%‘ UNIVERSIDADE DA CORUNA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

AREA DE GENETICA

Estudio genético poblacional en la almeja babosa
Venerupis pullastra

Memoria que para optar a Titulo de Doctora presenta
Sandra Maria Pereira Fernandez

2013






SS== UNIVERSIDADE DA CORURA

ANA INSUA POMBO, Doctora en Biologia y Profesora Contratada Doctora, RUTH
FREIRE ALVAREZ, Doctora en Biologia e Investigadora del Programa Isabel Barreto
de la Xunta de Galicia y JOSEFINA MENDEZ FELPETO, Doctora en Biologia y
Catedratica de Universidad, del Area de Genética del Departamento de Biologia Celular

y Molecular de la Universidade da Corufia

INFORMAN:

Que el trabajo titulado “Estudio genético poblacional en la almeja babosa Venerupis
pullastra”, presentado por Dfia. Sandra Maria Pereira Fernandez para optar al Titulo de
Doctora en Biologia, ha sido realizado bajo nuestra direccion. Considerandolo
finalizado, autorizamos su presentacion y defensa.

A Corufia, 2 de mayo de 2013

Fdo. Ana Insua Pombo Fdo. Ruth Freire Alvarez Fdo. Josefina Méndez Felpeto






Financiacion de la investigacion

Este trabgjo se desarrollé en el marco del proyecto de investigacion ALBA:
Identificacién de marcadores de ADN en la almeja babosa Venerupis pullastra y su
aplicacion al analisis de la variabilidad genética y estructura poblacional
(PGIDITO6RMAS50101PR), siendo investigadora principal la Dra. Ana Insua Pombo.
Dicho proyecto se encuadra en uno més amplio ALBA: Mejora de la produccion de
almeja babosa Venerupis pullastra (06RMA50801PR), coordinado por la Dra Dorotea
Martinez Patifio del Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo (CIMA) y financiado tres

anos (2006-2009) por la Conselleria de Innovacién e Industria de la Xunta de Galicia.

Durante la redlizacion del presente trabgjo la autora ha disfrutado de dos

contratos asociados a los proyectos:

- Desarrollo de biomarcadores citogenéticos y moleculares en al almeja fina
(Ruditapes decussatus) en condiciones ambientales adversas. (07MMAO013103PR),
financiado tres afios (2007-2010) por la Conselleria de Innovacion e Industria de la
Xunta de Galicia. Investigadora principal: Josefina Méndez Felpeto. Duraciéon del
contrato: 1 de mayo 2009-27 de julio 2010.

- Cultivo en criadero, preengorde en batea y analisis de la diversidad genética de la
coquina Donax trunculus de Galicia (10MMA103013PR), financiado tres afios (2007-
2010) por la Conselleria de Economia e Industria de la Xunta de Galicia. Investigadora
principal: Josefina Méndez Felpeto. Duracion del contrato: 1 de mayo 2012-20 de julio
2012.

Publicaciones

Pereira, S.M., Arias, A., Méndez, Insua, A. y Freire, R. 2010. Isolation of twelve

microsatellite markers in the pullet carpet shell Venerupis pullastra. Conservation
Genetics Resources, 2: 201-203.






“Queda prohibido no sonreir a los problemas, no luchar por lo que quieres, abandonarlo todo por
miedo, no convertir en realidad tus suefios” ®Pablo Neruda






AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi agradecimiento mds sincero a la Dra. Josefina Méndez Felpeto por
haberme dado la oportunidad de formar parte de su grupo de investigacion y permitirme [levar a cabo
este trabajo, ademds de su apoyo e innumerables consejos. A la Dra. Ruth Freire Alvarez por haber
depositado su confianza en mi desde el primer momento, dedicarme tantas horas, por toda su
paciencia y por consequir que esta Tesis sea una realidad, ademds de una directora has sido una
amiga. A la Dra. Ana Insua Pombo, por su infatigable esfuerzo en la correccion de este manuscrito,

por todo el tiempo invertido y por su extraordinaria dedicacién intentando llegar siempre mds alld.

A la Dra. Dorotea Martinez Patifio del Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo y a su
equipo, Justa Ojea Martinez, Susana Novoa Vizquez y Ana Cervifio Otero, por suministrar la
semilla y todas las muestras de Galicia. Sin su ayuda y asesoramiento la realizacion de este trabajo no

hubiese sido posible.

A los doctores Miguel Gaspar y Juan Ferndndez Tajes por proporcionar las almejas de

Portugal.

A mis compafieros de laboratorio, por el buen ambiente de trabajo y la ayuda que me habéis
prestado, por las sonrisas que me habéis sacado en los malos momentos y todas las que hemos
compartido en los buenos. Por todos esos breaks con canciones (hits mundiales), subvenciones, clases
de idiomas. .., sé que a donde vaya no encontraré un grupo igual que consiga hacer amenas las largas
horas que se pasan en el laboratorio. Quiero agradecer de forma especial a Luisa, mds que una
compadiera, todas las horas de explicaciones y debates, el haberme soportado con tanta paciencia (ya
sabes “te toqué en la tombola”) el haber podido confiar en ti en todo momento y el haber estado
siemptre ahi para contarte cualquier cosa. A Jose, por toda tu ayuda, por todas tus explicaciones, por
tu buen humor y por la portada de esta Tesis. Al Dr. Arias, al que no se me ocurren palabras de
agradecimiento para las toneladas de paciencia que ha tenido con este trabajo y conmigo, por estar
siempre dispuesto a ayudar, por ser nuestro guri, y por resolvernos cualquier duda desde cualquier
lugar del mundo. A Ana, gracias por todos los momentos que me has escuchado y por ayudarme

siempre que lo he necesitado.

A mi hija Lena, gracias por tu carifio incondicional, por tu sonrisa, por todo lo que me das
dia a dia, gracias a ti he conseguido sacar fuerzas en los malos momentos. A mi marido, por todo tu

apoyo, por tus palabras, por tu carifio, por estar a mi lado y entenderme mejor que nadie, por tus



consejos, por toda la paciencia que has tenido este 1iltimo afio, y sobre todo por ayudarme a cumplir
mis suefios. A mis padres, sin ellos nunca podria haber llegado hasta aqui, aunque en ocasiones os ha
resultado dificil comprenderme, siempre habéis estado ahi, soy lo que soy gracias a vosotros, asi que
este trabajo también es vuestro. A toda mi familia, que no sois pocos, a todos y cada uno de vosotros
que de una forma u otra me habéis dado fuerza. En especial a Cris, cuando mis cajones comienzan a
estar vacios ti siempre encuentras alguno donde aiin queda algo de paciencia, por tus palabras de
dnimo y por compartir conmigo tu forma de ver la vida. A mis primosas, Cori y Bilvi, por decirme
verdades como pufios en los momentos adecuados, por todos los momentos que compartimos, en fin

por estar siempre ahi, pase lo que pase.

A todos mis amigos, en especial a mis nifias, por todos los buenos momentos, los Rilos de risas
liberadoras de estrés que me hacen cargar las pilas. En especial a mi Pitufina, por haber dado uno de
los pasos mds importantes en nuestra amistad, por comprenderme y animarme como muy pocos lo
hacen. A Saiil, ese pitufo pequefiin al que quiero tanto. A las girly girls, por todos los dnimos que me

habéis dado estos 1iltimos dos afios.

A Carlos, padrino y madrina, alli donde estéis, siempre conmigo, deciros que lo consegui.

A todos, sinceramente, GRACLALS.



A mi hija
A mi marido

A mis padres






Resumen

La almeja babosa Venerupis pullastra constituye un importante recurso en la costa
atlantica de la Peninsua Ibérica. Se explota directamente de bancos naturales pero
también se cultiva para aumentar la produccién y responder a la demanda del mercado.
Sin embargo, los marcadores moleculares descritos y los estudios genéticos de
poblaciones en esta especie son escasos. Este trabajo planted desarrollar herramientas
para la caracterizacion y evaluacion genética del recurso y aportar datos que
contribuyan a mejorar la gestion y conservacion de las poblaciones naturales y los
procedimientos de cultivo. Se desarrollé un panel de marcadores microsatélite (24 loci)
y se optimizaron tres PCRs multiplex que amplifican cinco u ocho loci
simultdineamente. También se desarrollaron cebadores para la amplificaciéon de un
fragmento del gen del citocromo b (CitB), ampliando las regiones mitocondriales donde
explorar la variacion genética. Se analizé la diversidad genética de cinco localidades
gallegas de diferentes rias (O Barqueiro, Barallobre, Camarinas, O Grove y Cangas) y
una del sur de Portugal (Faro) en 18 loci microsatélite y en tres regiones mitocondriales,
CitB y parte de los genes del ARN ribosdémico 16S y la subunidad I de la citocromo ¢
oxidasa (COI). La diversidad genética revelada por microsatélites fue similar en todas
las localidades, pero los marcadores mitocondriales reflejaron oscilaciones destacables.
Globalmente el nivel de diversidad genética es moderado, encontrandose en el rango o
por debajo del descrito en otras especies de almeja. El analisis de 13 loci microsatélite
indicé una alta diferenciacion genética entre Faro y las localidades gallegas. La
presencia de alelos privados en dos loci permite identificar las almejas de la localidad
portuguesa. De los marcadores mitocondriales, sélo el CitB reveld diferenciacion
genética significativa entre algunas localidades (Barallobre-O Grove y Faro-O Grove).
Los microsatélites se utilizaron también para realizar analisis de paternidades y evaluar
los cambios genéticos que puede producir la obtencion de semilla en criadero. Se estimo
el tamafio efectivo de reproductores, que fue inferior al tamafio censal (reduccion del
40%). El valor estimado predice un incremento de endogamia bajo (0,6) pero es
insuficiente para evitar la pérdida de alelos a baja frecuencia (<0,01). La reduccion
observada puede atribuirse en gran medida a la ausencia de contribuciéon y a una
contribucion desigual de los reproductores, siendo las hembras las que mostraron mayor
sesgo. La semilla de criadero se analiz6 tanto globalmente como segregada en grupos de
tamaio (pequena, mediana y grande) para evaluar los efectos de €sta practica. Tanto el
lote de reproductores como los progenitores identificados y el conjunto de la semilla
presentaron valores de diversidad genética equivalentes a los de la localidad de origen
de los reproductores. Pero la semilla pequefia mostrd diferencias con la mediana y
grande en varios pardmetros genéticos, indicando que su uso individualizado en
repoblacién incrementaria el riesgo de impacto genético. En términos de estructura
poblacional, la semilla producida mostré una diferenciacion genética significativa pero
baja respecto a las localidades analizadas. En general, la calidad genética de la semilla
analizada es superior a la descrita en otros bivalvos. La adopcion de estrategias que
aumenten el numero de reproductores y equilibren su contribucion, especialmente de las
hembras, hace prever que se pueda obtener semilla de calidad 6ptima para programas de
repoblacién con minimo impacto genético.






Resumo

A ameixa babosa Venerupis pullastra constitiie un importante recurso na costa atlantica
da Peninsula Ibérica. Explotase directamente de bancos naturais pero tamén se cultiva
para aumentar a produciéon e responder & demanda do mercado. Non obstante, os
marcadores moleculares descritos e os estudos xenéticos de poboacidns nesta especie
son escasos. Este traballo tivo por obxetivo desenvolver ferramentas para a
caracterizacion e avaliacion xenética do recurso e achegar datos que contriblian a
mellorar a xestion e conservacion das poboacidns naturais e os procedementos de
cultivo. Desenvolveuse un panel de marcadores microsatélite (24 loci) e optimizaronse
tres PCRs multiplex que amplifican cinco ou oito loci simultaneamente. Tamén se
desenvolveron cebadores para a amplificacion dun fragmento do xene do citocromo b
(CitB), ampliando as rexiéns mitocondriais onde explorar a variacion xenética.
Analizouse a diversidade xenética de cinco localidades galegas de diferentes rias (O
Barqueiro, Barallobre, Camarifias, O Grove e Cangas) e unha do sur de Portugal (Faro)
en 18 loci microsatélite e en tres rexions mitocondriais, CitB e parte dos xenes do ARN
ribosdémico 16S e da subunidade I da citocromo ¢ oxidasa (COI). A diversidade xenética
revelada por microsatélites foi similar en todas as localidades pero os marcadores
mitocondriais reflectiron oscilacions destacables. Globalmente o nivel de diversidade
xenética ¢ moderado encontrdndose no rango ou por debaixo do descrito noutras
especies de ameixa. A analise de 13 loci microsatélite indicou unha alta diferenciacion
xenética entre Faro e as localidades galegas. A presenza de alelos privados en dous loci
permite identificar as ameixas da localidade portuguesa. Dos marcadores mitocondriais,
s6 o CitB revelou diferenciacion xenética significativa entre algunhas localidades
(Barallobre-O Grove e Faro-O Grove). Os microsatélites utilizdronse tamén para
realizar andlise de paternidades e avaliar os cambios xenéticos que pode producir a
obtencion de semente no criadeiro. Estimouse o tamafio efectivo de reprodutores que foi
inferior ao tamano censual (reducion do 40%). O valor estimado predi un incremento de
endogamia baixo (0,6) pero ¢ insuficiente para evitar a perda de alelos a baixa
frecuencia (<0,01). A reducion observada pode atribuirse en boa medida a ausencia de
contribucion e a unha contribucion desigual dos reprodutores, sendo as femias as que
mostraron maior nesgo. A semente do criadeiro analizouse tanto globalmente como
segregada en grupos de tamano (pequena, mediana e grande) para avaliar os efectos
desta practica. Tanto o lote de reprodutores coma os proxenitores identificados e o
conxunto da semente presentaron valores de diversidade xenética equivalentes aos da
localidade de orixe dos reprodutores. Pero a semente pequena mostrou diferencias
xenéticas coa mediana e grande en varios parametros xenéticos, indicando que o seu uso
individualizado en repoboacion incrementaria o risco de impacto xenético. En termos de
estrutura poboacional, a semente producida mostrou unha diferenciaciéon xenética
significativa pero baixa respecto as localidades analizadas. En xeral, a calidade xenética
da semente analizada ¢é superior & descrita noutros bivalvos. A adopcidon de estratexias
que aumenten o numero de reprodutores e equilibren a sia contribucion, especialmente
das femias, fai prever que se poida obter semente de calidade dptima para programas de
repoboacion con minimo impacto xenético.






Abstract

The pullet carpet shell Venerupis pullastra is a commercially important clam in the
Atlantic coast of the Iberian Peninsula. It is harvested directly in natural beds and also
cultivated to increase production and respond to market demand. However, molecular
markers and population genetics studies on this species are scarce. This work aimed to
develop tools for genetic characterization and evaluation of this resource and to provide
data that may improve the management and conservation of wild populations and
culture procedures. A panel of microsatellite markers (24 loci) was developed and three
multiplex PCRs were optimized for simultaneous amplification of five or eight loci.
Moreover, primers for a fragment of the cytochrome b gene (CytB) were developed
increasing the mitochondrial regions where genetic variation can be studied. The genetic
diversity of five localities from different Galician rias (O Barqueiro, Barallobre,
Camarifias, O Grove and Cangas) and one from the South of Portugal (Faro) was
analyzed using 18 microsatellite loci and three mitochondrial regions, CytB and part of
the 16S ribosomal RNA and cytochrome ¢ oxidase I (COI) genes. The genetic diversity
estimated using microsatellites was similar among localities but the mitochondrial
markers denoted differences. Overall, the level of genetic diversity was moderate,
within the range described in other clam species or lower. The analysis of 13
microsatellite loci showed a high genetic differentiation between Faro and the Galician
localities. The presence of private alleles at two loci allows the identification of clams
from the Portuguese locality. Of the mitochondrial markers, only the CytB displayed
significant genetic differentiation between some localities (Barallobre-O Grove and
Faro-O Grove). Microsatellites were also used in parentage analysis and in the
assessment of genetic changes caused by hatchery seed production. The estimated
effective number of breeders was lower than the census size (40% reduction). The
estimated number predicts a low increase of inbreeding (0.6) but is insufficient to
prevent the loss of alleles at low frequencies (<0.01). Lack of and an uneven
contribution of breeders, especially females, can explain the observed reduction in the
effective number of breeders. Hatchery-produced seed was analyzed globally and also
by size groups (small, medium and large) to assess the effects of size grading. Breeders,
identified parents and the whole seed showed genetic diversity values equivalent to that
of the locality from which breeders were collected. Nevertheless, small size seed
showed genetic differences with respect to the other size class, indicating that their
individualized use in restocking would increase the risk of genetic impact. In relation to
population structure, the seed displayed significant but low differentiation with all the
localities analyzed. Globally, the genetic quality of the analyzed seed is higher than that
described in other bivalves. Strategies that increase the number of breeders and balance
their contribution, mainly that of females, should allow the production of optimum
quality seed for restocking programs with minimal genetic impact.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas generales de Venerupis pullastra

La almeja babosa Venerupis pullastra (Montagu, 1803) -Venerupis senegalensis
(Gmelin, 1791) syn., Venerupis corrugata (Gmelin 1791) syn.- es un molusco bivalvo
perteneciente a la familia Veneridae de la clase Bivalvia (figura 1.1). Su concha es
solida, equivalva, claramente inequilateral, de perfil oval pero con aspecto rectangular
debido a que los margenes posterior y dorsal son rectos, de coloracion variable y

escultura de lineas concéntricas y radiales menos perceptibles (Rolan y col., 1989).

Figura 1.1. Almeja babosa V. pullastra (Imagen: F. Nuyttens,
publicada en http://www.marinespecies.org).

V. pullastra vive enterrada en la arena, grava o fondos lodosos desde la region
intermareal hasta los 40 m de profundidad y se encuentra distribuida por la costa
europea, desde Noruega y el Mar Baltico hasta la Peninsula Ibérica, el Mar
Mediterraneo y a lo largo del costa atlantica de Marruecos (Tebble, 1966). En la
Peninsula Ibérica se extiende fundamentalmente por la costa atlantica y puede ocupar
nichos ecoldgicos con otras almejas autdctonas, como la almeja fina (Ruditapes
decussatus), la almeja rubia (V. rhomboides) y la almeja dorada (V. aurea), e
introducidas como la almeja japonesa (R. philippinarum) (Noévoa, 2007). La capacidad
de dispersion de los adultos se estima en 100-1000 m y la de las larvas en mas de 10 km

(Rayment, 2007).

Se trata de una especie dioica sin dimorfismo sexual en la que es necesaria la
observacion de las gonadas para determinar el sexo y el estado de madurez sexual, con
una proporciéon de machos y hembras proxima al 50% (Pérez-Camacho, 1980). Las
caracteristicas reproductivas de V. pullastra varian con el ambiente. En Galicia, alcanza
la madurez sexual en su primer afio de vida (Pérez-Camacho, 1980), presenta gametos
maduros durante todo el afio y la puesta tiene lugar entre los meses de febrero y julio

(Cervifio Otero, 2011). La fecundacion es externa y como la mayoria de los bivalvos
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pasa por un estado larvario plancténico hasta que sufre la metamorfosis, momento en el
que se fija al sustrato y comienza la vida bentonica. La duracién del estado larvario es

de 11-30 dias y el ciclo de vida abarca 6-10 afos (Rayment, 2007).

Segun la informacion proporcionada por la FAO (http://www.fao.org
/fishery/statistics/software/fishstat/es), la almeja babosa se extrae con fines comerciales
principalmente en Espafia, Portugal, Francia e Italia aunque este organismo no facilita
datos estadisticos de la produccion en la costa italiana. De los tres paises con capturas

registradas, Espafia ocupa el primer lugar con un 54% del total (figura 1.2).

54%

B Francia @ Portugal @ Espafa

Figura 1.2. Datos de extraccion relativa de V. pullastra
desde el ano 2000 hasta el 2010 en los principales paises
productores.

La produccion en Espafia tiene lugar mayoritariamente en Galicia (Guerra Diaz,
2012) donde la actividad del marisqueo y cultivo de moluscos tiene una larga tradicion.
Atendiendo a las estadisticas de la Plataforma Tecnologica de Pesca de la Xunta de
Galicia (http://www.pescadegalicia.com), la produccion en esta comunidad oscild entre
2710 t registradas en 1998 y 821 t registradas en 2006 (figura 1.3), manteniéndose en ~
1000 t en la ultima década. Las capturas de V. pullastra superaron a las de las demas
almejas hasta 2006, afio en que la almeja japonesa pas6 a ocupar el primer lugar. La
produccion anual de V. pullastra tiene un valor de mas de 10 millones de euros,
representando un importante recurso econémico con amplias repercusiones sociales. La
extraccion se realiza a pie en la zona intermareal y a flote desde embarcaciones en la
zona submareal, siendo esta modalidad la que proporciona la mayor parte de las
capturas (Guerra Diaz, 2012). La explotacion estd sujeta a normas establecidas por la
Xunta de Galicia que regulan diferentes aspectos, incluyendo las zonas y periodos de
explotacion, el nimero de mariscadores y embarcaciones, la cuota de captura y la

comercializacion.
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Figura 1.3. Capturas de V. pullastra en kg seglin los datos de primera venta registrados
por la Plataforma Tecnologica de Pesca de la Xunta de Galicia.

La produccién de V. pullastra es inferior a la demanda y ello ha estimulado la
aplicacion de estrategias que contribuyan a incrementar la produccion. Estas incluyen la
recuperacion de zonas improductivas y la repoblacion de bancos naturales con almejas
juveniles/adultas y mas frecuentemente con semilla producida en criaderos. Las
primeras experiencias de cultivo de V. pullastra datan de los afios setenta (Pérez
Camacho y col., 1977), realizandose innovaciones desde entonces, de forma que
actualmente todas las fases del cultivo (criadero, preengorde y engorde) se realizan con
éxito. El cultivo integral, desde la obtencion del desove hasta la talla comercial, puede
completarse en 26 meses realizando el preengorde y engorde en un sistema intermareal,
y acortarse a 18 meses cuando el preengorde se inicia en primavera y preengorde y
engorde se realizan en suspension (Cervino Otero, 2011). Datos del afio 2005 indican
que el cultivo proporcioné 269 t, un valor por debajo de su potencial (Pérez-Camacho,

2007).

1.2. Importancia de la variacion genética intra- e interpoblacional en

las poblaciones naturales

La diversidad genética permite a las poblaciones adaptarse a los cambios del
medio ambiente, siendo necesaria para la continua evolucion de las especies. Por ello, la
conservacion y uso de los recursos acuaticos requiere conocer su diversidad genética y

los factores que le afectan.

La diversidad genética se refleja en diferencias entre individuos para muchos

caracteres incluyendo caracteres morfologicos, proteinas y secuencias de ADN y ha
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sido evaluada en muchas especies de bivalvos explotadas comercialmente (Saavedra,
2007). En las almejas Veneridae que mas se explotan en la costa europea se dispone de
estimas de diversidad genética para R. decussatus (Jarne y col., 1988; Borsa y col.,
1994; Passamonti y col., 1997; Jordaens y col., 2000; Cordero y col., 2008; Gharbi y
col., 2010; 2011) y R. philippinarum (Moraga, 1986; Passamonti y col., 1997; Park y
col., 2002; Liu y col., 2007; Cordero y col., 2008; Vargas y col., 2008; Yasuda y col.,
2007; An y col., 2009; Chiesa y col., 2011; Mura y col., 2012) de varias localidades
pero en V. pullastra tan solo se ha estimado en dos localidades de la costa portuguesa

(Joaquim y col., 2010).

Ademas de la diversidad genética presente en las poblaciones interesa conocer
las diferencias genéticas entre poblaciones ya que la existencia de diferenciacion
indicaria una evolucion independiente. La ausencia de barreras geograficas en los
océanos, la existencia a menudo de tamafios poblacionales elevados y una fase larvaria
planctonica que facilita una alta dispersion ha llevado a considerar que las especies
marinas muestran una diferenciacién genética interpoblacional baja (Ward, 2000;
Launey y col., 2002). Sin embargo, cada vez son mas numerosos los casos en que se
detecta una diferenciacion genética significativa a mayor o menor escala (Saavedra,
2007). En el contexto de la costa atlantica de la Peninsula Ibérica el mejillon Mytilus
galloprovincialis (Diz y Presa, 2008), el bereberecho Cerastoderma edule (Martinez y
col., 2013) y el longueirdn Ensis siliqua (Arias y col., 2011) presentan diferenciacion

genética entre al menos algunas de las localidades examinadas.

En términos generales, la diferenciacion genética de poblaciones se debe a una
interaccion historica entre el medio ambiente y las fuerzas de dispersion, deriva
genética, adaptacion y mutacion (Beaumont y Hoare, 2003; Saavedra, 2007). Por
ejemplo las condiciones climaticas del Pleistoceno (sucesion de glaciaciones separadas
por periodos interglaciares) provocaron que las especies acuaticas de regiones
temperadas del hemisferio norte quedaran aisladas en refugios por largos periodos de
tiempo. Factores fisicos como corrientes marinas, temperatura y salinidad pueden
igualmente favorecer la diferenciacion local al influir en la capacidad de dispersion y en
consecuencia en el flujo génico. Tamafios poblacionales pequefios sostenidos,
reducciones temporales del tamafio poblacional (cuellos de botella) y establecimiento de

una poblaciéon con un nimero reducido de fundadores pueden producir cambios
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aleatorios en las frecuencias alélicas (deriva genética) que conducen a la divergencia
genética de las poblaciones. El efecto de la deriva depende del tamano efectivo de
poblacion, el cual corresponde al tamafio de una poblacién ideal (apareamiento
aleatorio, tamano constante, igual nimero de machos y hembras y ausencia de
diferencias individuales en fecundidad) que experimenta la misma tasa de cambio que la
poblacion real (Kliman y col., 2008). En especies marinas con alta fecundidad y
mortalidades elevadas en las primeras fases de la vida, el tamafio efectivo de poblacién
puede ser sustancialmente menor que el tamafio censal (Hedgecock, 1994), referido éste
al nimero de individuos de una poblacion, por lo que el efecto de la deriva no puede
desestimarse incluso en poblaciones grandes. Ademas de la deriva, la adaptacion local
debida a la seleccion, y mutaciones aleatorias acumuladas y sumadas a los fenomenos

adaptativos y estocasticos conducen a la diferenciacién poblacional.

Dado que las especies marinas pueden estar divididas en poblaciones locales que
difieren genéticamente (stocks), el desarrollo de una estrategia 6ptima de gestion no
puede ignorar la estructura genética (Ward, 2000). Los andlisis de crecimiento,
supervivencia y €xito reproductivo asumen que el objeto de estudio es una poblacion,
por lo que de existir mezcla de poblaciones los resultados no serian validos (Coyle,
1998). Por otra parte, como los diferentes stocks también reflejan la variabilidad
genética, la sobreexplotacion o extincion de un stock particular conllevaria pérdida de
variabilidad y en consecuencia el uso sostenible de cada stock requeriria una gestion
separada (Cochrane, 2002). La evaluacion de la estructura genética también desempena
un papel basico en la toma de decisiones sobre el riesgo genético del traslado de
especimenes de unas areas a otras (Johnson, 2000) y de programas de repoblacion

(Ward, 2006).

1.3. Aspectos genéticos del cultivo en criadero

Para satisfacer la demanda creciente de productos del mar, entre ellos bivalvos,
se requiere incrementar la produccion. Dado que la oferta de las pesquerias tradicionales
es improbable que aumente significativamente debido a que los stocks naturales estan
sobreexplotados o se estan explotando a niveles maximos o cerca de niveles maximos,
cualquier incremento productivo importante debe venir de la acuicultura (Helm y

Bourne, 2006).
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Una estrategia habitual para incrementar la produccioén es repoblar los bancos
naturales con semilla producida en criadero por desove masivo de reproductores
recogidos en el medio natural. Las ventajas de producir semilla en criadero incluyen la
fiabilidad, la capacidad de satisfacer la demanda y la posibilidad de llevar a cabo
programas de seleccion genética (Helm y Bourne, 2006). No obstante, debe tenerse en
cuenta que tanto los reproductores utilizados como fendmenos que pueden tener lugar
en el criadero (deriva genética, incremento de la tasa de endogamia y seleccion) tienen
el riesgo de provocar cambios significativos de forma que la semilla producida difiera
genéticamente de los progenitores y de la poblacion natural (Taniguchi, 2003; Ward,

2006; Bert y col., 2007; Roodt-Wilding, 2007; Camara y Vadopalas, 2009).

Los reproductores utilizados en el criadero deben proceder de la poblacion a
repoblar o, en su defecto, de una poblacion genéticamente similar para mantener su
diversidad genética (Ward, 2006; Bert y col., 2007). Si los reproductores no son
genéticamente representativos de la poblacion a repoblar, obviamente tampoco lo sera
la semilla producida. Ademads, la alta fecundidad de muchas especies, incluyendo
almejas, hace que un pequeiio numero de reproductores resulte suficiente para producir
un elevado nimero de descendientes. Incluso la utilizacion de un numero elevado de
reproductores en desoves masivos puede provocar cambios genéticos por un
desequilibrio en la proporcion de sexos o un desequilibrio en la contribucion de los
parentales. En estas circunstancias el tamafio efectivo de los reproductores sera menor
que el tamafo censal (Hedgecock, 1994; Gaftney, 2006; Hedgecock y Coykendall,
2007).

El tamafo efectivo de reproductores es un pardmetro clave por estar
inversamente relacionado con la tasa de endogamia y la deriva genética (Frankham y
col., 2002). Genéticamente, la endogamia provoca un descenso de la heterocigosidad lo
cual puede llevar a disminuir la eficacia bioldgica (depresion endogamica). La deriva
genética al provocar fluctuaciones en las frecuencias alélicas puede conducir a una
pérdida de alelos y también a una disminucion de la heterocigosidad. En consecuencia,
el efecto ultimo de un tamano efectivo de reproductores reducido es una disminucion de

la eficicacia biologica y de la diversidad genética.

Otro factor que puede afectar a la composicion genética de la semilla es la

seleccion (Pampoulie y col., 2006; Roodt-Wilding, 2007; Camara y Vadopalas, 2009).
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Las condiciones de cultivo al diferir de las del medio natural inevitablemente ejercen
una presion selectiva diferente pudiendo dar lugar a cambios en caracteres que son

selectivamente mas ventajosos en el medio del criadero.

