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CODIGOS DE BARRAS GENETICOS EN UNA ESPECIE DE Paramacrobiotus
(TARDIGRADA: PARACHELA) EN SANTA MARTA, COLOMBIA

GENETIC BARCODING IN A Paramacrobiotus SPECIES (TARDIGRADA: PARACHELA) IN
SANTA MARTA, COLOMBIA

Martin Caicedo", Moisés Arquez'®, Lyda R. Castro'™ y Sigmer Quiroga

RESUMEN

Debido a la gran cantidad de especies y a las dificultades en su identificacién morfoldgica, muchos estudios taxondmicos actuales
de tardigrados se basan en el uso de técnicas genéticas y moleculares. En Colombia son necesarios estudios enfocados en esta
disciplina que permitan complementar la informacién morfoldgica; por consiguiente se analizaron siete secuencias del gen
COI en el género de tardigrado Paramacrobiotus de la cuenca baja del rio Manzanares, en Santa Marta, y se compararon con
las secuencias del mismo género presentes en la base de datos de GenBank a través de un andlisis de divergencia especifica y
andlisis de vecino mds cercano (NJ). Las secuencias obtenidas en el estudio mostraron una clara diferenciacién de las secuencias
de GenBank y una baja distancia intraespecifica, obteniéndose el cddigo de barras genético correspondiente a una sola especie.
Las diferencias de los resultados con el andlisis morfoldgico reflejan la eficacia de técnicas moleculares como los cédigos de
barras y evidencian la importancia de la integracion de técnicas moleculares a los estudios taxonémicos de los tardigrados.
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ABSTRACT

Because of the great number of species and troubles with their morphological identification, many current taxonomic studies
in tardigrades are based on the use of genetic and molecular techniques. In Colombia, studies focused in this discipline are
needed to be able to complement the morphological information; consequently, seven COI gene sequences were analyzed in
the genus of tardigrade Paramacrobiotus at the lower basin of the Manzanares River, in Santa Marta, and were compared with
the sequences of the same genus present in the GenBank database through an analysis of specific divergence and neighbor-
joining (NJ). The sequences obtained in the study showed a clear differentiation of the GenBank sequences, while at the
same time showed a low intraspecific distance, obtaining a DNA barcoding for a single species. The differences obtained in
comparison with the morphological analyses reflect the effectiveness of molecular techniques such as barcoding, emphasizing
the importance of integration of molecular techniques to taxonomic studies on tardigrades.
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CODIGOS DE BARRAS DE Paramacrobiotus EN SANTA MARTA

INTRODUCCION

Los tardigrados, conocidos como ositos de agua, son
un phylum de organismos microscépicos asociados a
microhdbitats hiimedos, principalmente en la pelicula
de agua de musgos y liquenes, aunque también existen
especies terrestres, dulceacuicolas y marinas (Bertolani
etal., 2004). Actualmente son muy investigados, debido
a sus propiedades de criptobiosis, que les permiten
sobrevivir a diversas condiciones ambientales extremas
(Jonsson, 2007; Schill et al., 2009). Aunque existen mds
de 1100 especies de tardigrados (Degma et al., 2014),
con frecuencia la identificacion es dificil, debido a que
los caracteres morfoldgicos no son faciles de observar
y muchos géneros poseen especies con poca variacion
morfoldgica (Marley et al., 2011).

En la actualidad, se realizan estudios genéticos y
moleculares para la identificacién taxondmica basados
en métodos como c6digos de barras genéticos, unidades
taxondmicas operacionales moleculares (MOTU)
y secuencias de ARN ribosémico, los cuales han
arrojado resultados certeros (Schill y Steinbriick, 2007;
Beltrdn-Pardo y Bernal-Villegas, 2009). En la ultima
década, los estudios moleculares con tardigrados se
han incrementado notablemente, logrando avances
en el establecimiento de metodologias y protocolos de
trabajo (Schill, 2007; Schill y Steinbriick, 2007; Cesari
et al., 2009), asi como en la discriminacion de nuevos
géneros y especies a partir de taxones con caracteristicas
uniformes (Guidetti et al., 2009; Schill et al., 2010).

