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RESUMEN

La coquina Donax trunculus representa un recurso pesquero importante en
Galicia, y su producciéon ha descendido en los ultimos afios. Una posible
estrategia para aumentar la produccién de los bancos naturales es la repoblacion
con semilla producida en criadero. En este trabajo se analiza genéticamente una
experiencia de cultivo en criadero empleando marcadores microsatélite. Para
ello se analizaron tres grupos de muestras: reproductores, semilla e individuos
del banco natural de Vilarrube, del que proceden los reproductores. Tras la
amplificacion de los 11 loci empleados y el genotipado de los individuos
analizados en este estudio, se llevaron a cabo los analisis de diversidad y
diferenciacion genética.

Los resultados mostraron que todos los /oci amplificados en este trabajo
resultaron polimorficos en los tres grupos de muestras estudiadas. Respecto a
los analisis de diferenciacién, no se observaron diferencias significativas entre
los reproductores y los individuos del banco natural, por lo que los individuos
utilizados en el criadero constituyen una muestra genéticamente representativa
de la localidad de la que proceden. Por el contrario, la semilla obtenida mostré
diferencias significativas tanto con los reproductores como con el banco natural.
La existencia de estas diferencias sugiere la posible modificacion genética en el
banco natural en caso de sembrarse esta semilla. Sin embargo, esta
modificacion estara condicionada por la proporcién entre la semilla sembrada y
el tamano del banco natural.
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RESUMO

A cadelucha Donax trunculus representa un recurso pesqueiro importante en
Galicia, e a sua producion descendeu nos ultimos anos. Unha posible estratexia
para aumentar a producion dos bancos naturais € a repoboacion con semente
producida en criadeiro. Neste traballo analizase xenéticamente unha experiencia
de cultivo en criadeiro empregando marcadores microsatélite. Para iso
analizaronse tres grupos de mostras: reproductores, semente e individuos do
banco natural de Vilarrube, do que proceden os reproductores. Trala
amplificacion dos 11 loci empregados e o xenotipado dos individuos analizados
neste estudo, levaronse a cabo as andlises de diversidade e diferenciacién
xenética.

Os resultados mostraron que tdédolos loci amplificados neste traballo resultaron
polimorficos nos tres grupos de mostras estudadas. Con respecto a analise de
diferenciaciéon, non se observaron diferenzas significativas entre os
reproductores e os individuos do banco natural, polo que os individuos utilizados
no criadeiro constitien unha mostra xenéticamente representativa da localidade
da que proceden. Pola contra, a semente obtida mostrou diferenzas significativas
tanto cos reproductores coma co banco natural. A existencia destas diferenzas
suxire a posible modificacién xenética no banco natural no caso de sembrar esta



semente. Sen embargo, esta modificacion estara condicionada pola proporcion
entre a semente sembrada e o tamano do banco natural.

Palabras clave: Donax trunculus, microsatélite, analise xenética, semente.

ABSTRACT

The wedge clam Donax trunculus represents an important fishing resource in
Galicia, and its production has declined in recent years. A possible strategy to
increase the production of natural beds is the restocking with seed obtained in
hatchery. In this research, a hatchery experience is genetically analyzed using
microsatellite markers. In order to do this, three groups of samples were
analyzed: broodsock, seed and individuals from natural bed of Vilarrube, from
which the broodstock come. After the amplification of the 11 loci used and the
genotyping of the individuals analyzed in this research, the analysis of genetic
diversity and differentiation were carried out.

The results showed that all loci amplified in this research were polymorphic in the
three groups of samples studied. Regarding the differentiation analyzes, no
significant differences were observed between the broodstock and the individuals
from the natural bed, so that the individuals used in the hatchery constitute a
genetically representative sample of the locality from which they come. On the
contrary, the seed obtained showed significant differences with both the
broodstock and the natural bed. The existence of these differences suggests the
possible genetic modification in the natural bed in case of sowing this seed.
However, this modifcation will be conditioned by the proportion between the seed
sown and the size of the natural bed.

Key words: Donax trunculus, microsatellite, genetic analysis, seed
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INTRODUCCION

Donax trunculus (Linné, 1758), denominada comunmente coquina, es una
especie de molusco bivalvo cuya clasificacion taxonémica la incluye dentro de la
familia Donacidae y en la superfamilia Tellinacea. Posee una concha de
naturaleza calcarea con forma de triangulo escaleno (Bucquoy et al., 1898), las
valvas son casi simétricas y su superficie exterior es lisa con bandas
conceéntricas. La coloracion es variable apareciendo ejemplares en tonos
amarillo, tostado y violaceo. El interior de las valvas también presenta una
coloracion variable, con tonos entre blanquecinos y violaceos.
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Figura 1. Donax trunculus. (Fotografia obtenida de www.animalbase.uni-
goettingen.de.)

