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RESUMEN

La heteroplasmia mitocondrial es un fenédmeno por el cual dos secuencias diferentes de
ADN mitocondrial coexisten en una misma célula o individuo. Recientemente se ha
descubierto una alta incidencia de este fendmeno en la centolla (Maja brachydactyla
Balss, 1922) en una poblacion de Galicia. Se creia que el origen de esta heteroplasmia
podria estar relacionada con cruces interespecificos entre Maja brachydactyla y Maja
squinado al sur de la Peninsula Ibérica. Estas hibridaciones provocarian fallos en los
sistemas de eliminacidon de las mitocondrias paternas generandose heteroplasmia.
Ademas, se deberia formar un gradiente positivo N-S de incidencia de heteroplasmia a
lo largo de la costa europea. Sin embargo, los resultados de este estudio rechazan la
hipédtesis al no encontrar una incidencia menor en una regiéon mas al norte no Galicia.
Por tanto, se plantea la posibilidad de que estos fallos deban a errores en los
mecanismos de eliminaciéon de las mitocondrias paternas provocados por un factor
desconocido. Ademds, debido a la elevada diversidad detectada y la ausencia de
zonacién en las redes haplotipicas, se ha detectado que esta especie se comporta como

una Unica unidad de apareamiento aleatoria en el Atlantico norte.

ABSTRACT

Mitochondrial heteroplasmy is a phenomenon by which two different mitochondrial
DNA sequences coexist in the same cell or individual. A high incidence of this
phenomenon has recently been discovered in the spider crab (Maja brachydactyla Balss,
1922) in a population of Galicia. It was believed that the origin of this heteroplasmy
could be related to interspecific crosses between Maja brachydactyla and Maja
squinado in the south of the Iberian Peninsula. These hybridizations would cause failures
in the paternal mitochondria elimination systems, generating heteroplasmy. In addition,
a positive N-S gradient of heteroplasmy incidence should form along the European
coast. However, the results of this study reject the hypothesis by not finding a lower
incidence in a region further north than Galicia. Therefore, the possibility arises that
these failures are due to errors in the mechanisms of elimination of paternal
mitochondria caused by an unknown factor. In addition, due to the high diversity
detected and the absence of zonation in the haplotype networks, it has been detected

that this species behaves as a single random mating unit in the North Atlantic.
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1. INTRODUCCION

1.1. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es el material genético localizado en las mitocondrias que
forma un pequeio cromosoma circular. El tamafio del genoma mitocondrial en cualquier
metazoo comprende tamanos de entre 16 y 20 kb, donde se encuentran generalmente 13
genes codificantes de proteinas, 22 genes de ARNt, dos genes de ARNr y una regiéon no
codificante llamada regidn control (Bernt et al., 2013). El ADNmt posee unas caracteristicas
generales que lo convierten en una herramienta muy Util para el estudio de los organismos.
Se asume que tiene una herencia uniparental sin recombinacion, por lo que un individuo
deberia portar un Gnico alelo de ADNmt (White et al., 2008). Esta condicidn, conocida como
homoplasmia, puede tener diferentes origenes independientes y supone una fuerte

ventaja evolutiva frente a la transmision biparental del ADNmt (Zouros, 2013).

En los metazoos, a excepcidn de los bivalvos (Breton et al., 2007), la herencia del ADNmt
se produce habitualmente por via materna, de forma que la descendencia deberia portar
el mismo haplotipo que su madre. Este modelo de herencia ha permitido el uso del ADNmt
para trazar el origen del humano moderno (Ingman et al., 2000), del mismo modo que para
identificar los stocks animales (Xiang et al., 2017). Diferentes regiones de esta secuencia de
ADN han sido ampliamente utilizadas en andlisis genéticos evolutivos y poblacionales.
Entre otras, destaca la secuencia del gen de la citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI), que
se utiliza como marcador mitocondrial (Wang et al.,, 2021). Cabe destacar que estas
aplicaciones son vélidas siempre y cuando se mantenga la condicién de homoplasmia
mitocondrial, ya que existen diversos estudios que demuestran que las caracteristicas
generales del ADNmt que se mencionaban anteriormente, no se cumplen en todos los

organismos (Barr et al., 2005; Tsaousis et al., 2005).

