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INTRODUCCION

En los ultimos afios, el tamafo de las poblaciones de algunas especies marinas de interés
comercial se ha visto reducido a pesar de la creacién de medidas de gestiéon pesquera basadas
en estudios sobre su biologia. En Galicia, diferentes especies de interés comercial se
encuentran intensamente explotadas, entre ellas la centolla Maja brachydactyla Balss, 1922. En
torno a la centolla se desarrolla una importante actividad socioecondémica, siendo las costas
gallegas su principal zona de explotacion en Espaiia, tanto a nivel de produccién (73%) como a
nivel econémico (mds del 80% de los ingresos). Por este motivo, se han realizado numerosos
estudios sobre diferentes aspectos de su biologia, de especial interés para la regulaciéon de su
pesqueria (Gonzdalez-Gurriardn, 1993, 1995, 1998; Sampedro et al., 2003; Freire et al., 2002;
Gonzdlez-Gurriaran et al., 2002; Corgos, 2004; Corgos et al., 2006; Freire et al., 2009; Corgos
& Freire, 2007; Sotelo et al., 2008; Corgos, et al., 2010; Corgos, et al., 2011; Verisimo et al.,
2011).

M. brachydactyla es un crustaceo decapodo de la familia Majidae (Ng er al., 2008; De Grave et
al., 2009) muy comin en la costa atlintica europea. M. brachydactyla se clasificaba
inicialmente dentro de la especie Maja squinado (Herbst, 1788), pero en los tltimos afios se
han identificado diferencias morfoldgicas (Neumann, 1996, 1998) y moleculares (Sotelo et al.,
2008) entre las poblaciones del Atlantico y el Mediterraneo que han permitido confirmar que se
trata de una especie diferente. Tras esta separacion, se considera que su distribucién se
circunscribe al Atlantico Oriental, desde el Sur del Mar del Norte hasta Sudafrica, incluyendo
las islas de Madeira, Azores, Canarias y Cabo Verde (Clark, 1986; Hines er al., 1995;
Neumann, 1998; Udekem d Acoz, 1999; Sotelo et al., 2009).

En general, los crustdceos decapodos presentan ciclos vitales complejos, con fases larvarias
plancténicas y fases postlarvarias benténicas, lo que determina que su distribucién y su
dindmica de poblaciones estén estrechamente relacionadas tanto con procesos de dispersion
larvaria, mediados por factores fisicos, como de seleccion de habitat, ligados a los movimientos

y migraciones en estadios postlarvarios (Pardieck et al., 1999; Pascual et al., 2001).

El ciclo vital de M. brachydactyla consta de tres fases principales: fase larvaria, fase juvenil o

de crecimiento y fase adulta o reproductiva.

La fase larvaria planctonica dura de 2 o 3 semanas y consiste en dos estados de zoea (zoea I y

IT) y un estado de megalopa (Iglesias et al., 2002; Guerao et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Larvas zoea (I y II) y megalopa de M. brachydactyla (Guerao et al., 2008; Andrés, 2010).

La fase juvenil comienza tras el asentamiento benténico del primer estadio postlarvario, que
tiene lugar desde finales de primavera hasta otofio (Corgos, 2004). Durante esta fase, que dura
de 2 a 3 afios (Le Foll, 1993), los juveniles habitan fondos someros (<15m) donde realizan
movimientos limitados, no direccionales y a pequeiia escala, con desplazamientos de menos de
10 m al dia (Hines et al., 1995; Gonzalez-Gurriaran et al., 2002; Bernardez et al., 2003). Su
crecimiento se realiza mediante mudas sucesivas que siguen un patron variable en funcion de la
talla, siendo menor el nimero de mudas cuanto mayor es la talla del juvenil (Gonzalez-

Gurriaran et al., 1995).

Tras la muda terminal, que tiene lugar en primavera y verano, los individuos alcanzan la
madurez sexual y comienza la fase adulta. En las hembras se producen cambios en la
morfologia del abdomen, pasidndose de un abdomen plano sin pledpodos desarrollados
(Juveniles) a un abdomen més ancho y abombado, con espacio disponible para la incubacion de
las puestas, y plebpodos completamente desarrollados (adultas). Mientras que, en los machos
se produce un cambio en el tamafio relativo de los quelipedos con respecto al cuerpo

(Sampedro et al., 1999; Corgos & Freire, 2006).

Entre finales de verano y principios de otofo, los adultos empiezan la migracion reproductiva
hacia zonas mds profundas (30-100m) con fondos de sustratos blandos (Freire & Gonzélez-

Gurriaran, 1998).

Los machos de menor talla realizan la migraciéon antes, sin haber recuperado la condicién
fisiolégica normal tras la muda terminal, para conseguir apareamientos que no conseguirian
compitiendo con los machos de mayor tamafo, que llegan mdas tarde a las zonas de

apareamiento, tras recuperarse fisiologicamente del proceso de muda (Corgos, 2004).

Antes del apareamiento, se producen interacciones agonisticas entre los machos (Stevens et al.,
1993; Sainte-Marie et al., 1997; Rondeau & Sainte-Marie, 2001; Correa et al., 2003) en las que
los grandes excluyen a los pequefios. Otras veces, los machos pequefios son rechazados por las
hembras (Goshima et al., 2000). También es posible que los machos por debajo de cierta talla

2
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no sean capaces de aparearse con hembras grandes, ya que no dispondrdan de quelipedos
suficientemente grandes como para sujetar a las hembras durante el cortejo y el apareamiento
(Brosnan, 1981; Rodhouse, 1984; Jivoff, 1997a). Por estas razones, los machos de mayor
tamafio presentan mayores probabilidades de apareamiento que los de menor tamaiio, hipdtesis
apoyada por observaciones de apareamientos de decdpodos en el medio natural, en los cuales
los machos suelen ser mayores que las hembras (Brosnan, 1981; Conan & Comeau, 1986;
Ennis et al., 1988; Paul, 1992). Tras el apareamiento, las hembras retornan a aguas someras

para la incubacién de la primera puesta del ciclo anual.

Estas migraciones y procesos de seleccion de habitat determinan la existencia de poblaciones
de juveniles y adultos postpubertales en aguas someras, poblaciones de machos y hembras
adultos en aguas profundas (las hembras s6lo en otofio e invierno), y hembras adultas en aguas
someras (en primavera y verano), que regresan probablemente para acelerar la incubacién de

las puestas (Corgos, 2004).

La fecundacién en la centolla es interna y tiene lugar simultdneamente a la extrusién de los
huevos a la cavidad abdominal, quedando posteriormente adheridos a los apéndices

abdominales de la hembra hasta su eclosion (Diesel, 1991).

En la Ria de Arousa, el ciclo de cria anual de las hembras de M. brachydactyla se inicia en
diciembre y continda hasta noviembre del afio siguiente. Durante la incubacién, proceso que
dura entre 30 y 74 dias dependiendo de la temperatura del agua (Brosnan, 1981; Gonzdlez-
Gurriardn et al., 1993, 1998; Iglesias et al., 2002), los huevos pasan por tres estados de
desarrollo diferentes (Gonzalez-Gurriardn et al., 1993, 1998) (Figura 2): Estado A, con
coloracién naranja y gran cantidad de vitelo; Estado B, con coloracién marrén y esbozo del
0jo; Estado C, con coloracién gris oscuro, presencia de cromat6foros, ojos bien desarrollados y

sin apenas vitelo.
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Figura 2. Estados de desarrollo por los que pasan los huevos de M. brachydactyla durante la
incubacién. Huevo en estado de desarrollo A (A), B (B) y C (C); puesta en estado de desarrollo
A (D), B (E)y C (F).