Su vida media esta entre los 3 y los 5 afios, alcanzando su madurez durante el
primer ano. Presenta una fecundacién externa con un desove que se produce
entre la primavera y el verano (marzo — agosto) (Gaspar et al., 1999). Utiliza sus
largos sifones para alimentarse mediante la filtracion del material organico
resuspendido, de forma que se puede utilizar como un bioindicador para medir
el estado de las aguas en las que vive (Hafsaoui et al., 2016).

Dentro del género Donax se han descrito aproximadamente 64 especies, de las
cuales en torno a un 77% se encuentran en aguas tropicales, un 22% habitan en
aguas templadas y solo un 5% se distribuyen en areas de agua fria (Ansell,
1983). En lo que respecta a D. frunculus, ésta se extiende a lo largo del Atlantico,
desde Senegal hasta Francia, por el Mar Negro y por todo el Mediterraneo
(Bayed y Guillou, 1985).

En la zona Atlantica habita entre las lineas de bajamar y pleamar, en playas
expuestas a las mareas y a la accién del oleaje (Gaspar et al., 1999), mientras
que en las zonas mediterraneas habita en playas poco expuestas y de arena
fina, donde no hay grandes mareas (Mazé y Laborda, 1988). Vive enterrada en
los bancos arenosos, encontrandose entre los 0 y 2 metros de profundidad en la
costa mediterranea y entre los 0 y 6 metros de profundidad en la costa atlantica
(Gaspar et al., 1999).



La coquina D. trunculus se explota con fines comerciales en diferentes paises
europeos como Espafa, Portugal, Italia, Francia y Turquia (Gaspar et al., 1999;
Chicharo et al., 2002; Zeichen et al., 2002; Thébaud et al., 2005; Ramoén et al.,
2005; Morales et al., 2008 y Ozden et al., 2009). Para el sector marisquero
gallego, la coquina representa un recurso marisquero importante dado su alto
valor de cotizaciéon en lonja. Los datos de comercializacion de los recursos
pesqueros en Galicia pueden obtenerse a través de la Plataforma Tecnologica
de Pesca de la Xunta de Galicia (http://www.pescadegalicia.gal). En lo que
respecta a los moluscos bivalvos, esta plataforma proporciona estadisticas
referentes al precio medio de venta y a la cantidad vendida en las lonjas de la
comunidad (Tabla 1). Asi, en el afio 2018 la coquina D. trunculus fue el bivalvo
que alcanzé el precio medio mas alto (43,43 €/kg) pero uno de los tres que se
vendié en menor cantidad (604,34 kg).

Tabla 1. Capturas (kg) y valor econémico (€) de moluscos bivalvos
comercializado en las lonjas de la comunidad gallega a lo largo del afio 2018.
Datos obtenidos del Servicio de Estadistica de la Conselleria do Mar, Xunta de
Galicia (http://www.pescadegaliia.gal).

Especie kg Importe € Medio €/kg
Almeja babosa 901.279,46 12.861.623,01 14,27
Almeja bicuda 7.113,97 31.095,89 4,37
Almeja fina 346.317,72 10.277.085,64 29,68
Almeja rubia 536.202,17 4,792.258,28 8,94
Almeja japonesa 3.389.501,60 31.365.639,29 9,25
Almejon 36.313,17 201.796,86 5,56
Berberecho 2.479.193,11 15.431.018,08 6,22
Birollo 5.207,00 17.318,25 3,33
Coquina 604,34 26.251,62 43,43
Carneiro 100.795,59 517.627,97 5,14
Cornicha 5.408,75 29.841,79 5,52
Longueirén 45.257,25 352.681,87 7,79
Longueirén vigjo 48.106,79 279.838,49 5,82
Marolo 6,40 7,96 1,24
Navaja 552.298,40 5.718.093,87 10,35
Ostra plana 109.798,41 244.524,02 2,23
Ostra rizada 186.127,93 183.347,44 0,99
Rabioso 4.261,40 2.463,99 0,58
Rel6 281.795,72 720.247,12 2,56
Salto 10,25 5,13 0,50
Vieira 116.179,00 610.576,25 5,26
Volandeira 215.276,30 735.658,38 3,42
Zamburina 20.395,20 142.347,01 6,98
TOTAL 9.387.449,98 84.541.348,21

La evolucidén de la produccion de coquina a lo largo de la ultima década se puede
observar en la Figura 2. La produccién alcanzé el valor mas alto en el afio 2008,
superando los 16.000 kg, pero en los afos sucesivos la produccion ha ido
descendiendo hasta llegar a un valor inferior a los 200 kg en el afio 2017,
aumentando hasta los 600 kg en el ultimo afio. El descenso de produccion de los
bancos naturales conlleva que se reduzca su explotacion, limitandose ésta
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unicamente al banco de Vilarrube (Cedeira-A Corufia). Aun asi, en los ultimos 4
afos, también se redujo la extraccion en este banco de forma considerable.
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Figura 2. Evolucion de la produccion (kg) de D. trunculus y su precio (€) en la
ultima década. Los datos fueron obtenidos en la plataforma del Servicio de
Estadistica de la Conselleria do Mar, Xunta de Galicia
(http://www.pescadegalicia.gal).

