ez al., 1996; Barbard et al.,
2007). This process is called cross-amplification, but it is
not always successful because it depends on factors such
as the level of polymorphism, the unit of primer repetition
and the phylogenetic closeness of the species in which it
is implemented. In some cases, specific microsatellites
tested in another species of the same genus or family
do not present the same level of polymorphism, are
monomorphic or are difficult to amplify (Landinez-Garcia
et al., 2009; Mufioz et al., 2011; Fresneda -Rodriguez et
al.,2013; Almanza et al., 2016).

The genus Haemulon, which belongs to the
family Haemulidae, is of great ecological and economic
importance in the reefs of the New World (Rocha et
al., 2008), and it has been used as a model to analyze
evolutionary hypotheses, speciation and diversification
in the Caribbean (Rocha et al., 2008, Tavera et al., 2012,
2018). The species of the genus have a wide geographical
distribution and inhabit contrasting environments (Tavera
etal.,2012). Among haemulids, two representative species
are Haemulon aurolineatum and Haemulon steindachneri,
which are important targets in artisanal fisheries in the
southern Caribbean.

To date, 11 pairs of primers have been designed
(Williams et al., 2004) that have been standardized and
used in the population genetic analysis of Haemulon
flavolineatum (Purcell et al., 2006). The aim of this study
was to design primers for eight microsatellite sequences
of H. aurolineatum previously registered in GenBank by
Turner et al. (2005) and to standardize the amplification
conditions of the primers designed by Williams er al.
(2004) between H. aurolineatum and H. steindachneri.



los microsatélites registrados en el presente estudio permite
responder, con gran resolucion, preguntas relacionadas con la
diversidad y estructura genética de las dos especies, utilizando
una estrategia mds rapida y econdmica que la de aislar los
microsatélites de forma especifica.

En abril de 2016 se recolectaron individuos de H.
aurolineatum (n=30) y H. steindachneri (n=30) en las faenas
de pesca realizadas por los pescadores artesanales, en Baru-
Colombia (10°12°37”N, 75°34°45”W). La extracciéon y
purificacién del ADN se realizé mediante el protocolo de
extraccion de Salting-out propuesto por Alhjanabi y Martinez
(1997). La calidad del ADN se evalué mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% y se cuantific6 por medio del Nanodrop
2000 (Termo Scientific, EE. UU.).

Eldisefode los cebadores para las secuencias Hau034,
Hau075, Hau183, Hau220, Hau315, Hau417, Hau462 y Hau474
se realizd con en el programa Geneious 9.0 (Drummond et al.,
2010) (Tabla 1). Ademds de los oligonucledtidos anteriores se
seleccionaron seis pares de cebadores disefiados por Williams
et al. (2004) para H. flavolineatum, teniendo en cuenta el nivel
de polimorfismo y la composicion de la unidad de repeticién. A
los cebadores forward de cada microsatélite durante la PCR se
hibridizé la secuencia universal M13 con fluorocromos (PET,
NED, VIC y FAM) en el extremo 5’ para la genotipificacion
(Schuelke, 2000).

Tabla 1. Caracteristicas de los microsatélites estandarizados. Rep: Motivo de
repeticion %G-C: Porcentaje de Guanina-Citosina. TA: Temperatura alineamiento
en °C. Los superindices al lado de cada locus indican la amplificacion cruzada
especifica. * Haemulon aurolineatum, ® Haemulon steindachneri.
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Using the microsatellites developed in the present study
allows us to answer, with great resolution, questions
related to the diversity and genetic structure of these two
species, using a more efficient and cost-effective strategy
than isolating microsatellites specific to each species.

In April 2016, H. aurolineatum (n = 30) and H.
steindachneri(n=30)individuals were collected by artisanal
fishermen in Bard-Colombia (10°12'37"N, 75°34'45"W).
DNA extraction and purification were carried out using
the salting-out extraction protocol proposed by Alhjanabi
and Martinez (1997), and DNA quality was evaluated by
electrophoresis in 1% agarose gel and quantified by means
of a Nanodrop 2000 spectrophotometer (ThermoFisher
Scientific, USA).