Cada hembra puede fecundar varias puestas sucesivas sin necesidad de realizar nuevos
apareamientos gracias a que disponen de recepticulos seminales o espermatecas. En estas
espermatecas almacenan el esperma que, en forma de espermatéforos, reciben de las copulas
con uno o varios machos distintos. En Galicia, el nlimero estimado de puestas que puede
realizar una hembra en cada ciclo reproductivo anual es de tres (Gonzdlez-Gurriardn et al.,
1998). Por ejemplo, una hembra de tamafio medio (158 mm de longitud del cefalotérax) puede
presentar aproximadamente unos 300000 huevos mientras que una hembra de tamafio grande
(191 mm de longitud del cefalotorax) puede llegar a tener hasta 530000 huevos en su puesta

(Verisimo et al, 2011).

Se ha obervado en otros decdpodos majoideos, como Chionoecetes opilio (Sainte-Marie et al.,
2000) e Inachus phalangium (Diesel, 1990), que las masas de esperma se almacenan
dorsoventralmente en las espermatecas cuando no estdn muy llenas, es decir, la dltima masa de
esperma se almacena maés cerca del oviducto. Esta disposicion favorece que sea el esperma del
ultimo macho que se aparea con la hembra el que fertilice la puesta y, por tanto, la paternidad
de un solo macho. Sin embargo, en M. brachydactyla la disposicion de las masas de esperma es
diferente a la observada en estas especies: cuando hay varias masas, éstas se disponen paralelas
al eje mayor de las espermatecas y, si €stas estan muy llenas, la disposicion no es estratificada
(Gonzélez-Gurriaran et al.,1998). Estos resultados no implican una mayor probabilidad de
paternidad de los dltimos machos con los que se aparea la hembra, sino probablemente la
paternidad de los machos de mayor tamafio, con mds posibilidades de ser elegidos por las

hembras y de desplazar a otros machos en las interacciones producidas.
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Por otra parte, algunos machos (especialmente machos pequefios que copulan con hembras
grandes) pueden no disponer de esperma suficiente para fecundar la puesta completa de una
hembra (Nakatsuru & Kramer, 1982; Gage & Cook, 1994, Pitnick & Markow, 1994; Preston et
al., 2001; Sato et al., 2005, 2006). Esto podria favorecer el que una hembra se aparease con

varios machos para asegurar la fecundacién completa de sus puestas.

La capacidad de M. brachydactyla para el almacenamiento a largo plazo de esperma en sus
espermatecas, la disposicion de los espermatéforos en las mismas (Gonzélez-Gurriaran et al.,
1998) y la posible limitacién de esperma provocada por el apareamiento con machos pequeios
conducen a la sospecha de que las hembras poseen el potencial de usar el esperma de multiples
machos al mismo tiempo, es decir, de la posible existencia de paternidad multiple en esta

especie.

Sin embargo, a pesar de los estudios previamente realizados sobre la biologia reproductiva de
la centolla, la multipaternidad en esta especie es una cuestion que no se ha resuelto todavia, y
que deberia abordarse debido a su relevancia en cuestiones relacionadas con la sostenibilidad
de las poblaciones naturales, como es el caso del tamafio efectivo y, por tanto, el potencial

reproductivo de las mismas.

El tamafio efectivo de las poblaciones depende tanto de la capacidad de las hembras para
producir oocitos, como de la capacidad de los machos para fecundarlos. Por esta razén, no es
suficiente con conocer la proporcién sexual y la distribucién de tallas en las poblaciones, sino
que es necesario también estimar la capacidad de los machos para fecundar las puestas de las

hembras a través de estudios de paternidad.

Por esta razon, el tamafio efectivo de las poblaciones naturales, aunque resulte paraddjico,
podria verse afectado por algunas medidas de regulacion pesquera, ya que si bien intentan
controlar el efecto de la explotacién pesquera sobre el tamafio poblacional, podrian llegar a
alterar la estructura de las poblaciones naturales, fundamentalmente en cuanto al sex-ratio y a
la distribucion de las frecuencias de tallas. En Galicia, dado que la centolla presenta un ciclo
reproductivo anual muy amplio y por tanto, un elevado porcentaje de hembras ovadas
(prohibidas para la pesca) al menos seis meses al afo, la pesqueria legal se centra en la captura
de los machos. Por otra parte, las capturas suelen estar centradas en los ejemplares de mayor
tamafo, que son los que, por norma general, poseen un mayor potencial reproductivo (las
hembras mas grandes producen puestas de mayor tamafio y los machos més grandes tienen

mayor capacidad de fecundacion).



Analisis de paternidad en la centolla Maja brachydactyla, Balss 1922 Elba Rodriguez Pena

Este hecho podria llevar a una situacion de desequilibrio, a nivel de la proporcion sexual y de
la estructura de tallas de ambos sexos, afectando al potencial reproductivo y al tamaio de las

poblaciones naturales y, en definitiva, a la sostenibilidad de la pesca de la centolla.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es establecer las bases para el estudio de la posible

paternidad multiple en la centolla M. brachydactyla. Para este fin se procedera a:

» La determinacion del tejido 6ptimo para la extracciéon de ADN en adultos.

» La amplificacion y secuenciacion del gen mitocondrial 16S para comprobar la calidad
del ADN obtenido para posteriores pruebas de paternidad.

» La amplificacién y el andlisis de diversos marcadores microsatélite especificos de la

especie para determinar la posible existencia de multipaternidad.
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METODOLOGIA

Ejemplares de estudio

Con el apoyo de buceadores del Aquarium Finisterrae, se llevaron a cabo muestreos para la
captura de ejemplares de centolla, Maja brachydactyla, Balss 1922 dentro de la Ria de A
Corufia. Durante estas inmersiones se capturaron 57 hembras de centolla que fueron
trasladadas a las instalaciones del Aquarium Finisterrae en neveras portitiles a baja

temperatura y con pafios humedecidos en agua de mar.

Una vez trasladadas, se midi6 la longitud del caparazén (medida entre la unién de las espinas
del rostro y el borde posterior del cefalotérax, Figura 3) con un calibre al 0.1 milimetro mas

cercano.

Figura 3. Medida de la longitud del caparazén (LC).

A continuacion, se procedié a la identificacién de las hembras mediante el marcaje de los
pereiépodos con bridas de colores. Ademds, a cada hembra se le otorgé un identificador acorde
a la clase de talla a la que pertenecia (Tabla 1). También se anot6 la presencia de huevos en el
abdomen de las hembras y su estado de desarrollo.

Tabla 1. Clases de talla de las hembras de M. brachydactyla
mantenidas en cautividad en el Aquarium Finisterrae.

Longitud caparazon Clase de talla  Inicial nombre

<150 mm Pequefa P
150-170 mm Mediana M
>170 mm Grande G
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Una vez marcadas, las hembras se introdujeron en un tanque de 8000 L (Figura 4) conectado a
una unidad de circuito abierto de agua de mar, para reproducir las condiciones ambientales de
su hébitat natural.

Figura 4. Ejemplares de estudio en uno de los tanques de 8000L
de capacidad del Aquarium Finisterrae.

Se probaron tres tipos diferentes de dieta: mejillon cocido congelado sin concha, mejillén
crudo congelado con concha y caballa y arenque congelados. La dieta seleccionada fue la de
mejillén crudo congelado con concha, tanto por la predileccion que mostraron los ejemplares
de centolla por este alimento en las observaciones realizadas, como por su amplia utilizacion
en estudios anteriores (Gonzalez-Gurriarén et al., 1998; Corgos, 2004; Guerao & Rotllant,
2009; Simeo et al., 2013). Ademads, la limpieza del tanque era mds sencilla cuando las centollas
eran alimentadas con mejillon que cuando eran alimentadas con pescado, y las puestas
mostraban mejor pigmentacion. Los ejemplares de estudio fueron alimentados tres veces por

semana, proporcionando a cada individuo una racion aproximada de 100g en cada toma.

Ademas, se realizaron seguimientos semanales de los ejemplares, en los que se anotaron la
presencia y el estado de desarrollo de la puesta en las hembras, asi como otras incidencias

observadas (muertes, presencia de heridas, etc.).