Este descenso en la produccion puede deberse a la sobreexplotacion de la
especie o a factores fisicos tales como las corrientes marinas, o los gradientes
de temperatura. La actividad antropogénica es otro factor que puede provocar
este descenso, pues la construccién de diversas estructuras como diques o
puertos, pueden llevar a la alteraciéon del habitat natural de la coquina. Cabe
sefalar que los bancos naturales gallegos no son los unicos que muestran un
descenso. El estudio realizado por Marie et al. (2016) ha demostrado que
diferentes poblaciones del Golfo de Cadiz y el mar Mediterraneo estan en alto
riesgo de extincién a largo plazo; a excepcion de la poblacién protegida del
Parque Nacional de Dofiana, cuya poblacién parece tener potencial evolutivo.

Debido a que en el sector marisquero la coquina constituye un recurso
importante y observado el riesgo que corren las poblaciones, ha aumentado el
interés en incrementar su produccion y promover la gestion sostenible de los
bancos naturales de esta especie. El incremento de la produccion de los bancos
naturales puede realizarse mediante técnicas de repoblacion con semilla
producida en criadero o con el traslado de individuos adultos de unos bancos a
otros. Para ello es necesario conocer la variabilidad genética de las poblaciones
para evaluar en qué medida puede verse afectada (Allendorf et al., 2008), ya que
las técnicas de repoblacién pueden alterar la composicion genética de las
poblaciones salvajes, dando lugar a la pérdida de variabilidad genética o pérdida
de la adaptacion a diversas condiciones ambientales (Ward, 2006).

El uso y la conservacion de los recursos naturales requiere la evaluacion
genética de los mismos. Asi, en la gestion de poblaciones, tanto naturales como
en cautividad, la conservacion de la diversidad genética constituye un objetivo
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primordial. A corto plazo, ésta es relevante para el mantenimiento de la
productividad de las poblaciones, ya que esta relacionada con el éxito
reproductivo de las mismas; mientras que a largo plazo contribuye al potencial
adaptativo de las poblaciones (Frankham et al., 2002 y Allendorf et al., 2008).
Asimismo, la evaluacion de la diferenciacion genética es esencial para valorar el
riesgo genético de programas de repoblacion (Ward, 2006).

Con el fin de evaluar genéticamente los recursos naturales se emplean
marcadores moleculares. Asi, en los afos 90, los marcadores genéticos se
hicieron muy populares para la identificacion de la estructura y la variacion
genética de las poblaciones (Abdul-Munir, 2014). Los avances en genética
molecular han conducido al uso generalizado de los marcadores moleculares,
siendo uno de los mas comunes los microsatélites.

Los microsatélites constituyen segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases
que se repiten en tandem y aleatoriamente en el genoma. Presentan
caracteristicas que los convierten en una valiosa herramienta para estudios
genéticos, como la presencia de un alto grado de polimorfismo, una herencia
mendeliana simple, expresion codominante y la capacidad de ser reproducibles
y automatizables (Aranguren et al., 2005). El elevado grado de polimorfismo de
estos marcadores esta relacionado con su hipermutabilidad, lo que da lugar a
que estos marcadores presenten una alta variabilidad en especies y poblaciones
(Chistiakov et al., 2006). Estas caracteristicas han propiciado que los
microsatélites sean uno de los marcadores mas utilizados en trabajos de
conservacion y gestion de especies (Chistiakov et al., 2006 y Gonzalez, 2003).



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es el andlisis de la diversidad genética y la
diferenciacion poblacional en una experiencia de cultivo en criadero de la
coquina D. ftrunculus empleando marcadores microsatélite para evaluar
genéticamente el proceso de obtencion de semilla en criadero.



MATERIAL Y METODOS
Material de estudio

Para la realizacién de este estudio se analizaron un total de 104 individuos
reproductores de la coquina D. trunculus procedentes del banco natural de
Vilarrube, 101 semillas que fueron obtenidas por desove masivo en el criadero
del Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo, donde se mantuvieron hasta
alcanzar un tamafio minimo de 1.000 ym, y 50 individuos del banco natural de
Vilarrube. Los genotipos de los individuos procedentes de la localidad de
Vilarrube utilizados para los analisis de diversidad y diferenciacion genética, ya
estaban disponibles en el laboratorio.