The primers for the Hau034, HauO75, Haul83,
Hau220, Hau315, Hau417, Hau462 and Hau474
sequences were designed with the program Geneious 9.0
(Drummond et al.,2010) (Table 1). In addition to the above
oligonucleotides, six pairs of primers designed by Williams
et al. (2004) for H. flavolineatum were selected accounting
for the level of polymorphism and the composition of
the repeat unit. During PCR, the forward primers of
each microsatellite were hybridized to the universal M13
sequence with fluorochromes (PET, NED, VIC and FAM)
at the 5' end for genotyping (Schuelke, 2000).

Table 1. Characteristics of standardized microsatellites. Rep: Nucleotic
repetition; %GC: Guanine-cytosine percentage; TA: Temperature
alignment in °C. The superscripts next to each locus indicate the specific
cross-amplification. * Haemulon aurolineatum; # Haemulon steindachneri.

Author ] Rep- e soguences T | e
CA, F: FAM-M13-ACACTCATACATTTGCTGCAGG 45
Hau034 R: TGAGCTGTTCTGATGGACCG 55
Hau07s CA,, F: NED-M13-ATCTTGGACATGCACACGGG 55 56
R: CTCTGAGCTCGTCTTCAGCC 60
w8300 TG,, F: NED-M13-TGGTTCACATGTGTATGTTGTGTC 417 56
R: AACTCTGGTGCTGGGTTACC 55
Hau20ns TG, F: NED-M13-CAGCACAACACCAGGGTTTATG 50 56
El presente estudio (2017) R: TTCACTCTGCTCAGCTGCTC 55
This study (2017) a3 1shs CA,, F: FAM-M13-TGCAGAAAGACACTCTGAGGTG 50 56
R: GACACAGCTGGTAGTCAGGG 60
a1 AC, F: VIC-M13-TGAGCTGACGAGATACACGC 55 56
R: TGTGATGCTCGTCACCTCTG 55
Houdgons GT,, F: PET-M13-GCGCTTGTCGACATTGTCTC 55 56
R: TGCGTAGGTTAACTTTCCACATG 435
ot 7ans AC, F: VIC-M13-TGGTAACATTTCCCTGGCTCTG 50 56
R: CAGTGGGCAACTTCACCTTG 55
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Author ez e rimerseguences Rl i

HfAAC3-B* ACTGC(AC),, F: PET-M13-GCTCCATGCTGAATGTGAT 474 52
R: ATGGTCTGTGTCTTGAGTCTGT 454

HfAAC10-C* AC, F: FAM-M13-CACGGAGAAAGGAATAGCAT 45 52
R: TGGCAGAGAGAGAGGTTTCA 50

HfAAC37-CP® AC g F: VIC-M13-CCAGCAGAGGAGGTGAGAC 63 52
R: CCGCTGTTTCCAATTTATCT 40

Williams et al. (2004)

HfAAC41-A AC,, F: PET-M13-TCTGCTGTTTACTTTTTCTCTGTC 375 49
R: CAGCCCTCGATACAAGTTCA 50

HfAAC43-CAB GTIIAT(GT),, F: FAM-M13-CTGCCTTGTGTGGACAAAA 474 53
R: CGTGAGTCAAAACATACACTGA 41

HfAAC54-A*B GT,, F: NED-M13-GACGCAGCATGAATTAAAAC 40 49
R: GCTGGTCTACGACGAGATG 58

La estandarizacion de las condiciones adecuadas de
amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction) de los
microsatélites se realiz6 usando un termociclador Proflex
(Life Tecnologies). El programa de PCR estuvo basado en
las condiciones requeridas para la hibridacién del cebador
universal M13; un ciclo a 94°C por 2 min; 30 ciclos de 94°C
por 15 s, TA:48- 60°C por 15 s, 72°C por 45 s, 94°C por 15
s; 8 ciclos de 53°C por 5 s, 72°C por 45 s; un ciclo de 72°C
por 15 min y un ciclo a 15°C por 15 min. Las concentraciones
finales de cada reactivo fueron 1X Buffer BD, 0.3mM de
dNTPs, 1.5mM de MgCl2,0.25 uM de Cebador M13 (NED,
VIC, PET o FAM), 0.25uM de cebador-reverse, 0.06 de
cebador-forward, 1U de Taq polimerasa. Los microsatélites
Hf AAC37 y HfAAC3 requirieron una mezcla de 1X de
Buffer BD, 0.3mM de dNTPs, 2.5mM de MgCI2, 0.16 uM
de Cebador M13 + (NED, VIC, PET o FAM), 0.16uM de
Cebador-R, 0.04 de cebador-F, 0.5U/ul de Taq polimerasa. El
volumen final de la reaccién fue 10 pl. La verificacion de las
amplificaciones se realizé por medio de electroforesis en gel
de agarosa a 2.5%. Los productos de PCR obtenidos de dichas
pruebas fueron analizados por medio de electroforesis capilar
en el secuenciador ABI3130 y la genotipificacion se realizd
con el programa Geneious 9.0 (Drummond et al., 2010).

