Diversidad genética de dos poblaciones del caracol Strombus gigas
(Gastropoda: Strombidae) en Yucatan, México, con microsatélite
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Abstract: Genetic diversity in two populations of the snail Strombus gigas (Gastropoda: Strombidae) from
Yucatan, Mexico, using microsatellite. The pink conch Strombus gigas is an important fisheries resource in
the Caribbean region, including the Yucatdn Peninsula. We analyzed the genetic diversity and genetic structure
of two populations (Alacranes Reef and Chinchorro Bank) with the use of five microsatellite molecular mark-
ers. The results indicate that the two populations are in the same rank of genetic diversity (He), from 0.613 to
0.692. Significant deviation from H-WE was observed in the both populations due to deficit to heterozygotes,
this was attributed to inbreeding as a consequence of over-fishing; nevertheless, other possible causes considered
are mixing of individuals from two or more populations, and the existence of null alleles. Levels of genetic dif-
ferentiation indicated the existence of a single homogenous population in the Yucatan Peninsula (Fg; de 0.003,
p=0.49), which fits with highest levels of gene flow is significant (2.3 individuals) between both populations.
Results from this study support the hypothesis that S. gigas is part of a single panmictic population in the
Yucatan Peninsula; therefore, this fishery resource should be regulated the same way for both areas. Rev. Biol.

Trop. 59 (3): 1127-1134. Epub 2011 September 01.
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El manejo sustentable de cualquier espe-
cie requiere el conocimiento de los niveles
de diferenciacién genética de las subunidades
poblacionales, dado que su desconocimiento
dentro del dmbito geografico repercuten en la
explotabilidad y sustentabilidad del recurso
(Han et al. 2008). Bajo la 6ptica de la conserva-
cion a largo plazo, la utilizacién de la genética
molecular para estimar el grado de aislamiento
reproductivo entre poblaciones, ha permitido
reconocer diferencias intraespecificas que son
heredables y evolutivamente relevantes (Grant
et al. 1999). Por ello las evaluaciones de los

niveles de diversidad genética de las pobla-
ciones toman especial importancia cuando la
especie es econdmicamente importante, puesto
que obliga a desarrollar mejores estrategias
de manejo fundadas en el conocimiento de la
identidad genética de las poblaciones.

La gestién de los recursos pesqueros de
importancia y la determinacién de su diversi-
dad genética, con la finalidad de diferenciar
stocks, es de gran utilidad para maximizar de
manera sostenible el rendimiento de las cap-
turas e identificar el impacto de actividades
antrépicas en procesos ecoldgicos y evolutivos
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(Moritz 1994). Asi también resulta importante
reconocer que es a este nivel (stock discretos o
demes) en donde se establecen las variaciones
genéticas y la capacidad de la especie para res-
ponder a condiciones ambientales particulares,
al incrementar su habilidad para soportar per-
turbaciones ocasionadas por la pesca o degra-
dacidén del habitat (Allison et al. 2003).

La consideracién de utilizar estos argu-
mentos en el estudio del caracol rosado S.
gigas, gasterépodo marino de gran relevancia
bioldgica y que representa un recurso bioldgico
de gran importancia en el Caribe, reside en el
hecho de que este organismo se encuentra suje-
to a una sobreexplotacién, que presumiblemen-
te ha mermado drdsticamente sus poblaciones
naturales (Acosta 2006). El caracol rosado,
debido a su prologado tiempo de metamorfosis,
28 dias promedio en la columna de agua, tiene
la capacidad de dispersarse a grandes distan-
cias, lo cual conlleva a pensar en la posibilidad
de que existan pequeflas diferencias genéticas
significativas entre las poblaciones del molusco
en regiones diferentes (Mitton ez al. 1989). Son
pocos los estudios genéticos realizados en esta
especie, entre ellos destaca el concerniente a
la determinacién de la posible diferenciacion
genética de las poblaciones de este recurso pes-
quero en su zona de distribucién en el Caribe-
Atlantico empleando isoenzimas (Mitton et
al.1989, Tello et al. 2005). Estos autores no
encontraron diferencias genéticas significati-
vas en sus dreas de muestreo. Es conocido que
la variacién isoenzimdtica tiene limitaciones
para detectar sutiles niveles de diferenciacion
genética (Liu & Cordes 2004). Recientemente
Zamora-Bustillos et al. (2007), reportaron ocho
marcadores moleculares tipo microsatélites, de
los cuales sugieren cinco altamente polimor-
ficos para el estudio de la diversidad genéti-
ca en las poblaciones de esta especie. Estos
marcadores tienen la ventaja de ser altamente
polimérficos, lo que permite detectar pequefias
diferencias genéticas (Powell et al. 1996).