Los individuos reproductores fueron introducidos para su conservacion en etanol
al 96% una vez producido el desove, al igual que las semillas. Una vez en el
laboratorio y mediante la observacion de tejido gonadal al microscopio 6ptico, se
sexaron los individuos reproductores. Para ello, se rehidraté una porcion de tejido
gonadal (aproximadamente 2 mm?3) en 500 uyl de 1xPBS (tampon fosfato
alcalino). Tras 10 min, aproximadamente, se disgreg6 el tejido y se monté en el
portaobjetos con la ayuda de unas pinzas.

Extraccion de ADN genémico

Siguiendo el método descrito por Walsh et al. (1991) se llevé a cabo la extraccion
de ADN genomico con el uso de la resina Chelex 100™ (Sigma-Aldrich). Para
los individuos reproductores se introdujo un fragmento de pie de
aproximadamente 1mm3 en 100 pl de Chelex 100™ al 10% (g/ml) en agua milliQ
estéril y se incubo a 100°C durante 20 min. Tras la incubacion, las muestras se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 2 min y se transfiridé el sobrenadante a un
nuevo tubo. Para las semillas se fragmento todo el individuo con ayuda de unas
tijeras y posteriormente se empledé el mismo protocolo de extraccion.

Ampilificacion de loci microsatélite

Para todos los individuos, reproductores y semilla, se amplificaron 11 loci
microsatélite polimorficos incluidos en las Multiplex 1 (Nantén et al., 2014) y
Multiplex 2° (Nantén, 2016) (Tabla 2). Estas amplificaciones se llevaron a cabo
en mezclas con un volumen final de 12,5 yl que contenian 80 ng de ADN
extraido, la mezcla de cebadores correspondiente a cada una de las PCRs
multiplex, y 1x Qiagen Multiplex PCR Master Mix (tampdn, mezcla de dNTPS,
MgCl2 3 mM y HotStartTag®).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MyCycler™ (Bio-
Rad). ElI programa de amplificacién para la Multiplex 1 consisti6 en una
desnaturalizacion inicial durante 15 min a 95°C, 35 ciclos de 30 s a 94°C, 1,5 min
a 57°C, 1,5 min a 72°C seguidos de una extension final de 10 min a 72°C. Para
la Multiplex 2’ el programa de amplificacion es similar, con una desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 15 min; 35 ciclos de 30 s a 94°C, 1,5 min a 60°C, 1,5 min
a 72°C seguidos de una extension final de 10 min a 72°C.



Tabla 2. Caracteristicas de los 11 loci microsatélite de la Multiplex 1 y Multiplex
2’ (Nantén et al. 2014 y Nantoén, 2016).

Locus Motivo microsatélite Fluorocromo| MgCl, | T2
(mM) | (°C)
Dtr53 | (GT)sAT(GT)sAGAGGGTGGATTT(GT)11 FAM 2,5 57
Dtr70 | (TGTC)s FAM 1,5 57
Dtr86 | (GACA)4 VIC 1,5 57
Dtr126 | (GACA)s GATT(GACA);GATG (GACA). VIC 1,5 57
Dtr174 | (ACAG)3 NED 1,5 57
Dtr199 | (ACAG)s PET 1,5 57
Dtr323 | (AAC)3 FAM 1,5 57
Dtr47 | (TG)s VIC 2,0 60
Dtr90 | (AGAC)sATAT(GGAT),GGTTGGAC(AGAC)s PET 1,5 60
Dtr108 | (GACA)4 NED 1,5 60
Dtr117 | (ATC), FAM 1,5 60

Los productos de PCR obtenidos tras las correspondientes amplificaciones se
verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% en tampdn 1xTAE.
Para cada muestra se aplicaron 5 ul de producto de PCR y 1 pl de tampédn de
carga que contiene los colorantes azul de bromofenol y xileno cianol. Con el
objetivo de determinar la longitud de los fragmentos de ADN se utiliz6 el
marcador DNA Molecular Weight Marker XllI (Roche Applied Science). A
continuacion, se tifio el gel con bromuro de etidio (0,5 pg/ml en 1XxTAE) durante
30 min y se visualizé en un transiluminador Gel Doc XR System (Bio-Rad). La
secuenciacion de los productos de PCR fue realizada en los Servicios de Apoio
a Investigacion (SAl) de la Universidade da Coruia.

El genotipado para los 11 loci amplificados mediante PCR se realizé6 empleando
el programa GeneMapper v.3.7 (Applied Biosystems). Para poder afadir a las
plantillas del programa los alelos nuevos y rectificar posibles errores de
genotipado, se realizd una revision y edicidn manual de los genotipos asignados
por el programa. Los datos obtenidos en el genotipado se exportaron en formato
Excel y se generaron los formatos de archivos necesarios para los analisis
estadisticos usando el programa Microsatellite Toolkit (Park, 2001).