Determinacion del tejido 6ptimo para la extraccion de ADN en adultos

Toma de muestras

Las hembras que se encontraron muertas en los seguimientos periddicos, fueron diseccionadas
para averiguar las posibles causas de la muerte. Asimismo, se recogieron piezas bucales, dos o
tres pledpodos y uno o dos fragmentos de pereiépodos (preferiblemente de la zona distal que

incluye el dactilo) de cada hembra.
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En total, se tomaron 32 muestras de 8 hembras. Todas ellas fueron conservadas en etanol
absoluto hasta el momento de su procesado. Se eligié este método porque se habia comprobado
en estudios anteriores (Rodriguez Pena, 2013) que era adecuado para la posterior obtencion de
ADN de las muestras almacenadas. Ademads, se trata de un método de conservacion sencillo y
poco agresivo con los tejidos comparado con otros métodos frecuentemente empleados (ej.

liofilizacién, conservacion en formol, etc.).

Extraccion de ADN

El inicio del proceso de extraccidn vari6 en funcion del tejido de partida.

Piezas bucales. Se tom6 un endito del segundo par de maxilipedos (Figura 5), se le cortd la

base y se anotd su peso. A continuacion, se cort en pequefios fragmentos.

Figura 5. Detalle de las piezas bucales de un individuo de
M. brachydactyla.

Sedas de pleépodo (Figura 6). Se recortaron 10mg de sedas de la rama externa de los
pledpodos conservados en etanol y, a continuacion, se cortaron en fragmentos mas pequefios.
Se eligieron las sedas de la rama externa de los pledpodos porque, ademds de ser mds
abundantes, las sedas de la rama interna cumplen una importante funcién proporcionando
soporte a los paquetes de huevos.

Figura 6. Detalle de los pledpodos de una hembra de M.
brachydactyla con huevos adheridos en sus sedas.




Analisis de paternidad en la centolla Maja brachydactyla, Balss 1922 Elba Rodriguez Pena

Pereiopodos. De estas estructuras se procesaron dos tipos de tejido:

- Musculo. Se tomaron 50mg de musculo de pereidpodo. El tejido fue cortado en
pequeios fragmentos antes de la extraccion.

- Sedas de pereiépodo (Figura 7). Después de haberlos cepillado para minimizar la
contaminacién en la muestra, se raspd la superficie de 1-3 artejos de los
pereiépodos extraidos con un bisturi. De las sedas obtenidas se pes6 una cantidad
de aproximada de 20mg.

Figura 7. Detalle de un pereiépodo de M. bachydactyla en el
que se observan las sedas de su superficie.

\ Sedas

pereidpodo

La extraccion de ADN se llevo a cabo empleando el kit comercial Realpure Spin Kit (Real
Laboratory). El protocolo empleado fue el especificado por el fabricante para “Extraccion de
ADN genomico a partir de 25mg de tejido animal” con ligeras modificaciones: una vez
afadidos el tampon de lisis y la proteinasa K a la muestra, ésta fue homogeneizada y, a

continuacion, se realiz6 una incubacién a 55°C toda la noche.

Cuantificacion por espectrofotometria y analisis estadistico de los datos

La concentraciéon de ADN obtenida se midi6 mediante espectrofotometria empleando el
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). La posible contaminacién
del ADN se determiné gracias a los ratios 260/280 (contaminacion por proteina) y 260/230
(contaminacion por otros compuestos orgdanicos € inorganicos) proporcionados por el propio
espectrofotometro. Ademds, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% como

comprobacion de la cantidad y calidad del ADN extraido.

Los datos de concentracién de ADN obtenidos fueron sometidos a un andlisis estadistico con el
fin de establecer posibles diferencias entre los diversos tejidos. Para ello, se realizaron los test
pertinentes para comprobar si los datos cumplian las hipdtesis necesarias y, a continuacion, se
llevé a cabo un andlisis ANOVA con el factor de tratamiento “Tipo de tejido” y el factor de
bloqueo "Hembra”, empleando el software R 3.0.2.

11
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Multipaternidad

Toma de muestras
En un estudio anterior (Rodriguez Pena, 2013) se determiné que el estado de desarrollo medio
o estado B de los huevos es el que permite obtener una mayor cantidad de ADN en la
extraccion. Por tanto, cuando en los seguimientos periddicos se detecté que alguna hembra
ovada presentaba la puesta en este estado de desarrollo se procedi6 a extraerle la puesta. Para la
extraccion de la puesta, primero se numeraron los pledpodos tal y como muestra la Figura 8.
Luego se recogieron muestras de aproximadamente 500 huevos de varios pledpodos
seleccionados (pleépodo 1, 4, 5, 8), una muestra con la totalidad de la puesta restante y sedas
de la rama externa de los pledpodos.

Figura 8. Parte interior del abdomen de una hembra mostrando los

pleépodos numerados de izquierda a derecha (desde el punto de vista del

observador) y de dentro a afuera. Recuadrados en rojo, aparecen los
pleépodos de los que se tomaron muestras de huevos describiendo una Z.

Todas estas muestras fueron introducidas en botes herméticos y conservadas en etanol

absoluto. La recogida de muestras se realizé en siete hembras.

Extraccion de ADN

El inicio del proceso de extraccion, varié en funcion del tejido de partida.

Huevos. Se extrajo el ADN de conjuntos de 20 huevos para poder detectar la presencia de
multiples alelos que permitiesen desvelar la existencia de multipaternidad. Por otro lado, se
extrajo ADN de huevos individuales para la amplificaciéon y secuenciacion del gen
mitocondrial 16S. Por cada una de las siete hembras analizadas, se extrajo ADN de un conjunto

de 20 huevos y de 2 huevos individuales.
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Sedas de pledpodo. Se utilizé este tejido de partida para extraer ADN materno para las
pruebas de paternidad. Para ello, se tomaron directamente las sedas recortadas durante la toma

de muestras en el Aquarium Finisterrae y se cortaron en fragmentos més pequefios.

La extraccion de ADN se llevé a cabo con el mismo kit y siguiendo el mismo protocolo que en

el caso anterior.

Amplificacion y secuenciacion del gen mitocondrial 16S

Para comprobar la calidad del ADN extraido de las muestras de huevos y de las sedas de los
pleépodos de hembras adultas, se amplifico el gen mitocondrial del ARN ribosémico 16S. Para
ello, se buscé en la bibliografia disponible una pareja de primers capaz de amplificar el gen
diana. Los primers escogidos fueron 16L29-F (5-YGCCTGTTTATCAAAAACA-3") y
16HLeu-R (5-CATATTATCTGCCAAAATAG-3") (Schubart, 2009). La PCR se llevo a cabo
empleando el kit comercial “NZYTaq 2x Green Master Mix, separate MgCl,” (Real
Laboratory). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25ul que contenia
aproximadamente 25ng de ADN, 12.5uL de Green Master Mix (con una concentracién de
dNTPs de 200um), 4mM de MgCl, (incluyendo el MgCl, presente en la Master Mix) y 0.5uM
de cada cebador. Inicialmente, se realiz6 una PCR en gradiente que consisti6é en una
desnaturalizacion inicial Smin a 95°C seguida de 35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a las
temperaturas de hibridacion del gradiente (43; 43.7; 45.1; 47; 49.6; 51.7; 53.1 y 54°C), y 45s a
72°C seguidos de una extension final de Smin a 72°C. El objetivo de este programa de PCR era
determinar la temperatura de hibridacién Optima para, a continuacién, crear el programa de

PCR definitivo.

El éxito de la amplificacion se comprob¢ realizando electroforesis en geles de agarosa al 1% en
tampon TAE. Los productos de PCR para los que se observo banda en el gel fueron enviados a
la Unidad de Biologia Molecular del Servicio de Apoyo a la Investigaciéon (SAI) para su
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando la herramienta BLAST
del NCBI, para comprobar que pertenecian al gen 16S de M. brachydactyla, y los programas

ClustalX 2.1 y BioEdit 7.1.9 para detectar posibles diferencias entre las secuencias.