Para detectar posibles errores de genotipificacion
(presencia de alelos nulos) se usé el programa Micro Checker
(Van Oosterhout et al.,2004) con 1000 simulaciones Bootstrap
con un nivel de confianza de 95%. Se estimé la desviacién
del equilibrio Hardy Weinberg (EHW) por medio de la prueba
exacta de Raymond y Rousset (1995a) implementado en el
programa GENEPOP v4.2 con 1000 interacciones de Monte
Carlo MCMC. El desequilibrio de ligamiento se estimo
con el test de probabilidad de Fisher (Raymond y Rousset,
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CThe adequate conditions for PCR amplification
of the microsatellites were standardized using a ProFlex
thermal cycler (ThermoFisher Scientific). The PCR
program was based on the conditions required to hybridize
the universal M13 primer: one cycle at 94°C for 2 min;
30 cycles of 94°C for 15 s, TA: 48-60°C for 15 s, 72°C
for 45 s, 94°C for 15 s; 8 cycles of 53°C for 5 s, 72°C
for 45 s; a cycle of 72°C for 15 min and a cycle at 15°C
for 15 min. The final concentrations of each reagent were
1X BD buffer, 0.3 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,, 0.25 uM
Primer M13 (NED, VIC, PET or FAM), 0.25 pM reverse
primer, 0.06 forward primer and 1 U of Taq polymerase.
The HFAAC37 and HfAAC3 microsatellites required a
mixture of 1X BD buffer,0.3 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl,,
0.16 uM Primer M13 (NED, VIC, PET or FAM),0.16 uM
Primer-R, 0.04 Primer-F and 0.5 U/ul Taq polymerase.
The final reaction volume was 10 pl. Verification of the
amplifications was performed by electrophoresis in 2.5%
agarose gel. The PCR products from these tests were
analyzed by capillary electrophoresis in an ABI3130
sequencer, and genotyping was performed with the
program Geneious 9.0 (Drummond et al., 2010).

To detect possible genotyping errors (presence of
null alleles), the program Micro Checker (Van Oosterhout
et al., 2004) was used with 1000 bootstrap simulations
at a confidence level of 95%. The deviation from Hardy
Weinberg equilibrium (HWE) was estimated by the
exact Raymond and Rousset test (1995a) implemented in
program GENEPOP v4.2 with 1000 Markov chain Monte
Carlo (MCMC) interactions. The linkage disequilibrium
was estimated with Fisher's probability test (Raymond
and Rousset, 1995b) in GENEPOP v4.2 (Rousset,
2008) with 1000 MCMC interactions using Bonferroni
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1995b) en el programa GENEPOP v4.2 (Rousset, 2008) con
1000 interacciones MCMC y empleando la correccion de
Bonferroni.

De 14 loci analizados, 10 amplificaron en ambas
especies. No fue posible amplificar los loci HFAAC41-A,
Hau034 y Hau075. Se presento un alto grado de polimorfismo,
en promedio 15 alelos por locus en Haemulon aurolineatum 'y
21 alelos porlocus en Haemulon steindachneri (Fig. 1).Ellocus

Haemulon aurolineatum
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Figura 1. Resultados de amplificacion cruzada en Haemulon aurolineatum
y Haemulon steindachneri. a) Numero de alelos por locus: Entre paréntesis
en cada barra ambito de tamafio de los alelos en pares de bases (pb). b)
Heterocigosidad: Dentro de cada barra valor de p. *Denota desvio significativo
del Equilibrio Hardy Weinberg después de la correccion de Bonferroni.