Analisis de diversidad genética y diferenciacion por grupos

Una vez genotipados todos los individuos para cada uno de los /oci se realizaron
los analisis de diversidad y diferenciacion genética. El numero de alelos (Na), la
heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) insesgada de
Nei (Nei, 1978) y el coeficiente de endogamia segun Weir y Cockerman (Fis
W&C) (Weir & Cockerman, 1984) se estimaron con el programa Genetix v.4.03
(Belkhir et al., 2004). Con el programa Fstat v.2.9.3.2 (Goudet, 2001) se
calcularon los valores de riqueza alélica (Rs) por locus y por grupo. Los tests
para determinar la bondad de ajuste al equilibrio Hardy-Weinberg (HW) y a las
condiciones de equilibrio de ligamiento se llevaron a cabo con el programa
Genepop v.4.6 (Rousset, 2008). La significacion se determind mediante el
método de cadena de Markov utilizando 10.000 dememorizations, 5.000 batches
y 5.000 iteraciones por batch.



Mediante el indice de fijacién Fst de Weir & Cockerham (1984) global, por locus
y por pares de grupos, se evalué el grado de diferenciacion de las muestras. Esta
evaluacion se realizé empleando el programa Genetix v.4.03, en el cual se
determind el nivel de significacién de Fst mediante un método no paramétrico
basado en permutaciones (10.000 permutaciones).

Cuando se llevaron a cabo tests estadisticos multiples, los valores de
significacion se ajustaron utilizando la correccion secuencial de Bonferroni (Rice,
1989).
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RESULTADOS

La diversidad genética de D. trunculus se analizd mediante las dos PCRs
multiplex detalladas en el apartado de material y métodos. En la Tabla 3 se
muestran las caracteristicas de los 11 loci microsatélite estudiados en este
trabajo.

Tabla 3. Caracteristicas de los 11 loci analizados por muestras

Reproductores

Locus N Na He Ho Fis W&C | Rs
Dtr126 76 12(6) 0,756 0,329** 0,568 8,655
Dtr53 94 24(6) 0,876 0,809** 0,078 17,634
Dtr70 97 5 0,725 0,711 0,019 4,981
Dtr174 97 8(1) 0,566 0,371** 0,346 5,665
Dtr199 103 7(2) 0,322 0,330 -0,027 4,224
Dtr323 104 5(1) 0,251 0,231 0,083 4,419
Dtr86 88 9(2) 0,792 0,546** 0,313 7,316
Dtr117 89 12(1) 0,804 0,550** 0,316 8,572
Dtr47 101 5 0,589 0,594 -0,008 4,655
Dtr90 99 10 0,752 0,616** 0,182 9,285
Dtr108 100 8 0,320 0,080** 0,751 6,197
Semilla

Locus N Na He Ho Fis W&C | Rs
Dtr126 69 9(3) 0,663 0,203** 0,696 7,343
Dtr53 88 17 0,834 0,648** 0,225 13,057
Dtr70 96 6 0,634 0,583** 0,080 5,315
Dtr174 81 5 0,678 0,432** 0,364 4,418
Dtr199 100 5 0,366 0,430 -0,175 3,784
Dtr323 99 3 0,124 0,091* 0,270 2,562
Dtr86 93 10(2) 0,822 0,667** 0,190 9,228
Dtr117 86 8 0,650 0,767* -0,181 6,516
Dtr47 100 5 0,597 0,620 -0,039 4,532
Dtr90 87 9 0,647 0,540* 0,165 6,667
Dtr108 101 5 0,142 0,089** 0,372 3,538
Banco natural: Vilarrube

Locus N Na He Ho Fis W&C | Rs
Dtr126 38 5 0,622 0,316** 0,496 8,255
Dtr53 37 15 0,832 0,811 0,025 15,162
Dtr70 45 6 0,750 0,644* 0,141 5,277
Dtr174 40 9(2) 0,612 0,225** 0,635 6,550
Dtr199 44 5 0,322 0,318 0,012 4,106
Dtr323 46 3 0,198 0,130* 0,344 3,162
Dtr86 34 10(2) 0,835 0,618* 0,264 9,896
Dtr117 49 14(3) 0,841 0,633* 0,250 9,459
Dtr47 50 6(1) 0,605 0,600 0,008 4,658
Dtr90 49 9 0,740 0,796 -0,076 7,968
Dtr108 49 7(1) 0,458 0,122** 0,735 5,362