El conocimiento de diversidad y estructura
genética de S. gigas es importante para enten-
der la biologia de las poblaciones e inferir el
impacto de las diferentes fuerzas evolutivas

(mutacién, deriva génica y sistemas de repro-
duccidén) que han originado, mantenido y hecho
evolucionar el acervo genético de éstas. Dicha
informacidn es bdsica para predecir el potencial
de evolucion y el riesgo de extincién ante la
amenaza de su continua sobreexplotacion.

Mediante el uso de una bateria de cinco
loci microsatélites, se demostro la existencia de
una sola poblacién homogénea en la Peninsula
de Yucatdn y estudié su nivel de diversidad
genética. Para planes de conservacidn, esta
informacion es ttil en la aplicacién de medidas
regulatorias, para aconsejar a los adminis-
tradores del recurso pesquero, considerar la
aplicacion de la veda permanente para todas
las zonas de captura de S. gigas en la peninsula
de Yucatan.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta de organismos: Un total de
32 caracoles se recolectaron en el Parque
Nacional Arrecife Alacranes (A.A) (21°26°40”
N - 86°47°64> W) al norte de la peninsula de
Yucatdn y 40 caracoles en la Reserva Ecol6-
gica Banco Chinchorro (B.CH) (18°48°44.2”
N - 87°28°28.27” W) en el sur de Quintana
Roo. Al pie de cada caracol se le disectd
aproximadamente 1gr de tejido y se conservé
en etanol absoluto.

Extraccion del ADN y amplificacion
por PCR: Mediante el kit de purificacion
(Promega®) se realizé la extraccién del ADN
genémico de las muestras de tejido del caracol
S. gigas; se analizaron cinco loci microsatélites
(Sgig-1, Sgig-2, Sgig-3, Sgig-4 y Sgig-5 de
acuerdo a Zamora-Bustillos er al. (2007). Los
productos de la amplificacién fueron separados
con un equipo de electroforesis vertical Sequi-
Genll GT® Nucleic Acid Electrophoresis Cell,
(BIO-RAD) con solucién amortiguadora 1X
TBE, en geles desnaturalizantes de poliacrila-
mida al 6-10% y urea 7M. Los alelos fueron
separados entre 1800-2000 V empleando una
fuente poder Power Pac 3000 (BIO-RAD) por
dos horas aproximadamente. Para identificar
el tamafio de los alelos se utilizé un patrén de
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peso molecular de 100pb (Promega®). La tin-
cion y revelado de los geles de poliacrilamida
se realizo con nitrato de plata siguiendo el pro-
tocolo de Bassam & Anollés (1993).

La lectura de las bandas se realizé con un
transluminador de luz blanca tomando como
guia el peso molecular incluido en los geles.
Una vez hecha la lectura de las bandas, cada
gel fue documentado con una cdmara digital
(Nikon Coolpix 7600).