Por otro lado, debido a que las larvas y semilla de bivalvos muestran una gran
variacion fenotipica, particularmente en crecimiento y supervivencia, es habitual en los
criaderos separar los individuos de menor y mayor tamafio para mejorar el crecimiento,
la supervivencia y la eficacia de la alimentacion. Esta préctica reduce los efectos
negativos de la dominancia al evitar que competidores de mayor tamafio interfieran en
el crecimiento y la supervivencia de los mas pequefios. También es comun descartar los
ejemplares mas pequefios para acortar la permanencia en el criadero y reducir la
variabilidad de tamafio. Sin embargo, estas practicas pueden tener un impacto
significativo en la retencion de la diversidad genética debido a que las clases de tamafio
pueden ser genéticamente heterogéneas (Taris y col., 2006; Frost y col., 2006; Borrell y

col., 2011).

El mantenimiento de la diversidad genética y la prevencion de endogamia en la
semilla producida en criadero pueden verse facilitados por el analisis de paternidades.
La estrategia habitual de desove en masa y mantenimiento de las familias en el mismo
tanque ha supuesto un obstaculo para el analisis de paternidades. Tradicionalmente, la
identificacion de familias individuales resultaba laboriosa al tener que mantener a cada
familia en tanques separados hasta que los descendientes alcanzaran un tamafio
suficiente para realizar un marcado fisico. Actualmente, en diversas especies de interés
en acuicultura incluyendo bivalvos (ej. MacAvoy y col., 2008; Petersen y col., 2008; Li
y col., 2009; Lind y col., 2009; Lallias y col.,, 2010; Lu y col., 2012) se han
desarrollado pruebas de paternidad que permiten asignar retrospectivamente el origen
familiar a individuos de familias mezcladas en el mismo tanque sin necesidad de marcas
fisicas. Las pruebas de paternidad asignan los padres a un individuo o grupo de
individuos combinando informacion genética con métodos estadisticos. El método mas
utilizado es el de la asignacion categorica que, mediante verosimilitud o aproximaciones
bayesianas, elige el progenitor mas problable en un grupo de progenitores potenciales,
basandose en que los diferentes genotipos parentales pueden diferir en la probabilidad
de haber producido el genotipo de un descendiente dado (Jones y col., 2010). Al

identificar cada uno de los parentales, los andlisis de paternidades permiten cuantificar
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su contribucion a la semilla (incluyendo las clases de tamafio) y conocer el sistema real
de apareamiento, lo cual, combinado con una determinacion previa del sexo de los
reproductores, permite evaluar la incidencia de ausencia de desove, sesgos en la
contribucion individual y familiar, sesgos en la proporcion de sexos y, en consecuencia,
la relacion entre tamano efectivo de reproductores y tamafio censal. El conocimiento de
estos aspectos es esencial no solo para estimar la pérdida de diversidad e incremento de
endogamia sino también para determinar las causas involucradas y proponer pautas de
manejo que minimicen su incidencia. A pesar de la importancia de los analisis de

paternidades en el criadero, todavia no se han realizado en V. pullastra.

1.4. Marcadores moleculares

Para estimar la variabilidad genética se emplean marcadores genéticos los cuales
corresponden a caracteres heredables con variacion (polimorficos). Los primeros
marcadores genéticos empleados se basaron en las diferencias mds evidentes del
fenotipo, los caracteres morfologicos. Estos marcadores pueden ser faciles de detectar y
medir pero a veces los criterios empleados para definirlos son subjetivos y ademas
pueden verse influenciados por el ambiente. Posteriormente se desarrollaron marcadores

moleculares, los cuales incluyen proteinas y ADN.

Los marcadores proteicos mas utilizados son las alozimas y su analisis surge del
desarrollo de la electroforesis en geles de almidon y tinciones histoquimicas (Lewontin
y Hubby, 1966; Harris, 1966). Las alozimas son productos proteicos codificados por
diferentes alelos de un locus. La variacion detectada con las alozimas resulta de
mutaciones que alteran su carga, tamafio o configuracion. Son marcadores
codominantes cuya funcion es conocida y su andlisis conlleva un bajo coste. Sin
embargo, tienen la desventaja de que el nimero observado de alelos suele ser bajo (2-6),
al no detectarse los cambios en el ADN que no afectan a la movilidad electroforética de
la proteina, algunos loci estan sujetos a una seleccion significativa y su andlisis requiere

tejido fresco o recién congelado (Ferguson y col., 1995; Liu y Cordes, 2004).

El descubrimiento de enzimas de restriccidén, la reaccion en cadena de la
polimerasa y técnicas de secuenciacion ha llevado al desarrollo de marcadores
moleculares basados en el ADN. En comparacion con los marcadores alozimicos, su

analisis requiere menor cantidad de tejido, el cual puede ser fresco, congelado o
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conservado en etanol, el numero potencial de marcadores es mucho mayor al
encontrarse tanto en regiones codificantes como no codificantes, los loci pueden ser
multialélicos y la mayoria no estan sujetos directamente a la seleccion (Ferguson y col.,
1995; Sunnucks, 2000). Actualmente existen distintos tipos de marcadores moleculares

de ADN, los mas utilizados en organismos marinos se detallan a continuacion.

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs: Restriction
Fragment Length Polymorphisms; Botstein y col., 1980) reflejan la variacion en el
patron de fragmentos de ADN producido por una enzima de restriccion. La variacion
observada se debe a mutaciones puntuales en los sitios de restriccion e
inserciones/deleciones o reordenaciones en o entre los sitios de restriccion.
Tradicionalmente, los RFLPS se analizaron mediante Southern blot pero esta técnica ha
sido reemplazada por la amplificacion del locus de interés via PCR, digestion con una
enzima de restriccion (si el polimorfismo es causado por una mutacion puntual) y
posterior separacion y visualizacion de fragmentos. Los RFLPs son marcadores
codominantes pero muestran bajo polimorfismo y requieren tener conocimiento de la
secuencia a analizar para el disefio de cebadores o sondas de hibridacion (Liu y Cordes,

2004).

Los ADN polimorficos amplificados al azar (RAPDs: Random Amplified
Polymorphic DNAs) estan basados en la amplificacion de fragmentos aleatorios del
genoma con un solo cebador de pequeio tamafio (~10 pb) y secuencia aleatoria
(Williams y col.,, 1990). Normalmente se amplifican simultdneamente multiples
fragmentos representando cada uno un Jlocus. La variacion observada se debe a
inserciones/deleciones y mutaciones puntuales que modifican la secuencia/distancia de
los sitios de hibridacion del cebador pero se analiza en base a la presencia/ausencia de
producto (marcadores bialélicos). Teniendo en cuenta que en los genomas la fraccion no
codificante suele ser mas abundante que la codificante, se asume que la mayoria de /loci

amplificados son selectivamente neutros.

Los polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLPs: Amplified
fragment length polymorphisms; Vos y col.,, 1995), al igual que los RAPDs, son
marcadores multi-locus. Se obtienen al amplificar fragmentos de ADN generados por
digestion con dos enzimas de restriccion y ligados a adaptadores especificos de las

enzimas utilizadas. Los cebadores empleados son complementarios a los adaptadores,
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pero llevan de uno a tres nucleotidos arbitrarios en el extremo 3’ para reducir el nimero
de fragmentos amplificados. La variacion observada corresponde a la revelada por los
RFLPs, ademas de la debida a sustituciones de bases en los sitios de hibridacion

selectivos de los cebadores.

Tanto los RAPDs como los AFLPs presentan la ventaja de que no precisan
conocer la secuencia nucleotidica que se amplifica, de modo que se pueden emplear en
cualquier especie de forma rapida y economica. Ambos marcadores, pero sobre todo los
AFLPs, revelan un niimero elevado de polimorfismos (ej. méas de 100). Su principal
desventaja es que los marcadores identificados son dominantes y no se distingue entre

homocigotos y heterocigotos. Ademas, la reproducibilidad de los RAPDs es discutida.

Los  polimorfismos del ADN  mitocondrial (ADNmt) incluyen
inserciones/deleciones y mds frecuentemente mutaciones puntuales (Avise, 2004). La
variacion en el ADNmt se analiz6 tradicionalmente mediante analisis de restriccion pero
actualmente se impone la secuenciacion directa. En animales, el ADNmt generalmente
consta de una molécula circular de 15-20 kb con 37 genes, dos que codifican para los
ARNs de los ribosomas mitocondriales (12S y 16S), 22 para ARNs transferentes y 13
para proteinas, y una region no codificante hipervariable con elementos de control de la
replicacion y transcripcion (Boore, 1999). Las proteinas codificadas corresponden a
subunidades de diferentes complejos multienzimaticos implicados en la cadena de
transporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa (ej. subunidades I, IT y III de la
citocromo ¢ oxidasa o el citocromo b). El ADNmt evoluciona alrededor de un orden de
magnitud mas rapido que el ADN nuclear de copia Unica debido en parte a que los
mecanismos de reparacion de danos del ADN son poco eficientes en las mitocondrias
(Wilson, 1985). Otras caracteristicas generalmente atribuidas al ADNmt incluyen: (i)
herencia clonal y materna, sin recombinacion genética, lo cual significa que el genoma
completo se comporta como un solo /ocus, reteniendo la informacion filogenética de las
mutaciones acumuladas, y que el tamafo efectivo de poblacion es un cuarto del de los
genes nucleares diploides, acentuando los efectos de la deriva genética; y (ii) los genes
se comportan como selectivamente neutros y el grado de divergencia estd en
consonancia con el tiempo de divergencia (Johnson, 2000; Avise, 2004; Galtier y col.,
2009). No obstante, estas supuestas caracteristicas no siempre se cumplen (Galtier y

col., 2009).
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Es de destacar que en algunas especies de varias familias de bivalvos,
Donacidae, Hyriidae, Solenidae, Mytilidae, Unionidae, Veneridae, Margaritiferidae
(Theologidis y col., 2008) y probablemente Nuculanidae (Boyle y Etter, 2013), el
ADNmt muestra un particular modo de herencia denominado herencia doblemente
uniparental (DUI: Doubly Uniparental Inheritance). En este caso existen dos tipos de
ADNmt, uno que se transmite a través del huevo a machos y hembras de la
descendencia (tipo F) y otro que se transmite por el esperma a la descendencia
masculina (tipo M). Aunque existen excepciones ocasionales, las hembras adultas son
homoplasmicas para el tipo F y los machos son mosaicos heteroplasmicos con el tipo F
dominando en el tejido somdtico y el tipo M en el gonadal. DUI se ha descrito en
especies de diferentes familias pero su deteccion es esporadica y se debate sobre un
origen Unico o multiple (Theologidis y col., 2008). Otra particularidad de las especies
con DUI es que los genomas F y M pueden presentar recombinacion (Ladoukakis y

Zouros, 2001; Rokas y col., 2003).

A pesar de que las propiedades evolutivas del ADNmt puedan diferir de lo que
tradicionalmente se ha supuesto, su utilizacion como marcador en el andlisis de la
diversidad genética estd ampliamente extendida. La existencia de multiples copias de
ADNmt en cada célula y la existencia de regiones variables flanqueadas por regiones
conservadas apropiadas para el disefio de cebadores de PCR hacen que el analisis del
ADNmt constituya una de las formas mas sencillas y baratas de caracterizar especies no

estudiadas genéticamente (Galtier y col., 2009).

Otro tipo de marcadores moleculares son los microsatélites, secuencias cortas de
ADN (menos de unos cientos de pares de bases) constituidas por motivos de 2 a 6 pb
repetidos en tandem (Chambers y MacAvoy, 2000). Se han encontrado en todos los
organismos eucariotas y procariotas estudiados en regiones codificantes y sobre todo en
no codificantes, no obstante, la riqueza, distribucion y frecuencia de los distintos tipos
de repeticiones varia dentro de un genoma y entre genomas, incluso de especies
cercanamente emparentadas (Hancock, 1999; To6th y col., 2000; Neff y Gross, 2001;
Chistiakov y col., 2006). El origen de los microsatélites se atribuye generalmente a
secuencias anonimas que sufren cambios de bases e inserciones/deleciones pero

también a la extension del extremo 3’ de transcritos de retrotransposones (Schldtterer,

2000; Balaresque, 2007).

13



Estudio genético poblacional en la almeja babosa Venerupis pullastra

La caracteristica clave de los microsatélites como marcadores moleculares es su
hipermutabilidad, siendo hipervariables en especies y poblaciones (Chistiakov y col.,
2006). La tasa de mutacion, 102-10"° por locus y generacion (Ellegren, 2000), es varios
6rdenes de magnitud superior a la del ADN no repetitivo, 10° (Li, 1997). El
polimorfismo de estos marcadores se debe predominantemente a diferencias de tamafio
debidas a variaciones en el nimero de repeticiones presentes en los alelos de un /ocus
dado. Los mecanismos mutacionales implicados en la variacion del nimero de
repeticiones son el deslizamiento de cadenas durante la replicacion y la recombinacion
(Schlotterer, 2000; Balaresque, 2007; Li y col., 2002; Chistiakov y col., 2006). El
deslizamiento de cadenas durante la replicacion hace que la cadena molde y su copia
cambien sus posiciones relativas, de manera que se forma un bucle en la cadena molde
o en la copia, que de no repararse conduce a la pérdida o a la ganancia de unidades de
repeticion del microsatélite. La recombinacion cambia el tamafio del microsatélite por
entrecruzamiento desigual, donde el apareamiento de repeticiones no alélicas provoca
pérdida de unidades en una cadena de ADN y ganancia en la otra, y también por
conversion génica mediante intercambio no reciproco. Los modelos mas relevantes para
explicar la evolucion de los microsatélites son: el modelo de infinitos alelos (Infinite
Allele Model), segin el cual una mutacion produce sélo nuevos alelos por pérdida o
ganancia de un numero variable de repeticiones por lo que el resultado no depende del
estado alélico previo de la poblacion (Kimura y Crow, 1964); el modelo de k alelos (K-
Allele Model) que asume k posibles estados alélicos en una poblacion y cada alelo tiene
una probabilidad constante de mutar de entre los k-1 estados alélicas restantes (Crow y
Kimura, 1970); y el modelo de mutacion paso a paso (Stepwise Mutation Model) que
supone que las mutaciones provocan la pérdida o ganancia de una sola unidad de
repeticion y por tanto las mutaciones tienen lugar sobre alelos ya presentes en la
poblacion (Kimura y Otha, 1978). La importancia de determinar el modelo mutacional
mas idoneo radica en que numerosos pardmetros en genética de poblaciones (ej.
distancias genéticas entre poblaciones, tamafio efectivo de poblacion y nimero de
migrantes por generacion) dependen del modelo utilizado. Sin embargo, no existe

consenso sobre qué modelo es el mas apropiado.

Generalmente, los marcadores microsatélite se consideran selectivamente
neutros. No obstante, se ha demostrado la importancia funcional de algunos

microsatélites en procesos bioldgicos (Kashi y col., 1997; Li y col., 2002). Repeticiones
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trinucleotidicas estan implicadas en trastornos humanos neurodegenerativos como la
enfermedad de Huntington (Schlétterer, 2000) y algunos microsatélites se han
relacionado con la regulaciéon de procesos metabolicos del ADN (replicacion,
recombinacion, mecanismos de reparacion y ciclo celular), la organizacion de la
cromatina (organizacion cromosomica, estructura del ADN, centromero y telomero) y la
regulacion de la actividad de los genes (transcripcion, traduccion, proteinas de union al

ADN).

Los microsatélites son marcadores codominantes que se amplifican facilmente
por PCR y presentan elevada reproducibilidad (Schlotterer, 1998). Aunque en algunos
casos se han podido realizar amplificaciones interespecificas (ej. Primmer y Ellegren,
1998; An y col., 2009; Hoffman, 2009), el hecho de que estos marcadores se suelan
encontrar en regiones no codificantes, donde la tasa de sustitucion nucleotidica es
elevada, hace que la mayoria de las veces haya que aislarlos de novo cuando se
comienza el estudio en una nueva especie (Zane y col., 2002). El método tradicional
para el aislamiento de marcadores microsatélite se basa en la construccion de librerias
gendmicas parciales y el rastreo de las mismas con una sonda que contiene la repeticion
microsatélite. Este método es tedioso y presenta un bajo rendimiento, por lo que se han
buscado estrategias alternativas sobre todo en especies donde la abundancia de
microsatélites no es muy elevada (Zane y col., 2002). Algunos métodos construyen
genotecas enriquecidas en secuencias microsatélite partiendo de genotecas de ADN de
cadena simple que sirven de molde en una reaccidén de extension de un oligonucleétido
con motivos microsatélite, de forma que solo se formara ADN de doble cadena en los
clones que contengan el motivo buscado (Ostrander y col., 1992; Paetkau, 1999). En
otros casos, las genotecas enriquecidas se generan clonando fragmentos de ADN
genomico seleccionados mediante hibridacion con sondas microsatélite (Karagyozov y
col., 1993; Kijas y col., 1994; Billote y col., 1999). También existen estrategias que
evitan la construccion y rastreo de una genoteca, como los métodos basados en la
hibridacion y clonacion de bandas generadas a partir de otros marcadores moleculares
como RAPDs, AFLPs o ISSRs (Morgante y Vogel, 1996; Lunt y col., 1999; Lian y col.,
2001) o los métodos basados en busqueda de microsatélites en bases de datos de
secuencias (Westgaard y col.,, 2007; Jones y col.,, 2011; Wang y col.,, 2011). La
desventaja de estos métodos es que en el primer caso el rendimiento suele ser bajo y en

el segundo no pueden aplicarse a especies poco estudiadas a nivel gendomico.
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Una vez aisladas las secuencias microsatélite se examina su polimorfismo
mediante PCR con cebadores que hibridan en las regiones flanqueantes y las variantes
alélicas se separan por electroforesis en geles de poliacrilamida o secuenciadores
automaticos. Al tratarse de marcadores basados en la PCR el analisis de microsatélites
es relativamente sencillo pero el genotipado de multiples /oci en muestras amplias de
individuos necesarias en estudios poblacionales es costoso en tiempo y dinero. Para
minimizar este inconveniente pueden desarrollarse PCRs multiplex, técnica que consiste
en amplificar simultdineamente multiples /oci en una tUnica reaccion. El uso de PCRs
multiplex en diferentes organismos marinos (ej. Taris y col., 2005; Wang y col., 2010;
Mura y col., 2012) ha demostrado que esta técnica reduce significativamente tanto el

coste como el tiempo invertido en el genotipado de multiples /oci.

A diferencia de los demas marcadores moleculares, los microsatélites retinen una
combinacion de caracteristicas como herencia mendeliana, codominancia y elevado
polimorfismo que los hacen especialmente idoneos para la identificacion individual y
analisis de paternidad y parentesco. Con muy pocos /loci es posible encontrar
combinaciones genotipicas Unicas para cada individuo y familia (Estoup y Angers,

1998).

Aunque los microsatélites presentan muchas caracteristicas ventajosas también
presentan limitaciones. Ademas de una dindmica evolutiva compleja, ausencia de
neutralidad en algunos casos y aislamiento laborioso, un problema frecuente son los
alelos nulos, alelos que no amplifican por la existencia de mutaciones en los sitios de
hibridacion de los cebadores. Debido a que los alelos nulos crean falsos homocigotos
pueden alterar los resultados de los andlisis genéticos (Chapuis y Estoup, 2007;

Carlsson, 2008).

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs: Single Nucleotide
Polymorphisms) son un tipo de marcadores en los que la variacion se debe al cambio de
una base por otra en un lugar especifico del genoma. Aunque en teoria para cada SNP
podrian existir cuatro alelos, suelen ser bialélicos por la baja frecuencia de sustituciones
nucleotidicas y la existencia de sesgo en las mutaciones (Vignal y col., 2002). Son
marcadores codominantes que se encuentran tanto en regiones codificantes como no
codificantes y la caracteristica mas relevante es su abundancia en los genomas (ej. 10°

SNPs en el genoma humano seglin las estadisticas de la base de datos dbSNP). Para el
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descubrimiento de SNPs existen diferentes estrategias que incluyen la secuenciacion
directa de productos de PCR de diferentes individuos, busqueda in silico, y
comparacion de secuencias de fragmentos clonados obtenidos de proyectos de
secuenciacion de ESTs (Expressed Sequence Tags), clones BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes) solapantes de proyectos genomicos de secuenciacion o genotecas
plasmidicas con una representacion reducida del genoma (Vignal y col., 2002).
También existe una amplia variedad de métodos de genotipado basados en la
espectrometria de masas, la pirosecuenciacion, la PCR en tiempo real o la tecnologia de
micromatrices (Vignal y col., 2002; Liu y Cordes, 2004; Sobrino y col., 2005). Por otra
parte, las nuevas técnicas de secuenciacion de alto rendimiento permiten realizar el
descubrimiento y genotipado en un solo paso (Davey y col., 2011). Al ser marcadores
bialélicos, el contenido en informacion de los SNPs es bajo y, aunque esta limitacion se
supera aumentando el nimero de SNPs examinados, tienen el inconveniente de que el
analisis de SNPs a media-gran escala requiere un equipamiento caro y avanzado fuera

del alcance de laboratorios con limitados presupuestos.

La eleccion del tipo de marcador molecular depende de los objetivos
perseguidos, de la informacion gendmica existente para la especie de interés y de los
medios econdmicos y técnicos disponibles. En la tabla 1.I se indican los tipos de
marcadores moleculares descritos anteriormente con sus propiedades basicas y
principales aplicaciones. En organismos marinos, la tendencia en la utilizaciéon de
marcadores moleculares indica que el uso de alozimas, RFLPs y RAPDs esta en declive,

el ADNmt se mantiene y los AFLPs, microsatélites y SNPs estan en fase de expansion.
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1.5. Estudios genéticos en V. pullastra

A pesar de la importancia econdmica de V. pullastra los estudios genéticos en
esta almeja son muy escasos y resultan insuficientes para asesorar la gestion de las
poblaciones naturales y cultivadas. La mayor parte de los estudios se han centrado en la
diferenciacion molecular de V. pullastra de otras almejas comerciales, V. rhomboides,
R. decussatus y R. philippinarum, mediante PCR-RFLPs del gen mitocondrial 16S
(Fernandez y col., 2002a), region transcrita interna (ITS: Internal Transcribed Spacer)
del ADN ribosdmico nuclear (Ferndndez y col., 2001) y gen de la a-actina (Ferndndez y
col., 2000), y analisis de polimorfismos de conformacion de cadena simple (SSCPs:
Single Strand Conformation Polymorphisms) del gen de la a-actina (Fernandez y col.,
2002b). Por otra parte, se ha descrito el nimero cromosémico de la especie (2n=38) y su
cariotipo (Insua y Thiriot-Quiévreux, 1992) y se ha incluido en analisis filogenéticos de
la familia Veneridae basados en el gen mitocondrial 16S (Canapa y col., 2003). A nivel
poblacional s6lo Joaquim y col. (2010) evaluaron la diversidad genética y estructura de

poblacion de dos localidades portuguesas mediante marcadores RAPDs.
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2. OBJETIVOS

Dada la importancia comercial de V. pullastra y la escasez de estudios genéticos
poblacionales en esta especie, el objetivo general de este trabajo es aportar herramientas
moleculares para la caracterizacion y evaluacion genética del recurso y proporcionar
datos genéticos que contribuyan a mejorar su gestion y conservacion y también a
incrementar su produccion. Por tratarse de una especie que se explota directamente del
medio natural pero también a través de practicas de cultivo, este trabajo contempla el
analisis tanto de bancos naturales como de reproductores y semilla para estudiar el

impacto genético del proceso de obtencion de semilla en criadero.

Los objetivos especificos comprenden:

1. Desarrollar marcadores moleculares nucleares tipo microsatélite, incluyendo PCR

multiplex para su analisis, y marcadores mitocondriales.
2. Estimar la diversidad genética en localidades atlanticas de la Peninsula Ibérica,
especialmente las del noroeste espafiol, mediante marcadores microsatélite y

mitocondriales.

3. Evaluar la diferenciacion genética en el area geografica indicada mediante ambos

tipos de marcadores.

4. Evaluar los cambios genéticos que pueden producirse en el proceso de obtencion de

semilla en criadero, apoyandose en andlisis de paternidades.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material de estudio

Los individuos empleados en este estudio se recogieron entre 2007 y 2010 en
bancos naturales de cinco localidades de la costa gallega (O Barqueiro, 2008;
Barallobre, 2008; Camarifias, 2007; O Grove, 2008; Cangas, 2008) y una de la costa
portuguesa (Faro, 2010). La figura 3.1 muestra la situacién geografica de las localidades
muestreadas. También se analizé esperma y semilla procedente del Centro de Cultivos
Marifios de Ribadeo. La semilla se obtuvo por desove masivo de un lote de
reproductores recogido en la localidad de Barallobre en 2012 y fue separada en grupos

de tamafio (grande: >4,5 mm; mediana: 2,5-4,5 mm; pequeia <2,5 mm).

i K\«_ND‘M
Gre

Cae

Figura 3.1. Situacién geografica de las seis localidades
muestreadas. Bq: O Barqueiro; Ba: Barallobre; Cm:
Camarifas; Gr: O Grove; Ca: Cangas y Fa: Faro.

Una vez en el laboratorio, los ejemplares del medio natural y los reproductores
utilizados en el criadero se sexaron mediante observacion al microscopio del tejido
gonadal y se diseccionaron guardando de cada uno el musculo aductor, el pie y la masa
visceral (sin glandula digestiva) en etanol 96% para su conservacion. La semilla se
guard6 igualmente en etanol 96% de forma individualizada con las valvas abiertas. Para
recoger el esperma, las almejas se mantuvieron desovando durante media hora en un
recipiente con agua de mar. Se centrifugd el agua con esperma 10 min a 20000 rpm, se
elimino el sobrenadante y el concentrado se resuspendio en formidato amoénico al 3%.
Tras una centrifugacion de 3 min a 40000 rpm el concentrado de esperma se guardo en

etanol al 96% hasta su utilizacion.
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3.2. Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de muestras frescas o conservadas en
etanol siguiendo una de las tres metodologias que se describen a continuacion

dependiendo del tipo de muestra o del uso asignado al ADN extraido.

El ADN utilizado para la construccion de genotecas se extrajo segiin Fernandez-
Tajes y Méndez (2007) por proporcionar mayor cantidad de ADN purificado. Se
introdujo un fragmento de ~20 mg de musculo aductor en un tubo eppendorf con 400 pl
de tampon de lisis (Tris 1 M, EDTA 0,2 M, N-Laurylsarcosin 2,5%) y se homogeniz6
por fragmentacion. Se afiadieron 5 pl de proteinasa K (200 mg/ml) y se incubd a 60°C
durante una noche. Al dia siguiente se anadieron 4 pl de RNasa libre de DNasa (2
mg/ml) para eliminar el ARN y se incubd durante 1 h a 37°C. Transcurrido este tiempo
se afadieron 150 pl de tampon de precipitacion (acetato amoénico 3 M pH 6,0) y se
incubd en hielo durante 10 min. La muestra se centrifugé a 15000 rpm durante 10 min,
recogiéndose el sobrenadante. La precipitacion del ADN se realizo afiadiendo 400 pl de
isopropanol. Se llevd a cabo una nueva centrifugacion a 15000 rpm durante 3 min, y se
elimino el sobrenadante por decantacion. E1 ADN se lavo con 1 ml de etanol al 70%. El
etanol se elimind, los tubos se dejaron secar al aire y el ADN se resuspendid en 30 pl de
IXTE (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8). La cuantificacion del ADN extraido se
llevé a cabo por comparacion con un marcador de concentracion conocida en un gel de
agarosa al 1% en 1xTAE (Tris-acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM). Como tampo6n de
carga se empleo una solucion de azul de bromofenol al 0,25%, azul de xianol al 0,25%
y glicerol al 30% en 1xTAE. El gel se tifi6 con bromuro de etidio 0,5 pg/ml en 1xXTAE
durante 30 min, y se visualiz6 y fotografié con el sistema de captacion de imagen Gel

Doc™ XR (BioRad).

En los analisis que requerian un niumero elevado de individuos se utilizo tanto el
método de Fernandez-Tajes y Méndez (2007) como un método de extraccion de ADN
rapido y sencillo basado en el desarrollado por Walsh y col. (1991) que emplea la resina
CHELEX 100™ (Sigma-Aldrich). Se introdujo un fragmento de pie (~] mm’®) en un
eppendorf con 100 pl de CHELEX 100™ al 10% (g/ml) en H,O milliQ estéril y se
incub6 a 100°C durante 20 min. Tras la incubacion, los tubos se centrifugaron 2 min a

13000 rpm y se recogio6 el sobrenadante transfiriéndolo a otro tubo. La cuantificacion
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del ADN extraido se realizd en un espectrofotdémetro nanodrop ND-1000 (NanoDrop

Technologies, Inc.).

En el caso del esperma, al tratarse de células individuales, también se utiliz6 un
método de extraccion sencillo basado en Taris y col. (2005). Se resuspendid por
agitacion ~8 mm® de concentrado de esperma en 200 pl de agua milliQ. Se llevo a
ebullicion durante 20 min y, después de centrifugar 3 min a 13000 rpm, se recogid y

guardo el sobrenadante.

3.3. Desarrollo de marcadores microsatélite

Los marcadores microsatélite se desarrollaron a partir de genotecas enriquecidas

en secuencias microsatélite.
3.3.1. Construccion de genotecas enriquecidas

Se construyeron tres genotecas enriquecidas para los motivos ATC, ACC y
CTGT. La eleccion de dichos motivos se basdé en analisis de hibridacion dot-blot

realizados previamente en el laboratorio en los que resultaron los més abundantes.