N: numero de muestras; Na: numero de alelos (alelos privados); He: heterocigosidad esperada
insesgada de Nei; Ho: heterocigosidad observada: Fis W&C: coeficiente de endogamia segun
Weir y Cockerman; (*): significativo para a=0.05; (**): significativo tras la correccion secuencial
de Bonferroni; Rs: riqueza alélica.
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Los 11 loci microsatélite analizados resultaron polimérficos en todos los grupos,
con un numero de alelos por locus que vario entre 3 (Dtr323) y 24 (Dtr53). Se
detectaron un total de 33 alelos privados, 19 en los reproductores, 5 en las
semillas y 9 en el banco natural de Vilarrube. Nueve loci presentaron alelos
privados al menos en uno de los tres grupos, a excepcion de Dtr70 y Dtr90 que
no presentaron alelos privados en ninguno de los tres grupos. La Ho por locus
vario entre 0,080 (Dtr108-Reproductores) y 0,811 (Dtr53-Vilarrube) y la esperada
insesgada de Nei entre 0,124 (Dtr323-Semilla) y 0,876 (Dtr53-Reproductores);
mientras que los valores de Rs por locus y grupo variaron entre 2,562 (Dtr323-
Semilla) y 17,634 (Dtr53-Reproductores).

Dado que los tests de desequilibrio de ligamiento realizados para todos los pares
de loci en cada uno de los grupos no resultaron significativos tras la correccién
secuencial de Bonferroni, no se puede rechazar la hipétesis nula de que los loci
analizados segregan de forma independiente. De las 33 combinaciones locus-
grupo, 16 de ellas no mostraron desviaciones del equilibrio HW tras la correccién
secuencial de Bonferroni y tres loci (Dtr47, Dtr199 y Dtr323) no se alejaron del
equilibrio HW en ninguno de los tres grupos. Todas las combinaciones que no
se ajustaron al equilibrio, a excepcion del locus Dtr117 en el grupo de semilla,
presentaron valores Fis positivos (entre 0,078 y 0,751) lo que indica la existencia
de un déficit de heterocigotos.

En las 17 combinaciones locus-grupo que no se encontraron en equilibrio HW
(Tabla 3), el programa MicroChecker sugirid la presencia de alelos nulos. Tres
de los 11 loci analizados, Dtr126, Dtr174 y Dtr108, mostraron una frecuencia de
alelos nulos superior a 0,2 al menos en uno de los tres grupos (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia estimada de alelos nulos en las combinaciones locus-grupo
en desequilibrio HW.

Reproductores Semilla B.N. Vilarrube
Dtr126 0,242 0,275 0,185
Dtr53 0,034 0,099 -
Dtr70 - 0,029 -
Dtr174 0,123 0,144 0,236
Dtr86 0,135 0,083 -
Dtr117 0,138 -0,073 -
Dtr90 0,076 0,062 -
Dtr108 0,181 0,045 0,228

Los analisis de diferenciacion por grupos se realizaron sin los loci Dtr126, Dtr174
y Dtr108, ya que la presencia de alelos nulos con una frecuencia mayor a 0,2
puede conducir a sobreestimar los valores Fst (Chapuis & Estoup, 2007).

Con el programa Genetix se obtuvieron los valores de Fst global y por locus,
reflejados en la Tabla 5. En ella se observa que el indice de fijacion Fst global
fue de 0,023, un valor significativo (P<0,05). Los valores de fijacion Fst por locus
oscilaron entre 0,002 (Dtr53) y 0,089 (Dtr86).
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Tabla 5. Valores Fst por locus y global y P-valor.

Locus Fst P-valor
Dtr53 0,002 0,085
Dtr70 0,042 0,000*
Dtr199 0,006 0,132
Dtr323 0,010 0,153
Dtr86 0,089 0,000*
Dtr117 0,024 0,000*
Dtr47 0,026 0,009*
Dtr90 0,014 0,035*
GLOBAL 0,023 0,000*

(*): significativo para a=0.05

En la Tabla 6 se reflejan los valores Fst por pares de grupos y sus P-valor
correspondientes. Tras la correccion secuencial de Bonferroni las combinaciones
resultaron significativas, a excepcion de la comparacion entre reproductores y
banco natural de Vilarrube.

Tabla 6. indice de fijacion Fst por pares de grupos (sobre la diagonal) y P-valor
correspondientes (bajo la diagonal).

Reproductores Semilla B.N. Vilarrube
Reproductores 0,032** 0,003
Semilla 0,000 0,036**
B.N. Vilarrube 0,858 0,000

(**): significativo tras la correccion secuencial de Bonferroni.

Los valores del indice de fijacion Fst oscilaron entre 0,003 y 0,036, siendo la
significacion entre Vilarrube y semilla la mas elevada.
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DISCUSION

La recuperacion de las poblaciones naturales de moluscos bivalvos puede
llevarse a cabo mediante la repoblacién con individuos adultos o con la siembra
de semilla producida en criadero (Lallias et al., 2010). Sin embargo, cuando se
llevan a cabo este tipo de estrategias debe realizarse una evaluacion genética
del recurso para minimizar los posibles efectos genéticos adversos introducidos
por las practicas de criadero.

En este trabajo se aportan estimas de diversidad y diferenciacién genética de D.
trunculus en una experiencia de cultivo en criadero, para lo que se analizaron 3
grupos de muestras: reproductores, semilla y poblaciéon natural de Vilarrube, de
donde proceden los reproductores.