1.2. Heteroplasmia en el ADN mitocondrial

Durante las ultimas décadas, muchos estudios han reportado observaciones de
heteroplasmia mitocondrial, condicién en la que una célula o individuo contiene una
mezcla de haplotipos de ADNmt. Estos avances en el conocimiento de la heteroplasmia han
sido posibles gracias a técnicas modernas de deteccidon basadas en NGS (Next-Generation
Sequencing) o qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) y han demostrado que esta

condicidon del ADNmt estd mds extendida de lo que se pensaba (Mitrofanov et al., 2018;
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Santibanez-Koref et al., 2019). Entre los organismos en los que se ha observado
heteroplasmia mitocondrial en la naturaleza, encontramos el ser humano (Payne et al.,
2013), el salmdn real (Oncorhynchus tshawytscha Walbaum, 1792) (Wolff et al., 2011), el
cangrejo azul (Callinectes sapidus Rathbun, 1896) (Williams et al., 2017) o la centolla (Maja
brachydactyla Balss, 1922) (Rodriguez-Pena et al., 2020), entre otros. La presencia de
heteroplasmia en el ADNmt de un individuo, puede afectar al fitness del organismo vy
complicar el uso de marcadores de ADN mitocondrial en andlisis genéticos poblacionales

(Koolkarnkhai et al., 2019).

1.3. Origen de la heteroplasmia
La heteroplasmia puede originarse por mutagénesis durante la vida de un organismo, por

recombinacién o por la transmisidn del ADNmt paterno al cigoto durante la fecundacién.

La heteroplasmia que se origina por mutagénesis puede darse en células somaticas o en
células germinales. En el primer caso, debido a la elevada tasa de mutacion en el ADNmty
la gran cantidad de copias de este, seria de esperar que se creasen variantes del ADNmt
gue coexistieran con el haplotipo materno. Estas variantes deberian diferir en uno o unos
pocos SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) y aparecer con una frecuencia
extremadamente baja (Payne et al., 2013; Li et al., 2015). Ademas, al ocurrir en la linea

somatica no se transmiten a la descendencia.

Otro factor que puede derivar en heteroplasmia mitocondrial son los eventos de
recombinacién. Sin embargo, a pesar del gran nimero de moléculas de ADNmt en un
individuo, la deteccién de este tipo de heteroplasmia es limitada ya que su frecuencia es

muy baja (Breton y Stewart, 2015).

De entre los diferentes tipos de heteroplasmia, la mds comun es la originada por la
transmision del ADNmt paterno. Este proceso se puede considerar como un fallo en los
estrictos mecanismos que protegen el ADNmt materno (Rokas et al, 2003). Existen
diversos mecanismos para prevenir la transmisién de ADNmt paterno a la descendencia en
animales: degradacién del ADNmt paterno antes y después de la fecundacion, bloqueo de
la entrada de las mitocondrias paternas al oocito y eliminacién de las mitocondrias
paternas por autofagia o por la via ubiquitina-proteosoma (Politi et al., 2014; Sato y Sato,

2017). El motivo de la existencia de estos mecanismos no se conoce bien. Sin embargo, se
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piensa que puede deberse a que la coexistencia de dos ADNmts diferentes vy
funcionalmente individuales en una célula, podria causar disfuncion mitocondrial (Sharpley
et al., 2012). No obstante, en algunos casos el ADNmt paterno puede escapar a estos

mecanismos y quedar en el oocito en una condicién heteropldsmica.