En Colombia, se han registrado 43 especies (Meyer, 2013;
Caicedo, et al., 2014; Lisi et al., 2014). El conocimiento
sobre el phylum en el pais es incipiente y se requieren
avances en la identificaciéon de varias especies
aparentemente cosmopolitas. La implementacién de
técnicas moleculares es una herramienta util en este
tipo de investigaciones, por lo que en el presente trabajo
se secuencid y analizé el gen COI en especimenes de
tardigrados del género Paramacrobiotus, con el fin de
comprobar su eficacia como “cddigo de barra genético”
para diferenciar entre especies de este género.

MATERIALES Y MI:ZTODOS
Muestras

Se tomaron muestras de musgo en la cuenca baja del rio
Manzanares (sector de Bonda, Santa Marta, Colombia)
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entre 46 y 80 m.s.n.m. (11° 13’ 40,2” N - 11° 14’ 02,7”
Ny 074° 06’ 40,8” W - 074° 06’ 42,7” W). Las muestras
fueron guardadas en bolsas de papel para su secado
y almacenamiento. Una vez en el laboratorio, las
muestras fueron rehidratadas durante 24 horas previas
a la revision, y posteriormente filtradas a través de dos
tamices, uno de 1200 pm y otro de 55 pm. Se realizaron
dos observaciones en estereoscopio por muestra, entre
las 24 y 48 horas posteriores a la rehidratacion. Siete
especimenes del género Paramacrobiotus fueron aislados
para la extraccion de ADN y cada uno fue montado
previamente en un portaobjetos para su identificacién
en el microscopio. La informacién morfolégica de los
especimenes se encuentra descrita en Caicedo et al.
(2014). Cada espécimen fue depositado individualmente
en un tubo de 0,5 mL, con 10 pL de agua ultrapura, y
almacenado en un congelador a -80 °C.

Extraccion, amplificacion y secuenciacion

Para la extraccién, se utilizé el protocolo del kit
de purificacién de ADN MasterPureTM (Epicentre
Biotechnologies). El procedimiento fue realizado de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, variando
solamente los siguientes pardmetros:

La incubacién a 65 °C se realizd durante dos horas,
agitando las muestras cada hora. Posterior a la
incubacioén, a cada muestra se le agregd 1 pL. de RNasa
A (5 ng / pL) y fueron incubadas a 35 °C durante 30
min. El ADN obtenido al final del procedimiento fue
resuspendido en 15 uL de buffer TE.

Se amplificd mediante PCR un fragmento de 640 pb
del gen citocromo oxidasa I (COI), utilizando los
primers LCO-1490 (Folmer et al., 1994) y HCOoutrev
(Schwendinger y Giribet, 2005). Para la amplificacién
de cada muestra, se diluyeron 2 pL de ADN en 17,5
pL de agua ultrapura y se anadieron 2,7 pL de buffer
(10 x), 1,5 uL de MgCI2 (25 mM), 0,2 pL de dNTPs
(10 mM), 0,5 pL de cada primer (10 pmol / uL) y 0,1
pL de Taq Polimerasa ABM (5 U / uL). El protocolo de
amplificacién mediante PCR utilizado fue el siguiente:
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 1 min, 35 ciclos de
amplificacién (95 °C por 15 seg, 40 °C por 1 miny 72 °C
por 1 min 30 seg), elongacidn final a 72 °C por 5 min y
descenso térmico rdpido a 4 °C. Los productos de PCR
fueron verificados con electroforesis en gel agarosa al
2 % y posteriormente purificados con el kit PCR Clean-
up Gel Extraction de MACHEREY-NAGEL. El producto
resultante fue secuenciado en las dos direcciones por
tecnologia Sanger.
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Anadlisis de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias, se utilizd el
programa ProSeq (Filatov, 2009) para la observacion
y depuracién de los cromatogramas. Las secuencias
fueron verificadas a través de la herramienta BLAST del
NCBI (Altschul et al., 1990) y posteriormente fueron
alineadas con el algoritmo ClustalW, disponible en
MEGA V.5 (Tamura et al., 2011). Durante el alineamiento