Los 11 loci microsatélite analizados resultaron polimérficos en todos los grupos.
Los rangos de He y Ho obtenidos en este estudio (He: 0,124-0,876; Ho: 0,080-
0,811) fueron similares a los observados en otros trabajos previos en esta
especie (Marie et al., 2016, Nanton et al., 2017 y Rico et al., 2017). Ademas, las
estimas obtenidas en este trabajo fueron similares también a las observadas en
estudios de otras especies de bivalvos como Venerupis pullastra (Pereira, 2013)
0 Margaritifera marocana (Sousa et al., 2018). Respecto a las estimas de Rs
aportadas por este estudio (2,562-17,634) son inferiores a las observadas
anteriormente en esta especie (1,000-35,905) (Nantoén et al., 2017).

Respecto al equilibrio HW, dieciséis de las combinaciones locus-localidad no
mostraron desviaciones del equilibrio en alguno de los 3 grupos, mientras que
los loci Dtr47, Dtr199 y Dtr323 no se alejaron del equilibrio HW en ningun caso.
Todas las combinaciones que no se ajustaron al equilibrio, a excepcion del locus
Dtr117 en el grupo de semilla, presentaron valores Fis positivos, lo que indica la
existencia de un déficit de heterocigotos. Este déficit de heterocigotos es habitual
en moluscos bivalvos y, ha sido documentado en diferentes estudios previos en
esta especie (Nantén et al., 2014, 2017; Marie et al., 2016 y Rico et al., 2017),
asi como en otros bivalvos como es el caso de la almeja babosa (Pereira, 2013),
el berberecho (Martinez et al., 2015), el longueirdn (Arias-Pérez et al., 2012), el
mejillon (Astanei et al., 2005), la nacra (Gonzalez-Wanguemert et al., 2014) o la
ostra (Launey et al., 2002).

La existencia del déficit de heterocigotos puede ser explicada por distintos
factores. La endogamia es uno de ellos, pero es improbable que sea la causante
del déficit observado dada la fertilizacion externa y la extensa dispersion larvaria
que presentan la mayoria de los bivalvos, como es el caso de la coquina.
Ademas, para ser la causante de este déficit, la endogamia deberia afectar de
forma homogénea a todos los loci, lo que generaria un déficit de heterocigotos
uniforme entre los mismos (Astanei et al., 2005). Sin embargo, en este trabajo,
los valores Fis positivos obtenidos presentan una distribucién heterogénea entre
los loci, por lo que es muy poco probable que la endogamia sea la principal causa
del déficit de heterocigotos observado.
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El efecto Wahlund es otro de los factores que puede contribuir a este déficit y se
define como una reduccioén de la heterocigosidad causada por una subdivision
en grupos que presentan frecuencias alélicas diferentes para uno o mas loci
(Passamonti et al., 1999). En este caso, el efecto Wahlund podria descartarse
como la causa de este déficit, ya que en este trabajo los valores Fst por pares
no evidencian diferenciacion genética en todos los grupos.

Ademas, este déficit puede ser causado por la presencia de alelos nulos, que
son aquellos alelos que, debido a una mutacién en el punto de hibridacion del
cebador no amplifican por PCR (Aranguren et al., 2005). Dado que uno de los
alelos no amplifica, el individuo heterocigoto es genotipado como homocigoto
para el alelo que si amplifica. Este tipo de alelos estan presentes en muchos
grupos taxondémicos (Dakin & Avise, 2004) pero suelen ser frecuentes en
moluscos (Astanei et al., 2005). En los loci Dtr126, Dtr174 y Dtr108 se estimaron
las frecuencias de alelos nulos mas altas (0,275, 0,236 y 0,228 respectivamente),
coincidiendo estos loci con los que presentan déficit de heterocigotos, por lo que
estos alelos pueden ser la principal causa del déficit que se observa en este
trabajo. Dado que una frecuencia de alelos nulos superior a 0,2 puede provocar
una sobreestimacion de los valores Fst (Chapuis & Estoup, 2007), en los analisis
de diferenciacion genética, los loci Dtr126, Dtr174 y Dtr108 han sido excluidos.