Los genotipos obtenidos con los 5 loci en
las dos poblaciones fueron analizados con el
programa Micro-checker (Van Oosterhout ef al.
2004), con la finalidad verificar la presencia de
alelos nulos. Para estimar la diversidad genéti-
ca se utilizaron diversas medidas tales como:
nimero de alelos por locus (Na), heterocigosi-
dad esperada (He) y heterocigosidad observada
(Ho) con el programas Genetix version 4.05
(Belkhir et al. 2004). El indice de Contenido
Polimérfico (P).) se calculd con el programa
CERVUS, version 2.0 (Marshall et al. 1998), el
cual provee un estimado del poder discrimina-
torio de cada locus tomando en cuenta, no sélo
el nimero de alelos que son expresados, sino
también la frecuencia relativa de estos alelos y
su valor medio. Para probar si las poblaciones
de S. gigas se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg (H-WE) se utilizaron prue-
bas exactas de Fisher (5.000 demorizaciones,
100 batches y 1.000 iteraciones por batch),
utilizando el programa Genepop versién 4.0.10
(Raymond & Rousset 1995).

Para evaluar la diferenciacion genética
entre las dos poblaciones se realizé la prueba
de diferenciacion genética mediante el andlisis
de Fg, pareados como se describe en el pro-
grama Arlequin ver 3.5 (Excoffier et al. 2005).
Los valores de probabilidad (p<0.05) para estas
comparaciones se obtuvieron mediante la pro-
porcién de 1 000 permutaciones (Excoffier et
al.2005). Una estimacion del flujo génico entre
ambas poblaciones se obtuvo con el método de
alelos privados (Barton & Slatkin 1986, Slatkin
1994) con el programa Genepop version 4.0.1
de Raymond & Rousset (1995).

RESULTADOS

La presencia de alelos nulos solo se detec-
té en el locus Sgig-5 en la poblacién de A.A con
frecuencia 0.40, mientras que para el mismo
locus para la muestra B.CH no se encontré
frecuencias significativas de alelos nulos, al
igual que con el resto de los loci para ambas
muestras (Sgig-1, Sgig-2, Sgig-3 y Sgig-4)
(datos no mostrados).

En el Cuadro 1 se muestra los indices de
diversidad genética por locus, de cada pobla-
cién. El tamafio de muestra promedio estuvo
alrededor de 35 individuos en todos los loci.
El nimero minimo y mdximo de alelos por
locus (N, oscilé entre cuatro y seis alelos
para los loci Sgig-2, Sgig-3, Sgig-4 y Sgig-5,
respectivamente. La muestra que presentd el
mayor nimero de alelos por locus fue A.A con
seis alelos para los loci Sgig-4 y Sgig-5, res-
pectivamente. La media de la heterocigocidad
observada Ho por locus en ambas poblaciones
fue inferior al 0.50 en tres loci: Sgig-1 (0.422),
Sgig-3 (0.475), Sgig-4 (0.27) y Sgig-5 (0.1),
mientras que solo el locus Sgig-2 presentaron
valores mayor al 50% en ambas poblaciones
(0.70 y 0.56, respectivamente). Los resultados
de heterocigocidad esperada He para cada
locus en ambas muestras fue mayor a 0.50 en
la mayoria de los loci, a excepcion del locus
Sgig-4 que fue de 0.27. En todos los loci se
observaron diferencias entre He y Ho. Estas
diferencias fueron provocadas por el déficit
de heterocigotos que presentan la mayoria de
los loci dentro de cada muestra. Sin embargo,
con la prueba exacta de Fisher (P,,,), se com-
probé que solo dos loci (Sgig-1 y Sgig-5) se
desviaron del equilibrio de H-WE, después de
la correccion secuencial de Bonferroni (Rice
1989). La menor diversidad genética mediante
el estimador P se encontro en el locus Sgig-4
y Sgig-5 con valor promedio de 0.432, mientras
el locus que presenté el mayor promedio fue
Sgig-1 con 0.608.