Amplificacién y analisis de marcadores microsatélites

Para detectar posible multipaternidad en la centolla M. brachydactyla, se encarg6 a la Unidad
de Biologia Molecular del SAI la amplificacion de marcadores microsatélite especificos de esta
especie anteriormente descritos por Sotelo et al. (2007) (Tabla 2). Las condiciones de las PCRs
fueron las mismas que las utilizadas por estos autores. El andlisis de los resultados obtenidos se

realiz6 empleando el programa Geneious Pro 5.6.7, considerando la existencia de
13
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multipaternidad cuando era posible distinguir en el pool de huevos més de 3 alelos ausentes en
el genotipo de la madre.
Tabla 2. Caracteristicas de los loci microsatélite anteriormente descritos por Sotelo et al. (2007) para la

centolla M. brachydactyla. Los loci analizados en este trabajo son los que se encuentran recuadrados en
rojo (Sotelo et al., 2007).

Locus Primer sequence (5°-3") Repeat unit Size Range A Ho Hg HWE
mMb9 CACGGAGACAAGTCCTGTA (AC)16 350 347-351 3 0.65 0.57 0.4448
AGTAGGCACCCTTTGAACT
mMb12 TGGAACTCTCTTTTCAGGTAAC (AAC)y4 182 168-204 10 0.60 0.76 0.3235
TGGACTAACAATCGTTGGTAA
CCCTCCAGTCTGTATGAG (TG)yo 137 132-190 8 060 079 00209
CGTTCTGTTTTCCAGTTAC
AACGGTGTGTTGATGTGTGG (AC)ss 250 239-293 20 | 0.95 I
GGTCCCCCTCTGATTTTGAT
TAACCTACACAGCAGTAT (AC)sAAA 242 238-244 4 0.45 0.58  0.1941
GGTATTTGTTGTTGATAA (AC)sAT(AC),
mMb33 GCTCGTGGTTTTGTCTTG (CT)7#(CA) 5 194 183-209 10 0.30 0.92 0.0000"
TTACCTTATCCTTTGGGAGAGT
mMb307 GCCAGGCTACGAACATTGTA (AC),7 178 162-180 7 0.53 0.82 0.0051"
GTAACCCCAGCATTTGTCAG
mMb339 GGAATCTCAAAGCGTTTATCAG (AC)s 205 195-229 12 I 0.89 0.7825
TTGCTCAAGAAGGACAGTGA
mMb403 GAGGCAAGTCCATTTTACCT (GT)sg 278 230-284 13 1 0.88 0.9149

AGATGCTAACCGCTCGTC

A: nimero de alelos por locus; Hy: heterocigosidad observada; HE: heterocigosidad esperada; HWE: p-valores del
test para desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (los asteriscos indican valores significativos (P<0.05)).

También se llevd a cabo la amplificaciéon de estos marcadores microsatélite de centolla
utilizando el Microsatellite PCR Kit (Qiagen) y los correspondientes primers. El protocolo
empleado, fue el especificado por el fabricante para “Primers marcados y sin colas”. El
programa de PCR, también propuesto por el fabricante, consiste en una desnaturalizacion
inicial Smin a 95°C seguida de 30 ciclos de 30s a 95°C, 90s a 57°C y 30s a 72°C seguidos de
una extension final de 30min a 68°C. A continuacion, se realizaron electroforesis en geles de

agarosa al 1% para comprobar el éxito de la amplificacion.
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RESULTADOS

Comparacion de la concentracion de ADN obtenida a partir de diferentes
tejidos
Los datos de concentraciéon de ADN (en pg/g tejido) obtenidos para los diferentes tejidos se

muestran en el Apéndice 1.

Los datos obtenidos a partir de las muestras de musculo fueron eliminados del andlisis debido a
la alta variabilidad en las concentraciones de ADN (¢ = 306.698) y a la escasa calidad de éste.
Cuando las cantidades de ADN obtenidas a partir de musculo eran altas, se pudo ver en los
geles de ADN gendmico realizados que se trataba de fragmentos muy pequefios, esto es, el
ADN estaba muy degradado (Figura 9). Por esta razén, se decidié eliminar del analisis los
datos obtenidos para el musculo. Las posibles razones de estos resultados andmalos se discuten
mas adelante (Ver Discusion).

Figura 9. Gel de agarosa al 1% en el que se visualiza el ADN

gendmico de 4 tejidos (P: sedas de pledpodo, S: sedas de

pereidépodo, M: miuisculo, E: endito de maxilipedo) de 2 hembras

diferentes (M19 y G13). Se puede apreciar como el ADN de

M19 extraido de musculo estd degradado (los fragmentos que se
observan en el gel son de bajo peso molecular).
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Con los datos de concentracion del ADN obtenido a partir de sedas de pledpodo, sedas de
pereiépodo y endito de maxilipedo se realiz6 un andlisis ANOVA con el factor de tratamiento
“Tipo de Tejido” con el fin de determinar las posibles diferencias entre los diferentes tejidos.
Puesto que se tomaron 4 muestras de cada una de las 8 hembras y podria existir entre éstas una
diferencia en las concentraciones de ADN que no nos interesa analizar, se incluyé en el anélisis

el factor “Hembra” como factor de bloqueo.

No se pudo trabajar con los datos originales ya que estos no cumplian las hipétesis de

homocedasticidad (Figura 10) y normalidad (Figura 11) necesarias para realizar el ANOVA.

Figura 10. Funcién de densidad representada para cada
tejido por separado (rojo: sedas de pereiépodo, verde:
sedas de pledpodo, azul: endito de maxilipedo). Se
observa claramente la ausencia de homocedasticidad,
esto es, que la varianza de cada grupo es muy diferente
de las demas.
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Para solucionar los problemas de heterocedasticidad y ausencia de normalidad se aplicé a los
datos una transformacion logaritmica (Figura 11). También se comprob6é que los datos

cumplian la hipétesis de independencia empleando el test de Ljung-Box.
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Figura 11. Arriba: histograma antes (izquierda) y después (derecha) de la transformacidn logaritmica
de los datos; abajo: grafico Q-Q antes (izquierda) y después (derecha) de la transformacién logaritmica
de los datos. Se puede observar como, las barras del histograma se ajustan mejor a una campana de
Gauss y la nube de puntos del grafico Q-Q se ajusta mejor a la recta después de la transformacion.
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A continuacion, se repitid el anélisis ANOVA con los datos modificados. En la Tabla 3 se
muestran los resultados del andlisis. Teniendo en cuenta que el p-valor correspondiente es
menor que 0.001 (a = 0.05), se puede afirmar que existen diferencias significativas en la
concentracion de ADN extraida de los diferentes tejidos. Por otra parte, a partir de los datos de
sumas de cuadrados proporcionados por la tabla ANOVA, se calculd el porcentaje de la
variable respuesta que explica el factor de bloqueo. Puesto que el porcentaje es de 22.75%, es
recomendable incluir el factor de bloqueo hembra en el modelo. El factor de tratamiento
“Tejido™ explica un 55.13% de la variable respuesta “Concentracion de ADN”. Esto supone
que el modelo explica en total un 77.88% de la variable respuesta (R* = 0.78), o lo que es lo

mismo, no consigue explicar el 22.12% de la variable “Concentracion de ADN”.
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Tabla 3. Tabla del andlisis ANOVA con el factor de tratamiento “Tejido” y el factor de bloqueo
“Hembra”.

Origen gl Suma de cuadrados tipo Il Media cuadratica F Significacion

Tejido 2 17.391 8.695 19.934 0.000*

Hembra 8 7.178 0.897 2.057 0.104
Error 16 6.979 0.436

*Significaciéon menor de 0.001

Una vez establecido que existen diferencias significativas entre los distintos tejidos, se llevo a
cabo el test de Tukey para definir entre cudles de ellos existen dichas diferencias. Los
resultados del test pusieron de manifiesto que las diferencias en la concentracion de ADN sdélo
eran significativas en los casos Sedas de pereidpodo-Endito de maxilipedo y Sedas de
pereidpodo-Sedas de pledpodo (Ver tabla 4).