El protocolo seguido fue el descrito por Billote y col. (1999) con algunas
modificaciones. El ADN gendmico se digirié con la enzima de restriccion Rsal (Roche
Applied Science) para obtener fragmentos de tamafio comprendido entre 400 y 1500 pb.
La mezcla de digestion consistié en 2 pg de ADN gendémico, 0,5 pl de seroalbimina
bovina (BSA) 100X, 2 ul de enzima Rsal (10 U/ul), 5 ul del tampoén recomendado por
el fabricante y agua milliQ hasta completar un volumen final de 50 pl. Las reacciones se
dejaron durante una noche a 37°C, transcurrida la cual se anadieron otros 2 pl de enzima
y 0,5 ul de BSA, prolongandose la incubacion 3 h mas. La reaccion se detuvo al meter
los tubos en hielo y se verifico la digestion sometiendo una alicuota a electroforesis en

un gel de agarosa al 1% en 1XxTAE.

Al producto digerido se ligaron los adaptadores de Edwards y col. (1996),
RSA21-5’CTCTTGCTTACGCGTGGACTA3’ y RSA25- S’pTAGTCCACGCGTAAG
CAAGAGCACA-3’. La reaccion de ligacion se realizé con 1 pg del ADN digerido, 1
ul de cada adaptador (2 uM), 1,4 pl de ADN ligasa T4 (Promega, 3 U/ul), 100 pl del

tampon suministrado con la enzima y agua miliQ estéril hasta completar un volumen de
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200 pl. La mezcla se incub6 toda la noche a 4°C y se realiz6é una PCR para amplificar el
nimero de copias obtenidas y también para comprobar que la ligacion transcurrid
correctamente. La reaccion se realizd con 5 ng de ADN ligado, tampon de la polimerasa
1x (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM pH 8,3), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,25 mM cada uno,
adaptador RSA21 1 uM y 0,625 U de Tag polimerasa (Roche Applied Science) en un
volumen final de 25 pl. El programa de PCR empleado consisti6 en una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 1 min; 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 40 s, hibridacion de los cebadores a 60°C durante 1 min, y extension a 72°C
durante 2 min; y una extension final a 72°C durante 5 min. La amplificacion se verifico

en un gel de agarosa al 2% en 1xTAE.

Para seleccionar fragmentos con motivos microsatélite se llevaron a cabo tres
hibridaciones independientes empleando como sonda oligonucledtidos marcados con
biotina: [ATC];o, [ACC]yp 0 [CTGT]¢. La hibridacion se realizé con 100 pl de producto
de PCR llevados a 500 pl con H,O milliQ estéril y sometidos a 95°C durante 15 min.
Tras la desnaturalizacion se afiadieron 3 pl de la sonda (20 uM), junto con 13 pl de
20xSSC (NaCl 0,3 M, citrato sédico 0,03 M) y 5 ul de SDS (sodio dodecilsulfato) 10%

y se mantuvo la mezcla 20 min a temperatura ambiente.

Las secuencias que hibridaron en el paso anterior se capturaron con particulas
magnéticas cubiertas de estreptavidina (Streptavidin MagneSphere™ Paramagnetic
Particles; Promega). La estreptavidina se une de forma especifica a la biotina de la
sonda; por otro lado, las propiedades magnéticas de estas particulas hacen que puedan
aislarse con un iman, permitiendo asi su recuperacion junto con el fragmento que

contiene la repeticion de interés.

Se coloco un vial de particulas magnéticas (0,6 ml) en una gradilla imantada y se
elimind el sobrenadante comercial. Las particulas se lavaron tres veces con 300 ul de
0,5xSSC + SDS 0,1% y se resuspendieron en 100 pl de la misma solucion. A
continuacion, se afiadid el producto de la hibridacion, se mezcl6 bien y se dej6é 10 min a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el vial se dejéo de nuevo en el soporte
imantado para eliminar el sobrenadante. Se lavaron las particulas cuatro veces con 300
pl de 0,1xSSC + SDS 0,1% y, para permitir que los fragmentos se separasen de las
particulas, se anadieron en dos pasos 100 pl y 150 pl de H,O milliQ, recuperandose el

sobrenadante en ambos casos.
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Con el fin de generar ADN de doble cadena y aumentar la cantidad de ADN
hibridado en cada caso, se realizo una PCR con 2 pl de sobrenadante del paso anterior

en las condiciones descritas anteriormente excepto el nimero de ciclos que se redujo a

20.

El producto de PCR obtenido en cada una de las tres amplificaciones se cloné en
el vector plasmidico pCR®2.1-TOPO® del kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen). Para
ello, se anadieron 1 pl de solucion salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M) y 1 ul de vector
pCR® 2.1-TOPO® a 4 ul del producto de amplificacion y se incub6 la mezcla 30 min a
temperatura ambiente. A continuacion se afadieron 2 pl de la mezcla a 50 pl de células
competentes TOP10F' (Invitrogen) y se incubo en hielo 10 min. La transformacion tuvo
lugar por choque térmico, manteniendo las células a una temperatura de 42°C durante
30 s e inmediatamente después en hielo. Se afiadieron 250 pl de medio SOC
(bactotriptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10
mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM), dejando crecer las células en posicion horizontal
con agitacion suave durante 1 h a 37°C. Transcurrida esta hora se afiadieron 650 pl de
medio SOC y las células se sembraron en placas Petri con medio 2xYT (bactotriptona
1,6%, extracto de levadura 1% y NaCl 0,5%) y ampicilina 100 pg/ml e impregnado con
100 pl de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranésido) 100 mM y 20 ul de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indol-p-D-galactosido) 50 mg/ml, incubandose a 37°C 24 h. E1 IPTG y
el X-Gal permiten la seleccion de las colonias recombinantes; las bacterias que tienen
plasmido con inserto forman colonias blancas, mientras que las que llevan plasmido sin

inserto forman colonias azules.
3.3.2. Rastreo de secuencias microsatélite en las genotecas

El rastreo de secuencias microsatélite en las genotecas se realizd por
secuenciacion, incluyendo en las genotecas ATC y ACC un paso previo de transferencia

a membrana e hibridacion (Southern-blot).
3.3.2.1. Transferencia a membrana e hibridacién

Las colonias se sembraron en placas Petri con medio LB (bactotriptona 1%,
extracto de levadura 0,5%, NaCl 1%) y ampicilina 100 pg/ml, y se dejaron crecer 24 h a
37°C. Al dia siguiente se enfriaron en nevera al menos 30 min. Se coloco sobre la placa

una membrana de nylon cargada positivamente (GE HealthCare Life Sciences),
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dejandola durante 1 min. Se retir6 la membrana y, con la cara de contacto con la placa
hacia arriba, se dejo durante 15 min sobre papel Whatman saturado con solucién de
desnaturalizacion (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) y luego 15 y 10 min en papel Whatman
saturado con solucion de neutralizacion (Tris 1 M, NaCl 1,5 M pH 8) y 2xSSC,
respectivamente. La fijacion del ADN a la membrana se realiz6 por irradiacion con luz
ultravioleta (4000 uJ/cmz) durante 5 min. La membrana se incub6 durante 1 h a 50°C en
una solucion de 2xSSC + SDS 0,1% con proteinasa K 0,1 mg/ml. Tras la incubacion se
lavo dos veces con 2xSSC + SDS 0,1% a 50°C durante 15 min y se colocé entre papel
de filtro humedecido con agua destilada estéril, presionando para eliminar restos

celulares.

A continuacidn, la membrana se incubo con solucion de prehibridacion [5xSSC,
SDS 0,02%, LSS (N-Lauril sarcosine sal sodica) 0,01%, reactivo bloqueante 0,3%
(Roche Applied Science)] a 37°C durante 30 min, transcurridos los cuales, se afiadio la
sonda (10 pmol) marcada con digoxigenina y se incub6 a 37°C durante 3 h. Tras la
hibridacion, se procedid a los lavados post-hibridacion. La membrana se lavo dos veces
en 2xSSC + SDS 0,1% a temperatura ambiente durante 5 min y dos veces en 0,5xSSC +
SDS 0,1% a 30°C durante 15 min. Después en tampdn de lavado [tween 20 al 0,3% en
tampon 1 (acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M pH 7,5)] 5 min y se incubo en tampon 2

(tampon 1 + reactivo bloqueante 1%) durante 30 min.

La sonda hibridada se detectd por quimioluminiscencia. Primero se realizé una
incubaciéon de 30 min en una solucioén del anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
fosfatasa alcalina (75 mU/ml) (Roche Applied Science) en tampon 2 y se lavéd dos veces
en tampon de lavado para eliminar el exceso de anticuerpo. Se equilibré la membrana 5
min en tampdn 3 (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl, 50 mM) y se incub6 5
min en una soluciéon 1:100 de sustrato quimioluminiscente CSPD (Roche Applied
Science) en tampon 3. A continuacidon se introdujo en una bolsa de hibridacion y se
mantuvo a 37°C 15 min en oscuridad, incrementado con ello la reaccién de
quimioluminiscencia. La pelicula Medical X-Ray Film (Fujifilm) se expuso con la
membrana a temperatura ambiente durante 15 min, y se revel6 en oscuridad
introduciéndola en Revelador G 150 (Agfa) durante 5 min, 5 min en H;O y 5 min en

Fijador G 354 (Agfa).
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Los clones positivos en la hibridacion se cultivaron en 1 ml de medio liquido LB
con ampicilina 100 pg/ml y se dejaron crecer a 37°C con agitacion durante 24 h para
obtener ADN plasmidico. La extraccion del ADN se realizo con el kit QUIAprep™Spin
Miniprep Kit (Quiagen) basado en una lisis alcalina. Tras cuantificar el ADN en un gel
de agarosa por comparacion con un marcador de concentracion conocida, se secuenciod
el inserto en la Unidad de Biologia Molecular de los Servicios de Apoio 4 Investigacion
(SAI) de la Universidade da Corufia que dispone de un secuenciador automatico ABI

PRISM 3130xl (Applied Biosystems).
3.3.2.2. Rastreo por secuenciacion directa

Se amplificoé por PCR el inserto de los clones utilizando directamente colonias
bacterianas recombinantes recogidas por contacto con una punta de micropipeta y
resuspendidas en 25 ul de H,O milliQ estéril. La mezcla de la reaccion consistio en 5 pl
de la suspension de células, ANTPs 0,2 mM cada uno, cebadores M13 0,6 uM cada uno,
0,3 U de Tag polimerasa (Roche Applied Science) y el tampon recomendado para la
enzima 1x en un volumen final de 12,5 pl. El programa de amplificacién consistidé en
94°C 10 min; 30 ciclos de 94°C 1 min, 55°C 1 min y 72°C 1 min; y 72°C 10 min. EI
producto de la amplificacion se visualizo y cuantificd en un gel de agarosa al 2% en

IXTAE y luego se secuenci6 en el SAI
3.3.3. Seleccion de secuencias microsatélite

Las secuencias obtenidas de los clones se editaron con el programa BioEdit
v.7.0.5.3. (Hall, 1999), eliminandose la secuencia del plasmido y la de los adaptadores.
Después, con el mismo programa se realizd un analisis blast-local en el que se compard
cada secuencia con el resto para identificar y descartar las secuencias idénticas o

semejantes.

Se empled el programa Tandem Repeats Finder (Benson, 1999) para identificar
las secuencias microsatélite. Una secuencia se considerd microsatélite cuando reunia las
siguientes caracteristicas: i) presencia de dos (tetra-), tres (tri-) o cuatro (dinucledtidos)
repeticiones consecutivas 'y (il) repeticiones sin un numero importante de
interrupciones. Para cada genoteca, se calculd el porcentaje de éxito medido como el

numero de secuencias con microsatélite x 100/niumero de secuencias unicas. Una vez
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identificadas las secuencias microsatélite, se disefiaron cebadores complementarios a las

regiones flanqueantes con el programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000).
3.3.4. PCR monolocus de loci microsatélite

Los cebadores disefiados se emplearon inicialmente para amplificar cada locus
microsatélite por separado en 15-24 individuos. La reaccion de PCR se llevo a cabo en
un volumen de 12,5 pl, con 0,4 ng de ADN genémico, 0,3 U de Taq polimerasa, tampdn
de la polimerasa 1x, dNTPs 0,2 mM cada uno, 0,24 puM de cada cebador y
concentraciones finales de MgCl, de 1,5-3,0 mM segin la pareja de cebadores
empleados (ver resultados). El programa de PCR consistié en 95°C 5 min; 34 ciclos de
94°C 30 s, 50-60°C 30 s y 72°C 30 s; y 72°C 10 min. Las amplificaciones se
optimizaron en un termociclador MyCycler de BioRad, que cuenta con la opcion de
gradiente de temperatura. Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al

3% en 0,5xTBE (Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM).

Para los loci que resultaron polimorficos, uno de los cebadores se marco en el
extremo 5’ con un fluordéforo (6-FAM o HEX) y se repitid la amplificacion en un total
de 48 individuos de dos localidades diferentes. Los productos de PCR obtenidos se
separaron en un secuenciador automatico y se analizaron con el programa GeneMapper
v.3.7 (Applied Biosystems) para corroborar el polimorfismo de los loci y descartar los

que generasen patrones de amplificacion complejos.

3.4. Disefo y optimizacion de PCRs multiplex

Los loci polimérficos con patrones de amplificacion interpretables se utilizaron
para el disefio de PCRs multiplex con el programa Multiplex Manager (Holleley y
Geerts, 2009). Este programa utiliza la heterocigosidad esperada, el nimero y rango de
tamafio de los alelos y la temperatura de hibridacion y secuencias de los cebadores de
cada locus para disefiar combinaciones de /oci que minimizan el numero de reacciones,
maximizan el espacio entre marcadores que lleven el mismo fluoréforo y minimizan la
diferencia en las temperaturas de hibridacion de los marcadores dentro de una misma
reaccion. A los loci que presentan alelos de tamafio solapante, el programa les asigna
fluoroforos diferentes (6-FAM, VIC, NED o PET). El programa se ejecutd con 21

marcadores, sefialando los loci que debian de estar marcados con 6-FAM, un nimero
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maximo de 10 /oci por reaccién y una distancia minima de 50 pb entre loci con el
mismo fluoréforo. Las combinaciones propuestas por el programa se modificaron

manualmente con el fin de minimizar el nimero de reacciones.

Las PCRs multiplex disefiadas se probaron para testar la amplificacion de los
loci incluidos, comparandose el patrén de picos obtenido para cada locus en las
multiplex con el obtenido en la PCR monolocus. En el proceso de optimizaciéon se
modificé la concentracion inicial de los cebadores (0,2 uM) hasta conseguir un patrén
de amplificacion homogéneo, de modo que todos los marcadores presentasen una senal

de intensidad similar.

Las reacciones de las PCRs multiplex se realizaron en un volumen de 12,5 pl,
con 0,4 ng de ADN, 1x Qiagen Multiplex PCR Master Mix (HotStarTag", tampon,
MgCl; 3 mM, y mezcla de dNTPs) y la mezcla de cebadores correspondiente (ver
resultados). El programa de PCR consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 15 min; 35 ciclos de 94°C 30 s, 57°C 90 s, y 72°C 90 s; y extension final de 10
min a 72°C. El producto de la amplificacion se separd inicialmente en geles de agarosa

al 2% en 1xTAE y después en un secuenciador automatico.

El genotipado de las muestras se realizd con el programa GeneMapper v.3.7,
creandose una plantilla (Bin) en la que estaban representados todos los /oci incluidos en
la multiplex y los alelos identificados en una muestra de 30 individuos. Los genotipos
asignados por el programa se revisaron y editaron manualmente para considerar los
alelos no incluidos en la plantilla y rectificar errores en la identificacion de los picos.
Los datos se exportaron a un archivo Excel y usando Microsatellite Toolkit (Park, 2001)

se generd el archivo con el formato adecuado para los andlisis estadisticos.

3.5. Analisis poblacional de marcadores microsatelite

Los datos de marcadores microsatélite se analizaron empleando diferentes
programas informaticos. En los casos en que se realizaron tests multiples, los valores de

significacion se ajustaron mediante la correccion secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).
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3.5.1. Diversidad genética

A partir de los genotipos identificados en cada muestra y empleando el programa
Genetix v.4.03 (Belkhir y col., 2004) se calculd para cada locus el nimero de alelos, la

heterocigosidad observada y la heterocigosidad esperada segiin Nei (1978):

_2n (I—fo)
- 2n-1

He

Donde x; es la frecuencia del alelo i en un /ocus y n el tamafo de la muestra.

Igualmente, se calculo el alelo més frecuente en cada locus y el valor promedio

de los parametros anteriores tanto globales como por locus y muestra.

Dado que el numero de alelos observados depende del tamafio muestral, se
calculé también la riqueza alélica, una medida del numero de alelos por locus
independiente del tamafo muestral, para realizar comparaciones entre muestras de
distinto tamafio. La riqueza alélica se determiné con el programa F-Stat v.2.9.3 (Goudet,
2001) aplicando el método de El Mousadik y Petit (1996) que estima el niimero de
alelos esperado en una submuestra de 2n genes, cuando se han muestreado 2N genes
(N>n); el valor de n viene determinado por el numero mas bajo de individuos

genotipados por locus en una muestra.

Los valores de riqueza alélica y heterocigosidades observadas y esperadas de
diferentes muestras se compararon mediante un test de Friedman implementado en el
paquete estadistico SPSS 16.0 (SPSS Inc). En los casos en los que el test de Friedman
fue significativo se realiz6 un analisis post-hoc mediante el procedimiento de Wilcoxon-
Nemenyi-McDonald-Thompson (Hollander y Wolfe, 1999) implementado en una
funcion de R (Galili, 2010). Dos grupos se consideraron significativamente distintos
cuando el valor absoluto de su diferencia de rangos fue igual o mayor que un valor 1,

tabulado.
3.5.2. Equilibrio Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

La bondad de ajuste de las proporciones genotipicas al equilibrio Hardy-
Weinberg se probé mediante un test exacto (Guo y Thompson, 1992) implementado en

el programa Genepop v.4.0. (Rousset, 2007). El nivel de significacion se determind con
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un método de cadenas de Markov empleando 10000 iteraciones, 100 tandas y 5000

repeticiones por tanda.

El sentido y la magnitud de las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg se
evaluaron con el parametro f'de Weir y Cockerham (1984) empleando Genetix v.4.0.3.
El cual, para un /ocus con dos alelos se estima segun:

. C

=1-
/ b+c

Donde ¢ es la varianza de las frecuencias alélicas entre gametos dentro de los
individuos y b es la varianza de las frecuencias alélicas entre individuos dentro de las

muestras.

El parametro f equivale al Fjs de Wright (1951) definido en términos de
correlacién entre gametos pero también a menudo en términos de desviacion de la
heterocigosidad esperada (Nei, 1977). Valores positivos de Fjs indican un déficit de

genotipos heterocigotos y valores negativos un exceso.

En este estudio se opté por el estimador descrito debido a que no hace
asunciones sobre el numero de poblaciones, tamafio de muestra o frecuencia de
heterocigotos, por lo que resulta Util para colecciones pequeiias de datos y comparacion

de resultados de diferentes trabajos (Weir y Cockerham, 1984).

Para conocer las causas que alteran el equilibrio Hardy-Weinberg, se evalud la
desviacion de neutralidad de los loci microsatélite con el test de homocigosidad de
Ewens-Watterson (Watterson, 1978) y el test exacto de Ewens-Watterson-Slatkin
(Slatkin, 1994; 1996), basados ambos en Ewens (1972). El test de homocigosidad de
Ewens-Watterson emplea un estadistico F' que resulta de la suma de los cuadrados de
las frecuencias alélicas, equivalente a la homocigosidad muestral en diploides. El valor
de F observado se compara con el F esperado segin neutralidad. En el test exacto de
Ewens-Watterson-Slatkin la probabilidad de la muestra observada es comparada con
una muestra neutral creada al azar con el mismo tamafio y nimero de alelos; la
probabilidad se obtiene como la proporcion de muestras creadas aleatoriamente (10000)
que son igual o menos probables que la muestra observada. Ambos test se realizaron

con el programa Arlequin 3.11 (Excoffier y col., 2005).
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También se analizd la presencia de alelos nulos con Micro-Checker (Van
Oosterhout y col., 2004). Este programa indica la existencia de alelos nulos cuando
existe un exceso significativo de homocigotos distribuido equitativamente en todas las
clases de homocigotos. La frecuencia de alelos nulos se calculé segin Brookfield 1

(1996).

La existencia de desequilibrio de ligamiento se testo mediante el test exacto de
Guo y Thompson (1992) del programa Genepop v.4.0. (Rousset, 2007). El nivel de
significacion se determind con un método de cadenas de Markov empleando los

parametros descritos anteriormente.
3.5.3. Diferenciacién poblacional

El grado de diferenciacion poblacional se evaluo utilizando varios métodos. Se
estimd el parametro § de Weir y Cockerham (1984) empleando Genetix v.4.03, segln la

ecuacion que contempla u alelos y [ loci:
0 = z Z Alu /z Z T;u
! u / u

Donde A es la varianza de las frecuencias alélicas entre las muestras y 7 la

varianza total.

El calculo se realiz6 considerando cada locus por separado y todos los loci, entre
pares de localidades y en el global de las localidades, determinandose el nivel de

significacion por un método no paramétrico (10000 permutaciones).

El parametro 6 corresponde al Fisy de Wright (1951) y puede ser interpretado de
diferentes maneras dependiendo de los términos en que se defina. Segun Weir y
Cockerham (1984) representa la proporcion de la varianza total de las frecuencias
alélicas debida a la varianza de las frecuencias alélicas entre poblaciones. Cuando se
define en términos de heterocigosidades esperadas se interpreta como la proporcion de
la heterocigosidad total debida a diferencias en las frecuencias alélicas entre
poblaciones (Halliburton, 2004). Tedricamente, Fsy tiene un valor minimo de cero
(indicando ausencia de divergencia genética) y un maximo de uno (fijacion de alelos
alternativos en diferentes localidades) pero el maximo observado generalmente es

mucho menor que uno (Hartl y Clark, 2007), por causa del polimorfismo de los
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marcadores empleados. De acuerdo con Wright (1978) los valores de Fsy en los rangos
de 0-0,05, 0,05-0,15, 0,15-0,25 y valores >0,25 indican baja, moderada, alta y muy alta

diferenciacion genética, respectivamente.

El valor de Fsr es altamente dependiente del nivel de variacion genética y
dificulta la comparacion de datos de marcadores con tasas de mutacion diferente (ej.
microsatélites vs alozimas) (Hedrick, 1999). Por ello se calculd6 una medida
estandarizada de Fsr (Fsr), cuyo rango va de 0 a 1 para todos los loci, de forma analoga
a Hedrick (2005). Esta medida se obtiene al dividir el valor de Fsr observado por el
valor maximo que podria alcanzar el estadistico Fs7 con el nivel de variacion observado,

lo que se calcula considerando que cada una de las localidades contiene alelos unicos.

Por otra parte, se evalud la heterogeneidad de las distribuciones génicas entre
muestras por medio del test exacto de Guo y Thompson (1992) en el programa Genepop
v.4.0. Las distribuciones génicas se calcularon por locus y pares de muestras. El nivel
de significacion se determind con un método de cadenas de Markov empleando 10000

iteraciones, 100 tandas y 5000 repeticiones por tanda.

La estructura poblacional se evalué también con el programa Structure v.2.3.1.
(Pritchard y col., 2000). Este programa trata de determinar el nimero de grupos
genéticamente homogéneos (K) utilizando distintos modelos de ascendencia y
frecuencias alélicas. El programa asume la existencia de K poblaciones, donde cada una
de ellas esta caracterizada por presentar unas frecuencias alélicas determinadas en cada
locus. Los individuos muestreados son asignados, por probabilidad, a una poblaciéon o
conjuntamente a dos o mas poblaciones en el caso de que sus genotipos indiquen que
estan mezclados. Para estimar los valores de los pardmetros el programa utiliza cadenas
de Markov Monte Carlo. Las simulaciones se llevaron a cabo segin el modelo mixto
(los individuos pueden tener ascendencia mixta), recomendado como punto de partida
por los autores. En cuanto al modelo de frecuencias alélicas, se empled el de frecuencias
alélicas independientes a lo largo de las poblaciones, este modelo es el recomendado
cuando se espera que las frecuencias alélicas en las diferentes poblaciones sean
razonablemente diferentes unas de otras. El numero de pasos de la cadena de Markov
Monte Carlo fue de 1000000, descartandose las 500000 iniciales. Se corrieron 10
simulaciones para cada valor K estudiado, realizdndose el analisis desde K=1 hasta K=6

por ser el nimero de localidades estudiadas. La K mas probable se determin6 segun dos
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métodos, Pritchard y col. (2000) y Evanno y col. (2005). Se empled el programa

Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012) para procesar los resultados.

Igualmente, se evalud el flujo génico entre localidades estimando el numero de
migrantes por generacion (N,) entre pares de localidades con el programa GenAlEx

(Peakall y Smouse, 2006) segun:

e

N, =-—"—7—2+—
4
Por ultimo se estudiaron las relaciones filogenéticas entre muestras mediante un
arbol construido a partir de una matriz de distancias empleando el paquete Phylip
(Felsenstein, 1993). Se calculd la distancia de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) con el

programa Gendist segun:

, l_zplyrfipzléi
FoCI i a—
25w D

Donde m es el numero de loci, i es la suma de alelos del locus m, pim; es la
frecuencia del alelo i en el locus m en la poblacion 1, py,; es la frecuencia del alelo i en

el locus m en la poblacion 2 y a es el numero de alelos del locus m.

El arbol se construy6 empleando el algoritmo de Neighbor-joining (Saitou y Nei,
1987), que parte de un arbol sin enraizar en forma de estrella y combina los pares de
muestras con la menor distancia genética. La significacion de los nodos se obtuvo por
analisis bootstrap (Felsenstein, 1985) con el programa Segboot, empleandose 10000

réplicas.

3.6. Amplificacion y secuenciacion de marcadores mitocondriales

Se amplific6 por PCR un fragmento del gen que codifica para el ARN
ribosdmico 16S (16S), un fragmento del gen de citocromo b (CitB) y un fragmento del
gen que codifica para la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (COI). La secuencia de

los cebadores empleados se indica en la tabla 3.1.
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El fragmento del gen CitB se amplifico inicialmente con los cebadores
universales diefiados por Dahlgren y col. (2000). El producto de PCR obtenido se clono
en un vector plasmidico, se secuencid y las secuencias obtenidas se utilizaron para

disenar los cebadores CitBVp, especificos de V. pullastra.

Tabla 3.1. Secuencias de los cebadores de genes mitocondriales.
Gen Cebadores

16Sar: 5'CGCCTGTTTATCAAAAACAT3’
16S (Palumbi, 1996)
16Sbr: 5°CCGGTCTGAACTCAGATCACGT3’

CytB397F: YWYTRCCTTGGRGGRCARATATC3’

CitB (Dahlgren y col., 2000)
CytB811R: ’GCRWAYARAAARTAYCAYTCWGG3’

) CitBF: 5’AGCAACCGTGATTACTAAC 3’
CitBVvp*
CitBR: 5’GGTTGGATATGAAGAGGGGT3’

HCO2198: 5’TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAY

COl (Folmer y col., 1994)
LCO1490: 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’

*Disenados en este estudio.

En todos los casos, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 pl
con 0,4 ng de ADN, 0,6 U de Tag polimerasa, tampo6n de la polimerasa 1x, dNTPs 0,2
mM cada uno, MgCl, 1,5 mM, 0,12 uM de cada cebador y agua milliQ estéril. Las
condiciones de amplificacion de cada pareja de cebadores se detallan en la tabla 3.11.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% en 1xTAE.

Tabla 3.11. Condiciones de amplificacion para cada pareja de cebadores.

N° de 16S CitB CitBVp col
ciclos

Desnaturalizacion
1 3 min/94°C 5 min/94°C 2 min/95°C 3 min/94°C

inicial

Desnaturalizacion 20 s/94°C 30 s/94°C 45 s/95°C 45 s/94°C
Hibridacion 35 20s/51°C 1 min/50°C 45 s/55°C 45 s/41°C
Extension 45 s/72°C 30 s/72°C 1 min/72°C 45 s/72°C
Extension final 1 2 min/72°C 5 min/72°C 10 min/72°C 5 min/72°C

Los productos de PCR contienen restos de cebadores, nucledtidos y otros
componentes de la reaccion que pueden interferir en el proceso de secuenciacion. Por
ello, antes de secuenciar los productos de PCR se purificaron con columnas Microcon-

PCR (Amicon, Merck Millipore) segun las instrucciones del fabricante.
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Las secuenciacion se realizd en el SAI y las secuencias se editaron con el
programa BioEdit v.7.0.5.3., eliminando los extremos de las secuencias donde la lectura
no era fiable. La identidad de las secuencias se verifico mediante un andlisis Blastn

(Altschul y col., 1990).

Las secuencias editadas se alinearon con el programa Clustal W (Thompson y
col., 1994), implementado en el programa Bioedit. En el caso del COI y del CitB, al
tratarse de genes codificantes de proteinas, los alineamientos se realizaron tanto con las
secuencias nucleotidicas, respetando la pauta de lectura, como con las secuencias
aminoacidicas para calcular las sustituciones sindnimas y no sinénimas. Los analisis se
realizaron para cada gen por separado y también combinando la secuencia de los tres

genes.

3.7. Analisis poblacional de marcadores mitocondriales
3.7.1. Diversidad genética

Los haplotipos se identificaron con el programa DnaSP v5 (Librado y Rozas,

2009) y las frecuencias haplotipicas se calcularon con el programa Arlequin v3.11.

Se estimo la diversidad haplotipica (/) y la diversidad nucleotidica () segiin Nei
(1987) con el programa DnaSP v5. Se entiende por diversidad haplotipica (/) la

probabilidad de que dos haplotipos escogidos al azar en una muestra sean diferentes.

i=1

n o
h=——-1-) x;
Donde 7 es el numero de individuos analizados, m es el nimero de haplotipos y

x; la frecuencia de cada haplotipo i.

La diversidad nucleotidica (7) es el nimero medio de diferencias nucleotidicas

por sitio entre dos secuencias.

#=2>"d, /[n(n-1)]

i<j
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Donde dj; es el numero de sustituciones nucleotidicas por sitio entre las

secuencias i y j, y n es el nimero de secuencias de ADN examinadas.