se realizaron correcciones en los marcos de lectura para
evitar la presencia de codones de parada que pudieran
generar errores en los andlisis. Las secuencias obtenidas
fueron registradas en GenBank, utilizando la aplicacion
Sequin, siguiendo las instrucciones del portal web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/QuickGuide/
sequin.html (NCBI, 2016). Tras su aprobacién, se les
asignaron los cddigos correspondientes (KF788251-
KF788257) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias obtenidas en el estudio y secuencias de Paramacrobiotus y grupo externo descargadas de GenBank.

Especie Origen Abreviatura Codigo GenBank
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T1 Colombia Tar 01 COL KF788251
Paramacrobiotus grupo richterst sp. 1 T2 Colombia Tar 02 COL KF788252
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T3 Colombia Tar 03 COL KF788253
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T4 Colombia Tar 04 COL KF788254
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T5 Colombia Tar 05 COL KF788255
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T6 Colombia Tar 06 COL KF788256
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T7 Colombia Tar 07 COL KF788257
Paramacrobiotus richtersi 1 Italia Tar 08 ITA AY598779.1
Paramacrobiotus richtersi 2 Italia Tar 09 ITA AY598778.1
Paramacrobiotus richtersi 3 Alemania Tar 10 ALE EU244605.1
Paramacrobiotus sp. grupo “richtersi” 1 Estados Unidos Tar 11 USA EU244597.1
Paramacrobiotus sp. grupo “richtersi” 2 Kenia Tar 12 KEN EU244598.1
Paramacrobiotus sp. grupo “richtersi” 3 Kenia Tar 13 KEN EU244599.1
Paramacrobiotus grupo richtersi 1 Espana Tar 14 SPA FJ435809.1
Paramacrobiotus grupo richtersi 2 Espana Tar 15 SPA FJ435808.1
Paramacrobiotus tonollii (Ramazzotti, 1956) No disponible Tar 16 EU244609.1
Echiniscus testudo (Doyere, 1840) Alemania Ech testudo EF620376.1

Para calcular las distancias intraespecificas e
interespecificas de las secuencias se realizé un analisis
de divergencia mediante el programa MEGA V.5 (Tamura
et al., 2011), utilizando el modelo de distancia de
Kimura 2-pardmetros, con un bootstrap de 1000 réplicas,
registrandose los valores promedio de distancias y los
errores estdndar (SE). Para diferenciar entre especies con
base en los valores de distancia, se tuvo en cuenta un
umbral de divergencia del 3 % en el gen COI, propuesto
para tardigrados por Cesari et al. (2009). Con dichos
valores de distancia, se realiz6 un andlisis de vecino mas
cercano para obtener la representacion grafica de los

patrones de divergencia. En este andlisis, se emplearon
secuencias de otros ejemplares del mismo género
obtenidas de GenBank, para realizar una comparaciéon
de las distancias interespecificas. El heterotardigrado
Echiniscus testudo (Doyere, 1840) se escogié como grupo
externo (Tabla 1).

Finalmente, se ilustrd la heterogeneidad de sitios
especificos dentro del gen COI, mediante una
representacién de la variacién en las secuencias
obtenidas a través del programa en linea Fingerprint
(Lou y Golding, 2007).
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RESULTADOS

En el andlisis morfoldgico inicial, los especimenes
recolectados se dividieron en tres posibles especies,
teniendo en cuenta diferentes caracteres morfoldgicos y
morfométricos (proporcion entre la longitud tubo bucal
y el cuerpo, forma de las manchas oculares y proporcién
de las garras). Después de la correccion de los marcos
de lectura y alineamiento, cada una de las secuencias
obtenidas tuvo un total de 722 pb, representando una
misma especie de tardigrado, Paramacrobiotus grupo
richtersi sp. 1, registrada previamente en la region
(Caicedo et al., 2014). La composicién promedio de
nucledtidos fue de T = 36 %, A = 27,5 %, C = 19,5
%yG =17 %.