A nivel global, la diversidad genética
promedio registrada mediante cinco loci
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CUADRO 1
Variacién genética de cinco loci microsatélites en dos poblaciones de S. gigas en la costa de Yucatdn

TABLE 1
Genetic variation of five microsatellite loci in two populations of S. gigas on the coast of Yucatan

Locus N Na He
Sgig-1 31 5 0.597
40 5 0.790
Promedio 35.5 5 0.693
Sgig-2 30 4 0.645
40 4 0.584
Promedio 35 4 0.614
Sgig-3 32 4 0.600
38 4 0.556
Promedio 35 4 0.578
Sgig-4 31 6 0.364
40 4 0.381
Promedio 35.5 5 0.372
Sgig-5 31 6 0.861
40 4 0.848
Promedio 35.5 5 0.854

Ho P 1P Poblacion
0419 0.552 0.000%* AA
0425 0.664 0.000%* B.CH
0422 0.608
0.766 0.576 0.904 NS AA
0.763 0.757 0.998 NS B.CH
0.764 0.666
0.500 0.550 0.028 NS AA
0.450 0.516 0.017 NS B.CH
0475 0.533
0.290 0.350 0.079 NS AA
0.250 0.514 0.016NS B.CH

0.27 0432
0.125 0.350 0.000%* AA
0.075 0.514 0.000%* B.CH

0.1 0432

Valores no significativos después de la aplicacion de la correccion secuencial de Bonferroni a=0.05/k=10, p<0.005.
Numero de individuos (N), Nimero de alelos por locus (Na), Heterocigocidad observada (Ho), Heterocigocidad esperada
(He), Contenido de la informacién polimérfica (P.) y valor de probabilidad (Py,,). Arrecife alacranes (A.A) y Banco

Chinchorro (B. CH).

Number of individuals (N), Number of alleles per locus (Na), Observed heterozygosity (Ho), Expected heterozygosity (He),
Polymorphic information content (P,.) and probability value (P, ). Alacranes Reef (A.A) and Chinchorro Bank (B. CH).

microsatélites en dos poblaciones de S. gigas,
fue moderada (Cuadro 2). Los valores de P
fueron mayores a 0.557 para ambas poblacio-
nes, y la heterocigosidad esperada (He) mostrd
valores que oscilaron entre 0.613 y 0.632, para

Andlisis multilocus para la desviacién a ley de Hardy-Weinberg (P

Multilocus analysis for the Hardy-Weinberg law (P

A.A 'y B.CH respectivamente; mientras que la
heterocigosidad observada (Ho) mostr valores
que oscilaron entre 0.392-0.420, para A.A'y
B.CH, respectivamente. Los valores de Fis
mostraron indicios de endogamia. Ademds,

CUADRO 2
w)
TABLE 2
Hw)
Poblacion He Ho P Fis Puw
AA 0.613 0.420 0.576 0.336%:* 0.000%:
B.CH 0.632 0.392 0.557 0.396%* 0.000%*

*#p<0.01 (nivel de significancia después de la correccién secuencial de Bonferroni).
Heterocigocidad observada (Ho), Heterocigocidad esperada (He), Contenido de la informacién polimérfica (P.) y

coeficiente de endogamia (Fis). Arrecife alacranes (A.A) y
Observed heterozygosity (Ho), Expected heterozygosity

Banco Chinchorro (B. CH).
(He), Polymorphic information content (P,.) and inbreeding

coefficient (Fis). Alacranes Reef (A.A) and Chinchorro Bank (B. CH).

1130 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 59 (3): 1127-1134, September 2011



se confirm¢ la falta de divergencia pobla-
cional mediante el andlisis Fgy; entre pares
de poblaciones, en donde se obtuvo un valor
de Fgp de 0.003 no significativo (p=0.499).
El nimero de migrantes (Nm) estimado para
ambas poblaciones fue de 2.3 individuos por
generacion, lo cual asegura que éste niimero es
suficiente para homogenizar genéticamente a
estas dos poblaciones.