Los valores observados de diversidad genética se compararon mediante un
procedimiento de remuestreo implementado en R (R Core Team, 2012). Se utilizé como
tamafio muestral el nimero minimo de individuos analizados por gen/combinacion de
los tres genes y 10000 (diversidad haplotipica) y 1000 (diversidad nucleotidica)
remuestreos. La comparacion se realizd usando los valores medios de diversidad

haplotipica y nucleotidica e intervalos de confianza del 95%.

Para analizar si los patrones de diversidad corresponden a los esperados bajo
neutralidad, se empleo el test Fs de Fu (Fu, 1997) implementado en el DnaSP v5. El
estadistico Fs se calcula a partir de la probabilidad (S’) de tener una muestra aleatoria
con un numero de alelos mayor o igual que el observado dado el nivel de diversidad

estimado.

Un valor negativo de Fs evidencia un exceso de haplotipos, esperable en una
situacion de expansion poblacional reciente o arrastre genético. Un valor positivo
evidencia un déficit de haplotipos, esperable en una situacion de cuello de botella
reciente, o sobredominancia. La significacion del estadistico se obtuvo por simulacion

coalescente (1000 réplicas).

También se calculd el estadistico R, (Ramos-Onsins y Rozas, 2002) y su
intervalo de confianza mediante simulaciones coalescentes con el programa DnaSP v5.
Este estadistico se basa en la diferencia entre el nimero de variantes nicas y el numero
medio de diferencias entre secuencias. Valores bajos indican un crecimiento poblacional

reciente. El estadistico R, se define como,

N 1/2
(Z U,—k/2) j
i=1

R, = S
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Donde 7 es el tamaino de la muestra, S es el nimero total de sitios segregantes, k
el nimero medio de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias y U; el nimero de

mutaciones unicas en una secuencia i.
3.7.2. Diferenciacién poblacional

El indice de fijaciéon Fsr global se calculd mediante un andlisis AMOVA
estandar con el programa Arlequin v3.1. Con el mismo programa se calcularon los
valores por pares de localidades, seleccionando en ambos casos la opcidn de estadisticos
F convencionales. Los valores de significacion se obtuvieron mediante un analisis de
permutaciones (10000), aplicandose la correccion secuencial de Bonferroni en los casos
de comparaciones multiples (Rice, 1989). La estandarizacion del Fsr se realizdo de

forma andloga a la de los microsatélites.

Se construyeron redes de haplotipos con el software Network 4.6.1.0
(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm), aplicando el algoritmo Median-
joining (Bandelt y col., 1999) que establece las redes de haplotipos a partir de todos los

arboles filogenéticos posibles mas parsimoniosos.

Por otro lado, se analizaron las relaciones filogéneticas de las localidades. Las
frecuencias haplotipicas se emplearon para calcular la distancia de Cavalli-Sforza y
Edwards (1967) y construir un arbol Neighbor-joining con el paquete de programas
Phylip (Felsenstein, 1993). La robustez de los arboles se determind mediante el método
de bootstrap, realizdndose 10000 réplicas. Los arboles se construyeron con las
secuencias individuales de cada gen y también con las secuencias combinadas de los

tres genes.

3.8. Analisis de relaciones genéticas entre individuos

3.8.1. Asignacion de paternidades

La asignacion de paternidades se realizo por el método de maxima verosimilitud
implementado en el programa Cervus v3.0.3 (Kalinowski y col., 2007). Este programa
analiza datos de marcadores codominantes, asumiendo que son autosémicos, que la
especie es diploide y que los loci segregan independientemente. En primer lugar, el

programa estima las frecuencias alélicas en la poblacion y calcula varios parametros
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para cada locus: nimero de individuos genotipados, nimero de homocigotos y
heterocigotos, nimero de alelos, heterocigosidad observada y esperada, ajuste al
equilibrio Hardy-Weinberg, frecuencia de alelos nulos y el contenido de informacion
del polimorfismo (PIC). El célculo del PIC para cada locus se realiza segiin Botstein y

col. (1980):

PIC=1-3 p? -3 3 2pp]
i=1

i=l j=i+l

Donde p; y p; son las frecuencias de los alelos i y j, respectivamente, y n es el

numero de individuos de la poblacion.

También calcula el potencial de exclusion por locus y global que corresponde a
la probabilidad de excluir a un falso progenitor de un descendiente dado cuando solo se
conoce el genotipo del descendiente (exclusion 1) o conociendo también el genotipo de
uno de los parentales (exclusion 2). El potencial de exclusion 1 para un locus [ con k

alelos se calcula segun:

P =a,—4a, +4a,-3a, +2a;

k
Donde a, =Y p!
i=1

El potencial de exclusion 2 para un locus [ con k alelos se calcula segun:
F =a -2a,+a;+3(a,a,—as) - 2(‘1; -ay,)

La probabilidad media global de exclusion para n loci no ligados se calcula

segun:

n

P=1- (l_pl)

=1

El célculo de los pardmetros sefialados sirve para valorar la idoneidad de los loci

para los anélisis posteriores.

En segundo lugar el programa realiza una simulacion de analisis de paternidad.

Asumiendo equilibrio Hardy-Weinberg, genera genotipos maternos y paternos a partir
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de las frecuencias alélicas observadas en la poblacion de estudio y genotipos de
descendientes mediante un muestreo mendeliano de los alelos parentales. También
genera aleatoriamente genotipos de progenitores no relacionados. La simulacion tiene
como objetivo estimar por un lado el poder de resolucion de los marcadores empleados
a partir de las frecuencias alélicas, asi como estimar los valores criticos de LOD o Delta,
de manera que se pueda evaluar estadisticamente la fiabilidad de la asignacion
realizada. El valor LOD se obtiene a partir del logaritmo neperiano de la tasa global de
verosimilitud de la asignacidon (verosimilitud de un individuo de ser un progenitor
relativa a la que tiene un individuo escogido al azar). Un valor negativo de LOD indica
que la pareja candidata tiene menor probabilidad de ser los padres reales que de no
serlo. Mientras que un valor de LOD positivo indica que la pareja candidata tiene mayor
probabilidad de ser los progenitores verdaderos que de no serlo. El estadistico Delta
deriva del LOD y se define como la diferencia entre los valores LOD de la pareja
candidata de mayor probabilidad y los de la segunda con mayor probabilidad. El
programa permite seleccionar dos niveles de confianza para la asignacion de
paternidades: estricto (95%) y relajado (80%). Los pardmetros definidos en este estudio
para la simulacion fueron: 10000 réplicas, 139 progenitores (72 padres y 67 madres),
100% de los padres candidatos muestreados y genotipados y 1% de tasa de error de

genotipado.

Finalmente, el programa realiza el andlisis de paternidades real de la misma
forma que el analisis simulado después de indicar los padres candidatos y las madres
candidatas y qué individuos son los hijos. El padre/madre/pareja candidato mas
probable corresponde al de mayor puntuacion LOD. La confianza de la asignacion del
padre/madre/pareja mas probable se evalua en funcion del valor critico de LOD o Delta

determinado en la simulacion.
3.8.2. Estimas de parentesco

El coeficiente de parentesco (7) se calculd segiin Queller y Goodnight (1989)
con el programa IDENTIX (Belkhir y col., 2002), que calcula los valores de » para cada
par de individuos. El coeficiente de parentesco infiere la relacion entre un par de

individuos de una muestra a partir de las frecuencias alélicas.
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>y > (P, -PY
YY)

Donde x es el numero de individuos, & el numero de /oci y / 1a posicion alélica.
P, es la frecuencia de un alelo en el individuo x, locus k y la posicion alélica /, P, es la
frecuencia del mismo alelo en los individuos con los que se compara x y P* hace
referencia a la frecuencia de ese alelo en toda la poblacion excluyendo a todos los

posibles parientes de x.

Los valores de r entre individuos o grupos de individuos que comparten ambos
parentales es 0,5, entre medios hermanos que comparten el 25% de su genoma es 0,25 y

entre individuos que no estan relacionados es <0 (Queller y Goodnight, 1989).

3.9. Analisis de la contribucién de los progenitores a la semilla

Para evaluar si la contribucion a la semilla de los machos, por un lado, y de las
hembras, por otro, fue similar, tanto globalmente como por grupos de tamafio, se realizd
un test y° con la funcion chisq.test del programa R (R Core Team 2012). El P-valor se

calculé mediante simulacion Monte Carlo (100000 réplicas).

Ademas, también se evalud la existencia de contribucion desigual de los
progenitores a cada uno de los grupos de tamafio. Para ello se utilizé un método de re-
muestreo descrito en Borrell y col. (2011). Para machos y hembras se generaron de
forma pseudoaleatoria 100000 tablas de contingencia (funcidon r2dtable del programa
R), en las cuales los totales por fila y columna corresponden al numero de descendientes
observados. La proporcion de tablas en las que el valor obtenido, para un progenitor y
clase de tamafio, es mayor o igual al observado indica cuan probable es obtener dicho
valor bajo la hipdtesis nula de que la contribucion es igual a los distintos grupos de

tamano.

3.10. Tamano efectivo y tasa de endogamia

Se estimo el tamafio efectivo (Ne) del lote de reproductores teniendo en cuenta

tres posibilidades: (i) que participasen todos los reproductores utilizados, lo que
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indicaria el nivel minimo de endogamia que se generaria; (i1) considerando solamente
los individuos que realmente dejan descendencia; y (iii) considerando la contribucion

diferencial de los individuos que intervienen.

El célculo del tamafio efectivo asumiendo el primer y el segundo supuesto se

realiz6 segiin Falconer (1989):

_ 4NmNh
° N,+N,

Donde Nm y Nh son el nimero de machos y de hembras, respectivamente.

Asumiendo el tercer caso, el tamafio efectivo se calculd segin Chevassus

(1989):
v 4(N -2)

M,ﬁﬁ +| M, + & -2
Mh Mm

Donde N es el numero de descendientes, Mh y Mm son la media de

descendientes por hembra o por macho y Vh y Vm son la varianza del niumero de
descendientes por hembras y machos, respectivamente. Las medias y las varianzas se

calcularon con el paquete estadistico SPSS 16.0.

Se estimo, también, el incremento de la endogamia (AF) por generacion segin

Falconer (1989):
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4. RESULTADOS

4.1. Desarrollo de marcadores moleculares

4.1.1. Microsatélites

Se construyeron tres genotecas enriquecidas en los motivos ATC, ACC y CTGT,
conteniendo todas clones con secuencias microsatélite. La tabla 4.1 muestra las
caracteristicas de los clones. Cada genoteca comprendié entre 300 y 400 clones y se
secuencié un total de 361. De éstos, 285 contenian secuencias unicas (18-24% de
redundancia). Se encontraron motivos microsatélite en 153 clones resultando un
porcentaje de éxito por genoteca del 90% (ATC), 28% (ACC) y 49% (CTGT). El
numero de clones con regiones flanqueantes al microsatélite suficientemente largas para

el disefio de cebadores fue de 97.

Tabla 4.1. Genotecas construidas y caracteristicas de los clones.

Genoteca
Clones ATC ACC CTGT
Recombinantes 400 363 300
Secuenciados 95 91 175
E:r‘;g jﬁg‘;ﬂgg’;‘s unicas 72 (24%) 75 (18%) 138 (21%)
Con motivos microsatélite (éxito) 65 (90%) 21 (28%) 67 (49 %)
Validos para el disefio de 50 17 30

cebadores

Los microsatélites aislados en cada una de las genotecas figuran en el anexo 1.
Las tres genotecas contenian tanto microsatélites con los motivos para los que se hizo el
enriquecimiento como microsatélites con otros motivos. Se encontraron siete con
motivos dinucleotidicos, 136 trinucleotidicos, 60 tetranucleotidicos y cuatro
pentanucleotidicos. Del total de microsatélites identificados, 80 fueron puros, 46 puros
interrumpidos, nueve compuestos, 22 compuestos interrumpidos, uno complejo y seis

complejos interrumpidos, atendiendo a Chambers y MacAvoy (2000).

Se disefiaron cebadores para todos los clones posibles y se probaron para
seleccionar los que generasen un producto de PCR polimérfico. La tabla 4.11 muestra
para cada genoteca el numero de parejas de cebadores probadas y los resultados de la
PCR. De las 97 parejas probadas, 24 produjeron amplificaciones satisfactorias con un
patron polimorfico; con las demas no se obtuvo amplificacion o los patrones generados

fueron complejos 0 monomorficos.
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Tabla 4.II. Resultados de las amplificaciones realizadas con los cebadores
probados.

Genoteca ATC  Genoteca ACC  Genoteca CTGT

Pares de cebadores 50 17 30
probados

Ausencia de producto 15 (30%) 7 (41,18%) 11 (36,66%)
Patrén monomorfico 10 (20%) 6 (35,29%) 11 (36,66%)
Patron complejo 7 (14%) 1 (5,88%) 5 (16,66%)
Patrén polimérfico 18 (36%) 3 (17,65%) 3 (10%)

La tabla 4.I1I recopila las caracteristicas de los 24 microsatélite polimérficos en
una muestra de 15-24 individuos de O Grove. En 10 Joci los microsatélites son puros, en
11 son puros interrumpidos y en los demas compuestos (1) o compuestos interrumpidos
(2). Excepto tres loci con motivos tetranucletidicos, todos los marcadores contienen
repeticiones de trinucledtidos. El namero de alelos identificados oscild entre dos y 20
con una diferencia de tamano entre los alelos de tres a 184 pb. La heterocigosidad

observada y esperada vario entre 0,044-0,789 y 0,044-0,955, respectivamente.
4.1.1.1. Desarrollo de PCRs multiplex

El desarrollo de PCRs multiplex se realizd teniendo en cuenta los datos de
diversidad genética de 21 /oci obtenidos en una muestra de individuos de O Grove
(tabla 4.11I) y O Barqueiro/Faro (datos no mostrados). El programa Multiplex Manager
proporcion6 por defecto cuatro combinaciones de /loci pero se modificaron
manualmente, de modo que se consiguieron agrupar los 21 microsatélites en tres: (1)
VpAT1-6, VpATI1-36, VpAT2-74, VpAT1-54, VpAT1-67, VpAC2-34b, VpTE-228 y
VpTE-139; (2) VpATI1-85, VpATI1-35, VpATI1-31, VpAT2-97, VpAT2-8a, VpAT1-92
y VpAC1-59b; (3) VpAT2-36, VpAT2-4, VpAT2-59, VpAT2-30, VpACI1-23 y VpTE-
181 (figura 4.1). Tres de los 21 loci (VpATI1-31, VpAT2-97 y VpAT2-59) no
amplificaron satisfactoriamente durante el proceso de optimizacion de las PCRs
multiplex, por lo que fueron descartados en las amplificaciones posteriores. En la tabla
4.1V se detallan las caracteristicas de las PCRs multiplex optimizadas, incluyendo el
cebador marcado y el fluordforo, la concentracion de los cebadores y el rango de

tamano de los alelos detectados en las dos muestras analizadas.

52



4. RESULTADOS

‘eperadso

PEPISOT10010)9Y 1Y ‘BPBAIISQO PEPISOFI0012)2Y (OH ‘saseq ap saied ud SOJd[ SO Op OUBWE]} Op OFULL Y {SO[A[ P OIAWNU (BN DA0IN) () AP PEPIEIO] B] 9P
sonprArpur ap ordwnu :N ‘oprdumudur ojsandwoos ;1) £ oysandwos ) ‘oprdwnusiur omd : 4 ‘oind :J {(000z) LAoayor A s1oquuey)) un3as UOIOBIIJISB[ )y

a010e30)1eRETRT RG] Y

ILE0  €50°0  v6l1-061 T 0T s/gs eeeofoneono1eos ;g (IDLVIIVOHLVI)"(1vD)  9¢-TLVdA
. . . e3jedndienedideSeony o
€U0 9’0 LII96 L 1T $7/68 S 3 (1d)°OLV)“OLV)*7OLY)  0§-ZLVdA
. . — eeS)00)ee3TRRRI00RED 1Y . d
8890 vITO  68I-LLI S Sl S1/5°6S eSeeSooSi0fieeomen g (@4“1vD)  ®8-ZTLVIA
. . ) A eooe35es3eodeoojoeie 1y (1) X ) 5 ) ) d
LELD 68L°0  8SI-t¥l 9 €T S1/5°8S eSonveredSmeenoo ;g 1d) *(OLV)LLVY DLV p-ZLVAA
3 3013nen :
LPS0  €€5°0  vLIOFI 9 91 SI/Sss ommwmwmwmoﬂ%mmwmww M (1d) «(vO1OOLA(VOL)  T6-LLVAA
308 o :
9980 8Tv'0  6bTILL €1 T $'1/09 meuwmwwﬂmwwmﬂ% M (Id)*OLV)"*01V)  $8-LLVdA
) ) . ZonojeorioneIoe00esd Y (12)«(1o1L) N
0£9°0 9690  TOTSYI 9 €T $°T/98 eSorSneodeediBernr oy S(voL) U0l oL Yo  LYLVIA
) ) o 1015001381808 RIBERRD Y (IDOLV) .
$S6°0  60¥°0  01€-9T1 0T TT STS8S soeoreezeSofeiengoiss ;g SIOIAVOIVIVIVLLVILY) 7Y ILVIA
. . . veoreSeoSoreronesss iy I2)*OLVV) DLVD 3
9780 €€8°0  S8TL9T 8  #T TS 6S veeieeSeoSeoreodooee \f  (OLYY)(LYO) MLV IVYiLysy) TS HVIA
. . . B00)RORIEOSTREROIRND 1Y ¢
9LL'0 TTTO  9SI-1El L 81 TS 6S 10onSeoeoorSNese : (@ (vol) €5 1LVdA
8 :
PoE0  SSP0  €61-991 b TC £/09 eBemrernor SRt -] (@°(1yD)  9e-LLVdA
. . . 0811101830e35 : i
P00 P00 TEl6TI T €T $1/09 S (1) (VOLVOOUVOLD  Se-1LvdA
. . ©3BOBERIDOINIEEIIRBIE Y o d
190  T6TO0  9L1-L91 v #T £/8S e1eoonSosseeserss ;g (@(voL)  1¢1LVdA
. . : eeSeoo3e)o)3eoeeoeds) c : ) d
pE6'0  €85°0  IVTL6l  ¥I  ¥T £/95 81081385 e5eForeen 1 (1d)*(vOL)OAVOL)  TI-LLVdA
. . . 8100013 ee)eR331030 !
690 6090 TTHT 9 €T S1/09 AmenSssesaegs 10 (VOD (VOL " M(YOL (VDL 9-LLVAA
DLV ©22)0Udn)
3H OH @@ha  eN N (aw), 3W/(.).L (.£-,8) satopeqa) (:UQIEIJISE]D) INIIIRSOIIW OAIIOIA snooq

"SOPEOIJIJUIPI 9)1[9IBSOIOIW SAIOPLIIBW 7 SO AP SednsLddeIe)) [[['f B[qeL

53



Estudio genético poblacional en la almeja babosa Venerupis pullastra

om333e81m1511ed8 Y

€0L°0 91€0  9SIOVI S TT S1/s'6S . UM A (@*OvoVv)  8tz-aLdA
. . . SnedoeoonSonnso :
LSE0  6VE0  €€ILTl € €T $1/09 33313 oensngiesor ”w (@°(1vD)  18I-ALdA
. . . 1153eS1eeoed)503eIoN :
¥89°0  9Ts'0 11166 ¥ 81 $1/09 \SeeororSoesSonee ”w (@00VD)  6£T-ALAA
LOLD ©930uD)
. . . 1enNe8801000808008 :
S8Y°0  €€€°0  6vE0IE 9 ¥T $1/09 SoeSier1ITnenSisios ”w (D)(919) "(OLY)  are-TOVIA
. ] . 19©133)551e8530)5¢e !
vor'o 795’0 ell€ll € 91 S1/s'ss 51331500131 Se1eeSeees ”w (@5(1DD)  46s-1OVIA
. . N ee)SoooroyeIe5o33es ;
$65°0 T8I'0  sgl6ll v TC S1/8°8s eeIemSiSeSiSooe “w (1d) LvD ((LVL) LVD IVL  €T-1DVdA
DDV BINOUID
. . . veojeeSiSeoeeee)oe
9vs’0  00S0 9016 S 0T $1/08 SeorSimSeeieesssse “w (@*vOL)  L6-TLVIA
. . o 2111000)3082181100)00 :
€Yo LIFO  evIeTl v T §Ts6s 1eonS1eooof1008 “w ) *OIVILVV'OLY)  pL-TLVIA
. . . 9110113800080118500 1Y
°H  ©°H @ha eN N (AW SWO).L (i€-,8) S910pEQI) (xUQREIYISED) IMN[RILSOIINU 0ABOIN sm07

‘ugrENUHU0Y I ¥IqeL

54



4. RESULTADOS

S50 0SE SKE OME GEC OCE SZC O2C SIE OME SOC OOE S6Z 06T S8 OB SLT OLZ 59T 09 SST OSZ SWT OMZ SET 06T SZ OUZ SWT OMZ SOZ OO 6K OGL SBL OBF SLL OLL 591 §51 0Gh SPL OL SEL OEL STL 0ZF S O SOL 00b G606

_ JE-LVOA | e
e e v e e e e e v e e v :.é::::::::: ______-___—-::___-:__—-____-____________—_-____-:___-__-___ T

GSC O0SE SYE OME SEC OCE GZC OC SIE OME SOT OOE S6C 06T SBZ OB SLT OLZ SO 00T SST OST SKT O SET 06T SZZ 02T SMT O SO 0OZ SG O6L GBL OBL SLL OLL SO 09K SSb OSk Svb OFb SEL OCL STB OZF SMb OM GOB 00K 56 O

65-ZLvdA _ 0e-ZvdA | o

T T — A

i ____.___-:__-:__:.::-.::::-::-3:: D ____:__-:____.___-.:____.___-____:.____:.___:____.___-____ ______________—_____:_.___..____.___:__:_____.___-:__—_._:__ Th

GSE OSE SKE OvE SEE OCE GZE OZE SIC OMC SOE OOE GS6F 062 S8 0BZ SLZ OLF S92 09T SSZ OST G OWT SEZ OfZ GZZ OIF SIT 0K SOZ QOZ S6I 06K SBL OBK GLb OLb 594 09 SGb 05k Svh Obk SEL OEL SZF OZF SHb OM GOb OOF G606
SO[[e SO] op
ouewre) op ouer [e [euordiodoid so seireq se[ op pmISuo| B Xajdijnut YD SI) U AJI[ILSOIOIW SAIOPERIIBW |7 P UOIONQLYSI(] “[ ' eInT1]

55



Estudio genético poblacional en la almeja babosa Venerupis pullastra

Tabla 4.1V. Caracteristicas de las PCRs multiplex optimizadas.

Multiplex/Locus Cebador marcado*- Cebadores Rango de

Fluordéforo [UM] tamario (pb)
Multiplex |
VpAT1-6 R-FAM 0,48 243-303
VpAT1-36 R-VIC 0,064 106-196
VpAT2-74 R-NED 0,16 123-158
VpAT1-54 R-NED 1,28 267-288
VpAT1-67 R-PET 0,4 145-205
VpAC2-34b R-VIC 1,28 304-349
VpTE-228 F-FAM 0,48 136-156
VpTE-139 F-PET 0,2 99-111
Multiplex 11
VpAT1-85 F-FAM 0,48 171-249
VpAT1-35 R-VIC 0,24 120-135
VpAT2-8a F-VIC 0,48 174-192
VpAT1-92 F-PET 0,96 138-195
VpAC1-59b R-FAM 0,2 107-119
Multiplex 111
VpAT2-36 F-FAM 1,28 106-196
VpAT2-4 F-VIC 0,16 134-158
VpAT2-30 F-NED 0,48 88-117
VpAC1-23 R-FAM 0,2 111-135
VpTE-181 R-PET 0,8 124-133

*F: cebador directo; R: cebador reverso.
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4.1.2. ADN mitocondrial

Los marcadores mitocondriales seleccionados fueron un fragmento de los genes
16S, COI y CitB. Del gen 16S se amplifico un fragmento de 511 pb con los cebadores
descritos por Palumbi (1996) y se obtuvo una secuencia de 398 pb. Del gen COI se
amplificaron 708 pb con los cebadores de Folmer y col. (1994) y se obtuvo la secuencia
de un fragmento de 555 pb. En el caso del gen CitB se probaron cebadores degenerados
desarrollados por Dahlgren y col. (2000) a partir de secuencias CitB de moluscos pero
las amplificaciones no fueron consistentes. Por ello, se clond el producto de PCR de
cuatro individuos, se obtuvo la secuencia de un clon por cada individuo y se disefiaron
nuevos cebadores, especificos de V. pullastra. Estos cebadores amplifican un fragmento

de 400 pb y se obtuvo una secuencia de 314 pb.
4.1.2.1. Analisis del modo de herencia

Dado que en R. philippinarum se demostr6 la existencia de DUI, se realiz6 una
prueba preliminar con el gen CitB para averiguar si también existe DUI en V. pullastra.
Para ello, se amplificd este gen con los cebadores especificos de esta especie y ADN
molde obtenido de musculo aductor de dos machos y dos hembras y de esperma. El
fragmento amplificado (400 pb) se secuencio directamente, obteniéndose la secuencia
para un tramo de 223 pb. Al alinear las secuencias se encontraron sélo dos sitios
variables (figura 4.5) asociados a las secuencia de esperma y musculo de uno de los
individuos. Aunque no pueda descartarse que estas diferencias sean atribuibles a la
presencia de DUI, en analisis posteriores se asumi6 que V. pullastra presenta un solo

tipo de ADN mitocondrial por la baja diferenciacion detectada.

4.2. Analisis de poblaciones naturales mediante microsatélites

4.2.1. Diversidad genética

La diversidad genética se analiz6 en muestras de 22-50 individuos procedentes
de cinco localidades de la costa gallega (O Barqueiro, Barallobre, Camarinas, O Grove
y Cangas) y una de la costa portuguesa (Faro). En la tabla 4.V se detallan las estimas

obtenidas.
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El nimero de alelos por /ocus vario entre 3 (VpAT2-36) y 33 (VpATI1-85). La
heterocigosidad observada vari6 entre 0,079 (VpATI1-35) y 0,707 (VpAT2-4), y la
heterocigosidad esperada entre 0,084 (VpAT1-35) y 0,908 (VpATI1-85). Los valores de
riqueza alélica se encontraron en un rango de 2,32 (VpAT2-36) a 16,167 (VpA1-85).
Catorce de los 18 loci presentaron alelos privados en al menos una localidad. La
frecuencia de estos alelos no fue superior a 0,057, con la excepcion de un alelo privado

del locus VpATI1-36 (170) y dos del VpAT2-74 (143 y 126) de la localidad de Faro,

cuyas frecuencias fueron 0,722, 0,711 y 0,133 respectivamente.

Mlesperma TGAGTCTGAGGTGGTATTTGCGTGGGGGACGCTACATTAAAGCGATTTTTTACACTCCAT 60
MIMOSCULO .ottt e e e e e e e e e e e 60
M2ESPEIIMA & it ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 60
M2MUASCULO .ottt e e e e e e e e e 60
HIMGSCULO .ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 60
H2mMO S UL O . e e e e e e e e e e e e e 60
Mlesperma TTTAGGCTTCCTTTTGTGTTAGCGGGATTAGCAGTATTACATATTATTATGATTCATGAG 120
MIMOSCULO .ottt e e e e e e e e e e e e e 120
20 = o 1= o 11 120
M2MUASCULO .ottt e e e e e e e e e e e e 120
HIMGSCULO oottt ittt ettt et e e e et e e e e e e e e e e e e e e 120
H2mMO S UL O . e e e e e e e e e e e e 120
MlEsperma TCTGGGACCAGAAATCCTTTAGGTATTAGAAGAAGTGGAGATATGATCCCCTTTCATTAC 180
MIMASCULO ittt ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e T 180
78 = o 1= o 11 T 180
M2MOaSCULO .ol e e e e e e e e e e e e e T 180
HIMGSCULO oottt it ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T 180
H2mMOSCULO . e e e e e e e e e e e e T 180
MlEsperma TACTATACCGTGAAGGATTTAGTGGGGGTGATAGTAACTCTGA 223

MImisculo . ... ..t 2 223

M2ESPETIMA & ittt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 223

M2MASCULO .ttt it e e e e e e e e e e 223

HIMGSCULO ittt ittt et et et e e et e e e e e e e e e 223

H2MGSCULO ..ttt e e e e e e e e e e e e e e 223

Figura 4.5. Alineamiento de las secuencias de CitB obtenidas de esperma y musculo de machos
(M) y hembras (H). Los puntos representan residuos idénticos; las sustituciones nucleotidicas se
indican con la base correspondiente.

Ninguno de los tests de desequilibrio de ligamiento realizados (918 resultantes
de la combinacion de pares de loci y localidad) resulto significativo tras la correccion
secuencial de Bonferroni, por lo que puede considerarse que todos los /oci segregan

independientemente.

En las localidades, el nimero medio de alelos por /ocus fue 6,500-7,611 y la
riqueza alélica de 5,488-6,207, encontrandose los valores extremos en Barallobre y O
Grove, respectivamente. La heterocigosidad observada vari6 entre 0,392 (Barallobre) y
0,424 (O Barqueiro) y la heterocigosidad esperada entre 0,566 (Cangas) y 0,609 (Faro).

Al aplicar el test de Friedman no se detectaron diferencias significativas en los valores
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de riqueza alélica entre las localidades ni tampoco en los valores de las
heterocigosidades observadas y esperadas. Atendiendo a estos dos ultimos parametros,

las localidades muestran una diversidad genética moderada.

De los 108 tests realizados para testar el equilibrio Hardy-Weinberg, resultantes
de la combinacion /ocus-localidad, 55 resultaron significativos para un o= 0,05 y 37
después de la correccion secuencial de Bonferroni. Tras esta correccion, los valores
significativos se concentran sobre todo en cinco loci (VpTE-228, VpAT1-85, VpATI-
92, VpAT2-8a, VpAC1-23) con desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg en todas las localidades. Todas las combinaciones que no se encontraron en
equilibrio tienen valores positivos para el coeficiente de endogamia (0,278 VpAT2-
30/0 Grove — 0,887 VpTE-228/0 Grove) indicando la existencia de un déficit de

heterocigotos. Globalmente, todas las localidades presentaron valores de Fs positivos.