Tabla 4. Extracto de la tabla del test de Tukey obtenida que muestra
los p-valores correspondientes a cada uno de los pares comparados.

Comparacion por pares p-valor
Sedas Pleop-Endito 0.969
Sedas Per-Endito 0.000*
Sedas Per-Sedas Pleop 0.000*

*Significacién menor de 0.001

A continuacidn, se representaron los intervalos de confianza para las medias correspondientes
(Figura 12) para determinar de cudl de los tejidos se obtiene una mayor cantidad de ADN.
Observando el grafico se concluyé que a partir de las sedas de pereidpodo se obtiene una
menor cantidad de ADN que de las sedas de pleépodo o de los enditos.

Figura 12. Gréfico de medias de la concentracién de ADN

y sus intervalos de confianza al 95% para cada uno de los

tejidos analizados. Endito: endito de maxilipedo, Pleop:
sedas de pleépodo, Sedas: sedas de pereiépodo.
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Amplificacion del gen 16S y de los marcadores microsatélite

Se consiguié amplificar el gen mitocondrial 16S empleando una temperatura de hibridacion de
53.1°C, tras lo cual los productos de PCR fueron enviados a la Unidad de Biologia molecular
del SAL El alineamiento de las secuencias de los huevos individuales y de las correspondientes
hembras con el programa ClustalX 2.1 permitié observar las diferencias existentes. De las 7
hembras estudiadas, s6lo dos de ellas mostraron posiciones polimorficas con respecto a las
secuencias de sus huevos: en la hembra P7 se observé una posicién polimérfica (posicion 580)
y en la hembra M26, dos (posiciones 365 y 580) (Apéndice 2). Las diferencias entre la
secuencia de las hembras M26 y P7, y sus correspondientes huevos probablemente se deban a

mutaciones del genoma mitocondrial de una célula germinal.

De cada una de estas dos hembras se extrajo el ADN de cinco huevos mas. Tras amplificar el
gen 16S y enviar los productos de PCR a secuenciar, se pudo observar que todos los huevos de
la hembra M26 mostraban una secuencia idéntica entre si, mientras que los de la hembra P7 se
dividian en dos grupos: dos de los huevos analizados tenian una secuencia igual a la de la

hembra adulta y los otros cinco se diferenciaban de €sta en una base (Apéndice 2).

En cuanto a las pruebas de paternidad, no se han conseguido amplificar los microsatélites
descritos por Sotelo et al. (2007), ni usando sus mismas condiciones de PCR (trabajo

encargado al SAI), ni empleando el protocolo del Microsatellite PCR Kit (Qiagen).

La visualizacién con el programa Geneious Pro 5.6.7 de los datos enviados por la Unidad de
Biologia Molecular del SAI tras intentar amplificar los marcadores microsatélite, permitid
observar picos de amplificacion unicamente para el loci mMb15FAM. Estos picos, que podrian
ser interpretados como alelos, aparecian también en el blanco incluido en el andlisis (Figura

13), por lo que los datos obtenidos tuvieron que ser descartados.
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Figura 13. Imagen obtenida con el software Genious en la que
se observan los picos correspondientes al locus mMb15FAM. Se
puede ver como el pico presente en las muestras (arriba y en el
centro) también se encontrd en el blanco (abajo).
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Por lo tanto, no se han obtenido resultados de paternidad concluyentes en este trabajo.
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DISCUSION

Determinacion del tejido 6ptimo para la extraccion de ADN materno

En un trabajo anterior (Rodriguez Pena, 2013) se habia concluido que el estado de desarrollo
Optimo de los huevos para la extraccion de ADN en centolla era el estado de desarrollo medio,
estado B. El presente trabajo permite completar el estudio metodoldgico referente a la

extraccion de ADN para estudios de paternidad en la centolla M. brachydactyla.

El musculo es un tejido muy empleado para la obtencién de ADN para pruebas de paternidad
en crustdceos (Sainte-Marie et al., 1999; Streiff ef al., 2004; McKeown & Shaw, 2008; Baggio
et al., 2011) aunque también existen algunos autores que emplean piezas bucales (Urbani et al.,
1998) o pleépodos (Yue et al., 2010; Wang et al., 2011) para la extraccion de ADN. En este
trabajo, se compara el rendimiento obtenido a partir de diferentes tejidos de ejemplares adultos
de M. brachydactyla y se incluyen las sedas de pleépodo y pereiopodo como nuevos tejidos
validos para la obtencién de ADN en centolla. Se ha incluido el musculo en el estudio debido a
que los ejemplares ya se encontraban muertos en el momento de la toma de muestras; sin
embargo, el objetivo de este trabajo es proporcionar tejidos alternativos que no supongan la
muerte del animal o le provoquen graves dafios. La extraccion de ADN sin muerte supone una
ventaja en cuanto a que permite seguir realizando otros estudios con los mismos ejemplares.
Por otra parte, la extraccion de ADN a partir de estructuras que permitan evitar la mutilacién
de los ejemplares (por ejemplo, sedas) reduce la probabilidad de una muerte provocada por la
toma de muestras y evita el sufrimiento animal, un tema que hoy en dia despierta especial
preocupacion. Otros autores han buscado alternativas al sacrificio de los ejemplares
estimulando la autotomia de apéndices (Toonen, 2004), pero para que este fendémeno se

produzca es necesario someter a los animales a condiciones de estrés.

De los tejidos de hembras adultas incluidos en el andlisis estadistico, los que permiten obtener
una mayor cantidad de ADN son los enditos del segundo par de maxilipedos y las sedas de
pleépodo. No se obtuvieron datos vélidos para incluir el musculo en el andlisis, ya que existia
una elevada variabilidad entre los datos proporcionados por el espectrofotometro y el ADN
obtenido estaba degradado. Puesto que el ADN fue extraido de ejemplares muertos y no de
ejemplares sacrificados, es probable que el musculo estuviese en diferentes estados de
degradacion en las diferentes hembras en el momento de la toma de muestras o que el tejido
estuviese mas degradado a medida que nos desplazamos de la parte proximal a la parte distal
del pereidpodo (en general, se observé que las muestras de misculo tomadas del déctilo

proporcionaban una menor cantidad de ADN que las tomadas del propodio).
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A pesar de que los enditos del segundo par de maxilipedos y las sedas de los pleépodos
proporcionan una mayor cantidad de ADN que las sedas de los pereidpodos, estos tejidos
muestran ciertos inconvenientes. Los machos presentan solamente dos pares de pledpodos
transformados en apéndices copuladores (Figura 14), por lo que no se podria extraer ADN a
partir de las sedas de pleépodos en machos.

Figura 14. Vista ventral de un macho de M. brachydactyla con

el abdomen abierto. Las flechas rojas sefialan los apéndices
copuladores.

o t.

Por otra parte, la extraccion de un endito en un ejemplar vivo puede ser una tarea complicada y
que puede dejar secuelas al individuo, tanto por el estrés provocado durante la toma de
muestras como por la dificultad para alimentarse que puede llegar a tener tras la extraccion de
esta pieza bucal. Por estas razones, las sedas de pereidpodo pueden ser un interesante tejido
alternativo para la extraccion de ADN para pruebas de paternidad (especialmente para la
extraccion de ADN paterno). De estas estructuras se han obtenido cantidades suficientes como
para amplificar y secuenciar el gen 16S de M. brachydactyla, 1o cual indica una buena calidad
del ADN. Esto supone que las sedas de pereidopodo pueden ser un tejido adecuado para la
extraccion de ADN de ejemplares adultos sin causarles la muerte ni dafios graves que puedan
reducir sus probabilidades de supervivencia, como pueden ser la extraccion de un déctilo o una

pieza bucal.

