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RESUMEN

El atolén Bolivar es uno de los sitios del Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina
gue presenta una baja recuperacion en la densidad poblacional del caracol pala Strombus gigas, por
lo tanto el monitoreo de la diversidad genética de la especie en este sitio constituye un punto crucial
en la seleccion de alternativas adecuadas de manejo sostenible y actividades de conservacion. Con
el fin de detectar diferencias en la diversidad genética del caracol pala en este atolon, en el presente
trabajo se compararon muestras recolectadas en los afios 2007 y 2008 empleando seis loci
microsatélites, el estadistico ®s7t y analisis de varianza molecular (AMOVA) Los resultados del
analisis genético indicaron que todos los loci fueron polimoérficos, presentaron déficit de
heterocigosidad y desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg. Las muestras recolectadas en 2008
presentaron un menor nimero de alelos por locus y fueron genéticamente diferentes de las
recolectadas en 2007 (Psr = 0,070 P= 0.000). Los resultados en conjunto sugieren una disminucion
significativa de la variacién genética de poblaciones de Strombus gigas ocurrida en un periodo muy
corto de tiempo en el atolon Bolivar lo que amerita tomar medidas urgentes que permitan la

recuperacién de la densidad poblacional de la especie dentro de esta area.
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ABSTRACT

Temporal genetic variation of the Queen Conch ( Strombus gigas) as evidenced by
microsatellites in East-South East Atoll, San André s, Providencia and Santa Catalina

Archipelago. East-South-East (ESE) is one of the atolls of the Archipelago of San Andres,
Providence and Santa Catalina, which has a low recovery of density population of Strombus gigas,
therefore monitoring of genetic diversity of the species on this site is a crucial point in the choice of
suitable alternative for sustainable management and conservation activities. Here, we compared
samples collected in the years 2007 and 2008 using six microsatellite loci, the statistical ®st and
analysis of molecular variance (AMOVA) to detect temporal genetic variation in queen conch
populations from this atoll. All loci were polymorphic, showed deficits of heterozygosity and deviation
from Hardy-Weinberg equilibrium. Samples collected in 2008 showed a lower number of alleles per
locus and were genetically different from those collected in 2007 (®st = 0.070 P = 0.000). Our results
suggest a significant decrease in genetic variation of populations of Strombus gigas occurred in a
very short period on the ESE atoll which demand urgent action to recovery of the population density

of the species within this area.

Palabras claves: Diversidad genética, Microsatélites, AMOVA, Conservacion.

INTRODUCCION

El caracol pala (Strombus gigas) es una de las siete especies de la familia Strombidae que habita las
aguas del océano Atlantico, desde la costa norte de América Latina, hasta el sur de la Florida y
Bermuda (Catarci, 2004). Su pesca, consumo y aprovechamiento artesanal hace parte del acervo
cultural y mitolégico de larga tradicion en el Caribe, desde épocas pre colombinas (Alvarez-Ledn et

al., 2007).

En la actualidad los sitios de mayor pesca de S. gigas en Colombia estan concentrados en los
Archipiélagos de San Andrés y de Providencia y la peninsula de la Guajira, sin embargo, estas

regiones han experimentado una considerable reduccion de sus poblaciones naturales debido
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principalmente a la sobreexplotacién a la que se encuentran sometidas y a la destruccion de su

habitat natural (Theile, 2001; Ardila et al., 2002; Alvarez-Leon et al., 2007).

A pesar del disefio e implementacion de medidas de manejo nacionales e internacionalescon el fin de
controlar la sobreexplotacion y el acceso a estos recursos, tales como vedas de capturas, talla de
captura minima, cuotas de captura y en muchos casos el cierre total de la pesqueria (Prada et al.,
2009), en la mayoria de los casos las poblaciones actuales presentan una disminuciéon en su
densidad poblacional (Ballesteros et al., 2005), estado bajo el cual se cree insostenible mantener las

poblaciones en condiciones propicias para su auto-recuperacion (Stoner y Ray-Culp, 2000).