El programa Micro-Checker indicé la presencia de alelos nulos en las 37
combinaciones /ocus-localidad que no se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg
(tabla 4.VI). En cinco loci (VpTE-228, VpATI1-85, VpAT1-92, VpAT2-8a y VpAClI-
23) los alelos nulos se detectaron a una frecuencia superior a 0,2 en todas o la mayoria

de las localidades.

Al aplicar los tests de neutralidad a cada una de las 37 combinaciones
locus/localidad que no se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg, ninguno de ellos

resultd significativo.
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Tabla 4.V. Diversidad genética en los marcadores microsatélite.

Locus Bqg Ba Cm Gr Ca Fa Total
VpAT1-6 N 46 38 46 48 47 41 225
Na 6(1) 7(1) 5 9(2) 7 7(1) 12
Ac 273 273 273 273 273 270 273

FAc 0478 0,461 0,511 0,532 0,479 0,439 0,438
Rs 5,357 6,075 4,891 6,628 5,761 6,064 6,119
Ho 0,739 0,711 0,500 0,542 0,532 0,634 0,610
He 0,648 0,683 0,641 0,652 0,637 0,729 0,666
Fis -0,142  -0,042 0,222 0,170 0,167 0,132 0,115

VpAC2-34b N 50 43 43 49 50 44 279
Na 8 8 8 9 10 8 12
Ac 325 325 325 325 325 322 325

Fac 0,660 0,663 0,640 0,650 0,725 0,636 0,591
Rs 6,028 6,727 6,387 6,769 7,313 5,500 7,056
Ho 0,560 0,372 0,581 0,347 0,400 0,341 0,434
He 0,531 0,544 0,561 0,462 0,558 0,552 0,536
Fis -0,055  0,318* -0,037 0,252* 0,285* 0,385* 0,295

VpAT1-54 N 50 35 49 50 43 44 271
Na 8 6(1) 6 8 8 9(1) 10
Ac 274 274 274 279 279 270 274

Fac 0,330 0,371 0,357 0,419 0,300 0,318 0,290
Rs 6,809 5,489 5,611 7,666 6,670 8,110 7,595
Ho 0,620 0,457 0,592 0,680 0,558 0,796 0,617
He 0,765 0,719 0,743 0,809 0,724 0,804 0,762
Fis 0,191 0,368** 0,205 0,160* 0,231* 0,011* 0,218

VpAT1-36 N 50 44 48 49 40 45 276
Na  9(2) 4 5 6(1) 5(1) 5(1) 12
Ac 172 172 172 172 172 170 172

Fac 0,760 0,773 0,813 0,850 0,806 0,722 0,696
Rs 5,717 3,750 4,276 4,947 4,389 3,974 5,512
Ho 0,440 0,455 0,375 0,347 0,300 0,311 0,371
He 0,405 0,386 0,331 0,343 0,274 0,447 0,364
Fis -0,087  -0,181  -0,133  -0,011  -0,095 0,307* 0,242

VpAT2-74 N 49 44 50 50 48 45 286
Na 4 5 4 4 6(3) 5(2) 10
Ac 145 145 145 145 145 143 145

Fac 0,837 0,761 0,800 0,802 0,760 0,711 0,685
Rs 3,401 4,195 3,346 3,517 4,220 4,482 5,229
Ho 0,327 0,386 0,280 0,300 0,354 0,178 0,304
He 0,290 0,397 0,339 0,389 0,341 0,468 0,371
Fis -0,129 0,027 0,176 0,230 -0,040  0,623** 0,393

Bq: O Barqueiro; Ba: Barallobre; Cm: Camarifias; Gr: O Grove; Ca: Cangas; Fa: Faro; N: numero de
individuos; Na: nimero de alelos, entre paréntesis, nimero de alelos privados; Ac: alelo més frecuente
definido en pares de bases; FAc: frecuencia de Ac; Rs: riqueza alélica en base a 22 individuos; Ho:
heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; F,: coeficiente de endogamia. (*)
Significativo con 0=0,05. (**) Significativo tras la correccion secuencial de Bonferroni.
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Tabla 4.V. Continuacion.

Locus Bqg Ba Cm Gr Ca Fa Total
VpAT1-35 N 47 44 48 49 50 50 288
Na 4 2 3(1) 5 3 3 6
Ac 129 129 129 129 129 129 129

FAc 0,957 0,989 0,938 0,970 0,939 0,950 0,957
Rs 2,656 1,500 2,416 3,296 2,129 2,517 2,495
Ho 0,085 0,023 0,125 0,122 0,060 0,060 0,079
He 0,084 0,023 0,120 0,119 0,059 0,097 0,084

Fis -0,019 0 0,046 -0,030 -0,014 0385* 0,055
VpAT1-67 N 49 38 44 49 40 45 265

Na 4 6 7(1) 8(2) 4 7(1) 12

Ac 184 184 184 184 184 181 184

FAc 0,776 0,737 0,682 0,750 0,582 0,589 0,626
Rs 3,790 4,956 5,252 5,749 3,463 5,828 5,693
Ho 0,408 0,526 0,523 0,674 0,450 0,400 0,497
He 0,379 0,434 0,504 0,612 0,401 0,588 0,486
Fis -0,079  -0,216  -0,037 -0,102 -0,124  0,322* 0,127

VpTE-139 N 50 48 50 50 48 44 290
Na 4 4 5 5(1) 3 5(1) 8
Ac 110 110 110 110 110 110 110
FAC 0490 0458 0440 0500 0460 0511 0476
Rs 3440 3,709 3,880 4,129 3 4 3,725

Ho 0,520 0,479 0,620 0,646 0,540 0,614 0,570
He 0,638 0,653 0,667 0,664 0,628 0,632 0,648
Fis 0,186 0,268 0,071 -0,029 0,188 0,029 0,116

VpTE-228 N 27 27 22 23 23 32 154
Na 6 8 9(1) 8 7 6 11
Ac 140 140 139 140 144 139 140
FAc 0333 0370 0341 0435 0370 0453 0247
Rs 5,783 7412 9 7,954 6955 5,898 9,095

Ho 0,111 0,222 0,182 0,087 0,130 0,094 0,138
He 0,771 0,753 0,802 0,756 0,750 0,730 0,773
Fis 0,858** 0,709** 0,777** 0,887** 0,829** 0,873** 0,840

VpAC1-59b N 50 50 49 50 50 50 299
Na 6 6 6 6 5 6 7
AcC 119 119 119 119 119 119 119

FAc 0,530 0,490 0,663 0,520 0,590 0,550 0,557
Rs 5,067 5,125 4,347 4,320 4,389 5,035 4,746
Ho 0,700 0,740 0,510 0,660 0,600 0,480 0,615
He 0,638 0,676 0,518 0,582 0,643 0,630 0,614
Fis -0,099* -0,096 0,015 -0,136 0,068 0,239 0,001
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Tabla 4.V. Continuacion.

Locus Bqg Ba Cm Gr Ca Fa Total
VpAT1-85 N 45 49 48 47 50 50 289
Na  21(1) 15(1)  21(1)  21(1)  18(2)  21(1) 33
AcC 192/219 197 195 197 192 197 192
FAc 0,122 0,214 0,167 0,190 0,277 0,150 0,142
Rs 17,124 10,902 16,104 14,333 13,629 16,547 16,167
Ho 0,467 0,367 0,438 0,468 0,500 0,420 0,443
He 0,935 0,864 0,922 0,873 0,900 0,924 0,908
Fis 0,503** 0,577** 0,528%* 0,467** 0,447** 0,548** 0,517
VpAT1-92 N 41 49 49 45 50 49 283
Na 12(1) 10 12(1) 10 10 13(1) 17
Ac 161 161 161 161 161 161 161
FAc 0,439 0,531 0,520 0,490 0,478 0,571 0,507
Rs 9,612 8,464 9,649 8,747 8,593 10,171 9,962
Ho 0,293 0,245 0,143 0,356 0,240 0,408 0,281
He 0,763 0,690 0,702 0,740 0,721 0,657 0,717
Fis 0,619** 0,647** 0,798** 0,522** 0,669** 0,381** 0,609
VpAT2-8a N 44 46 47 42 46 41 266
Na 8 9 13(1) 11 11(1) 10 16
Ac 184 184 177 184 184 177 184
FAc 0,341 0,294 0,287 0,272 0,357 0,232 0,278
Rs 6,85 7,85 10,540 9,979 9,201 8,793 9,954
Ho 0,364 0,261 0,362 0,238 0,391 0,293 0,318
He 0,756 0,828 0,829 0,809 0,828 0,848 0,822
Fis 0,522** 0,687** 0,566** 0,708** 0,530** 0,658** 0,616
VpAC1-23 N 48 47 47 44 48 46 280
Na 6 7 6 6 7(1) 7 8
Ac 132 132 132 132 132 132 132
FAc 0,719 0,660 0,649 0,677 0,557 0,598 0,645
Rs 4,751 6,384 5,354 5,604 6,335 6,168 5,940
Ho 0,188 0,128 0,128 0,182 0,229 0,326 0,197
He 0,457 0,541 0,540 0,636 0,522 0,590 0,551
Fis 0,592** 0,766** 0,765** 0,717** 0,564** 0,450** 0,642
VpAT2-30 N 49 48 48 50 50 47 292
Na 8 7 8 9 7 9(1) 10
AcC 106 106 106 106 106 106 106
FAc 0,449 0,458 0,448 0,450 0,430 0,404 0,440
Rs 6,746 5,603 6,079 7,119 5,786 6,902 6,567
Ho 0,490 0,438 0,583 0,540 0,380 0,553 0,497
He 0,723 0,675 0,712 0,696 0,746 0,713 0,713
Fis 0,325*%  0,354* 0,182  0,278** 0,456** 0,226* 0,304
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Tabla 4.V. Continuacion.

Locus Bqg Ba Cm Gr Ca Fa Total
VpAT2-36 N 42 37 39 36 45 41 240
Na 3 2 3 2 2 2 3
Ac 191 191 191 191 191 191 191
FAc 0,893 0,851 0,897 0,789 0,833 0,707 0,827
Rs 2,772 2 2,808 2 2 2 2,320

Ho 0,071 0,135 0,103 0,056 0,111 0,244 0,120
He 0,198 0,257 0,191 0,337 0,282 0,419 0,282
Fis 0,641** 0477* 0465* 0,805** 0,673** 0,421* 0,583

VpAT2-4 N 41 44 42 40 47 43 257
Na  8(1) 7(1) 7 7 7 8(2) 11
Ac 146 146 146 146 150 146 146

FAc 0,439 0,409 0,464 0,372 0,438 0,419 0,399
Rs 7,132 5,746 6,398 6,511 6,333 6,870 6,519
Ho 0,707 0,614 0,691 0,725 0,809 0,698 0,707
He 0,675 0,696 0,691 0,726 0,715 0,718 0,703

Fis -0,049 0,120 0 -0,015  -0,116 0,029  -0,006
VpTE-181 N 50 49 46 49 49 50 244

Na 3 4 3 3 3 3 4

AcC 127 127 127 127 127 127 127

FAc 0,570 0,653 0,565 0,684 0,694 0,710 0,647
Rs 2,986 2,898 2,478 2,449 2,449 2,440 2,724
Ho 0,540 0,490 0,652 0,449 0,571 0,380 0,514
He 0,546 0,472 0,506 0,443 0,435 0,422 0,470
Fis 0,011 -0,039  -0,292  -0,032 0,293* 0,100 -0,084

Global N 50 50 50 50 50 50 —
Na 7,111 6,500 7,278 7,611 6,833 7,444 —
Rs 5,890 5,488 6,045 6,207 5,701 6,183 —
Ho 0,424 0,392 0,410 0,404 0,406 0,403 0,407
He 0,567 0,572 0,573 0,590 0,566 0,609 0,580
Fis 0,250 0,273 0,254 0,283 0,288 0,371 —

4.2.2. Diferenciacion poblacional

El analisis de la diferenciacion poblacional se llevd a cabo con 13 de los 18 loci
microsatélite incluidos en las PCRs multiplex. Se descartaron cinco loci con alelos nulos
en frecuencias superiores a 0,2 (VpTE-228, VpATI1-85, VpATI1-92, VpAT2-8a y
VpAC1-23) ya que este tipo de alelos, a frecuencias elevadas, conducen a sobrestimar
tanto Fsr como las distancias genéticas cuando existe estructura de poblacion (Chapuis

y Estoup, 2007).
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Tabla 4.VI. Frecuencias estimadas de alelos nulos.

Locus Bg Ba Cm Gr Ca Fa
VpAT1-54 — 0147 — — — —
VpAT2-74 — — — — — 0,195

VpTE-228 0,367 0,297 0,338 0,375 0,348 0,364
VpAT1-85 0,238 0,263 0,248 0,212 0,207 0,259
VpAT1-92 0,263 0,260 0,326 0,217 0,277 0,147
VpAT2-8a 0,220 0,307 0,252 0,312 0,235 0,296
VpAC1-23 0,182 0,265 0,265 0,275 0,190 0,162
VpAT2-30 — — 0,114 0,183 —

VpAT2-36 0,104 — — 0,174 0,167 —

El valor global del estadistico Fsy fue de 0,079, significativamente distinto de
cero, y el valor del Fsr estandarizado (F’sy) de 0,196, un valor alto segun la
clasificacion de Wright (1978). Los valores de Fsr por locus (tabla 4.VII) oscilaron
entre -0,008 (VpTE-139) y 0,390 (VpAT2-74), siendo significativamente distintos de
cero en seis loci (VpAT1-6, VpAC2-34b, VpAT1-54, VpATI1-36, VpAT2-74 y VpATI1-
67). De éstos, VpAT1-36 y VpAT2-74 son los que mas contribuyen a la diferenciacion.

Tabla 4.VIL. Fsr por locus.
Locus Fsr  P-valor
VpAT1-6 0,037 <0,001%*
VpAC2-34b 0,174 <0,001%*
VpAT1-54 0,051 <0,001*
VpAT1-36 0,378 <0,001*
VpAT2-74 0,390 <0,001%*
VpAT1-35 0,000 0,460
VpAT1-67 0,195 <0,001%*
VpTE-139 -0,008 1,000
VpAC1-59b 0,003 0,220
VpAT2-30 0,001 0,400
VpAT2-36 0,025 0,100
VpAT2-4 0,001 0,340
VpTE-181 0,006 0,140
(*) Significativo para a=0,05.

La tabla 4.VIII muestra los valores de Fsr por pares de localidades. En las 15
comparaciones realizadas, seis tienen un valor de Fsysignificativamente distinto de cero
y cinco después de la correccion secuencial de Bonferroni. En estas cinco destaca el

hecho de que todas incluyen la localidad de Faro. Los valores indican una
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diferenciacion genética muy alta entre la localidad portuguesa y todas las gallegas
(F’s7=0,422-0,581) y la ausencia de diferencias genéticas significativas entre las

localidades de Galicia.

Tabla 4.VIII. Valores Fsr por pares de localidades. Sobre la diagonal Fir;

bajo la diagonal F’sr.

Bqg Ba Cm Gr Ca Fa
Bqg -0,002 -0,004  0,005*  -0,00001 0,207**
Ba 0 -0,001 0,001 -0,005 0,200%*
Cm 0 0 0,003 0,001 0,207**
Gr 0,013 0,002 0,005 -0,0001 0,194%**
Ca O 0 0,002 0 0,212%*
Fa 0,581 0,511 0,454 0,422 0,490
(*) Significativo con 0=0,05. (**) Significativo tras la correccion secuencial de
Bonferroni.

La diferenciacion poblacional se evalu6 también atendiendo a la distribucion de
frecuencias génicas. La tabla 4.IX indica el P-valor de los tests realizados por locus. Las
distribuciones génicas de los loci VpATI1-6, VpAC2-34b, VpATI1-54, VpATI1-36,
VpAT2-74, VpAT1-67 y VpAT2-36 resultaron significativamente heterogéneas tras la
correccion secuencial de Bonferroni. Todos los loci que presentaron heterogeneidad,

excepto VpAT2-36, coincidieron con los que muestran valores de Fsr significativos.

El analisis de las distribuciones génicas se realizd también por pares de
localidades y locus. Del total de 195 combinaciones, resultaron significativas tras la
correccion secuencial de Bonferroni todas las que implicaron a Faro en seis de los /oci
(VpAT1-6, VpAC2-34b, VpATI1-54, VpATI1-36, VpAT2-74 y VpATI1-67), en

consonancia de nuevo con los analisis de Fsr.

El programa Structure detectd igualmente la existencia de diferenciacion
genética. Al considerar que los individuos pueden tener un origen mixto y frecuencias
alélicas independientes, se obtuvo el valor maximo para la verosimilitud estimada de K
para K=2 (figura 4.2). Valores de K mayores mostraron valores de verosimilitud
similares aunque mas bajos. De igual modo, la distribucion de AK mostré un elevado

pico para K =2, con el resto de valores mucho mas bajos y cercanos a cero (figura 4.2).
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Tabla 4.1X. Valores de significacion de
la diferenciacion génica por locus.

Locus P-valor
VpAT1-6 <0,001**
VpAC2-34b <0,001**
VpAT1-54 <0,001**
VpAT1-36 <0,001**
VPpAT2-74 <0,001**
VpAT1-35 0,183
VpAT1-67 <0,001%**
VpTE-139 0,747
VpAC1-59b 0,249
VpAT2-30 0,012*
VpAT2-36 0,001**
VpAT2-4 0,349
VpTE-181 0,044*

(*) Significativo para a=0,05. (**) Significativo tras la
correccion secuencial de Bonferroni.

La figura 4.3 representa el resultado obtenido en una de las réplicas cuando se
considerd la existencia de dos grupos; en ella se observan dos grupos claramente
diferenciados, uno muy homogéneo constituido por las cinco localidades gallegas (color
verde) y el otro compuesto por la localidad portuguesa (color rojo). S6lo unos pocos
individuos de Faro heredaron la mayor parte de su genoma de la misma poblacién que

los individuos de las localidades gallegas.

Verosimilitud de los valores de K AK
-7,000,000 450000
400000 .
-7,200,000 PG ¥
-7.400,000 y= % === 5 ==y 300000
4 250000
-7,600,000 i 5
-7,800,000 150000
8,000,000 2 100000
Rk / 50000 :
-8,200,000 oL e
1 2 3 4 5 [ 1 2 3 4 5 6
K K

Figura 4.2. Distribucion de la verosimilitud estimada de K y AK. En el grafico de AK no se
encuentran representados K=1 ni K=6 al calcularse AK como la diferencia entre valores
consecutivos de K.
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Bg Ba Cm Gr Ca Fa

Figura 4.3. Estructura poblacional inferida con el programa Structure. Cada individuo se
representa mediante una barra vertical dividida en dos segmentos cada uno proporcional a su
coeficiente de pertenencia a cada grupo. Cada color representa un grupo. Las lineas negras
separan los individuos de las distintas muestras.

Por otro lado, las estimas del nimero de migrantes presentaron los valores mas
elevados en las comparaciones de las cinco localidades gallegas, y los valores mas bajos
en las comparaciones que incluian la localidad portuguesa (tabla 4.X). Estos son del
orden de 10 veces menores que los hallados entre las localidades gallegas, indicando la

existencia de restricciones en el flujo génico con la localidad de Faro.

Tabla 4.X. Nimero de migrantes entre pares de localidades.
Bg Ba Cm Gr Ca

Ba 34,379

Cm 25,543 18,435

Gr 22,092 34,001 18,350

Ca 32,845 57,386 18,337 31,177

Fa 2,496 2,581 2,746 2,703 2,439

La reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las seis localidades,
mediante el algoritmo Neighbor-joining y la distancia de Cavalli-Sforza y Edwards
(1967), dio lugar a un arbol (figura 4.4) donde Faro es la localidad mas diferenciada
genéticamente; las localidades gallegas no mostraron una separacion clara entre ellas y

la significacion de las ramas resulto baja.
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Faro

O Grove

Cangas Camarinas

Barallobre QB0

0.01

Figura 4.4. Arbol filogenético de las seis localidades de V.pullastra, inferido
mediante el algoritmo Neighbour-joining y la distancia de Cavalli-Sforza y
Edwards (1967) calculada a partir de las frecuencias alélicas de 13 loci
microsatélite. Los nimeros de los nodos indican los valores bootstrap
obtenidos para 10000 réplicas.

4.3. Analisis de poblaciones naturales mediante marcadores

mitocondriales
4.3.1. Diversidad genética

El alineamiento de 169 secuencias (24-33 individuos por localidad) del gen 16S
mostro 33 sitios variables (26 sustituciones nucleotidicas y siete gaps), definiendo un
total de 26 haplotipos (anexo II), 17 de los cuales fueron tunicos (Tabla 4.XI).
Globalmente, el haplotipo 2 fue el mas abundante (72%), estando presente en todas las
localidades con frecuencias entre 50% y 84,85%. El resto de haplotipos se encontraron
en frecuencias inferiores al 6%. La mayoria de los haplotipos (19) fueron privados, en
numero de dos a seis por localidad, siendo siempre nicos a excepcion de los haplotipos
17 y 24 con dos copias en Camarifias y en Faro respectivamente. O Barqueiro y

Camarifas fueron las localidades que compartieron un mayor numero de haplotipos (7).
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Tabla 4.XI. Frecuencia absoluta de los 26 haplotipos del
gen 16S en las seis localidades examinadas.

Haplotipo Bq Ba Cm Gr Ca Fa Global (%)

Hapl 2 1 3 (1,78)
Hap2 19 23 12 28 17 22 121(72)
Hap3 1 2 2 2 3 10 (5,92)
Hap4 1 1(0,59)
Hap5 1 2 1 4(2,37)
Hap6 1 1 2 (1,18)
Hap7 1 1(0,59)
Hap8 1 2 1 2 6 (3,55)
Hap9 1 1 2 (1,18)
Hapl10 1 1(0,59)
Hapll 1 1(0,59)
Hapl2 1 1(0,59)
Hapl13 1 1(0,59)
Hapl4 1 1(0,59)
Hapl5 1 1(0,59)
Hapl6 1 1 (0,59)
Hapl7 2 2 (1,18)
Hapl18 1 1(0,59)
Hapl19 1 1(0,59)
Hap20 1 1(0,59)
Hap21 1 1 (0,59)
Hap22 1 1(0,59)
Hap23 1 1(0,59)
Hap24 2 2 (1,18)
Hap25 1 1(0,59)
Hap26 1 1(0,59)

Del gen CitB se analizd un total de 184 secuencias (26-39 individuos por
localidad). El alineamiento de las secuencias mostrd 20 sitios variables; catorce debidos
a sustituciones sindénimas y seis a no sinonimas que afectaron tres posiciones
aminoacidicas. Los 20 sitios variables definieron 16 haplotipos (anexo III), siendo
nueve Unicos. Dos de los haplotipos mostraron frecuencias del 55,98% (haplotipo 2) y
del 25,54% (haplotipo 1) y se encontraron en todas las localidades con un rango de
frecuencias de 35,71%-76,7% y 10%-42% respectivamente (tabla 4.XII). La frecuencia
global de los haplotipos menos representados oscilo entre el 0,54% y el 4,89%. Se
encontraron haplotipos Unicos en todas las localidades, excepto en O Grove, en numero
de uno a tres por localidad. Cangas y Faro fueron las localidades que compartieron un

mayor numero de haplotipos (6).
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Tabla 4.XII. Frecuencia absoluta de los 16 haplotipos del gen
CitB en las seis localidades examinadas.

Haplotipo Bg Ba Cm Gr Ca Fa Global (%)

Hapl 8 13 8 3 7 8 47 (25,54)
Hap?2 14 15 20 23 21 10 103 (55,98)
Hap3 1 1 2 1 5(2,72)
Hap4 1 1(0,54)
Hap5 1 1 (0,54)
Hap6 1 1(0,54)
Hap7 1 1 4 (2,17)
Hap8 1 1(0,54)
Hap9 1 1(0,54)
Hap10 1 1 (0,54)
Hapll 2 4 3 9 (4,89)
Hapl12 2 1 4 (2,17)
Hapl3 1 1 (0,54)
Hapl4 1 2 3 (1,63)
Hapl15 1 1(0,54)
Hapl6 1 1(0,54)

Del gen COI se obtuvo la secuencia en 182 individuos (22-39 individuos por
localidad). El alineamiento de secuencias reveld 47 sitios variables identificindose 31
haplotipos, 25 de ellos tnicos (anexo IV). De los 47 sitios, 17 se debieron a
sustituciones sindnimas y 30 a sustituciones no sinénimas que afectaron a 25 posiciones
aminoacidicas. El haplotipo més frecuente fue el 2 tanto globalmente (73%) como por
localidad (72,73%-87,88%); la frecuencia global de los demas varié del 0,55 al 7,14%
(tabla 4.XIII). Como en los casos anteriores se detectaron haplotipos privados (26) en
numero de dos a siete por localidad, siendo siempre Unicos excepto el haplotipo 1,
detectado dos veces en O Barqueiro. Las localidades que compartieron mas haplotipos

fueron O Barqueiro y Cangas (4).

La red de haplotipos construida para cada uno de los genes muestra en todos los
casos una estructura estrellada con todos los haplotipos estrechamente relacionados con
el mas frecuente (figura 4.5). El nimero de cambios producidos es en general bajo, con
s6lo un cambio la mayoria de las veces y maximos de cuatro (CitB), cinco (COI) o seis

(16S).
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Tabla 4.XIII. Frecuencia absoluta de los 31 haplotipos del gen COI
en las seis localidades examinadas.

Haplotipo Bg Ba Cm Gr Ca Fa Global (%0)
Hapl 2 2 (1,10)
Hap2 28029 22 20 18 16 133 (73,08)
Hap3 1 1 (0,55)
Hap4 1 1 2 4 (2,20)
Hap5 1 1 1 3 (1,65)
Hap6 1 2 3 5 2 13 (7,14)
Hap7 1 1 (0,55)
Hap8 1 1 (0,55)
Hap9 1 1 (0,55)
Hapl0 1 1 (0,55)
Hapll 1 1(0,55)
Hapl2 1 1 (0,55)
Hapl3 1 1 (0,55)
Hapl4 1 1 (0,55)
Hap15 1 1 (0,55)
Hapl6 1 1 (0,55)
Hapl7 1 1 (0,55)
Hapl8 1 1 (0,55)
Hapl19 1 1 (0,55)
Hap20 1 1 (0,55)
Hap21 1 1 2 (1,10)
Hap22 1 1 (0,55)
Hap23 1 1 (0,55)
Hap24 1 1 (0,55)
Hap25 1 1 (0,55)
Hap26 1 1 (0,55)
Hap27 1 1 (0,55)
Hap28 1 1 (0,55)
Hap29 1 1 (0,55)
Hap30 1 1 (0,55)
Hap31 1 1 (0,55)
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Figura 4.5. Arboles de redes con las relaciones inferidas entre los haplotipos de los genes 16S,
CitB y COI. Los numeros representados en las ramas indican el numero de cambios que dieron
lugar al haplotipo. El tamafio de los circulos representa la frecuencia de cada haplotipo. Los
circulos negros indican haplotipos intermedios no presentes en la muestra.

El analisis de la diversidad genética se realizd también combinando las
secuencias obtenidas de los tres genes (1267 pb). Se alinearon 106 secuencias (11-25
por localidad), detectandose 68 sitios variables y 44 haplotipos diferentes (anexo V).
Como en el andlisis individual, la mayoria de los haplotipos fueron Unicos (37) y
privados (38). Los haplotipos 3 y 4 fueron los mas abundantes globalmente (37% y
20%) y por localidad (30%-52,17% y 6,25%-28,5%, respectivamente); ninguno de los
demas superd el 4% respecto al total de haplotipos (tabla 4.XIV). Igualmente, los
haplotipos privados se distribuyeron entre todas las localidades (de 3 a 10 por localidad)
siempre en una copia, excepto el haplotipo 25, presente en dos individuos de
Camarifias. La red de haplotipos evidencia dos haplogrupos con estructura de estrella

interconectados y centrados en los haplotipos mas frecuentes 3 y 4 (figura 4.6).
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Tabla 4.XIV. Frecuencia absoluta de los 44 haplotipos
resultantes de la combinacion de los tres genes en las seis
localidades examinadas.

Haplotipo Bg Ba Cm Gr Ca Fa Global (%)

Hapl 1 1(0,94)
Hap2 1 1(0,94)
Hap3 4 8 5 12 3 7 39 (36,79)
Hap4 1 6 1 2 2 6 18 (16,98)
Hap5 1 1 2 (1,89)
Hap6 1 1(0,94)
Hap7 1 1 (0,94)
Hap8 1 1(0,94)
Hap9 1 1(0,94)
Hap10 1 1(0,94)
Hapll 1 1(0,94)
Hap12 1 1(0,94)
Hap13 1 1(0,94)
Hapl4 1 1(0,94)
Hap15 1 1 (0,94)
Hapl6 1 1(0,94)
Hapl7 1 1(0,94)
Hap18 1 1 (0,94)
Hapl9 1 1(0,94)
Hap20 1 1(0,94)
Hap21 1 1(0,94)
Hap22 1 1(0,94)
Hap23 1 1 (0,94)
Hap?24 1 1 2 (1,89)
Hap25 2 2 (1,89)
Hap26 1 1 (0,94)
Hap27 1 1(0,94)
Hap28 1 1(0,94)
Hap29 1 1(0,94)
Hap30 2 2 4 (3,77)
Hap3l 1 1 (0,94)
Hap32 1 1 2 (1,89)
Hap33 1 1(0,94)
Hap34 1 1 (0,94)
Hap35 1 1(0,94)
Hap36 1 1(0,94)
Hap37 1 1(0,94)
Hap38 1 1(0,94)
Hap39 1 1(0,94)
Hap40 1 1(0,94)
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Tabla 4.XIV. Continuacion.