En cuanto a los analisis de diferenciacion genética, el Fst por pares no mostro,
tras la correccion secuencial de Bonferroni, diferencias significativas entre los
reproductores y el banco natural de Villarube, hecho que también se observé en
el trabajo de Nanton (2016) de la misma especie y en el estudio sobre la especie
Ruditapes decussatus de Borrell et al. (2014). Esto sugiere que los individuos
usados como reproductores en el criadero constituyen una muestra
representativa del banco natural del que proceden. Sin embargo, en este trabajo
se han observado diferencias significativas entre los grupos de semilla y
reproductores, tal como se observé en un estudio de la misma especie (Nantoén,
2016) y en un estudio de la especie R. decussatus (Borrell et al., 2014). Ademas,
tras la correccion secuencial de Bonferroni, en el Fst por pares se observaron
diferencias significativas entre las muestras de semilla y banco natural, dichas
diferencias fueron observadas en un estudio en la misma especie (Nantén, 2016)
y en los estudios de V. pullastra (Pereira, 2013) y R. decussatus (Borrell et al.,
2014). Diferencias significativas entre muestras de semilla y banco natural
también se han visto en otros estudios sobre organismos marinos sometidos a
cultivo en criadero (Lallias et al.; 2010 y Wachirachaikarn et al., 2011).

La diferenciacion de la semilla respecto al banco natural y a los reproductores
podria deberse principalmente a la baja variacion genética que contienen las
semillas. Esto es posible que se deba a una representacion inadecuada del
conjunto de genes del banco natural en los reproductores, lo cual puede darse
debido a la madurez de los mismos, o a la calidad fisiolégica de los
espermatozoides y de los huevos en el desove en criadero, ya que no todos los
huevos o espermatozoides contribuyen al conjunto genético de la siguiente
generacion (Borrell et al., 2014).

Otra causa factible de esta diferenciacion es el posible régimen de seleccion que
se da en el criadero, el cual difiere con respecto al del ambiente natural (Pereira,
2013 y Borrell et al., 2014). La adaptacion a las condiciones del medio natural se
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ve disminuida puesto que se favorece la adaptacion a las condiciones en
cautividad promovido por la seleccion que se produce en el criadero (Allendorf
et al., 2013).

Asi mismo, la existencia de diferenciacion genética entre la semilla obtenida en
criadero y el banco natural de los reproductores, podria sugerir una modificacion
genética temporal del banco natural si se procede a la siembra de la semilla
obtenida en criadero, ya que éstas no representarian bien el conjunto genético
del banco natural. Sin embargo, esta diferenciacién genética entre poblaciones
en cautividad y poblaciones naturales no siempre implica que el conjunto de
genes se vea significativamente afectado, pues la diversidad genética puede ser
similar en ambas poblaciones (Yu et al., 2006).

Por tanto, en los casos en los que la semilla obtenida en criadero sea empleada
para la repoblacién de bancos naturales se espera que el impacto ocasionado
sea bajo, ya que estara condicionado por la proporcion de semilla que se siembra
respecto al tamafno poblacional del banco natural.
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CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo las conclusiones que se pueden extraer son
las siguientes:

1. Los andlisis de diversidad genética mostraron que todos los loci
analizados en este trabajo resultaron ser polimorficos en los 3 grupos
estudiados (reproductores, semilla y banco natural), con un numero de
alelos que oscil6 entre 3y 24.

2. Los reproductores utilizados en criadero resultaron ser una muestra
genéticamente representativa del banco natural del que se obtuvieron
(Vilarrube). Sin embargo, la semilla analizada mostré diferenciacion
significativa respecto a los reproductores y al banco natural.

3. El uso de semilla obtenida en criadero para la repoblacion de bancos
naturales no siempre implica una modificacion de la diversidad genética
de los mismos puesto que va a depender de la proporcion entre la semilla
que se siembra y el tamafio del banco natural.

CONCLUSIONS:

Tras a realizacion deste traballo as conclusions que se poden extraer son as
seguintes:

1. As analises de diversidade xenética mostraron que tédolos /oci analizados
neste traballo resultaron ser polimérficos nos 3 grupos estudados
(reproductores, semente e banco natural), cun numero de alelos que
oscilou entre 3 e 24.

2. Os reproductores empregados no criadeiro resultaron ser unha mostra
xenéticamente representativa do banco natural do que se obtiveron
(Vilarrube). Sen embargo, a semente analizada mostrou diferenciacién
significativa respeto 0s reproductores e 6 banco natural.

3. O uso da semente obtida en criadeiro para a repoboacion de bancos
naturais non sempre implica unha modificacion da diversidade xenética
dos mesmos posto que vai depender da proporcién entre a semente que
se sembre e 0 tamafno do banco natural.

CONCLUSIONS:

After completion of this research, the conclusions that can be drawn are the
following:

1. The analisys of the genetic diversity showed that all the loci analyzed in
this research were polymorphic in the 3 groups (broodstock, seed and
natural bed) with a number of alleles ranged from 3 to 24.

2. The broodstock used in the hatchery was a genetically representative
sample of the natural bed from where they came (Vilarrube). However, the
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seed analyzed showed significant differentiation from the broodstock and
the natural bed.

. The use of the seed obtained in hatchery in the restoration of natural beds
does not always cause a modification of the genetic diversity, since it will
depend on the proportion between the seed that is sown and the size of
the natural bed.
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