Hau315
Hau417
Hau220
HIAACS3B
HIAAC43C
HfAAC10C
Hau474
Hau183
Hau462
HIAACS4A
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correction.

Of 14 analyzed loci, 10 amplified in both species; it
was not possible to amplify the loci HFAAC41-A, Hau034
and HauO75. A high degree of polymorphism was observed:
15 alleles per locus in H. aurolineatum and 21 alleles per
locus in H. steindachneri, on average (Figure 1). The
HfAACI10-C locus was monomorphic in H. steindachneri.
In H. aurolineatum, no loci were found that significantly

Haemulon steindachneri
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Figure 1. Cross-amplification results for Haemulon aurolineatum and
Haemulon steindachneri. a) Number of alleles per locus: for each bar, the
size of the alleles in base pairs (bp) is in parentheses. b) Heterozygosity:
the p-value is within each bar. *Denotes significant deviation from Hardy
Weinberg equilibrium after Bonferroni correction.
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HfAACI0-C fue monomdrfico en H. steindachneri. En H.
aurolineatum no se hallaron loci desviados significativamente
del equilibrio Hardy Weinberg, ni se evidenci presencia de
alelos nulos, o tartamudeo en la genotipificacion (Figura 1b).
En H. steindachneri se encontré un desvio significativo del
EHW por déficit de heterocigotos en los loci Hau220, Hau474,
y HFAACS54-A, este tltimo present6 alelos nulos (Fig. 1b). En
H. aurolineatum se detect6 desequilibrio de ligamiento entre
los pares de loci Hau315 - HFAACS54-C (valor de p =0.000);
Hau220 - HfAAC3-B (valor de p =0.000); y HFAAC10-C -
Hau474 (valor de p =0.000), mientras que en H. steindachneri
no se hall6 desequilibrio de ligamiento (valor de p > 0.05).

Este estudio es el primero en probar la amplificacion
cruzada en la especie Haemulon steindachneri y aporta
informacion para el uso de microsatélites en H. aurolineatum.
Los microsatélites propuestos por Williams ez al. (2004) fueron
en su mayoria altamente polimérficos. Sin embargo, debido a la
complejidad en el tipo de repeticion del microsatélite se pueden
presentar problemas de alelos nulos, como en HFAAC54 en H.
steindachneri, aunque ese loci no presentd alelos nulos ni en
H. aurolineatum ni en H. flavolineatum (Williams et al., 2004).

Por lo anterior se considera que los microsatélites
aislados por Williams et al. (2004) y por Turner et al.
(2005) pueden ser utilizados de manera exitosa en estudios
de genética de poblaciones de Haemulon aurolineatum y
Haemulon steindachneri. Los microsatélites, por su alto grado
de polimorfismo, son una herramienta de alta resolucién para
resolver preguntas de variabilidad genética en éstas especies
de importancia pesquera en el Caribe colombiano.
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deviated from HWE, nor were there any null alleles or
stuttering in the genotyping (Figure 1b). A significant
deviation from HWE was found in H. steindachneri due
to a deficit of heterozygotes in the loci Hau220, Hau474
and HFAAC54-A, the latter of which presented null alleles
(Fig. 1b). In H. aurolineatum, linkage disequilibrium were
detected between the loci pairs Hau315 - HFAAC54-C (p =
0.000), Hau220 - HFAAC3-B (p = 0.000) and HFAAC10-C
- Hau474 (p = 0.000), whereas no linkage disequilibrium
was found in H. steindachneri (p > 0.05).

This study is the first to test cross-amplification in
H. steindachneri, and it provides information about the use
of microsatellites in H. aurolineatum. The microsatellites
proposed by Williams et al. (2004) were mostly highly
polymorphic, but due to the complexity in the type of
microsatellite repeats, problems related to null alleles can
occur, as in HFAAC54 in H. steindachneri, although this
locus did not present null alleles in either H. aurolineatum
or H. flavolineatum (Williams et al. 2004).

Therefore, the microsatellites isolated by Williams
et al. (2004) and Turner et al. (2005) can successfully be
used in population genetics studies of H. aurolineatum and
H. steindachneri. Due to their high degree of polymorphism,
these microsatellites are high-resolution tools to answer
questions of genetic variability in these important fishery
species in the Colombian Caribbean.
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