Haplotipo Bg Ba Cm Gr Ca Fa Global
Hap41l 1 1(0,94)
Hap42 1 1(0,94)
Hap43 1 1(0,94)
Hap44 1 1(0,94)
H2
O Barqueiro
! Li19 mmm Baraliobre
H34 H38 H30 B Camarifias
H32 mmm O Grove
Cangas
I Faro

Figura 4.6. Arboles de redes con las relaciones inferidas entre los haplotipos de
la combinacion de los tres genes. Los ntimeros representados en las ramas
indican el nimero de cambios que dieron lugar al haplotipo. El tamafio de los
circulos representa la frecuencia de cada haplotipo. Los circulos negros indican

haplotipos intermedios no presentes en la muestra.

La tabla 4.XV muestra los valores de diversidad genética medida como
diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica en las seis localidades estudiadas.
Globalmente, la diversidad haplotipica revelada individualmente por cada gen fue
moderada (16S: 0,483; CitB: 0,620; COI: 0,462) pero alta en la combinacion de los tres
genes (0,838). La mayor parte de las localidades tienen una diversidad haplotipica
similar aunque cabe resaltar ciertas diferencias. O Grove y Camarifias destacan por
tener una diversidad haplotipica en el gen 16S relativamente baja (0,282) y alta (0,750),
respectivamente. O Grove también tiene la diversidad haplotipica mas baja (0,407) en el
CitB pero es Faro la localidad con los valores mas altos (0,796). Barallobre con valores

bajos (0,231) y Cangas con valores moderados (0,623) son las localidades que marcan
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el rango de diversidad haplotipica en el COI. Todas las localidades tienen valores altos
de diversidad haplotipica en las secuencias combinadas pero una vez mas O Grove
refleja el valor mas bajo. Mediante un procedimiento de remuestreo se calcul6 para cada
localidad el valor medio de diversidad haplotipica y su intervalo de confianza (figura
4.7). En todos los casos los intervalos de confianza se solapan indicando niveles
similares de diversidad, excepto en las comparaciones del CitB de Faro con Camarifias
y O Grove, ambas localidades gallegas con menor diversidad haplotipica. Respecto a la
diversidad nucleotidica, todas las localidades muestran valores bajos y similares (0,001-
0,006), excepto Barallobre que tiene un valor de un orden de magnitud menor en el
COI. Al aplicar el mismo procedimiento de remuestreo a la diversidad nucleotidica,
todos los intervalos de confianza de las medias mostraron solapamiento excepto en la
comparacion del 16S de Camarifias y Faro, teniendo la localidad portuguesa el valor

mas bajo (figura 4.8).

Tabla 4.XV. Estimas de diversidad genética en 16S, CitB, COI y
en la combinacion de secuencias de los tres genes.

Gen 16S CitB
Localidad n Nh h T n Nh h n
Bq 280 9 0,545 0002 26 6 0,634 0,003
Ba 31 8 0454 0,002 31 6 0633 0,003
Cm 24 10 0,750 0,003 30 4 0,499 0,002
Gr 33 5 0,282 0,001 30 4 0407 0,003
Ca 24 6 0,500 0,003 39 8 0678 0,005
Fa 29 5 0421 0,000 28 9 0,79 0,006
TOTAL 169 26 0483 0,002 184 16 0,620 0,004
Gen COl Sec. Combinadas
Localidad n Nh h L n Nh h i
Bq 39 11 0489 0,003 16 13 0,950 0,004
Ba 33 5 0231 0,0004 25 13 0,857 0,002
Cm 26 6 0,38 0,000 11 6 0800 0,001
Gr 30 9 0,556 0002 23 10 0,731 0,002
Ca 30 8 0,623 0,003 10 7 0911 0,003
Fa 22 6 0476 0002 21 9 0,824 0,002
Total 182 31 0462 0002 106 44 0838 0,002

n: nimero de individuos analizados; Nh: nimero de haplotipos encontrados; /:
diversidad haplotipica; n: diversidad nucleotidica.
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Figura 4.7. Intervalos de confianza de las medias de diversidad
haplotipica.
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Figura 4.8. Intervalos de confianza de las medias de diversidad
nucleotidica.
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La tabla 4.XVI contiene los valores obtenidos con el test Fs de Fu y R,. Tanto
para cada gen como para las secuencias combinadas, los valores de Fs fueron siempre
negativos. Para R, todos los valores son bajos. Conjuntamente ambos tests indican la

existencia de expansion poblacional.

Tabla 4.XVI. Tests Fs y R, para los genes 16S, CitB, COI y para la combinacion de
las secuencias de los tres genes.

Gen 165 CitB col Sec.
Combinadas
Localidad Fs R, Fs R, Fs R, Fs R,
Bq 7,591%  0,062% | -1,992 0,089 -4,528%* 0,067 -5,559%  0,081*
Ba 2,956%  0,072% | -0,716 0,118 -4,611* 0,082 -8,311*  0,060*
Cm 7,556%  0,064% | -0351 0,094 -4,079* 0,079 1,923 0,141
Gr -2,925* 0,079 -0,100 0,081 5,010 0,058* 2,952 0,063*
Ca -1,580 0,115 -1,899 0,080 2,531 0,071* 1432 0,170
Fa -1,168 0,103 2,642 0,088 -2,038 0,072%* -1,581  0,074*
Total 226,407%  0,022% | -8,594* 0,034 | -39,287%  0,018* | -45356* 0,022*

(*) Significativo con a=0,05.

4.3.2. Diferenciacion poblacional

El analisis molecular de la varianza (AMOVA) indicé en todos los casos que el
mayor porcentaje de variacién se encuentra dentro de las localidades (tabla 4.XVII).
Los valores del indice de fijacion Fsr obtenidos a partir de los haplotipos de los genes
16S, CitB y COI fueron de 0,014, 0,030 y 0,010 respectivamente, siendo
significativamente distintos de cero para CitB (F’sy = 0,076). El valor Fgr para la
combinacion de los tres genes fue 0,003, y no resultd significativamente distinto de

C€ro.

El calculo del indice Fsr por pares de localidades para el CitB se refleja en la
tabla 4. XVIII. Tras la correccion secuencial de Bonferroni, resultaron significativos los

pares de localidades Barallobre-O Grove y O Grove-Faro.

La reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las seis localidades
mediante el algoritmo Neighbour-joining y la distancia Cavalli-Sforza y Edwards

(1967) se muestra en la figuras 4.9-4.12. En todos los casos la significacion de las ramas
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fue elevada, con valores bootstrap del 100%. Con el gen 16S se obtuvo un arbol donde
Barallobre y Camarifias son las localidades mas distantes filogenéticamente (figura 4.9),
sin embargo las demas localidades no muestran una marcada diferenciacion, destacando
la agrupacion de Faro, la localidad mas alejada geograficamente, y O Grove. En el arbol
elaborado con el CitB (figura 4.10) las localidades se agrupan en cierta consonancia con
la distribucion geografica norte-sur, excepto Barallobre que estd mas estrechamente
relacionada con Camarifias que con O Barqueiro. Los arboles del COI (figura 4.11) y
las secuencias combinadas (figura 4.12) muestran igualmente Faro y O Grove como las
localidades mas estrechamente relacionadas pero globalmente no reflejan una

diferenciacion filogenética destacable.

Las redes de haplotipos elaboradas (figuras 4.5 y 4.6) no mostraron en ningln
caso evidencias de diferenciacion poblacional; la mayoria sino todos los haplotipos
privados fueron unicos y los haplotipos mas frecuentes se encontraron distribuidos en

todas las localidades.
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Tabla 4. XVIII. Valores Fsr por pares de localidades para
el CitB. Sobre la diagonal F7; bajo la diagonal F'’sz.

Bqg Ba Cm Gr Ca Fa

Bg — -0,016 -0,015 0,067* -0,005 0,004
Ba 0 — 0,023  0,136** 0,031 0,007
Cm 0 0,051 — 0,020 0,004 0,055*
Gr 0,139 0,276 0,037 — 0,030 0,128**
Ca 0 0,086 0,011 0,067 — 0,004

Fa 0,015 0,025 0,155 0,319 0,014 —

(*) Significativo con 0=0,05. (**) Significativo tras la correccion
secuencial de Bonferroni.

Barallobre

Camarifias

O Barqueiro
0.01

Figura 4.9. Arbol filogenético inferido mediante el algoritmo Neighbour-
Jjoining a partir de las frecuencias haplotipicas del 16S. Los nimeros de los
nodos indican los valores bootstrap obtenidos para 10000 réplicas.
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0O Barqueiro
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Figura 4.10. Arbol filogenético inferido mediante el algoritmo
Neighbour-joining a partir de las frecuencias haplotipicas del CitB. Los
numeros de los nodos indican los valores bootstrap obtenidos para 10000
réplicas.

O Barqueiro

Barallobre
J00,
Camarifas e
Cangas
100
100’
Faro

O Grove

0.01

Figura 4.11. Arbol filogenético inferidlo mediante el algoritmo
Neighbour-joining a partir de las frecuencias haplotipicas del COI. Los
numeros de los nodos indican los valores bootstrap obtenidos para 10000
réplicas.
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O Barqueiro
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Figura 4.12. Arbol filogenético inferido mediante el algoritmo
Neighbour-joining a partir de las frecuencias haplotipicas obtenidas
de la combinacion de los tres genes. Los ntimeros de los nodos
indican los valores bootstrap obtenidos para 10000 réplicas.

4.4. Analisis geneético del proceso de obtencion de semilla en criadero

Para evaluar el impacto genético del proceso de obtencion de semilla en criadero
se utilizd un lote de reproductores (139 individuos: 72 machos y 67 hembras) de
Barallobre y una muestra de la semilla producida (150 individuos). Dado que en los
criaderos es habitual que la semilla se separe en funcion del tamano, la semilla
analizada se distribuy6 en tres clases de talla: grande (>4,5 mm), mediana (2,5-4,5 mm)
y pequefia (<2,5 mm). Los andlisis se realizaron considerando tanto el total como los

tres grupos de semilla.
4.4.1. Asignacion de paternidades y estimas de parentesco

La asignacion de paternidades se llevo a cabo con 13 loci microsatélite,
descartandose cinco de los /oci incluidos en las PCR multiplex (VpTE-228, VpAT1-85,
VpATI1-92, VpACI1-23 y VpAT2-36) por detectarse alelos nulos a frecuencias altas
(0,439-0,610) con el programa CERVUS. La tabla 4.XIX muestra las caracteristicas de
los loci usados en el lote de reproductores (N=139). El numero medio de alelos por
locus fue de 8,46, la heterocigosidad observada y esperada de 0,493 y 0,535,

respectivamente, y el contenido medio en informacion del polimorfismo de 0,497.
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Aunque el nivel de variabilidad genética fue moderado y el potencial de exclusion por
locus bajo, se obtuvieron potenciales de exclusion combinados altos tanto para el de

exclusion 1 (0,954) y como para el de exclusion 2 (0,997).

Tabla 4.XIX. Caracteristicas de los 13 microsatélites analizados en el lote de

reproductores.

Locus Na Ho He PIC Exclusibn 1 Exclusion 2
VpAT1-6 9 0,550 0,643 0,594 0,237 0,405
VpAC2-34b 15 0,394 0,459 0,447 0,124 0,295
VpAT1-54 9 0,697 0,756 0,719 0,364 0,542
VpAT1-36 9 0,428 0,369 0,349 0,072 0,207
VpAT2-74 7 0,367 0,361 0,329 0,066 0,187
VpAT1-35 5 0,063 0,075 0,074 0,003 0,038
VpAT1-67 7 0,515 0,447 0,416 0,106 0,254
VpTE-139 5 0,631 0,706 0,657 0,286 0,460
VpAC1-59b 7 0439 0,448 0,412 0,103 0,247
VpAT2-8a 16 0,571 0,854 0,837 0,547 0,709
VpAT2-30 9 0,489 0,673 0,629 0,264 0,439
VpAT2-4 9 0,756 0,672 0,614 0,257 0,419
VpTE-181 3 0,509 0,486 0,382 0,118 0,199
Global 8,46 0,493 0,535 0,497 0,954 0,997

Na: ntimero de alelos; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; PIC:
contenido de informacion de polimorfismo y potenciales de exclusion 1y 2.

En la simulacion realizada previamente a la asignacion real del global de
semilla, se obtuvo un poder de asignacion del 73% y 100% para un nivel de confianza
del 95% y del 80%, respectivamente. En la asignacion real, los porcentajes fueron mas
bajos: 37% y 97%. En los grupos de semilla, la asignacion se repartié de la siguiente
manera: 56% y 100% para el grupo de semilla grande; 42% y 98% para el grupo de
semilla mediana; 27,40% y 95% para grupo de semilla pequefa, segun el nivel de

confianza considerado.

En la tabla 4.XX se detallan el porcentaje de padres y madres que participaron
en la reproduccion (progenitores), asi como el numero medio y el rango de
descendientes y las familias detectadas. La contribucion de padres y madres a la
descendencia se encuentra representada en las figuras 4.13 y 4.14 respectivamente.
Atendiendo a los padres identificados no todos los individuos del lote de reproductores
participaron en la reproduccién pero el porcentaje observado fue relativamente alto
(padres 73,61%; madres 74,63%). Tanto el lote de reproductores como los progenitores
identificados tenian un nimero de machos y hembras equilibrado, y el nimero medio de

hijos resulté similar en los dos sexos aunque la varianza del nimero medio de hijos y el
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rango del nimero de hijos, fueron ligeramente superiores en las hembras. Una
proporcion relativamente elevada de padres (67,93%) y madres (66%) que
contribuyeron a la descendencia lo hicieron con dos o mas descendientes. De 4824
posibles familias se detectaron unicamente 137 pero la contribucidon resulté igualada,

130 (94,89%) dieron lugar a un descendiente y solo siete a dos descendientes.

Tabla 4.XX. Participacion de padres y madres en la reproduccion.

Ng Np (%) Md Var Rd
Padres 72 53(73,61%) 2,74 3,313 1-8
Madres 67 50 (74,63%) 2,90 5,724 1-11
Familias 4824% 137 1,06 0,055 1-2

Ng: numero de reproductores; Np: niimero (porcentaje) de progenitores identificados; Md:
nimero medio de descendientes; Var: varianza del nimero medio de descendientes; Rd: rango
del nimero de descendientes. (*) familias potenciales.

3

Recuento

POO1 |POOE PO23 | PO26 |PO31 [PO37 | PO40 [PO4E |PO49 | POS4 | POST |POE3 | P0G | POYE |PO7E | POBT |POS3 POYS | POST [P103 [P114 |P116 |P118 [P125 |P129|P138[P144
POO7 PO18 PO25 PO30 PO32 PO3B PO42 PO47 POSO POSS POGZ POGE POYS PO7F7 POSO POS1 POS4 POSE POSG P113 P115 P117 P120 P127 P136 P142

Padres

Figura 4.13. Contribucioén a la semilla de los padres identificados.
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Madres

Figura 4.14. Contribucion a la semilla de las madres identificadas.

Mediante una prueba de * se averigu si los progenitores habian contribuido por
igual a la descendencia tanto al global como en cada grupo de tamano. En global, la
contribucion de los machos fue igualitaria pero la de las hembras fue significativamente
distinta (x* = 96,72, P< 0,05). Al realizar la prueba para cada grupo de tamafio, los
machos mostraron igual contribucion en los tres casos y las hembras diferencias

significativas en el grupo de semilla pequefia (x* = 54,14, P< 0,05).

Para conocer si los progenitores contribuyeron por igual a cada grupo de tamafno
se elaboraron dos tablas de contingencia (una por sexo) incluyendo solamente los
progenitores que habian contribuido a la semilla con tres o mas descendientes. Al testar
la hipdtesis de contribucion igualitaria, los machos mostraron diferencias significativas
(X2 = 61,81, P<0,05). Mediante un método de remuestreo se identificaron tres machos
responsables de la contribucion diferencial: dos que contribuyeron significativamente
mas al grupo de semilla pequefia (P25 y P103) y otro (P40) que lo hizo al grupo de
semilla mediana. En el caso de las madres, la contribucion a los tres grupos de tamaio

no fue significativamente distinta.

Asumiendo que la semilla grande y mediana pueden representar descendientes

de crecimiento rapido y la semilla pequefia descendientes de crecimiento lento, se
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repitieron los andlisis agrupando la semilla grande y mediana. De nuevo se detectaron
diferencias significativas en la contribucion de las hembras dentro del grupo de semilla
de crecimiento lento. Por otra parte, la contribuciéon de los machos a cada uno de los dos
grupos fue significativamente distinta (3> = 43,75, P<0,05), siendo P25 y P103 los
responsables de la contribucion desigual. También las hembra's contribuyeron de
manera desigual; una hembra (P51) contribuyd significativamente mas a la semilla

pequefia y otra (P85) al grupo de crecimiento rapido.

Se calcul6 el coeficiente de parentesco para los progenitores obteniéndose un
valor de -0,007, que indica que los padres no estdn relacionados entre si. Este
coeficiente se calculo también para el total de la semilla y los tres grupos de tamafio; los
valores obtenidos fueron cero o proximos a cero en la semilla total, grande y mediana

pero del orden del esperado para medios hermanos en la semilla pequena (0,261).
4.4.2. Tamanio efectivo de reproductores y tasa de endogamia

El tamafo efectivo, considerando que todos los individuos del lote de
reproductores (N=139) han contribuido por igual a la descendencia, fue practicamente
igual al tamafio censal, lo que supondria un incremento de endogamia por generacion
del 0,36%. Al considerar sélo los individuos que han participado en la reproduccion
(progenitores), el tamafio efectivo fue 103 y el incremento de la endogamia 0,49%.
Teniendo en cuenta la contribucion diferencial de padres y madres, el tamafio efectivo
fue 84, lo que supone un 40% de reduccidn respecto al nimero de individuos del lote de

reproductores. El incremento de endogamia en este caso fue de 0,60%.

4.4.3. Diversidad y diferenciacion genética de la semilla vs
reproductores/progenitores vs poblaciones naturales

Se genotiparon 18 /oci microsatélite en el lote de 139 progenitores y 150
individuos de la semilla producida para comparar su diversidad tanto entre si como con
la muestra recogida en 2008 en la misma localidad que los reproductores (Barallobre),
referida en adelante como poblacion natural. La tabla 4.XXI muestra los valores
obtenidos para los diferentes parametros de diversidad. Tanto el lote de reproductores
como los progenitores identificados y el total de la semilla mostraron un nimero medio
de alelos por locus (8,110-9,056) superior al de la poblacion natural (6,500) debido

probablemente a que el tamafio de muestra de la poblacion natural fue menor. Veintitrés
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alelos observados en los progenitores no aparecieron en la semilla y, por otro lado,
nueve alelos observados en la semilla no se encontraron en los progenitores. En
términos de riqueza alélica media, las tres muestras tienen valores similares,
encontrandose los valores mas altos del rango en el lote de reproductores
(6,497)/progenitores (6,493) y los mas bajos en la poblacion natural (5,794). Las tres
clases de semilla, con un tamano de muestra mds similar al de la poblacion natural,
tienen también un nimero medio de alelos equivalente a ésta. En la comparacion
poblacion natural-progenitores-grupos de semilla, la riqueza alélica media oscild entre
5,540 (progenitores) y 4,633 (semilla pequefia). Respecto a la heterocigosidad
observada y esperada, todas las muestras reflejaron valores cercanos (0,392-0,436 y

0,503-0,578, respectivamente).

Tabla 4.XXI. Diversidad genética de la poblacion natural, reproductores/progenitores y
semilla.

Poblacion ~ Reproductores Semilla
natural . . ~
Lote Progenitores  Total Grande Mediana Pequeia

N 50 139 103 150 32 44 69
Na 6,500 9,056 8,556 8,110 6,056 6,278 6,333
Rs; 5,794 6,497 — 6,024 — — —
Rs, 5,794 — 6,493 6,024 — — —
Rs3 5,029 — 5,540 — 5,207 5,016 4,633
Ho 0,392 0,427 0,428 0,421 0,419 0,436 0,400
He 0,572 0,578 0,577 0,562 0,577 0,560 0,503

Ba: Barallobre; N: ntimero de individuos; Na: nimero medio de alelos, Rs: riqueza alélica calculada en
base a: Rsy: 27 Rs,:27 | Rs3: 16 individuos; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada.

Al aplicar el test de Friedman a los valores de riqueza alélica y heterocigosidad
observada y esperada de las muestras, no se encontraron diferencias significativas en la
comparacion poblacion natural-lote de reproductores-semilla total ni en la comparacion
poblacion natural-progenitores-semilla total. Sin embargo, al hacer la comparacion
poblacion natural-progenitores-grupos de semilla se detectaron diferencias significativas
en la riqueza alélica. En el test post hoc realizado las diferencias significativas se
encontraron en dos de los grupos de tamafio (mediana y pequefia) frente a sus

progenitores.

Los analisis de desequilibrio de ligamiento dieron resultados diferentes en
progenitores, semilla y poblacion natural. Mientras que en el caso de los progenitores y

la poblacion natural no se encontré desequilibrio de ligamiento para ningin par de loci,
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en el caso de la semilla, cuatro parejas mostraron desequilibrio de ligamiento tras la
correccion secuencial de Bonferroni (VpATI1-85 y VpAT2-30; VpAT2-8ay VpAT1-92;
VpAT2-8a y VpAT2-4; VpAT2-8a y VpTES81). En el analisis por grupos de semilla,
tras la correccion secuencial de Bonferroni, el desequilibrio de ligamiento se detectod
unicamente en la semilla pequefia en consonancia con un valor alto en el coeficiente de

parentesco.

Ademas de comparar la diversidad genética, se evalud la diferenciacion genética
de reproductores/progenitores y semilla total/grupos de semilla respecto a todas las
muestras tomadas del medio natural en base a 13 loci microsatélite (VpAT1-6, VpAC2-
34b, VpATI1-54, VpATI1-36, VpAT2-74, VpAT1-35, VpAT1-67, VpTE-139, VpACl-
59b, VpAT2-30, VpAT2-36, VpAT2-4 y VpTE-181). La tabla 4. XXII indica los valores
Fgr de las comparaciones realizadas. Ni el lote de reproductores ni los progenitores
identificados mostraron diferencias significativas con la poblacion natural, después de la
correccion secuencial de Bonferroni. Lo mismo ocurre al comparar con el resto de
localidades gallegas, excepto con O Barqueiro que muestra una diferenciacion baja
(F’s7= 0,020-0,021) pero significativa. Por tanto, globalmente los reproductores y
progenitores pueden considerarse una muestra representativa de los individuos del

medio natural.

Aunque el total de la semilla resulta significativamente distinta al lote de
reproductores y a todas las localidades, el valor de Fsr estandarizado no excede el 5%
en el contexto de la costa gallega. La semilla grande y mediana constituyen un grupo
homogéneo tanto entre si como con sus progenitores y muestras de las poblaciones
naturales, excepto con la de O Barqueiro. La semilla pequena difiere significativamente
de todas las muestras comparadas: progenitores (F’s;= 0,032), semilla grande (F’s/=
0,054) y mediana (F’s;= 0,030) y poblaciones naturales de Galicia (F’s7= 0,051-0,062),
pero el grado de diferenciacion, aunque superior a las comparaciones anteriores, resulta
bajo. De los tres grupos de semilla, la de tamafio mediano destaca por no mostrar
diferencias significativas con ninguna de las muestras de las localidades gallegas. Como
cabria esperar, por la elevada diferenciacion detectada previamente en el analisis de las
localidades, todas las comparaciones que incluyeron Faro mostraron siempre niveles

muy altos de diferenciacion genética (F"’sr= 0,447-0,472).
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El analisis filogenético realizado con las muestras de Galicia indicd que la
distancia entre el lote de reproductores/progenitores y la poblacion natural es
equivalente a la existente entre las muestras de las otras localidades. También que la
semilla, independientemente del grupo de tamafio del que se trate, estd mas
estrechamente relacionada con el lote de reproductores/progenitores que con cualquiera
de las muestras de las localidades. No obstante, debe sefialarse que los valores bootstrap

son bajos.

Barallobre

O Barqueiro

O Grove

Progenitores

S. Mediana Lote reproductores

S. Grande

0.01 S. Pequena

Figura 4.15. Arbol filogenético inferido mediante el algoritmo
Neighbour-joining a partir de las frecuencias alélicas de 13 loci
microsatélite. Los numeros de los nodos indican los valores
bootstrap obtenidos para 10000 réplicas.
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5. DISCUSION

5.1. Marcadores microsatélite y mitocondriales

Este trabajo aporta el primer panel de marcadores microsatélite en V. pullastra;
la construccion de las tres genotecas enriquecidas permitid aislar 24 loci polimérficos
con patrones de amplificacion interpretables, un nimero que permitié llevar a cabo los
analisis de diversidad genética, estructura de poblacion y paternidades planteados en
este estudio. Con ello se contribuye a subsanar la necesidad de disponer de marcadores
nucleares codominantes para estudios genéticos en esta almeja. Los microsatélites, por
su naturaleza multialélica, herencia codominante, pequefia longitud y abundancia en los
genomas son marcadores utiles en diversos campos de la biologia, incluyendo estudios
relacionados con mapeo genético, identificacion de individuos, asignacion de
paternidades, diseccion de caracteres complejos, genética de poblaciones y genética de
la conservacion (Chistiakov y col., 2006). Sin embargo, se han descrito en muy pocas
especies de almeja. En el contexto de las especies de Veneridae que se encuentran en la
costa europea, los esfuerzos para desarrollar este tipo de marcadores se han centrado

unicamente en R. philippinarum (Yasuda y col., 2007; An y col., 2009).

El método elegido en este trabajo para el aislamiento de microsatélites fue la
construcciéon de genotecas enriquecidas por medio de hibridacion selectiva. Se
construyeron tres genotecas enriquecidas para dos motivos trinucleotidicos y uno
tetranucleotidico. A la vista de los porcentajes de éxito obtenidos (90,3% para ATC,
49,28% para CTGT y 28% para ACC), el motivo ATC parece el mas frecuente de los
tres. Este motivo resultd también frecuente en otras especies, como el berberecho
Cerastoderma edule (Martinez y col., 2009) o el nematodo Caenorhabditis elegans
(Toth y col., 2000). No obstante, la frecuencia de cada motivo microsatélite varia entre
especies incluso muy cercanas. En un estudio con cinco especies del género Drosophila
(Ross y col., 2003), el motivo més abundante era AGC en unas especies pero ATC y
AAC en otras. Ademas del motivo, la frecuencia de microsatélites en el genoma varia
también entre especies cercanas. Un ejemplo se encuentra en dos especies de la familia
Ostreidae, mientras en Ostea edulis los microsatélite se encontraron cada 59 kb, en

Crassostrea gigas el espaciado fue de 172 kb (Cruz y col., 2005).

Aqui se obtuvieron 153 secuencias con al menos un motivo microsatélite. El
porcentaje de éxito fue variable entre las tres genotecas construidas (28-90%) pero del

orden descrito en otros estudios de bivalvos basados en el mismo método. Yuan y col.
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(2010) obtuvieron un 37,3% de éxito en la navaja Solen grandis y Liu y col. (2009) un

88,37% en la especie Atrina pectinata.

Generalmente, el porcentaje de clones con secuencias microsatélite en una
genoteca enriquecida supera en nimero al encontrado en genotecas gendémicas parciales
(Tang y col., 2003). Por ejemplo, en el trabajo de Reece y col. (2004) en el que se
aislaron microsatélites de Crassostrea virginica empleando el método tradicional se
obtuvo un éxito de 6,59%. El éxito medio obtenido en nuestro trabajo (59%) fue
también superior al obtenido en estudios en los que se aislaron motivos microsatélite a
partir de colecciones de ESTs. Wang y col. (2011) obtuvieron un 2,38% de éxito en la
almeja Meretrix meretrix y Tanguy y col. (2008) 0,4% en R. decussatus. Los resultados
en otros bivalvos se encuentran alrededor de estos valores (3,63% en C. gigas, Yuy Li,
2008; 6,37% en Mytilus coruscus, Xu'y col., 2010; 0,44% en M galloprovincialis, Liy
col., 2011). Por tanto, nuestros resultados corroboran que la construccion de genotecas
enriquecidas por hibridacién selectiva resulta un método eficaz para el aislamiento de

marcadores microsatélite.

Las genotecas enriquecidas pueden presentar un alto grado de redundancia (Zane
y col., 2002). En nuestro caso, el porcentaje de redundancia encontrado para cada una
de las genotecas (24% para ATC, 18% para ACC y 21% para CTGT) es del orden o
menor que los descritos en estudios de este tipo (26,9% en A. pectinata, Liu y col.,
2009; 40% en Aequipecten opercularis, Arias y col., 2010). También fue menor que el
obtenido con otras metodologias de aislamiento de microsatélites. En un estudio basado
en RAPDs en Pecten yessoensis se obtuvo un 71,83% de redundancia (Sato y col.,
2005). Aunque se considera que las genotecas enriquecidas producen porcentajes
elevados de redundancia, en este trabajo los porcentajes encontrados pueden

considerarse mas bien bajos.

La proporcion de /oci polimorficos aislados de las genotecas ATC (36%) y ACC
(17,65%) es coincidente con el obtenido por Petersen y col. (2009) en el pectinido
Nodipecten subnodosus (34,9%) y Feldheim y col. (2011) en el mejillon Dreissena
polymorpha (16,66%). Pero los loci aislados de la genoteca CTGT resultaron
polimoérficos en menor proporcion (10%). Las diferencias en los resultados de las
genotecas enriquecidas para motivos trinucleotidicos versus tetranucleotidicos pueden

relacionarse con las caracteristicas estructurales de los mismos. Diferentes estudios
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muestran que la tasa de mutacion de /oci microsatélite esta inversamente relacionada
con el tamafio de la unidad de repeticion (Chakraborty y col., 1997; Schug y col., 1998).
En Drosophila melanogaster las estimas obtenidas indican que las repeticiones de tri- y
tetranucle6tidos mutan a tasas 6,4 y 8,4 veces mas bajas que las de dinucleotidos,
respectivamente (Schug y col., 1998). Las diferencias en la proporcion de /loci
polimdrficos obtenidos a partir de las genotecas ATC y ACC pueden relacionarse con la
composicion nucleotidica ya que cabe suponer que el contenido en GC afecte a la
estabilidad de los tramos de unidades repetidas; en un panel de repeticiones
trinucleotidicas del genoma humano, los motivos mas polimdrficos son ricos en AT

(Gastier y col., 1995).