Este es el caso del atolén Bolivar, localizado al suroeste del Archipiélago de San Andrés, Providencia
y Santa Catalina, donde se presenta baja recuperacion en la densidad poblacional de S. gigas.
Debido a que las poblaciones con densidades poblacionales criticamente bajas presentan un tamafio
efectivo poblacional reducido (bajo numero de adultos que aporten gametos a la poblacion), es
razonable pensar que estan expuestas a alta tasa de endogamia, deriva y pérdida de variacion
genética. En este trabajo se contrasto la hipétesis anterior con el andlisis de seis loci microsatélites

recientemente desarrollados para esta especie.

AREA DE ESTUDIO

Se utilizaron muestras de tejido muscular de la regién del manto de 55 especimenes recolectados
durante los afios 2007 y 2008 en cayo Bolivar (1224 'N 81227 'O), atolon ubicado a 25 km al Suroeste
de la Isla de San Andrés. Las muestras se preservaron en Alcohol etilico al 90% hasta la llegada al

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin.

MATERIALES Y METODOS

Amplificacion y genotipificacion de microsatélites
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La extraccién del ADN se realizé con la ayuda del kit comercial DNAeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Duesseldorf, Alemania), se cuantific6 mediante fluorometria utilizando el equipo VersaFluor (Bio-Rad,
Philadelphia, USA) con el respectivo Fluorescent DNA quantification Kit (Bio-Rad, Philadelphia,
USA). Para la genotipificacion, las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de
10 pL, con amortiguador de PCR 1X (Invitrogen, California, USA), 2.75 mM de MgCI2, 0.1 mM de
dNTPs, 0.5 uM de cada uno de los cebadores, 0.04 unidades uL—1 de Tag recombinante (Invitrogen,
California, USA) y 5 ng uL-1 de ADN. El cebador derecho de todos los pares de cebadores fue
marcado fluorescentemente con Cy5.0 o Cy5.5 (MWG Biotech, Atlanta, USA). Se programé el
termociclador T3 (Biometra, Goéttingen, Alemania ) con una rampa de dos, una desnaturalizacion
inicial de 2 min a 90°C, seguida de 32 ciclos con el siguiente perfil: 15 seg a 94°C, 10 seg a la
temperatura especifica de cada cebador (59T para D Q533622, DQ533624; 61T para DQ533623,
AY707892; y 63CTpara AY707890, AY707891), 10 seg a 72°C, y una extension final de 15 min a
72°C. Los productos de PCR se desnaturalizaron por incubacién a 80°C por 3 minutos en una mezcla
1:1 (v/v) del producto de amplificacion y el buffer: 99% formamida (Amresco, Ohio, USA) y 0.1% de
azul de bromofenol (Sigma, St. Louis, USA). Los fragmentos se separaron en un secuenciador
automatico Long-Read Tower™ System (Siemens AG, Munich, Germany) con Sus accesorios Yy
reactivos, segun los manuales provistos por el fabricante. El equipo se programé bajo las siguientes
condiciones de corrido: 1500 V, 58T de temperatura, 50% de potencia del laser, 1 seg de lectura y
45 min de corrido en presencia de TBE 1X. El tamafio de cada amplificado se calculé con el software
Gene Objects V3.0 (Siemens AG, Munich, Germany) utilizando como referencia marcadores internos
de tamafio conocido (102, 137 y 216 pb). Para la seleccion del pico verdadero y la determinacion de

su condicién de homocigoto o heterocigoto, se siguieron las recomendaciones de Butler (2001).

Andlisis de datos

La diversidad genética de cada una de las poblaciones de estudio se estim6 mediante el calculo del
promedio de alelos por locus (Na), el nimero de loci polimorficos (P), la heterocigosidad media
observada (Ho), la esperada (He) en el equilibrio Hardy Weinberg y el indice de fijaciéon Fis conocido
como indice de endogamia. Para llevar a cabo la determinacién del grado de diferenciacion genética

entre las poblaciones examinadas se utilizé el estadistico ®st y el andlisis de varianza molecular
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(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), utilizando el programa GenAIEx version 6.2 (Peakall y Smouse,
2006). La significancia estadistica de las pruebas se estimé con 10000 permutaciones al 95%. Las
comparaciones multiples fueron ajustadas por la Prueba de Bonferroni (Dunn-Sidak) al 95% (Sokal y

Rohlf, 1995).