Las sedas que recubren el caparazén y los pereiopodos de muchos decdpodos tienen
principalmente funciéon sensorial (Derby, 1982, 1989; Laverack, 1988). Ademds, también
cumplen un importante papel en el camuflaje de los individuos (Hartnoll, 1993; Wicksten,
1993; Woods, 1995; Fiirbock & Patzner, 2005) sirviendo como punto de anclaje a algas,
esponjas, poliquetos tubicolas, etc. que ayudan al animal a pasar desapercibido para los
depredadores (Figura 15). Esto supone que la extraccion de sedas de los pereidpodos podria

afectar negativamente a los individuos estudiados; no obstante, el camuflaje se convierte en
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una necesidad secundaria para ejemplares mantenidos en cautividad en ausencia de
depredadores y, en cualquier caso, la toma de muestras afectaria a una superficie tan pequena
que apenas tendria repercusiones para el desarrollo normal de la vida del animal.

Figura 15. Juvenil de M. brachydactyla con algas adheridas a
su superficie que cumplen una funcién de camuflaje.

Por otra parte, el modelo estadistico planteado en este trabajo sélo es capaz de explicar un
77.88% de la variable respuesta (“Concentracion de ADN extraido™). Para intentar mejorar la
resolucion del modelo, seria necesario aumentar el tamafio muestral (n=24 en este estudio) y
tener réplicas para cada hembra y tejido para poder incluir en el modelo la interaccion entre el
factor de tratamiento “Tipo de tejido™ y el factor de bloqueo “Hembra”. Esto permitiria obtener
unas conclusiones més fiables acerca de cudl es el tejido que proporciona una mayor cantidad

de ADN en ejemplares adultos.

Multipaternidad

La ausencia de problemas en los procesos de amplificacién y secuenciacion del gen 16S pone
de manifiesto que el ADN obtenido, tanto de los huevos en estado de desarrollo B como de las
sedas de los pledpodos de las hembras, es de buena calidad. El alineamiento de estas
secuencias permitié observar que el ADN mitocondrial se hereda en M. brachydactyla por via
materna, ya que las secuencias obtenidas para las hembras y sus correspondientes huevos eran

iguales, a excepcion de dos de las siete hembras en las que se detectaron diferencias.

Estas diferencias observadas entre las secuencias de huevos y las secuencias maternas se deben
probablemente a mutaciones producidas en el genoma mitocondrial durante el desarrollo de las
células germinales de las hembras correspondientes. Sin embargo, parecen existir diferencias

en el momento en el que se produjo la mutacion. En el caso de la hembra M26, las mutaciones
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presentes debieron producirse en un estado de desarrollo de las células germinales muy
temprano, puesto que todos los huevos analizados muestran la mutacién. En cambio, en la
hembra P7 la mutacién debié producirse en un estado de desarrollo temprano pero posterior al
del caso anterior, ya que varios de los huevos muestran diferencias con la secuencia materna,

pero otros tienen una secuencia idéntica a la de la hembra adulta.

Teniendo en cuenta que el ADN obtenido mostré una buena calidad, la ausencia de resultados
sobre multipaternidad en centolla empleando los marcadores microsatélite descritos por Sotelo
et al. (2007) puede deberse a que los primers sélo funcionen en unas condiciones muy
especificas, puesto que cada marcador fue amplificado por los autores en unas condiciones
caracteristicas (Tabla 5). A pesar de haber empleado las mismas concentraciones de
polimerasa, primers y MgCl,, y los mismos programas de PCR, es posible que las condiciones
de amplificacién de los microsatélites no fuesen idénticas a las utilizadas por Sotelo et al
(2007). Por ejemplo, errores de calibrado en los aparatos empleados podrian suponer pequeiias
diferencias en las temperaturas que afectasen al éxito de amplificacion.

Tabla S. Caracteristicas de PCR para la amplificacién de los marcadores microsatélite aislados en la

centolla Maja brachydactyla (Sotelo et al., 2007). Recuadrados en rojo se resaltan los loci analizados en
el presente trabajo.

Locus Composition Reaction Cycle Number of cycles
- volume =
DNA Primers MgCl, Taq D t A t E t
mMb12 0.5 20 95 20 50 20 72 20 35
mMb15FAM 0.7 0.5
mMb23 0.75
mMb33 0.7 0.5 0.75 10 45/48 10 12 10/20*
mMbY 15 67 15 15 30
mMb15NED 0.5 0.5 0.1 10 52 10 12
mMb307 0.25 0.08 10
mMb339 0.05
mMb403

Los volimenes de reaccidn aparecen expresados en pl, las temperaturas en °C y el tiempo en segundos.
D: temperatura desnaturalizacion, A: temperatura hibridacion; E: temperatura extension y t: tiempo.
? El programa de PCR para mMb33 consistié en 10 ciclos a 45°C seguidos de 20 ciclos a 48°C.

Puesto que no se han obtenido resultados empleando los microsatélites especificos de M.
brachydactyla descritos anteriormente, conviene disefiar nuevos marcadores microsatélite que
puedan ser amplificados conjuntamente bajo unas mismas condiciones de PCR mads
generalistas. El andlisis de estos nuevos marcadores permitird determinar si la puesta de una

hembra de centolla puede ser fecundada por mas de un macho.

La multipaternidad es un fenémeno que ha sido estudiado en diferentes especies de crusticeos
(Urbani et al., 1998; Roy, 2003; Toonen, 2004; Gosselin et al., 2005; Hua Yue & Chang, 2010;
Baggio et al., 2011; Bailie et al., 2011; MacKeown & Shaw, 2008; Wang et al., 2011; Reaney

et al., 2012), aunque parece ser un fenémeno poco frecuente (por ejemplo Diesel, 1991; Koga
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et al., 1993; Jensen et al., 1996; Urbani, et al., 1998). En los casos en los que se ha detectado
este fendmeno, se han observado importantes diferencias entre especies: la incidencia de la
multipaternidad en el cangrejo de rio Orconectes placidus es del 60% (Walker et al., 2002), en
la cigala Nephrops norvegicus del 54.6% (Streiff et al., 2004), en el cangrejo de porcelana
Petrolisthes cinctipes del 80% (Toonen, 2004) y en la langosta Homarus americanus del 13%
(Gosselin et al., 2005). En hembras primiparas del cangrejo Chionoecetes opilio se han
detectado distintos niveles de multipaternidad en diferentes trabajos realizados (0%, Urbani et

al., 1998; 0%, Sainte-Marie, et al. 1999; 3.8%, Roy, 2003).

En especies en las que existe guardia post-copulatoria (Hartnoll, 1969; Nelson & Hedgecock,
1977; Atema et al., 1979; Claxton et al., 1994; Goshima et al., 1996; Jivoff, 1997b, Reaney et
al., 2012), el macho vigila a la hembra tras la copula para evitar que otro macho fecunde sus
huevos, reduciéndose asi las probabilidades de paternidad multiple en la puesta de la hembra.
Pero incluso en los casos en los que se observan miultiples apareamientos, existen mecanismos
que favorecen la paternidad de un solo macho, como la extraccion del esperma o la
estratificacion del esperma (Birkhead & Hunter, 1990). La primera categoria implica la
eliminaciéon del esperma previamente depositado en el tracto reproductor femenino (por
ejemplo, Waage, 1979; Rubenstein, 1989). En el segundo caso, el esperma del dltimo macho
desplaza el esperma de los machos anteriores hacia el extremo ciego de la espermateca, lejos
de los conductos eferentes que salen del ovario (por ejemplo, Smith 1979). Este ultimo
mecanismo que favorece la paternidad del dltimo de los machos que se aparea con la hembra,
se observa en especies como Chionoecetes opilio (Sainte-Marie et al., 2000) o Inachus
phalangium (Diesel, 1990). Sin embargo, como ya se ha comentado con anterioridad, este no
es el caso de M. brachydactyla (Gonzdalez-Gurriaran et al., 1998), por lo que cabria sospechar

de la existencia de paternidad multiple en la centolla.