Las repeticiones de dinucleotidos, pese a su mayor polimorfismo y a ser mas
faciles de aislar debido a su abundancia en los genomas, tienen la desventaja de poseer
una elevada propension a generar bandas tartamudas (Schlotterer, 1998). Estas bandas
se originan por procesos de deslizamiento replicativo durante la amplificacion por PCR
y difieren de la secuencia molde original en multiplos de longitud de la unidad de
repeticion (Shinde y col., 2003), dificultando enormemente la correcta asignacion de los
alelos. Por ello, en este trabajo se optd por realizar genotecas enriquecidas para motivos
tri- o tetranucleotidicos para evitar ambigiiedades en la asignacioén de genotipos. Otra
ventaja de las repeticiones de trinucledtidos es que son mas frecuentes que las de
dinucledtidos en las regiones expresadas (Morgante y col., 2002), cubriendo el genoma

de manera mas homogénea.

Los microsatélites polimoérficos identificados se clasificaron como puros (10),
puros interrumpidos (11), compuestos (1) y compuestos interrumpidos (2). Aunque se
ha indicado que las repeticiones perfectas son mas variables que las imperfectas
(Godstein y Clark, 1995), esta observacion no se ve reflejada en este estudio donde los
microsatélites puros interrumpidos muestran un numero medio de alelos (7,63) superior
al de los microsatélites puros (4,6). Pero no puede descartarse que otros factores como
el analisis de un numero reducido de /oci, composicion de la unidad de repeticion o el
numero de repeticiones pudieran afectar a la tasa de mutacién y ensombrecer el efecto

de las interrupciones en las repeticiones.

Una vez identificados /oci microsatélite polimodrficos, existe un enorme interés

en desarrollar PCRs multiplex para reducir el coste y el tiempo requerido para el
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genotipado, sobre todo cuando se requiere el analisis de multiples /oci en cientos de
individuos como es el caso de estudios de poblaciones o paternidades. Otra ventaja de
de las PCRs multiplex es que reducen el nimero de muestras a manipular,
disminuyendo el riesgo de contaminacion, y también la cantidad de ADN molde
necesaria para la reaccion de amplificacion. También permiten identificar falsos
negativos debidos a fallos en la reaccion ya que cada amplicon constituye un control
interno para los demas fragmentos amplificados (Edwards y Gibbs, 1994). En este
trabajo se optimizaron tres PCRs multiplex que permiten la amplificacion simultanea de
ocho /oci microsatélite en una de ellas y cinco /oci en las otras dos. Esto supone que un
total de 18 /loci pueden ser analizados en tan solo tres reacciones. A pesar de los
beneficios de las PCR multiplex su desarrollo y utilizacion en bivalvos es reciente y se
limita a unos pocos casos (Taris y col., 2005; Wang y col., 2010; Mura y col., 2012). Es
de destacar la amplificacion simultdnea de 16 loci en la ostra C. virginica (Wang y col.,
2010), un nimero muy superior al conseguido en las PCRs multiplex desarrolladas no
solo aqui sino también en otros estudios de bivalvos, no obstante, los 16 loci fueron
seleccionados de un panel de 188 microsatélites caracterizados previamente, mientras

que en nuestro caso este nimero fue de 21.

En este estudio, el andlisis poblacional realizado en base a marcadores
microsatélite se complement6 con el analisis de marcadores mitocondriales. Estos son
de uso comun en estudios filogenéticos, filogeograficos, genética de poblaciones,
genética de la conservacion y diferenciacion molecular de especies de diversos
organismos incluyendo almejas de la familia Veneridae (Canapa y col., 1996;
Fernandez y col., 2002a; Baker y col., 2008; Mao y col., 2011; Ross y col., 2012;
Murakami-Sugihara y col., 2012). En el caso de V. pullastra la utilizacion de
marcadores mitocondriales se limita a andlisis filogenéticos (Canapa y col., 2003) y
diferenciacion de especies (Fernandez y col.,, 2002a). En el ambito de estudios
poblacionales de almejas Veneridae que colonizan la costa europea, como ocurre con
los marcadores microsatélites, los esfuerzos se han dirigido fundamentalmente a R.
philippinarum (Park y col., 2002; Chiesa y col., 2011; Mao y col., 2011) y en menor
medida a R. decussatus (Gharbi y col., 2010).

Un aspecto comun de los estudios que emplean marcadores mitocondriales en

almejas Veneridae y otras familias de bivalvos es el analisis de los genes 16S y/o COI.
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Otras regiones mitocondriales como el gen CitB, ampliamente utilizado en otros grupos
(Arif y Khan, 2009), han sido mas ignoradas. Esto es debido probablemente a que los
cebadores universales descritos para amplificar este gen son poco efectivos, a diferencia
de lo que ocurre con los descritos para los genes 16S y COI. En este trabajo, se
utilizaron cebadores degenerados disefiados por Dahlgren y col. (2000) a partir de las
secuencias de cuatro moluscos. A pesar de que estos cebadores no produjeron
amplificaciones satisfactorias en los individuos examinados, la clonacion vy
secuenciacion de productos de PCR de unos pocos individuos permitié obtener la
secuencia de parte del gen CitB de V. pullastra y disenar cebadores especificos para esta
almeja. Por tanto, el desarrollo de este marcador en V. pullastra amplia el abanico de las

regiones mitocondriales en las que explorar la diversidad genética.

Otro aspecto a destacar es que en Veneridae ninguno de los andlisis
poblacionales basados en marcadores mitocondriales contempla la existencia o posible
existencia de DUI, ni siquiera en R. philippinarum (Mao y col., 2011) que presenta este
tipo de herencia (Passamonti y Scali, 2001). La importancia de este aspecto radica en
que puede interferir en la interpretacion de los datos poblacionales. En el mejillon M.
galloprovincialis se ha demostrado que los dos tipos de ADNmt (M y F) aportan
diferente informacion respecto al grado de variaciéon y distancia genética entre
poblaciones; el genoma F muestra mayor diversidad dentro de las poblaciones mientras
que el genoma M revela mayor diferenciacion entre las poblaciones (Ladoukakis y col.,

2002).

Aqui se realizd una prueba preliminar para tratar de determinar la existencia de
DUI en V. pullastra que consistio en comparar un tramo de secuencia del gen CitB
obtenido por PCR a partir de ADN de esperma y tejido somatico de machos y hembras.
Si bien uno de los machos analizados mostrd dos sustituciones nucleotidicas entre la
secuencia procedente del esperma y la del musculo aductor, la magnitud de esta
diferencia resulta muy inferior a la descrita entre tipos F y M de otras especies (10-50%,
Passamonti y Scali, 2001; Doucet-Beaupré y col., 2010). Por otro lado, no se detectd
una variacion inusual en el conjunto de individuos analizados ni en el gen CitB ni en los
genes 16S y COI que de existir constituiria una evidencia indirecta de la existencia de
DUI. No obstante, también es posible observar una falsa homoplasia por baja

divergencia entre genomas F y M debido a sucesos de masculinizacién (Theologidis y
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col., 2008) donde el genoma F reemplaza al M en la gonada masculina, transmitiéndose
via esperma, un fenémeno descrito en mejillones Mytilus (Hoeh y col., 1996). Por tanto,
tres escenarios son posibles: (i) no existe DUI en V. pullastra; (ii) existe pero las
diferencias entre los tipos M y F son tan pequefias que dificultan su distincion y (iii)

existe DUI con marcadas diferencias entre ambos tipos pero no se ha detectado.

La deteccion de DUI puede ser dificultosa (Theologidis y col., 2008).
Generalmente la divergencia entre los dos genomas es alta y en consecuencia cebadores
universales pueden reconocer s6lo uno de ellos. Una dificultad adicional procede de la
contaminacion de tejidos; el tejido gonadal masculino contiene también tejido somatico
e incluso esperma recogido en la puesta puede estar contaminado por tejido somadtico
(Venetis y col., 2006). Asi, como ha ocurrido con otras especies de bivalvos, la
situacion de V. pullastra permanece incierta, pero de existir DUI, es muy probable que
las secuencias de las muestras de las localidades examinadas correspondan al tipo F por

haber extraido el ADN de tejido fundamentalmente somatico.

5.2. Diversidad genética de poblaciones naturales

Este trabajo aporta las primeras estimas de diversidad genética de V. pullastra de
la costa gallega y una localidad del sur de Portugal en marcadores microsatélite y
mitocondriales. Previamente, s6lo Joaquim y col. (2010) evaluaron la variabilidad

genética en marcadores RAPD en dos localidades de la costa portuguesa.

Los 18 loci microsatélite analizados fueron polimorficos en las seis localidades
examinadas, detectdndose de 3 a 33 alelos por locus. De los 18 loci, 13 se encontraron
en equilibrio Hardy-Weinberg en al menos una localidad. En todos los casos de
desequilibrio, las desviaciones se debieron a un déficit de heterocigotos, un fenémeno
comun en moluscos bivalvos, detectado tanto en marcadores microsatélite (Launey y
col., 2002; Astanei y col., 2005) como enzimaticos (Borsa y col., 1991; Raymond y col.,
1997). Varios factores tanto bioldgicos como técnicos pueden explicar el déficit de

heterocigotos (Zouros y Foltz, 1984; Gaffney, 1994).

El déficit de heterocigotos se puede relacionar con un efecto Wahlund espacial o
temporal (Borsa y col., 1991; Raymond y col., 1997; Passamonti y col., 1999), situacion

en la que una muestra se compone de una mezcla de individuos de dos o mas
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poblaciones o de diferentes cohortes que divergen en las frecuencias alélicas de uno o
varios loci. Dado que en este estudio no se observo diferenciacion genética entre las
localidades gallegas, y dada la distancia de éstas con Faro, es poco probable que el
déficit de heterocigotos pueda deberse a un efecto Wahlund espacial. Por otro lado,
también parece poco probable que el déficit est¢ causado por un efecto Wahlund
temporal debido a que los individuos analizados eran todos de talla comercial lo que

reduce las posibilidades de pertenecer a diferentes cohortes.

Otro factor que puede causar déficit de heterocigotos es la seleccion (Boudry y
col., 2002). Aunque los microsatélites son considerados generalmente marcadores
selectivamente neutros, en algunos casos intervienen en diferentes procesos celulares
(Li y col., 2008), e incluso sin participar en ningin proceso bioldgico, un locus
microsatélite puede estar ligado a otro sometido a seleccion (Fay y Wu, 2000) y por
tanto verse afectado por ella. Sin embargo, no se detectaron desviaciones significativas
de neutralidad en las 37 combinaciones /locus/localidad que no se encontraron en

equilibrio Hardy-Weinberg, por lo que podria descartarse el efecto de la seleccion.

La endogamia es otra de las causas que llevan a un déficit de heterocigotos. En
V. pullastra los sexos estdn separados y, como en la mayoria de bivalvos, la
fecundacion es externa, con una puesta de huevos masiva y una amplia dispersion
larvaria, por lo que la endogamia es muy poco probable. Ademas, en caso de endogamia
deberian verse afectados todos los loci (Astanei y col., 2005) y no sélo cinco como

ocurre en este estudio.

La explicacion mas plausible para el déficit de heterocigotos detectado en este
trabajo es la presencia de alelos nulos. Los cinco loci que se encontraron en
desequilibrio en todas las localidades presentaron frecuencias elevadas de alelos nulos
(>0,2). La aparicion de alelos nulos constituye uno de los mayores problemas de los
marcadores microsatélite en los estudios de genética de poblaciones (Li y Kijima,
2006). Una manera de evitar los problemas ocasionados por los alelos nulos seria
redisefiar los cebadores (Reece y col., 2004; Brownlow y col., 2008) pero ello depende
de la variabilidad de la region. Aunque no se conoce la tasa de mutacién en moluscos
marinos, se han detectado niveles de polimorfismo elevados, sugiriendo una alta tasa de
mutacion (Brownlow y col., 2008). Cuanto mayor sea la tasa de mutacion, més varian

los sitios de union de los cebadores y méas complicado resulta su disefo.
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El nivel de diversidad genética en marcadores microsatélite de las localidades
examinadas aqui resultd similar en todas ellas, independientemente del pardmetro
empleado (numero de alelos, riqueza alélica y heterocigosidad observada y esperada).
Al aplicarse el test de Friedman a los valores de riqueza alélica y heterocigosidad
observada y esperada de las localidades no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de estos parametros. No obstante, el nimero de alelos y la riqueza alélica
fueron los parametros que mostraron mayores fluctuaciones entre las localidades. De
todos los pardmetros de diversidad, la riqueza alélica tiene especial relevancia en
programas de conservacion (Petit y col., 1998) debido a que el limite de la respuesta a la
seleccion estd determinado principalmente por el namero inicial de alelos
independientemente de las frecuencias alélicas, y también porque refleja mejor las
fluctuaciones pasadas de tamafio poblacional. La reduccion transitoria del tamafio
efectivo de poblacion (cuellos de botella) provoca una reduccion de la diversidad
genética pero en /oci neutros la reduccién generalmente es mas marcada en la riqueza
alélica que en la heterocigosidad esperada. Esto podria explicar el hecho de que los
valores maximos y minimos de ambos pardmetros se encuentren en diferentes
localidades. Cabe destacar que la menor riqueza alélica se detectd6 en Barallobre,
localidad sometida a una intensa explotacion y situada en la Ria de Ferrol, un enclave

mucho mas cerrado que el de las restantes localidades.

En los marcadores mitocondriales examinados, todas las localidades mostraron
en general mayores valores de diversidad genética en el CitB que en los otros
marcadores (16S y COI). Teniendo en cuenta las secuencias combinadas, todas las
localidades se caracterizan por tener niveles altos de diversidad haplotipica y bajos de
nucleotidica. Al considerar cada gen individualmente, los niveles son relativamente
altos en Camarifas (16S) y Faro (CitB) pero bajos/moderados en las demas localidades,
destacando la menor diversidad haplotipica de O Grove (16S y CitB) y la menor
diversidad haplotipica y nucleotidica de Barallobre (COI). Estos resultados ponen en
evidencia la importancia de analizar varias regiones para tener una vision mas amplia de
la variabilidad genética presente en las localidades. Discrepancias en los niveles de
diversidad aportados por distintos marcadores mitocondriales se observaron igualmente
en otros estudios de invertebrados marinos (Yuan y col., 2009; Zitari-Chatti y col.,
2009). Sin embargo, las diferencias detectadas en ambos parametros de diversidad no se

reflejan en el analisis de remuestreo realizado, lo cual puede deberse a una ausencia de
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potencia del test por la existencia de multiples haplotipos a baja frecuencia. La menor
diversidad de O Grove y Barallobre podria reflejar un menor tamafio efectivo de
poblacion, dado que tedricamente la variabilidad presente en una poblacion estd

correlacionada positivamente con este parametro poblacional (Fuji y Nishida, 1997).

La presencia de uno o dos haplotipos principales igualmente distribuidos en
todas las localidades y un niimero apreciable de haplotipos Gnicos observada en este
trabajo es un patron recurrente en organismos marinos asociado a las glaciaciones del
Pleistoceno (Grant y Bowen, 1998; Baker y col., 2008; Sotelo y col., 2009) e indicativo
de una expansion demografica reciente a partir de una poblacidon ancestral con pequefio
tamafo efectivo. Este escenario demografico en expansion resulta igualmente evidente
en los resultados aportados por los tests Fs de Fuy R,. También es el que cabe esperar
en el caso de especies con una elevada varianza en el éxito reproductivo y sensibilidad a

las condiciones ambientales (Baker y col., 2008).

La discusion de las estimas de diversidad genética obtenidas en las localidades
de V. pullastra examinadas aqui se ve limitada por la escasez de estudios poblacionales
en esta especie. La diversidad genética estimada en este estudio fue superior a la
detectada previamente en V. pullastra empleando RAPDs, donde el valor medio de la
heterocigosidad esperada fue de 0,219 (Joaquim y col., 2010). Esta observacién no
resulta sorprendente dado que los microsatélites son marcadores que suelen presentar
altos niveles de polimorfismo (Li y col., 2002), superiores a los de otros marcadores.
Asi, en el mejillon D. polymorpha la heterocigosidad esperada en microsatélites fue el
doble de la encontrada en alozimas (Astanei y col., 2005; Gosling y col., 2008) en
consonancia con la tasa de mutacion de ambos marcadores. Las diferencias son también
evidentes respecto a otros marcadores nucleares incluyendo AFLPs (Liu y col., 2010) y
polimorfismos de intrones (Arias y col., 2010). Por ello, los microsatélites son mas
potentes a la hora de detectar polimorfismos que otros marcadores menos variables

(Gosling y col., 2008).

Al margen de los valores de diversidad genética arrojados por microsatélites y
RAPDs, nuestros resultados coinciden con los de Joaquim y col. (2010) en que Faro,
localidad del sur de Portugal, muestra un nivel de variabilidad del mismo orden que

localidades mas nortefias.
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Respecto a estimas basadas en marcadores microsatélite en otras almejas
Veneridae, un estudio de 14 Joci en R. decussatus en dos localidades gallegas,
Cambados (Ria de Arousa) y Redondela (Ria de Vigo), aportd estimas de riqueza
alélica (7,102, 7,529) y heterocigosidades observadas (0,614, 0,621) y esperadas (0,651,
0,669) (Insua, comunicacion personal) superiores a las de las localidades (O Grove y
Cangas) de las mismas rias examinadas en este trabajo (6,207, 5,701; 0,404, 0,406;
0,590, 0,566, respectivamente). R. philippinarum es la almeja en la que se examinaron
de cuatro a nueve /oci microsatélite en un mayor niumero de localidades (Yasuda y col.,
2007; An y col., 2009; Chiesa y col., 2011; Mura y col., 2012). Atendiendo a la
heterocigosidad observada de localidades del norte del Mar Adriatico (0,41-0,62;
Chiesa y col., 2011) los valores obtenidos aqui son coincidentes con los mas bajos del
rango, pero debe tenerse en cuenta que la almeja japonesa es una especie introducida en
Italia y no puede descartarse la existencia de efectos fundadores que reducen la
variabilidad genética. Estimas de heterocigosidad observada en poblaciones del &mbito
natural de distribucion de R. philippinarum comprenden 0,643 en Japén (Yasuda y col.,
2007) y 0,642 en Corea (An y col., 2009). En otras almejas de la familia como Meretrix
meretrix, distribuida naturalmente en el sur y sureste asiatico, el andlisis de nueve /oci
en poblaciones cultivadas aport6 valores de heterocigosidad observada (0,607-0,663; Lu
y col., 2012) similares a los descritos en R. philippinarum. En Mercenaria mercenaria,
distribuida a lo largo de la costa atlantica norteamericana, el analisis de 29 /oci en una
poblacion natural proporciond una estima de 0,373 (Wang y col., 2010), un valor mas

cercano al de las localidades examinadas en este trabajo.

Al igual que ocurre con los marcadores microsatélite, la diversidad genética
estimada aqui en marcadores mitocondriales s6lo puede compararse con la descrita en
otras almejas por la ausencia de estudios en V. pullastra. Por otra parte, inicamente se
dispone de datos de diversidad haplotipica y nucleotidica del COI; Chiesa y col. (2011)
hacen referencia a una baja diversidad haplotipica en el gen 16S de R. philippinarum del
norte del Mar Adridtico pero sin aportar los valores. Todos los estudios realizados
coinciden en analizar un tramo similar del COI al utilizar los mismos cebadores
universales para su amplificacion pero se aprecian diferencias en la diversidad estimada.
Tanto Baker y col. (2004; 2008) en M. mercenaria (0,7500-0,9474) como Mao y col.
(2011) en R. philippinarun (0,8-1) aportan estimas elevadas de diversidad haplotipica en

todas las localidades examinadas (costa este norteamericana y noroeste del pacifico,

102



5. DISCUSION

respectivamente), si bien algunos stocks de cultivo examinados por Baker y col. (2004)
mostraron una diversidad mas reducida (0,33-0,50). En Anomalocardia brasiliana de la
costa brasilefia (0,4460-0,8460, Arruda y col., 2009) y R. decussatus de la costa
tunecina y francesa (0,1667-0,757, Gharbi y col., 2010) el rango de valores en las
localidades es mas amplio, siendo bajos o moderados en algunas de ellas. Por tanto, la
diversidad haplotipica del COI estimada en las localidades examinadas en este estudio
es en general inferior a la descrita en especies de almejas de areas geograficas muy
distantes pero se encuentra dentro del rango descrito en R. decussatus, una especie con
la que comparte distribucion geografica. Aunque no pueden descartarse factores
metodologicos (ej. sesgo en tamafios muestrales), la menor diversidad genética puede
ser consecuencia de la historia evolutiva de las poblaciones o del tamano poblacional
actual sujeto probablemente a reducciones por sobreexplotacion (Gharbi y col., 2010).
Las diferencias en la diversidad haplotipica en general se ven igualmente reflejadas en

la diversidad nucleotidica.

En términos generales, tanto los marcadores microsatélite como los
mitocondriales revelan la existencia de un nivel moderado de diversidad genética en V.
pullastra. Las estimas aportadas podran servir de referencia para realizar un

seguimiento en el futuro y conocer los efectos de la explotacion continuada del recurso.

5.3. Diferenciacién genética de poblaciones naturales

Todos los andlisis realizados con marcadores microsatélite, incluyendo estimas
de Fgr globales y por pares de localidades, distribucion de frecuencias alélicas por
locus, andlisis bayesiano de estructura genética, calculo del numero de migrantes y
reconstruccion de relaciones filogenéticas de las localidades indican de manera
convincente la existencia de diferenciacion genética en la costa atlantica de la Peninsula
Ibérica. Las localidades de Galicia no muestran diferenciacion pero Faro, la localidad
del sur de Portugal, resulta significativamente diferente a todas ellas. Es de destacar el
valor F’sy = 0,196 que indica un valor de diferenciacion genética alta segin las
directrices de Wright (1978) y también la existencia de un mayor numero de alelos
privados (12 respecto a 4-8 en las demds localidades), algunos de ellos a frecuencias

elevadas (0,711-0,722).
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La vision aportada por los marcadores microsatélite contrasta con la aportada
por los marcadores mitocondriales. En éstos, de los valores Fsr globales solo resultd
significativo el estimado con el CitB y en este caso el F’sy (0,076) fue menor que el
obtenido con los microsatélites. En las comparaciones de Fsy por pares de localidades,
Faro so6lo muestra una diferenciacion genética significativa con O Grove vy,
contrariamente a los microsatélites, este marcador mitocondrial revela diferenciacion
genética significativa entre las localidades gallegas de Barallobre y O Grove.
Atendiendo a las relaciones filogenéticas inferidas, cada region mitocondrial aporta
topologias tunicas, destacando el arbol elaborado con el CitB donde las localidades
muestran una agrupacion en gran consonancia con la distribucion norte-sur. Por otra
parte, las redes de haplotipos elaboradas con cada gen no aportan evidencias de
diferenciacion genética; todas las localidades comparten el haplotipo o los haplotipos
mas comunes y aunque todas presentan haplotipos privados éstos se encuentran siempre

a muy bajas frecuencias.

La existencia de discordancia entre estimas de estructura poblacional de
microsatélites y ADNmt no es inusual. El nimero de trabajos que describen patrones
diferentes ha aumentado en los ultimos afios a medida que aumenta su uso combinado
(Toews y Brelsford, 2012). En algunos casos los microsatélites han resultado mas
potentes que los marcadores mitocondriales para resolver la estructura de poblacion
(Sellas y col., 2005; Babbucci y col., 2010) pero en otros no (Lukoschek y col., 2008;
Tarnowska y col., 2010; Grobler y col., 2011). La existencia de baja variabilidad
haplotipica en el ADNmt comparada con una diversidad generalmente alta en
microsatélites puede significar que éstos sean indicadores mas sensibles de estructura
poblacional (Sellas y col., 2005). Por otro lado, el tamafio efectivo de poblacion del
genoma mitocondrial, al ser cuatro veces menor que el de marcadores nucleares,
incrementa los efectos de la deriva genética, lo que provoca una fijacion o pérdida de
alelos mas rapida y mayor subdivision poblacional en los /oci mitocondriales que en los
nucleares (Birky y col., 1983). Diferencias en la intensidad de seleccién en cada
marcador y asimetrias demograficas, como sesgo en la dispersion de los sexos,
(Tarnowska y col., 2010; Toews y Brelsford, 2012) también se han postulado como
posibles causas. En cualquier caso, la discrepancia entre las estimas de ADNmt y
microsatélites pone en evidencia la importancia de utilizar mas de un tipo de marcador

cuando se trata de inferir la estructura genética de las poblaciones (Sellas y col., 2005).
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El grado de diferenciacion genética detectado mediante microsatélites entre las
localidades de Galicia y Faro contrasta con el detectado en otros bivalvos con los
mismos marcadores. En el mejillon M. galloprovincialis, Diz y Presa (2008)
describieron la existencia de diferencias significativas entre una localidad del sur de
Galicia (Combarro) y otras localidades de la costa portuguesa (Figueira da Foz, Sines y
Lagos) y del Golfo de Cadiz (Dofiana) pero en todos los casos los valores Fsr (<4%)
fueron mas bajos que los detectados aqui. En el caso del longueirdn Ensis siliqua, no se
detectd diferenciacion genética entre algunas localidades gallegas y el sur de Portugal
(Arias-Pérez y col., 2012). Aparte de las caracteristicas propias de cada especie, no
puede descartarse que la ausencia o baja diferenciacion se deba al analisis de un ntimero

de /oci microsatélite (5-6) menor que el utilizado en este estudio (13).

El hecho de que alelos privados de Faro se encuentren a una frecuencia
relativamente elevada constituye un resultado relevante ya que de existir equilibrio
Hardy-Weinberg el 92% de los individuos seran homocigotos/heterocigotos para el
alelo 170 del locus VpAT1-36 y el 97% lo seran para los alelos 126 6 143 del locus
VpAT2-74. Combinando el poder de asignacion de ambos loci, el 99,76% de los
individuos podrian ser asignados a dicha localidad. Asi, la amplificacion de los /oci
VpATI1-36 y VpAT2-74 en una PCR duplex derivada de la PCR multiplex 1 optimizada
en este estudio permitiria la asignacion/exclusion de individuos a Faro. En los tltimos
afios se han descrito diferentes marcadores especie-especificos para identificar almejas
(Fernandez y col., 2000; 2001; 2002 a, b;) u otros bivalvos (ej. Boudry y col., 1998;
Lopez-Pifion y col., 2002; Cross y col., 2006; Santaclara y col., 2006; Fenandez-Tajes y
col., 2010) sin embargo la descripcion de marcadores especificos de poblacion es rara.
Ferndndez-Tajes y col. (2012) describieron en Ensis siliqua un locus microsatélite con
un alelo fijado en poblaciones de la Peninsula Ibérica y otro en poblaciones de Irlanda
pero en general el bajo nivel de diferenciacion genética detectado habitualmente en
especies marinas dificulta la identificacion de poblaciones. Con el fin de conocer el
alcance del poder de discriminacion de los alelos privados identificados aqui, seria de
interés analizar en el futuro la estructura de poblacion a una escala mas fina a lo largo
de la costa portuguesa y Golfo de Cadiz y determinar si existe un limite definido entre
Faro y otras localidades o por el contrario se produce un cambio gradual en las
frecuencias alélicas de los alelos privados. Un estudio en el alga Zostera noltii a lo largo

de la costa atlantica de la Peninsula Ibérica sugiere la existencia de una barrera
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oceanografica en la region de Rio Tajo/Cafion de Nazaré (Diekmann y col., 2005). La
posibilidad de diferenciar las almejas de Faro podré ser de utilidad tanto en la gestion

del recurso como en establecer su trazabilidad en el mercado.

Las muestras de Galicia examinadas aqui proceden todas de diferentes rias vy,
excepto la de Barallobre que presenta diferenciacion genética con la de O Grove (CitB)
todas ellas parecen estar interconectadas por elevado flujo génico. Sin embargo, en
otros casos se ha descrito un cierto grado de restriccion. En un exhaustivo analisis de
mejillones de 27 localidades distribuidas en seis rias desde el norte al sur de Galicia
(Ribadeo, Betanzos, Muros-Noya, Pontevedra y Vigo), Diz y Presa (2009) pusieron de
manifiesto mediante marcadores microsatélite una débil pero significativa
diferenciacion entre los pools de muestras de todas las rias, excepto las comparaciones
de Pontevedra-Arousa y Betanzos-Ribadeo (éstas tratadas como componentes del
mismo pool), existiendo la mayor diferenciacion entre los pools de muestras de ambos
lados del Cabo Finisterre. Esta discontinuidad en el patrén de variacion se asocia con la
existencia de un frente de masas de agua en la zona del Cabo Finisterre (Fraga y col.,
1982) que establece dos regiones biogeograficas con diferencias en la produccion
primaria, salinidad, temperatura del agua y evaporacion. Una discontinuidad genética
similar podria ocurrir también en el berberecho (Martinez y col., 2013) y su existencia

se ha demostrado en el caracol marino Littorina saxatilis (Pifieira y col., 2008).

La diferenciacion genética entre Barallobre y O Grove evidenciada por el gen
CitB en principio no puede relacionarse con la barrera oceanografica del Cabo
Finisterre al no verse afectadas otras localidades. Mas bien podria deberse al fendmeno
de sweepstakes reproductive success descrito por Hedgecock (1994) en animales
marinos con alta fecundidad. Segun este autor, la elevada varianza en el éxito
reproductivo de estos organismos podria provocar heterogeneidad genética en una
escala espacial reducida. Otro factor a tener en cuenta es una posible restriccion en la
dispersion larvaria debida a la situacién de Barallobre en un enclave cerrado; la ria de
Ferrol presenta en la zona media un fuerte estrechamiento (~300 m entre los dos
margenes) de forma que el interior de la misma, donde se encuentra Barallobre, esta
muy protegido. Aparte de la existencia potencial de restricciones en el flujo génico debe
considerarse que la pesca continuada ha podido provocar reducciones en la abundancia

que contribuyesen a la diferenciacion genética detectada. Para confirmar la estructura

106



5. DISCUSION

poblacional observada, deberia disponerse de datos adicionales sobre el patron espacial

en varias generaciones.