DISCUSION

Los estimadores multilocus de He y P
mostraron valores medios y bajos de diversidad
genética moderada en las 2 muestras analiza-
das, estos valores de He y P son similares a
los observados en otros invertebrados marinos,
en los que se han utilizado los microsatélites.
El déficit de heterocigotos es una caracteristica
comtnmente observada en moluscos mari-
nos (Crassostrea gigas y Buccinum undatum)
(Hedgecock et al. 2004, Weetman et al. 2005,
respectivamente) y otros moluscos bivalvos
(Crassostrea virginica, Venerupis pullastra y
Macoma balthica) (Reece et al. 2004, Becquet
et al. 2009, Pereira et al. 2009, respectiva-
mente). Para el bivalvo Pinctada mdxima,
Lind et al. (2007) reportaron valores promedio
de He=0.448 y P =0.562, ellos observaron
dos loci que se apartaron del equilibrio de
H-WE, mostrando un déficit de heterocigotos.
En el gaster6podo marino Melongena corona,
Hayes & Kart (2004), encontraron valores
de He=0.624 con significante deficiencia de
heterocigotos, argumentado la presencia de
alelos nulos como la causa principal. En el
caso de las dos muestras de S. gigas analizadas
en este estudio, los valores diversidad genética
(He) observados fueron moderado a bajos, y
también se apartan del H-WE. Sokolov et al.
(2002) y Weetman et al. (2005) atribuyeron el
déficit de heterocigotos observados en especies
de gasterépodos marinos a la presencia de
alelos nulos como la principal causa. También
Becquet et al. (2009) analizando el bivalvo
Macoma balthica encontraron que la mayoria
de los loci se desviaron del H-WE y concluyen
que se da la presencia de alelos nulos mds que

factores relacionados con la panmixia o errores
de genotipificaciéon. En este estudio solo se
detecto la presencia de alelos nulos en el locus
Sgig-5 en ambas muestras. Sin embargo, no
hay certeza que estos alelos nulos en este locus
tengan un efecto significativo en el déficit de
heterocigotos en ambas muestras.

La endogamia puede ser también un buen
argumento para explicar las causas de deficien-
cia de heterocigotos a través de la reproduccién
de individuos emparentados (Addison & Hart
2005). En especies de sexos separados como
el caso de S. gigas, la endogamia puede verse
favorecida debido a una reduccién de sus abun-
dancias a lo largo de su drea de distribucion,
como consecuencia de la captura de caracoles
adultos que son vulnerables y que corresponde
a aquellos que migran a zonas de menor pro-
fundidad. En algunas dreas de distribucién, las
densidades de adultos de S. gigas son alarman-
temente bajas debido ya sea, a la sobre-pesca
o por la destruccién del hébitat; esta condicién
ocasiona que los adultos que habitan en un sitio
en particular no sean suficientes para permitir
el cambio de pareja en un ciclo reproductivo
en un drea reducida. Los individuos tienen
dificultades para cambiar de pareja en un ciclo
reproductivo en un drea reducida, por lo que
se ven obligados en la mayoria de las veces
a reproducirse con los mismos organismos
que se encuentran en el drea. A este proceso
se le conoce como efecto Allee o depensacion
(Mgller & Legendre 2001). El efecto Allee
es un fenémeno comun en especies de inver-
tebrados marinos de poco movimiento como
corales, esponjas, mejillones, ostras y caracoles
(Gascoigne & Lipcius 2004). De esto se con-
sidera, que el éxito reproductivo depende en
gran medida de la densidad de los individuos y
la distancia donde se encuentra el individuo del
sexo opuesto para la cépula (Nielsen & Kench-
ington 2001). En el caso de S. gigas, durante
el periodo reproductivo abundan la hembras y
se dificulta localizar a un macho para la c6pula
(Acosta 2006); este fendmeno puede explicar
las desviaciones al H-WE observadas.

Otro mecanismo también altamente plausi-
ble para explicar el déficit de heterocigotos, se

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 59 (3): 1127-1134, September 2011 1131