La aparicion del fendmeno de la paternidad multiple puede deberse en algunos casos a que los
machos pequefios no poseen suficiente esperma como para fecundar la puesta completa de una
hembra. En las poblaciones muy explotadas, la proporcion de machos grandes en relacion a las
hembras receptivas puede ser menor, obligando a las hembras, quizds especialmente a las
hembras mds pequefias y, por tanto, menos fecundas (menos atractivas para los machos) a
aparearse con machos pequefios que proporcionan cantidades de esperma insuficientes para
fertilizar la totalidad de la puesta (Gosselin et al., 2005). Bajo estas circunstancias, las hembras

pueden intentar aparearse con otros machos (Easton, 1976; Gosselin et al., 2003).
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Los apareamientos multiples suponen numerosos beneficios para la especie: vigilancia de las
hembras vulnerables por su pareja (por ejemplo, Jensen et al., 1996); garantizar la fertilizacion,
bien porque algunos machos sean estériles, bien porque algunos machos invierten menos
esperma en las hembras que el necesario para fecundar toda la puesta, o bien por la reduccién
del esperma activo que se produce en los érganos de almacenamiento debido a pérdida pasiva o
la mortalidad del esperma en el tiempo (Jennions & Petrie, 2000); y el aumento de la
diversidad genética entre la descendencia (Schneider & Elgar, 1998, Jennions & Petrie, 2000),

entre otros.

Se ha demostrado que la paternidad mdultiple aumenta el tamafio efectivo de las poblaciones
(Sugg & Chesser, 1994). Se trata de una estrategia reproductiva que permite mantener la
diversidad en las poblaciones pequefias (Mordan & Garcia-Vazquez, 1998) o reducir la
endogamia (Stockley et al., 1993). Por esta razén, la incidencia de la paternidad multiple puede
verse incrementada a medida que aumenta el nivel de explotacion de las poblaciones (Gosselin
et al., 2005) como mecanismo de recuperacion. Estas caracteristicas demuestran el interés de
los estudios de sistemas de apareamiento y, en particular de la paternidad mudltiple, para la

gestion de la pesca.

En estudios futuros, se procedera a la identificacion de nuevos loci microsatélite en la centolla
M. brachydactyla y al disefio de los primers necesarios para su amplificacion con el fin de

desvelar la posible multipaternidad en esta especie.

En caso de confirmarse la existencia de paternidad multiple en M. brachydactyla, seria
interesante estudiar otros aspectos relacionados con este fendmeno: tamaiio relativo del macho
con respecto a la hembra en los apareamientos, tiempo de transferencia de esperma y niimero
de copulas, relacion entre la disposicion de los espermatédforos y la disposicion de los huevos
fecundados en los pledpodos de la hembra, porcentaje de contribucion de cada uno de los
machos a la fecundacién de la puesta, etc. Estas cuestiones ayudardn a tener una visiéon global
de la biologia reproductiva de la especie con la que poder introducir cambios y mejoras en las

medidas de regulacién pesquera en el caso de ser necesario.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se obtienen de la realizacion del presente trabajo son las siguientes:

De los tejidos de individuos adultos que fueron analizados, los tejidos de los que se
obtiene una mayor concentracién de ADN son las sedas de los pleépodos y los enditos
de los maxilipedos. No obstante, no es viable la extraccion de ADN de sedas de
pleépodo en machos y la extraccion de piezas bucales (asi como de misculo de
pereibpodo) es un método que provoca lesiones que pueden llegar a afectar a la
supervivencia del animal. Por esta razon, las sedas de pereidpodo posiblemente sean el
tejido mds adecuado para la extracciéon de ADN en machos, ya que es un método menos
agresivo y el ADN que se obtiene tiene una calidad suficientemente buena como para
ser empleado en pruebas de paternidad. En el caso de las hembras, las sedas de la rama
externa de los pledpodos parecen ser indiscutiblemente el tejido Optimo para la
extraccion de ADN sin dafiar a los ejemplares.

Las diferencias observadas en las secuencias del gen mitocondrial 16S entre las
hembras analizadas y sus huevos probablemente se deban a mutaciones del genoma
mitocondrial en un estado de desarrollo temprano de las células germinales. En la
hembra M26 la mutacién se produjo en un estado de desarrollo anterior al de la hembra
P7.

Aunque en este trabajo no se ha logrado resolver la cuestion de la multipaternidad en
centolla, los resultados metodoldgicos obtenidos acerca de la de extraccion de ADN
tanto de tejidos de ejemplares adultos como de huevos, suponen una importante puesta

a punto de la técnica que precede a las pruebas de paternidad.
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APENDICE 1

Tabla Al. Valores de concentracion de ADN en ug ADN/g tejido obtenidos por
espectrofotometria para los diferentes tejidos de las hembras analizadas.

Hembra Tipo de tejido ug ADN/g tejido
G13 Sedas pleépodo 477.50
G13 Sedas pereidpodo 156.36
G13 Musculo 14.24
G13 Endito 811.46
M17 Sedas pledpodo 252.90
M17 Sedas pereidépodo 50.60
M17 Mdsculo 74.72
M17 Endito 402.67
M19 Sedas pleépodo 726.50
M19 Sedas pereidpodo 168.38
M19 Mdsculo 625.66
M19 Endito 2359.82
M21 Sedas pleépodo 607.40
M21 Sedas pereidépodo 158.50
M21 Mdsculo 10.36
M21 Endito 229.80
M27 Sedas pledpodo 329.20
M27 Sedas pereidpodo 23.75
M27 Mdsculo 15.52
M27 Endito 330.60
M6 Sedas pleépodo 250.70
M6 Sedas pereidpodo 69.65
M6 Musculo 4.38
M6 Endito 141.69
P2 Sedas pledpodo 165.40
P2 Sedas pereidépodo 36.25
P2 Mdsculo 731.94
P2 Endito 602.75
P6 Sedas pleépodo 527.60
P6 Sedas pereiépodo 48.15
P6 Mdsculo 6.24
P6 Endito 365.00
G14 Sedas pledpodo 684.31
G14 Sedas pereidépodo 69.15
Gl4 Mdsculo 85.77
Gl14 Endito 73.85
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APENDICE 2

Figura A2. Alineamientos de las secuencias del gen mitocondrial 16S de las 7 hembras
analizadas y sus huevos. En este tipo de representacion, los guiones indican gaps y los puntos
posiciones comunes a la primera secuencia (M2_Pleop). Las diferencias con respecto a
M2_Pleop aparecen marcadas con la letra de la base correspondiente (detectadas diferencias en
las posiciones 365 y 580).