Un aspecto adicional a determinar es en qué medida la aparente homogeneidad
genética de V. pullastra de Galicia se debe a actividades asociadas con su explotacion.
Las primeras experiencias de cultivo de esta almeja datan de los afios 70 (Pérez-
Camacho y col., 1977) y actualmente se produce semilla tanto bajo iniciativa privada
(ej. GRUPO TINAMENOR en Cantabria, PROAFER en Galicia) como al amparo de
instituciones autondémicas (Martinez Patifio y col., 2008). La practica habitual consiste
en obtener semilla en criadero a partir de progenitores recogidos en el medio natural sin
que exista conexion entre el origen de reproductores y las areas repobladas con la
semilla producida, lo que podria incrementar significativamente el flujo génico dentro y
entre las rias gallegas. También debe tenerse en cuenta el traslado de ejemplares de unas

areas a otras, una practica conocida cuya dimension exacta se desconoce.

La evaluacion de la estructura poblacional realizada en este estudio podra servir
de referencia para detectar posibles cambios causados por factores antropogénicos o
ambientales. Dado el régimen de explotacion al que se ve sometido el recurso y el
deterioro de su medio a consecuencia del desarrollo urbanistico en el litoral, éste
deberia estar sujeto a un monitoreo sistemdatico para alertar de cambios que

comprometan su variabilidad.

5.4. Consecuencias genéticas de la produccion de semilla en criadero

Una de las principales aplicaciones de los microsatélites es la asignacion de
paternidades; a medida que se van desarrollando su uso en este campo se hace mas
frecuente. Esta metodologia tiene gran relevancia al permitir estimar el nimero efectivo
de reproductores, inferir la varianza del éxito reproductivo entre individuos, establecer
relaciones geneanologicas entre individuos de criadero y poblaciones repobladas y

facilitar los programas de seleccion genética.

En este estudio se utilizaron 13 /oci microsatélite para asignar paternidades a
150 semillas obtenidas por desove masivo de un lote de 139 reproductores. Se obtuvo
un porcentaje de asignacion simulado del 73 y 100% y una asignacion real del 37 y 97%

para un nivel de confianza del 95% y 80%, respectivamente. El poder de las técnicas de
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asignacion que utilizan microsatélites depende de varios factores incluyendo la
variacion de los marcadores, presencia de alelos nulos, segregacion independiente de los
loci, mutacion y fallos de genotipado (Jerry y col., 2004; Dong y col., 2006; Vandeputte
y col., 2011; Karaket y Poompuang, 2012). La probabilidad de exclusiéon aumenta con
el numero de loci incluidos en el analisis, el nimero de alelos por locus y con la
igualdad de frecuencias alélicas en los loci. En nuestro caso se incluyeron 13 /loci, un
numero relativamente alto respecto a otros trabajos (ej. Boudry y col., 2002; Li y col.,
2009; Lallias y col., 2010) y, aunque la variabilidad presente en la muestra de estudio
result6 moderada (PIC global= 0,497), el poder de exclusion fue alto (>0,95). La
presencia de alelos nulos es una fuente clasica de incompatibilidades en la asignacion de
paternidades basada en microsatélites; frecuencias por encima del 5% comprometen la
determinacion de pedigries (Marshall y col., 1998). Dado que en este estudio los /oci
con alelos nulos a frecuencias elevadas fueron excluidos del analisis y que en 11 de los
13 loci la frecuencia de alelos nulos fue del orden del 5% o inferior parece poco
probable que la presencia de este tipo de alelos tuviese un efecto muy significativo.
También puede descartarse la ausencia de segregacion independiente de los /oci ya que
no se detectaron evidencias de desequilibrio de ligamiento ni en los progenitores ni en
las muestras analizadas del medio natural. El efecto de la mutacidén no puede descartarse
al haberse detectado alelos nuevos en la semilla pero éstos también podrian deberse a
errores de genotipado. Cabe suponer que los fallos de genotipado hayan tenido un papel
relevante en la asignacion de paternidades. Aunque en el andlisis se utilizaron 13 loci,
no todos los individuos fueron genotipados para el total de /oci debido a problemas de
amplificacion; se genotiparon todos los individuos para al menos seis /oci pero el
porcentaje de individuos con los 13 /oci genotipados fue de 40% en los progenitores y
43% en la semilla, resultando mucho mas bajo (16%) en la semilla pequefia. Al
aumentar el numero de marcadores cabe esperar un incremento en el riesgo de
problemas de amplificacion (Vandeputte y col., 2011). Es probable que la adopcion de
protocolos de extraccion que produzcan ADN més puro que el basado en la resina
Chelex utilizado aqui pueda mejorar la amplificacion y el genotipado y en consecuencia

la capacidad de asignacion.

La asignacion de paternidades ha permitido estimar el numero real de padres y
madres que contribuyeron a la semilla en el criadero donde se utiliz6 un lote de

reproductores recogido en el medio natural y, por lo tanto, estimar el tamafio efectivo de

108



5. DISCUSION

reproductores, uno de los parametros mas importantes en la gestion de stocks de
reproductores. Este parametro proporciona una indicacion sobre la estabilidad genética
de la poblacién por estar inversamente relacionado con la endogamia y la deriva
genética. Estd determinado por varios factores, incluyendo el nimero de machos y
hembras que producen descendencia viable, la proporcién de sexos, la contribucion de
cada parental y la varianza del tamafio familiar (Tave, 1999; Boudry y col., 2002; Li y
col., 2009). Como ocurre a menudo en especies acuaticas (Lind y col., 2009; Liu y col.,
2012), el tamafio efectivo de poblacion estimado aqui resultd inferior al nimero real de
individuos del lote de reproductores, observandose una reduccion del 40%. Dado que la
proporcidn de sexos se encontrd equilibrada, la reduccion observada puede atribuirse en
gran medida a una contribucion desigual de los parentales. En organismos marinos con
altas tasas de fecundidad y mortalidad temprana cabe esperar que exista una variacion
substancial en el éxito reproductivo (Hedgecock, 1994), documentandose esta variacion
en varias especies de bivalvos tanto en poblaciones naturales (Li y Hedgecock, 1998;
Hedgecock y col., 2007) como en condiciones experimentales (Boudry y col., 2002;
Petersen y col., 2008; Li y col., 2009; Lallias y col., 2010). Boudry y col. (2002)
detectaron una elevada varianza en las contribuciones parentales de C. gigas, incluso en
condiciones de aportaciones gaméticas equilibradas, atribuyedo la varianza observada a
tres factores principales: calidad de los gametos, interaccion huevo-esperma y viabilidad
diferencial de los genotipos. En nuestro caso es de destacar la existencia de diferencias
entre sexos; mientras que la contribucion de los machos resultd igualitaria, la de las
hembras fue significativamente distinta (y* = 96,72; P<0,05). Esto indica que factores
que afectan especificamente a las hembras, como cantidad y calidad de los huevos,
podrian tener un papel relevante en la contribucion desigual de las mismas. Dado el
nimero de posibles familias que podria formarse (4824), la cantidad de semilla
analizada (150 individuos) resulta insuficiente para evaluar apropiadamente la
contribucion por parejas por lo que deben realizarse otros ensayos con un menor
nimero de progenitores y mayor cantidad de semilla para conocer el efecto de la
interaccion huevo-esperma y la viabilidad diferencial de los genotipos, pero hay que

destacar que en las familias detectadas la contribucion no resulta desproporcionada.

A pesar de que se detecta una contribucion diferencial de los reproductores, el
grado en el que ocurre resulta muy inferior al descrito en otras especies. En el pez plano

Paralichthys olivaceus la contribucion de un lote de reproductores a la siguiente
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generacion fue radicalmente sesgada con practicamente toda la descendencia
monopolizada por un macho de los seis incluidos en el lote (Sekino y col., 2003). En un
desove de seis ejemplares del pectinido hermafrodita Nodipecten subnodosus dos de
ellos aportaron la practica totalidad de los ovocitos y el 52% de la descendencia fueron
hermanos (Petersen y col., 2008). Evaluaciones realizadas en R. decussatus, con 5 de 24
hembras y 2 de 15 machos aportando el 61% y el 47% de la descendencia,
respectivamente, (Insua, comunicacidon personal) indican que la contribucion desigual
de los reproductores también puede ser un problema severo en el cultivo en criadero de
las almejas. Es necesario analizar mas puestas en V. pullastra pero los datos obtenidos
aqui apuntan a que la dinamica reproductiva de esta especie condiciona su reproduccion

en criadero en menor grado que en otras especies.

Dado que en los criaderos es comun separar clases de tamafio en diferentes
tanques para maximizar el crecimiento y la supervivencia y que la semilla de cada
tanque puede ser gestionada diferencialmente (ej. siembra en localizaciones distintas),
se evalud la contribucion de los reproductores considerando grupos de tamafio. Al
considerar tres (semilla pequefa, mediana y grande) o dos grupos (crecimiento
potencialmente rapido y lento) se detectd6 que en el grupo de semilla
pequefia/crecimiento lento las hembras no contribuyen por igual. Por otro lado, la
evaluacion de la contribucion a cada grupo de tamafio desveld que algunos progenitores
(tres machos y dos hembras) hicieron una contribucion significativamente distinta a
alguno de los grupos. Por el reducido numero de individuos en cada grupo resulta
aventurado extraer conclusiones fiables pero observaciones similares han sido
interpretadas como reflejo de que un componente genético guia los resultados de
crecimiento observados (Borrell y col.,, 2011). En cualquier caso, los resultados
obtenidos indican que los analisis de paternidad realizados resultan utiles para
identificar reproductores que contribuyen significativamente a fenotipos de interés y
también que la representacion de los progenitores puede no ser equitativa en los grupos
de tamafio. Esto ultimo conlleva que los grupos de tamafio sean genéticamente
heterogéneos y que su gestion independiente acuse los cambios o pérdida de diversidad
potencialmente asociados a la reproduccion en criadero. Por otro lado, las estimas de
parentesco obtenidas aqui evidencian igualmente el efecto de los grupos de tamafio al

mostrar ausencia de parentesco en el conjunto de la semilla pero un coeficiente de
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parentesco equivalente al esperado para medios hermanos en el grupo de semilla

pequena.

La estima del tamafio efectivo de reproductores permite determinar el
incremento de endogamia por generacion, el cual equivale a la pérdida de
heterocigosidad (Frankham y col., 2002). La endogamia debe evitarse en programas de
reproduccion en criadero al tener como consecuencia directa la depresion endogamica,
un descenso de la eficacia biologica que puede afectar a la tasa de crecimiento,
fertilidad u otros caracteres de interés productivo. Las razones por las que la endogamia
provoca depresion endogamica incluyen la expresion de alelos recesivos raros cuyos
efectos deletéreos estdn habitualmente enmascarados en heterocigosis, y la
sobredominancia, un fendémeno que ocurre cuando los heterocigotos tienen un fenotipo
superior al de los homocigotos (Halliburton, 2004). La severidad de la depresion
endogamica depende del nivel de endogamia, el fenotipo en cuestion y de la poblacion
(Tave, 1999). El nivel de endogamia que causa problemas en poblaciones de criadero es
desconocido pero en el caso de poblaciones que son cultivadas para programas de
repoblacion el valor deberia ser inferior al 5% (Tave, 1999). En nuestro caso, la estima

del incremento de endogamia fue 0,6, un valor que permite prever minimos efectos.

Ademas del incremento de endogamia producido, la estima del tamafio efectivo
de poblacion permite determinar la pérdida de alelos via deriva genética. Cuando una
poblacion pequetia se reproduce, la siguiente generacion deriva de una muestra de los
gametos producidos por los parentales; simplemente por azar algunos alelos,
especialmente los mas raros, pueden no pasar a la descendencia y por lo tanto pueden
perderse (Frankham y col., 2002). La pérdida de alelos tiene dos efectos: (i) aumenta la
homocigosidad y en consecuencia tiene un efecto similar a la endogamia y (ii) reduce la
varianza genética, el material sobre el que actua la seleccion (Tave, 1999). En los casos
de cultivo para programas de repoblacion debe preservarse la mayor parte de la
variacion genética posible, lo cual significa que debe evitarse la pérdida de alelos con
frecuencias de 0,01-0,001 (Tave, 1999). Segun las tablas elaboradas por Tave (1999), la
probabilidad de perder alelos a frecuencias de 0,01 y 0,001, considerando el tamafio
efectivo de reproductores estimado en este trabajo (84), seria del 18% y 84%, lo que
supone un alto riesgo para los alelos de menor frecuencia. El tamafio efectivo de

poblacion necesario para tener una probabilidad del 95% de retener alelos a frecuencias
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de 0,01 y 0,001 seria 150 y 1498, respectivamente, por lo que se hace evidente que para
evitar la pérdida de alelos durante el proceso de obtencion de semilla debe
incrementarse el tamafio efectivo de poblacion estimado aqui. No obstante, el efecto de
pérdida de alelos depende del contexto en que se use la semilla, siendo perjudicial
cuando ésta se utiliza para fundar una poblacion pero marginal cuando se utiliza para

repoblar una poblacion con un tamafio efectivo alto (Gaffney, 2006).

Las practicas de acuicultura han producido muy a menudo stocks con niveles de
diversidad genética significativamente mas bajos que las poblaciones progenitoras del
medio natural no s6lo en moluscos (Evans y col., 2004; Lind y col., 2009; Lallias y col.,
2010) sino también en crustaceos (Xu y col., 2001) y peces (Pampoulie y col., 2006;
Wachirachaikarn y col.,, 2011). En este estudio no se encontraron diferencias
significativas en los valores de riqueza alélica ni en los de heterocigosidad observada y
esperada entre la semilla producida y los reproductores/progenitores recogidos en el
medio natural. Ademads, en términos de heterocigosidad observada y esperada, la
variabilidad presente en la semilla es comparable a la detectada en el medio natural,
incluyendo varias localidades. Por tanto, puede interpretarse que el proceso de
obtencion de semilla de V. pullastra en el criadero no modifica significativamente la
composicion genética. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la ausencia de
diferencias en la heterocigosidad observada y esperada no resulta sorprendente ya que la
heterocigosidad declina muy lentamente con el tiempo y es un indicador de cuellos de
botella menos sensible que la riqueza alélica (Amos y Balmford, 2001). Diferentes
estudios han demostrado que una reduccion evidente del nimero medio de alelos por
locus conlleva pocos cambios entre la heterocigosidad de poblaciones naturales y
cultivadas (English y col., 2000; Evans y col., 2004; Yu y Chu, 2006). Aunque no se
detectan diferencias significativas en los valores de riqueza alélica, tanto la media de
este parametro como el nimero medio de alelos por locus (menor en la semilla respecto
a reproductores/progenitores) evidencian que ha tenido lugar una pérdida de alelos. Al
considerar los grupos de tamafo, la pérdida de alelos se hace més patente en la semilla
mediana y pequefia con diferencias significativas en la riqueza alélica respecto a sus
progenitores. No obstante, hay que sefalar que la riqueza alélica media del conjunto de
la semilla (6,024) cae dentro del rango de valores (5,794-6,497) obtenidos para dos
muestras temporales de la localidad donde se recogieron los reproductores (poblacién

natural: 2008; lote de reproductores: 2012). Por ello, la magnitud de la reduccion en el
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numero de alelos detectada en la semilla podria ser equivalente a la que pueda darse en

el medio natural a lo largo del tiempo.

En relacion a la estructura de poblacion, puede considerarse que tanto el lote de
reproductores como los progenitores representan el pool génico de todas las localidades
gallegas examinadas excepto O Barqueiro, al no detectarse diferenciacion genética
significativa. La semilla producida no difiere de sus progenitores pero si del lote de
reproductores y también de las muestras de todas las localidades examinadas en este
estudio. Esta diferenciacion genética significativa puede ser atribuida a la deriva
genética pero también a la seleccion durante el proceso de cultivo en el criadero
(Pampoulie y col., 2006; Camara y Vadopalas, 2009). Las condiciones ambientales del
criadero son relativamente mas estables que las del medio natural y pueden haber
ejercido una presion selectiva diferente a la que ocurre en el medio natural. Las
consecuencias genéticas de sembrar en el medio natural semilla que difiere
genéticamente de la poblacion natural incluye la depresion exogdmica, una reduccion de
eficacia biologica por hibridacion de stocks genéticamente diferentes (Ward, 2006). La
depresion exogdmica refleja la rotura de complejos de genes coadaptados y el desajuste
de interacciones beneficiosas entre genes y ambientes locales, y su severidad aumenta
linealmente con la distancia genética de las poblaciones parentales (Edmands y
Timmerman, 2003). De acuerdo con Frankham y col. (2011) la probabilidad predicha de
depresion exogamica es baja en cruzamientos entre dos poblaciones de la misma
especie cuando las poblaciones tienen el mismo cariotipo, han estado aisladas por
menos de 500 afios y ocupan ambientes similares. Asi, es probable que el riesgo de
exogamia tras una generacion de cria de V. pullastra en criadero pueda considerarse
minimo. No obstante, hay que sefialar que los microsatélites son esencialmente neutros
y para tener evidencias mas convincentes sobre la probabilidad de depresion exogamica
deberia analizarse mas bien la variacion adaptativa. Independientemente del riesgo de
depresion exogamica, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la siembra en
Galicia de la semilla producida puede modificar la estructura de la poblacion aunque
ello dependeré de la contribucion numérica de la semilla al tamafo total de la poblacion
natural. El impacto seria mayor si Faro fuese la poblacion receptora y también si se
utilizase para la siembra Uinicamente la semilla pequefa. Si bien la semilla grande y la
mediana no muestran una diferenciacion genética significativa con las muestras de

varias sino todas las localidades gallegas, ello no justifica que la semilla pequeia sea
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desechada. En cultivos de ostra C. gigas se ha demostrado que la eliminacién de las
larvas més pequeias tiene un impacto en la variacion genética; los ejemplares de menor
crecimiento son importantes para minimizar la variabilidad en el éxito reproductivo y
por tanto maximizar la variabilidad genética de una poblacion de criadero (Taris y col.,

2006).

Este trabajo pone de manifiesto que para retener y conservar la heterogeneidad
genética existente dentro y entre poblaciones de V. pullastra el proceso de obtencion de
semilla para programas de repoblacion deberia ser optimizado. Por un lado, debe
seleccionarse la poblacion que proporcione los reproductores; idealmente éstos deben
proceder de la localidad que seréa repoblada y, de no ser posible, debe utilizarse la que
sea genéticamente mas similar (Ward, 2006). En el caso de Galicia, la semilla producida
por reproductores de Barallobre no deberia ser sembrada en otras localidades por la
existencia de diferenciacion genética detectada en este estudio. Por otro lado, deberia
incrementarse el tamafio efectivo de reproductores. Para ello se han propuesto varias
estrategias no excluyentes. Una es aumentar el nimero de reproductores manteniendo
una proporcion de sexos 1:1, lo cual conlleva determinar el tamafio efectivo de
poblacion necesario para evitar endogamia y problemas relacionados con la deriva
genética y utilizar un nimero de reproductores que permitan alcanzarlo (Tave, 1999).
Otra estrategia es modificar las técnicas de fecundacion: (i) fecundar los huevos de cada
hembra con esperma de un Gnico macho, dividiendo los huevos de las hembras para que
puedan ser fecundados por machos distintos (Tave, 1999); (ii) combinar en
proporciones iguales las larvas obtenidas de multiples grupos de desove masivo
pequefios (Gaffney y col., 1992) o de cada una de las hembras (Lind y col., 2009) y (iii)
combinar la progenie obtenida por sucesivos desoves (Lallias y col., 2010). Dado que
en V. pullastra la proporcion de sexos observada, tanto aqui como en el medio natural,
es proxima al 50% (Pérez Camacho, 1980) y que la contribucion desigual de las
hembras parece uno de los principales factores que contribuyen a la reduccion del
tamaio efectivo, una estrategia basada en las modificaciones (ii) y (iii), como combinar
de manera equitativa larvas producidas por sucesivos desoves de cada hembra deberia

ser ensayada.
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6. CONCLUSIONES

6.1. Se desarroll6 un panel de 24 marcadores microsatélite en V. pullastra
mediante la construccion de genotecas enriquecidas. Los microsatélites identificados
permitieron realizar analisis de diversidad genética, estructura de poblacion y
paternidades, y seran utiles para futuros estudios genéticos en esta especie. Ademas, se
optimizaron tres PCR multiplex que amplifican simultaneamente cinco u ocho loci,

reduciendo el coste y el tiempo requerido para el genotipado de estos marcadores.

6.2. Se desarrolld6 un nuevo marcador mitocondrial (CitB) que resultd mas
variable que los otros dos marcadores mitocondriales utilizados (COI y 16S), ampliando

las regiones mitocondriales donde evaluar la diversidad genética.

6.3. Las localidades examinadas presentaron niveles de diversidad genética
similares en los marcadores microsatélite pero fluctuaciones destacables en los
mitocondriales. Globalmente el nivel de diversidad genética de V. pullastra es
moderado, encontrandose en el rango o por debajo del descrito en otras especies de

almeja.

6.4. El andlisis de microsatélites puso de manifiesto la existencia de
estructuracion genética en la Peninsula Ibérica. No se detectd heterogeneidad entre las
localidades de Galicia pero si una alta diferenciacion genética entre éstas y la localidad
portuguesa de Faro. Las dos regiones deberian ser gestionadas por separado, evitando el

traslado de almejas entre ellas.

6.5. La presencia en Faro de alelos privados en dos /loci microsatélite permite
identificar las almejas de esta localidad, lo cual supone disponer de marcadores
especificos de poblacion, poco frecuentes en bivalvos. Dada la distancia entre Galicia y
Faro deberia analizarse la estructura de poblacion a una escala mas fina para determinar

el alcance del poder de discriminacion de los alelos identificados.

6.6. El ADNmt no reflej6 de manera consistente la diferenciacion genética
detectada con los microsatélites, pero puso en evidencia una diferenciacion genética

significativa entre las localidades gallegas de Barallobre y O Grove.

6.7. Mediante andlisis de paternidades se estima que el tamafio efectivo de
reproductores utilizados en el criadero para la produccion de semilla es un 40% menor

que el tamafio censal. El valor estimado del tamafio efectivo de reproductores supone un
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incremento de endogamia por generacion bajo (0,6) pero resulta insuficiente para evitar
la pérdida de alelos a baja frecuencia (<0,01). La reduccion del tamafio efectivo de
reproductores puede atribuirse en gran medida a la ausencia de contribucion y a una
contribucion desigual de los reproductores, siendo las hembras las que muestran mayor

sesgo.

6.8. El lote de reproductores utilizado en el criadero puede considerarse
representativo de las almejas de la costa gallega. La semilla producida difiere
significativamente de todas las localidades analizadas pero el grado de diferenciacion

genética es bajo.

6.9. El andlisis de la semilla por grupos de tamafio indicé que la semilla pequefia
difiere de la mediana y grande, caracterizdndose por una menor riqueza alélica, mayor
coeficiente de parentesco, presencia de desequilibrio de ligamiento y mayor
diferenciacion genética respecto a los progenitores y a las muestras examinadas del
medio natural. Su uso individualizado en un programa de repoblacion incrementaria el
riesgo de impacto genético y su descarte acentuaria el sesgo en la representacion de los

padres y la pérdida de diversidad genética parental.

6.10. La calidad genética de la semilla analizada es superior a la descrita en otros
bivalvos y permite prever que se pueda llegar a alcanzar un nivel de calidad 6ptimo para
programas de repoblacién con minimo impacto genético. Para ello, deberian adoptarse
en el criadero estrategias que aumenten el nimero de reproductores y equilibren la
contribucion de los mismos, especialmente de las hembras. Las herramientas
moleculares y los datos genéticos proporcionados en este trabajo permitiran evaluar el

éxito de las estrategias que se adopten.
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AN

EXO I

Sitios variables localizados en los 26 haplotipos definidos para el gen 16S
Posicion de la variacion
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ANEXOS

ANEXO 111

Sitios variables localizados en los 16 haplotipos definidos
para el gen CitB.
Posicion de la variacion

H 12345611311111122222
A 25022378801499
P 6 9270343347
1 TGAGTCTTCGCATCCGAGTT
2 o T .

3 . T . G
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6 ... T
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ANEXO IV

Sitios variables localizados en los 31 haplotipos definidos para el
gen COL.
Posicion de la variacion
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Continuacion.

Posicion de la variacién
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ANEXO V

Sitios variables localizados en los 44 haplotipos definidos para la combinacion de
los tres genes.

Posicion de la variacion
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Continuacion.

Posicion de la variacion
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TECHNICAL NOTE

Isolation of twelve microsatellite markers in the pullet carpet shell
Venerupis pullastra (Bivalvia: Veneridae)
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Abstract In this paper we report 12 polymorphic
microsatellite loci isolated for the pullet carpet shell Ven-
erupis pullastra, a commercial important clam in Europe.
All loci were tested on a minimum of 45 individuals from
O Barqueiro (NW Spain). The number of alleles ranged
from three to 28. Observed and expected heterozygosity
ranged from 0.074 to 0.727 and from 0.073 to 0.958,
respectively. No linkage disequilibrium between loci was
detected and nine of them conformed to Hardy—Weinberg
equilibrium. These 12 loci will be useful for future popu-
lation genetic studies in V. pullastra.

Keywords Venerupis pullastra - Pullet carpet shell -
Microsatellite markers - Enriched genomic library

Venerupis pullastra is a bivalve mollusc of the Veneridae
family distributed along the European Atlantic coast, from
Norway to Spain, and also along the Mediterranean Sea. It
is one of the most common clam species on the European
markets, and Spain, Portugal, France and Italy are its main
producer countries. The market price of V. pullastra is
generally higher than other commercial clams, such as
Japanese carpet shell (Ruditapes philippinarum) and the
Yellow carpet shell (V. rhomboides). In spite of its com-
mercial importance, no population genetic studies have
been carried out on this species yet. The absence of suitable

S. M. Pereira - A. Arias - J. Méndez - A. Insua - R. Freire ()
Departamento de Biologia Celular y Molecular, Area de
Genética, Facultad de Ciencias, Universidade da Coruna,

A Zapateira s/n, 15071 A Coruna, Spain

e-mail: rfreire@udc.es

158

molecular markers may be one of the reasons for the lack
of this kind of studies. This work shows for the first time
the characterization of polymorphic microsatellite loci in
Venerupis pullastra.

DNA was isolated from adductor muscle according to
Ferndndez-Tajes and Méndez (2007). Two genomic librar-
ies enriched for two microsatellite repeats (ATC and ACC)
were constructed following the protocol of Billote et al.
(1999), with modifications described in Martinez et al.
(2009). A total of 483 microsatellite-positive clones were
identified after nylon membrane hybridization with ATC
and ACC digoxigenin-labelled probes. Plasmid DNA of 186
hybridized clones was extracted using the QUIAprep”™ Spin
Miniprep Kit (Quiagen) and sequenced at the Molecular
Biology Unit of the Univertsity of A Coruna (Spain).
Similarity between sequences was checked with the local
Blast tool of the Bioedit program (Hall 1999) and with the
MicroFamily WIN software (Meglécz 2007). Sequences
were analyzed for the presence of microsatellites with Tan-
dem Repeats Finder (Benson 1999). A total of 99 sequences
were unique and contained at least one microsatellite. Oli-
gonucleotide primers flanking the microsatellite regions
were designed using the Primer3 web resource (Rozen and
Skaletsky 2000). PCR amplifications were optimized for
annealing temperature and MgCl, concentration with the
gradient thermal cycler Bio-Rad MyCycler™. They were
performed in a reaction volume of 12.5 pl containing 0.5 pl
of genomic DNA (25 ng/pl), 0.06 pl of Tag DNA poly-
merase (5 U/ml), 1.25 pl of the 10x polymerase buffer
(Roche Applied Science), 1 pl of dNTPs mixture (2.5 mM),
0.15 pl of each primer (20 pM), and MgCl; ranging from 1.5
to 3.0 mM. The thermal cycler protocol consisted on an
initial denaturalization of 5 min at 95°C, followed by 34
cycles of 94°C for 30 s, optimal annealing temperature for
30 s, and 72°C for 30 s, and a final extension of 72°C for

@ Springer
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10 min. Thirty-four primer pairs were tested in PCR reac-
tions and 12 of them yielded polymorphic products.

Polymorphic loci were subsequently amplified with one
of the two primers 5'-labeled with one fluorescent phos-
phoramidite dye, 6-FAM or HEX in a minimum of 45
individuals from a natural population from O Barqueiro
(NW Spain). PCR products were run on an ABI PRISM
3130xl sequencer and genotyped with the GeneMapper
v.3.7 software (Applied Biosystems).

The number of alleles, observed heterozygosity (H,,) and
gene diversity (H,) of Nei (1978) were calculated with the
Genetix software v4.03 (Belkhir et al. 2004). Tests for
agreement with Hardy—Weinberg equilibrium and linkage
disequilibrium between loci were carried out with the
Genepop v4.0 software (Raymond and Rousset 1995).
When multiple tests were performed, the significance val-
ues were adjusted by sequential Bonferroni correction
(Rice 1989). Finally, microsatellite data were examined for
evidence of null alleles with the MicroChecker software
{(Van Oosterhout et al. 2004).

Table 1 shows the results obtained for the 12 microsat-
ellite loci characterized. Eleven loci were isolated from the
ATC enriched library and one (VpAC2-34) from the ACC
library. Between three and 28 alleles per locus were detec-
ted. Observed and expected heterozigosity values ranged
from 0.074 to 0.727 and from 0.073 to 0.958, respectively.
Seven loci, nine after sequential Bonferroni correction,
conformed to Hardy—Weinberg equilibrium at a 5% signif-
icance level. The analysis with MicroChecker showed
evidence of null alleles in the three loci in Hardy—Weinberg
disequilibrium (VpATI1-53, VpATI1-12 and VpATI1-64),
with frequencies ranging from 0.232 to 0.318, which may
explain, at least in part, the deviations observed. No signif-
icant linkage disequilibrium was detected between loci.

The microsatellites described here will be a valuable
tool for future population genetic studies in V. pullastra.
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