RESULTADOS

Todos los loci fueron polimérficos, presentaron déficit de la heterocigosidad y sus frecuencias alélicas
estuvieron alejadas del equilibrio Hardy-Weinberg. La muestra recolectada en 2007 presentd mayor
diversidad genética debido a su mayor numero de alelos por locus (Tabla 1, Figura 1). De manera
adicional, el analisis AMOVA mostré diferencias genéticas estadisticamente significativas entre las

muestras recolectadas en los dos periodos (®sr = 0,070 P= 0.000).

DISCUSION

El presente estudio mostr6 que las muestras recolectadas en los dos periodos fueron
significativamente diferentes. La metodologia empleada ha servido para realizar el andlisis genético
de 189 especimenes provenientes del Caribe colombiano, el cual sugirid6 que el déficit de
heterocigosidad observado en todos los loci reflejan mas un problema biolégico que técnico (Segura,

2010).

La diferencia genética entre muestras temporales, sumada a la reduccién en el nimero de alelos por
locus, sugiere una disminucién de la variabilidad genética en el atolén Bolivar ocurrida en un breve
periodo de tiempo. Lo anterior puede ser el resultado de fendmenos recientes de origen antropico
como la sobrepesca, factor ampliamente reconocido como precursor de la pérdida de variabilidad
genética(Myers et al., 1995; Hauser et al.,, 2002; Ahlroth et al., 2003; Hoarau et al., 2005). Este

aspecto puede estar potenciado por el efecto Allee debido a la disminuciéon de la reproduccién
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(Castro et al., 2007) y a la baja densidad media de adultos registrada para Cayo Bolivar en 2007 (8.7
ind/ha) (Ballesteros et al., 2005; Prada et al., 2009), la cual es inferior a la densidad minima requerida

para que ocurran eventos reproductivos (50 ind/ha, efecto Allee) (Stoner y Ray-Culp, 2000).

Nuestros resultados indican que las poblaciones de Cayo Bolivar son susceptibles a los efectos
nocivos de la deriva genética y la endogamia. Por lo anterior, la recuperacion de estos stocks
requerird del esfuerzo concertado de la comunidad y organismos estatales para la implementacion
conjunta de diferentes medidas de conservacion. Estos esfuerzos deben considerarse en una escala
geogréafica mayor para garantizar el abastecimiento natural de individuos a partir de poblaciones

fuente.
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Tabla 1. Variacion temporal de la diversidad genética de dos poblaciones de Strombus gigas. N:

ndamero de individuos; Na: numero de alelos por locus; Ho: heterocigosidad media observada; He:

heterocigosidad media esperada; Fi: indice de endogamia. *Significancia estadistica para el

equilibrio Hardy-Weinberg a P<0.001.

Locus(Codigo) Bolivar 2007 Bolivar 2008
N Na Ho He Fis N Na Ho He Fis
AY707889 (H) 19 14 0.158 0.896 0.824* 21 11 0.190 0.848 0.775*
DQ533624 (B) 31 12 0.452 0.807 0.440* 20 12 0.550 0.860 0.360*
DQ533622 (A) 30 10 0.233 0.723 0.677* 22 4 0409 0.646 0.366*
AY707892 (G) 29 6 0.276 0.641 0.570* 23 5 0.609 0.684 0.110*
DQ533623 (D) 31 5 0.710 0.549 -0.293* 22 3 0273 0.616 0.557*
AY707891 (F) 30 5 0.133 0.624 0.786* 24 3 0.083 0.457 0.818*
Promedio 28 9 0.327 0.707 0.501* 22 6 0352 0.685 0.498*

99



LEYENDA DE LAS FIGURAS

Figura 1. Alelos por locus en el atolén Bolivar en las muestras tomadas en los afios 2007 y 2008.
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