El andlisis de vecino mds cercano muestra cuatro
grupos que presentan nodos respaldados por valores
de bootstrap de 100 % (Figura 1). El primer grupo esta
representado por las secuencias de P. grupo richtersi
sp. 1, sustentando el hecho de que los especimenes
pertenecen a la misma especie. El segundo grupo estd
conformado por dos secuencias, P. richtersi 3 y P. tonollii.
El tercer grupo estd compuesto por cinco secuencias: las
secuencias 1y 2 de P. richtersi (Italia), la secuencia 1 de
P sp. grupo “richtersi” (Estados Unidos) y las secuencias
de P. grupo richtersi (Espaina). Este grupo se etiquetd
como secuencias de la regiéon Holdrtica debido a las
ecozonas boreales a las que corresponden. Finalmente,
el cuarto grupo congrega a los especimenes de P. sp.
grupo “richtersi” 2 y 3 (Kenia).
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Figura 1. Arbol de vecino més cercano construido bajo el modelo de distancia Kimura 2-pardmetros, a partir de secuencias
de COI de Paramacrobiotus (Tardigrada: Macrobiotidae), con una secuencia de heterotardigrado como grupo externo.

El andlisis de distancias de las secuencias obtenidas mostré
distancias intraespecificas muy bajas, entre 0 % (Tar 01
COL-Tar 02 COL) y 0,33 % (Tar 01 COL-Tar 03 COL a Tar
07 COL). El promedio de las distancias entre las secuencias
fue de 0,14 %. Comparando dichos valores con el umbral
de divergencia del gen COI en tardigrados (Cesari et al.,
2009), puede afirmarse que las siete secuencias pertenecen,
en efecto, a una misma especie. Las variaciones de las
distancias interespecificas presentaron un margen amplio,
desde 4,24 % (Tar 13 KEN-Tar 12 KEN) hasta 56,94 % (Ech
testudo-Tar 16) (Tabla 2). El promedio de estas distancias
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fue de 26,78 %. Entre los macrobidtidos, la mayor distancia
fue de 36,09 % (Tar 12 KEN-Tar 08 ITA).

El cédigo de barras obtenido mediante Fingerprint,
ilustra de forma gréfica la composicién de nucleétidos
de la especie analizada que evidencia un alto porcentaje
de timina y adenina en las secuencias, ademads
de uniformidad de las secuencias entre los siete
especimenes. El valor de la longitud de las barras en las
secuencias fue de 0,00046, cifra que refleja la similitud
de las secuencias a un nivel intraespecifico (Figura 2).