basa en el efecto Wahlund, el cual se refiere a
la reduccién de heterocigocidad en una pobla-
cioén causada por una estructura subpoblacional
o mezcla de poblaciones (Tripp-Valdéz et al.
2010). De igual forma, los organismos que pro-
ducen gran nimero de gametos, tal como los
gasteropodos marinos, tienen un mayor nimero
de ciclos celulares, por lo tanto se incrementa
la posibilidad de mutaciones a nivel de la
replicacién del ADN (Foltz 1986, Beckenbach
1994), se ha observado que las especies con
espermatozoides plancténicos muestran alelos
nulos y desviaciones al H-WE, en comparacién
con especies de menor frecuencia copulatoria,
y menor produccion de espermatozoides como
los decdpodos en el cual la presencia de alelos
nulos es rara (Jensen & Bentzen 2004). Un dlti-
mo mecanismo que podria explicar el déficit de
heterocigotos se basa en la sobre explotacién
que directamente aumenta la deriva génica
(Benzie & Williams 1998), cabe sefalar que
los efectos de sobrepesca no solo afectan los
sitios de pesca sobre los que inciden sino que
también podrian causar un efecto a largo plazo
sobre los patrones de reclutamiento larvario en
sitios de pesca lejanos. Por tanto, se requieren
estudios mds detallados que impliquen un
mayor nimero de /oci microsatélites y una red
de muestreo mds amplia para discernir entre las
explicaciones antes mencionadas.

El valor de Fg entre pares de poblacio-
nes no fue significativo, lo cual indica que las
muestras analizadas no se diferencian genéti-
camente y el flujo de genes entre las ellas es lo
suficientemente grande como para homogeni-
zar las dos poblaciones analizadas. La estima-
cién del nimero de migrantes por generacion
(Nm) entre las poblaciones fue de mds de
dos individuos, lo que se considera suficiente
para prevenir los efectos de la estructuracion
genética en las poblaciones (Slatkin & Barton
1989). Segtin Slatkin (1994), bajo el equilibrio
de mutacién y deriva se requiere mds de un
migrante (Nm>1) en promedio por generacion
para impedir la diferenciacién genética por
efecto de deriva génica.

Para muchas especies marinas con lar-
vas peldgicas, la homogeneidad genética se

demuestra a menudo sobre grandes regiones
geograficas debido a la dispersién de las larvas
por las corrientes marinas (Zi-niu et al. 2005).
Frecuentemente las larvas de S. gigas son
transportadas grandes distancias geogréficas
(=900km) durante las tres primeras semanas de
vida, en el todo el Caribe y Golfo de México
(Davis et al. 1993).

Con el andlisis realizado se concluye que
entre los dos sitios de captura del norte de la
peninsula de Yucatdn y la costa Caribefia en
el sur de la peninsula de Yucatdn no existen
diferencias genéticamente significativas, por
lo que se interpreta que los caracoles presentes
en ambos sitios de muestro intercambian genes
y forman una misma unidad panmictica. Por
lo tanto, estas dos dreas donde se distribuye S.
gigas deben manejarse con los mismos planes
de uso y conservacion.
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RESUMEN

El caracol rosado S. gigas, es una especie de gran
importancia pesquera en la regién del Caribe que incluye la
Peninsula de Yucatdn, en la cual, se analizé la diversidad y
estructura genética de dos poblaciones (Arrecife Alacranes
y Banco Chinchorro) mediante el uso de cinco marca-
dores moleculares del tipo microsatélites. Los resultados
indican que las dos poblaciones analizadas se encuentran
en el mismo rango de diversidad genética (He) de 0.613
a 0.692. En ambas poblaciones también se observé una
desviacién significativa al equilibrio H-WE, la cual fue
atribuida a factores como la endogamia a consecuencia de
una sobre-explotacion pesquera. Sin embargo otra expli-
cacion posible es que se deba a una mezcla de individuos
de dos o mds poblaciones, y la existencia de alelos nulos.
Los niveles de estructura genética indican la existencia de
una sola poblacién homogénea en la peninsula de Yucatdn
(Fgp de 0.003, p=0.49) y el flujo genético fue significativo
(2.3 individuos) entre las dos poblaciones. Los resultados
de este estudio aceptan la hipétesis de que las poblaciones
S. gigas forman parte de una sola poblacién panmictica en
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la Peninsula de Yucatdn, por lo tanto, el recurso pesquero
debe regularse de igual manera en ambas regiones.

Palabras clave: Strombus gigas, caracol rosado, micro-
satélites, diversidad genética, flujo genético.
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