* 20 * 40 * 60
M2 Pleop : GTTTAAAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTTTAATTIG : 60
M2 1 . : 60
M2 2 D e e et ettt e et e e e : 60
G = oY ) o : 60
M3 1 D e e e e e et e e e e e : 60
M3 2 . : 60
R = =T ) R : 60
M26 1 . : 60
M26 2 . : 60
M26 3 . 60
M26 4 . : 60
M26 5 . : 60
M26 6 . : 60
M26 7 . : 60
O = =T )« : 60
P6 1 . : 60
P6 2 . : 60
= =T o : 60
P7 1 . : 60
P7 2 S : 60
P7 3 . : 60
P7 4 N : 60
P7 5 . : 60
P7 6 . : 60
P77 . : 60
g = =T o 60
P8 1 . : 60
P8 2 . : 60
G6 Pleop @ ———— - oo : -
G6 1 D e e e e e et e et e ettt e : 60
G6 2 . : 60
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* 80 * 100 * 120
M2 Pleop : AGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATTATAAATCTTAAATTTA : 120
M2 1 D e e e e e ettt e e e e e 120
M2 2 . : 120
G T = e o : 120
M3 1 . : 120
M3 2 D e e e et e et e e e e 120
A = =T ) R : 120
M26 1 e : 120
M26 2 e : 120
M26 3 e : 120
M26 4 . : 120
M26 5 e : 120
M26_6 e : 120
M26 7 e : 120
O = =T o : 120
P6 1 D e e e et e ettt e e e e e : 120
P6 2 . : 120
R = N T ) R : 120
P7 1 I : 120
P7 2 S : 120
P7 3 . : 120
P7 4 S : 120
P7 5 . : 120
P7 6 S : 120
P7 7 . : 120
g = =T o : 120
P8 1 . : 120
P8 2 S : 120
R =T T i 41
G6 1 S : 120
G6 2 . : 120
* 140 * 160 * 180
M2 Pleop : ACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAGCTTTAT : 180
M2 1 D e e e e e e e et e e et : 180
M2 2 . : 180
G oY ) o : 180
M3 1 . : 180
M3 2 . : 180
M26 PlEOD & ittt ittt it ettt et : 180
M26 1 e : 180
M26 2 et e ettt et et e e e, : 180
M26 3 . : 180
M26 4 e : 180
M26 5 . : 180
M26_ 6 e : 180
M26 7 . : 180
R = =T o : 180
P6 1 . : 180
P6 2 . : 180
D = =T o : 180
P7 1 . : 180
P7 2 Y : 180
P7 3 . : 180
P7 4 Pt : 180
P7 5 . : 180
P7 6 . : 180
P7 7 . : 180
g = =T o P : 180
P8 1 . : 180
P8 2 P : 180
R = =T : 101
G6 1 . : 180
G6 2 D e e e e e e et ettt : 180
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* 200 * 220 * 240
M2 Pleop : AAGTAAGTAGAAATTTATTGAATTAAAAATTGAAAACTATATTTCTATTGTCTTATTIGTG : 240
M2 1 D e e e e et e ettt e e e 1 240
M2 2 . : 240
G T = e ) : 240
M3 1 . : 240
M3 2 D e e e et e et e e e e : 240
A = =T ) R : 240
M26 1 e : 240
M26 2 . : 240
M26 3 e : 240
M26 4 . : 240
M26 5 e : 240
M26 6 . : 240
M26 7 e : 240
O = =T o : 240
P6 1 D e e e e e e ettt e e e e e : 240
P6 2 . : 240
R = N ) R : 240
P7 1 . : 240
P7 2 S : 240
P7 3 . : 240
P7 4 S : 240
P7 5 . : 240
P7 6 S : 240
P7 7 . : 240
g = =T o : 240
P8 1 . : 240
P8 2 S : 240
L = =T : lel
G6 1 S : 240
G6 2 . : 240
* 260 * 280 * 300
M2 Pleop : TTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTTATGAAT : 300
M2 1 D e e e e e e e et e e et : 300
M2 2 . : 300
G oY ) o : 300
M3 1 . : 300
M3 2 . : 300
M26 PlEOD & ittt ettt ettt et : 300
M26 1 e : 300
M26 2 e : 300
M26 3 O : 300
M26 4 e : 300
M26 5 . : 300
M26_ 6 e : 300
M26 7 . : 300
R = =T o : 300
P6 1 . : 300
P6 2 . : 300
D = =T o : 300
P7 1 e : 300
P7 2 . : 300
P7 3 . : 300
P7 4 Pt : 300
P7 5 . : 300
P7 6 Pt : 300
P7 7 . : 300
g = =T o P : 300
P8 1 . : 300
P8 2 P : 300
R = =T : 221
G6 1 Pt : 300
G6 2 D e e e e e e et ettt : 300

39



Analisis de paternidad en la centolla Maja brachydactyla, Balss 1922 Elba Rodriguez Pena

* 320 * 340 * 360
M2 Pleop : TAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAACAGCGTT : 360
M2 1 D e e et e ettt e e e e e : 360
M2 2 . : 360
G T = e ) : 360
M3 1 . : 360
M3 2 D e e e et e et e e e e : 360
A = =T ) R : 360
M26 1 e : 360
M26 2 e : 360
M26 3 e : 360
M26 4 . : 360
M26 5 e : 360
M26_6 e : 360
M26 7 e : 360
O = =T o : 360
P6 1 D e e e e e e ettt e e e e e : 360
P6 2 e : 360
R = N T ) R : 360
P7 1 . : 360
P7 2 S : 360
P7 3 S : 360
P7 4 S : 360
P7 5 . : 360
P7 6 S : 360
P7 7 . : 360
g = =T o : 360
P8 1 . : 360
P8 2 S : 360
L = =T : 281
G6 1 S : 360
G6 2 . : 360
* 380 * 400 * 420
M2 Pleop : ATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATTAAACTA : 420
M2 1 D e e e e e e e et e e et : 420
M2 2 . : 420
G oY ) o : 420
M3 1 . : 420
M3 2 . : 420
M26 PLleop 1 vu ettt it ittt ettt et e e e : 420
M26 1 e : 420
M26 2 et ettt ettt ettt et e e e, : 420
M26 3 . : 420
M26 4 e : 420
M26 5 e : 420
M26_ 6 e : 420
M26 7 . : 420
R = =T o : 420
P6 1 S . : 420
P6 2 . : 420
D = =T o : 420
P7 1 . : 420
P7 2 Pt : 420
P7 3 . : 420
P7 4 P : 420
P7 5 . : 420
P7 6 Pt : 420
P7 7 . : 420
g = =T o P : 420
P8 1 . : 420
P8 2 P : 420
R = =T : 341
G6 1 Pt : 420
G6 2 D e e e e e e et ettt : 420
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* 440 * 460 * 480
M2 Pleop : TCTTGATGGTGCAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTACATGATT : 480
M2 1 D e e e e e ettt e e e e e : 480
M2 2 . : 480
G T = e o : 480
M3 1 . : 480
M3 2 D e e e et e et e e e e : 480
A = =T ) R : 480
M26 1 e : 480
M26 2 . : 480
M26 3 e : 480
M26 4 . : 480
M26 5 e : 480
M26 6 . : 480
M26 7 e : 480
O = =T o : 480
P6 1 D e e e e e e ettt e e e e e : 480
P6 2 . : 480
R = N T ) R : 480
P7 1 . : 480
P7 2 S : 480
P7 3 . ¢ 480
P7 4 S : 480
P7 5 . ¢ 480
P7 6 . : 480
P7 7 . : 480
g = =T o : 480
P8 1 . : 480
P8 2 S : 480
L = =T : 401
G6 1 S : 480
G6 2 . : 480
* 500 * 520 * 540
M2 Pleop : TGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATAAAAAATTGCTTT : 540
M2 1 . : 540
M2 2 . : 540
G oY ) o : 540
M3 1 . : 540
M3 2 . : 540
M26 PlEOD & ittt ittt it ettt et : 540
M26 1 e : 540
M26 2 5 e e ettt ettt e e e, : 540
M26 3 . : 540
M26 4 e : 540
M26 5 S : 540
M26_ 6 e : 540
M26 7 . : 540
R = =T o : 540
P6 1 . : 540
P6 2 . : 540
= =T o : 540
P7 1 . : 540
P7 2 Pt : 540
P7 3 D e e e e et e e ettt e e e : 540
P7 4 Pt : 540
P7 5 . : 540
P7 6 P : 540
P7 7 . : 540
g = =T o P : 540
P8 1 . : 540
P8 2 P : 540
R = =T : 4ol
G6 1 Pt : 540
G6 2 . : 540
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M2 Pleop
M2 1
M2_2

M3 Pleop
M3 1
M3 2

M26 Pleop
M26 1
M26_2
M26_3
M26_4
M26_5
M26_6
M26 7

P6 Pleop
P61
P6_2

P7 Pleop
P7 1
P7_2
P7 3
P7_4
P7 5
P7_6
P77

P8 Pleop
P8 1
P8 2

G6 Pleop
G6_1
G6_2

* 560 * 580

AGTACGAAAGGATTGAGCAGTTAAAATATTTTTGTGATTTACCAG
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585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
585
506
585
585