Martin Caicedo, Moisés Arquez, Lyda R. Castro y Sigmer Quiroga

VOIdOULN S
P69S0 L7280 PETSO €080 6SKO  9LISO  €PPSO  OLISO TSSO 69550 69550 69550 69550 69850 LISSD  ZISS0  OPMISa) YOH
81500 STIED  €I€0  €87€'0  L0€0  STIED 89100 TSOED  TSHED  BOIED  BOIED  POIED  BOIED  BOIED  BOIEO  bOIEQ 9T IEL
L1800 TE0°0 6b00°0 TSIE0  8SIE0 €000 19670  €€00°0  6IC0°0  BOIED  FOIEO  OIE0  HOIEO  POIED  YOIEO  HOIEO  VdS STIEL
91500 12€0°0  £200°0 T9TE0  L9TE0  6VO0D 99670 6VO00  9€00  TLIE0  TLIED  TLIED  TLIEQ  TLIE0  TLIED  TLIED  VAS bl IEL
L1800 €00 TEO'0  TE€0 bTPO0  9STE0  800E0  GIZE0  PO9E0  OTEE0  OTEED  9TEED OTEED OTEE0  9TEED  9TEED N €T Ll
6b0°0  POE0D  9TE0°0  STEO'0 18000 T9TE0 L0870 BTTED  609€0  LSTED  LSTE0  LSTED  LSTE0  LSTE0  SSIED  SSIE0  NEM Tl el
80500 7€0°0  TC000  LT000  6TE00  HTEO0 19670 €600 61200  T¥IE0  BIED  IPIED  TBIED  TPIED  THIED  TBIED  VSATIIEL
87500 6000 S0S00  90€00  9670°0 78700 O£0°0 16870  8LTED  6TO  P6TO  V6TO  P6TO  B6TD  Y6TO  b6TO  WAD 0L feL
80500 TIE0'0 12000 82000 9700 IZEO'0  TTO00 L6700 61200 §90€°0  890€°0 8900 890€°0  890E'0  890ED  890€°0 VLI 6O fEL
bS0'0  6YE00 69000 1900°0  €9€0°0  8SE0°0 L5000  €EE0°0  6S00°D GOPED  GOVED  GOVED  GOVED  GOPED  69VED  GIVED  VLISO Il
§50°0  97€0°0  SIE00  CTTE0'0  PEOD  6TE0'0  GIE00 €00 TIEO'D S0 0 0 0 0 €€000  €€00°0 I0D L0 feL
S500  9TE0'0  SIE00  TTEOD  PEOD  GZEOD  6IE00 1600 TIEDD  S€0°0 O 0 0 0 €€00°0 €£00°0 10D 90 fEL
SS0°0  9T€00  SIE00  TTE0'0  EO0  6TE00  6IE0°0  TE0°0  TIE00  S€00 0 0 0 0 €€00°0 €€00°0 10D SO feL
SS0°0  9T€0°0  SIE00  TTE0'0  EO0  6TE00  GIE0'0  TE0°0  TIE0'0  S€00 0 0 0 0 €€00°0 €€00°0 10D ¥0 L
§50°0  97€00  STE00  TTE0'0  PEOD  6TE0'0  GIE00 €00 TIEOD  SE0D O 0 0 0 €600°0  €€000  T0O €0 IeL
7500 bTE00  TIED'0  GIE0'0  GEEO'D  TEO'0  OIE0'0  OE0°0  GOEOD  SPEO'D  TTO00 72000 TT00'0  TT000  TT00°0 0 710070 e
7500 C€00  TIE0'0  GIE0°0  GEEO0  TEO'0  9IE00  SOL0°0  60S00  SPEOD  TT000  TT000  TW00  TW00 72000 0 100 10 18,
= _, g § & ¢ & & § g § & & g g g %
g 5 o = o 5 = 3 8 8 S & & = 8 S 2
: ° ¢ § & & g E ¥ ¥ 8 8 8 8 g8 g &g

"uoId03sIAIUI eped ered (FS) IepupISd $2I0119 SO urIuasaIdal ([nze) Iouadns d11ed e[ 3p SOIWNU SO *$IUOIIIISIAIUI SB[ 3P BIOURISIP 9P SOIN[OSE SIIO[BA SO URIUSAIdI
(013au) 10L1ayur 11ed B 9p sordwnu 0T *(J7d) sonawered-z BINWIY] BIOUBISIP 3P O[9POW [3 OPUBSN OPRZI[BAI aNJ SISI[BUE [f "BIYI0adSaI19)ul eIOUSSISAIP 3p ZINBN "7 B[qeL

Enero - junio de 2017, Vol. 12, No. 1



INTROPICA

CODIGOS DE BARRAS DE Paramacrobiotus EN SANTA MARTA

Paramacrobiotus_grupo_richtersi_sp_1.fas 7 0.00046

Heterogeneity
ET BEG BEA BC

1 100 200 300

400 500 600 722

Figura 2. Cédigo de barras de Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1, generado a través de la herramienta Fingerprint.

DISCUSION

A partir de un estudio morfolégico y molecular del
eutardigrado Macrobiotus macrocalix Bertolani y Rebecchi
(1993), se propuso un umbral de divergencia del 3 %
para distinguir entre las especies de tardigrados, un valor
semejante al de otros grupos de invertebrados (Cesari
et al., 2009). Las secuencias generadas en el presente
estudio mostraron valores de divergencia muy bajos (0 -
0,42 %), ajustdndose dentro del intervalo de distancias
intraespecificas. Dichos resultados fueron similares a los
valores obtenidos en otras investigaciones con cddigos de
barras generados a partir del COI en tardigrados (Cesari
et al., 2009, 2013; Bertolani et al., 2011).

Inicialmente, las secuencias fueron subdivididas en
tres posibles especies diferentes, teniendo en cuenta
algunas caracteristicas morfoldgicas y morfométricas;
sin embargo, durante el proceso de montaje en
placas, los tardigrados pueden sufrir ocasionalmente
alteraciones debido al proceso de fijacion, por lo cual se
debe tener cuidado al seleccionar rasgos morfolégicos
para identificacion (O. Lisi, com. pers.). Los resultados
observados en el presente estudio confirman la utilidad
e importancia de complementar la identificacién
morfoldgica con andlisis moleculares.

El andlisis de las secuencias obtenidas mostrd resultados
contrastantes con las secuencias descargadas de
GenBank. Cada una de las secuencias del segundo
grupo (P. tonollii y P. richtersi 3) pertenece a un
subgrupo de especies de Paramacrobiotus con claras
diferencias morfoldgicas como los placoides faringeos
y la morfologia de los huevos (Pilato y Binda, 2010).
Sin embargo, los andlisis moleculares mostraron que
corresponden a la misma especie. Tales resultados
indican que pudo ocurrir un error en la identificacién
morfoldgica de los especimenes utilizados en la
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secuenciacion. Es necesario realizar una revision
rigurosa en la identificacion de dichos especimenes y
complementar con otros andlisis filogenéticos, a fin de
obtener conclusiones sélidas.

Cinco secuencias de tres paises (Espafia, Estados Unidos
e Italia) presentaron valores de divergencia por debajo
del umbral propuesto (Cesari et al., 2009), sugiriendo
que pertenecen a una misma especie. Si se confirma
que se trata de P. richtersi, y se realizan otros estudios
de taxonomia integradora en otras regiones, es posible
que pueda redefinirse la distribucion de esta especie
como holdrtica, lo cual resolverfa definitivamente su
estatus actualmente dudoso como especie cosmopolita
(Michalezyk et al., 2012). En contraste, si bien las
secuencias de Kenia posiblemente estan relacionadas
con Paramacrobiotus kenianus (Schill et al., 2010),
los diferentes valores de divergencia indican que
puede tratarse de dos especies diferentes. No obstante,
dado que P. kenianus es una especie descrita casi
exclusivamente a partir de datos moleculares del
espaciador interno terminal 2 (ITS2), se requieren
estudios taxondmicos que utilicen varios marcadores y
caracteres morfoldgicos importantes.

El gen COI es una fuente de informaciéon muy Ttil
para la diferenciacién entre especies muy cercanas de
tardigrados, o grupos de especies con escasas diferencias
morfolégicas (Cesari et al., 2009; Bertolani et al.,
2011). Con el fin de generar relaciones filogenéticas
robustas, es necesario integrar su informacién con
otros genes (18S, 28S e ITS2) (DeSalle et al., 2005)
y con la informacién morfolégica (Guidetti et al.,
2009; Bertolani et al., 2011; Guil y Giribet, 2012). Se
recomienda un estudio de taxonomia integradora,
usando tanto técnicas de caracterizacién morfoldgica
como andlisis moleculares, que permita tener unas bases
claras para la diferenciacién correcta de las especies
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seleccionadas, particularmente en géneros con especies
cripticas o grupos de especies, aplicando técnicas como
preparacién de vouchers de especimenes hologendforos
(Bertolani et al., 2011) y cultivo de especies (Kagoshima
et al., 2013).

CONCLUSIONES

El estudio mostré que un cddigo de barras genético
basado en genes como el COI es una buena herramienta
para una correcta identificacion de especies de
tardigrados, especialmente ante la presencia de
dificultades en la identificacién morfolégica. Los futuros
estudios taxondmicos de tardigrados deben combinar el
uso de caracteres morfoldgicos y técnicas moleculares,
considerando diversos genes, a fin de obtener un
respaldo robusto para los resultados.
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