Por ultimo, se ha descrito un tipo particular de heteroplasmia en moluscos bivalvos que se
caracteriza por una herencia doble uniparental (DUI) del ADNmt. En este caso los
espermatozoides son homoplasmicos para un tipo de ADNmt llamado M, y los huevos son
homoplasmicos para un tipo de ADNmt llamado F. Durante la fecundacion y el consiguiente
desarrollo, el ADNmt tipo F se propaga por los tejidos somaticos de machos y hembras, asi
como en el tejido germinal de las hembras. Sin embargo, el ADNmt tipo M esta restringido
Unicamente al tejido germinal de los machos, de forma que se producen machos mosaicos
con el ADNmt tipo F en los tejidos somaticos y tipo M en los tejidos germinales (Zouros et

al., 1994; Breton et al., 2007).

En ocasiones, se pueden interpretar erréneamente como heteroplasmia otros eventos que
pueden ocurrir en el ADNmt. Por ejemplo, la formacién de pseudogenes mitocondriales
(NUMTSs). Estos se forman por la transposicidon del ADN mitocondrial en el genoma nuclear,
gue puede guardar cierta homologia con los genes mitocondriales originales (Lopez et al.,

1994).

1.4. Maja brachydactyla

La centolla Maja brachydactyla (Balss y Michaelsen, 1922) es un crustaceo decapodo
perteneciente a la familia Majidae (Ng et al., 2008; De Grave et al., 2009). Esta especie tiene
una distribucion que abarca el Atlantico oriental desde el Mar del Norte hasta Sudafrica
incluyendo las islas Azores, Madeira, las Islas Canarias y Cabo Verde (Neumann 1998; Sotelo
et al., 2009). En las costas europeas se han descrito tres especies correspondientes al
género Maja: M. brachydactyla, M. crispata (Risso, 1778) y M. squinado (Herbst, 1788). De
estas especies, M. brachydactyla y M. squinado son las mas similares, siendo la primera
mas frecuente en el Atlantico y la segunda en el Mediterraneo. Ambas son especies de gran
interés comercial, por lo que se ha estudiado ampliamente su morfologia, filogenia y ciclo
vital con la finalidad de llevar a cabo una explotacion sostenible de este recurso (Gonzalez-

Gurriardn et al., 1995, 1998; Freire et al., 2002; Sampedro et al., 2003; Sotelo et al., 2009;
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Verisimo et al., 2011). Concretamente, M. brachydactyla estd sometida a una fuerte
explotacion en paises como Reino Unido, Francia, Portugal y Espafia (Freire et al., 2002).
Ademas, Galicia representa la principal regién de explotacion espafiola para esta especie,
tanto en términos de produccién (73%) como de ingresos (mas del 80%) (Conselleria do

Mar da Xunta de Galicia, 2019).

En cuanto a sus caracteristicas biolégicas, M. brachydactyla es un decdpodo movil y
bentdnico (Orensanz y Jamieson, 1998) que presenta un ciclo de vida complejo con tres
fases principales: fase de larva, fase juvenil y fase adulta o reproductiva. Tanto la dispersién
de las larvas plancténicas y fases post-larva bentdnicas, como las migraciones de las fases
adultas, juegan un papel crucial en la dindmica y distribucion de las poblaciones (Guerao et
al., 2008). Los grupos poblacionales de esta especie estan formados por individuos en
diferentes estadios del desarrollo. Los individuos adultos realizan migraciones a aguas
profundas para reproducirse durante el otofio, pudiendo mezclarse en este punto

individuos de diferentes poblaciones costeras (Freire et al., 2000, Freire et al., 2002).

La reproduccién en esta especie se lleva a cabo mediante fecundacién interna, por lo que
las hembras desarrollan receptdculos seminales durante su proceso de maduraciéon. Los
espermatdéforos, que albergan los espermatozoides, se almacenan en una estructura que
posee la hembra llamada receptaculo seminal. La presencia de estas estructuras les
permite almacenar el esperma de una o varias copulaciones con diferentes machos.
Ademads, los receptaculos seminales se encuentran directamente conectada con los
oviductos, por lo que los huevos pueden fecundarse sucesivamente sin necesidad de un
nuevo apareamiento y asi, la hembra puede realizar diferentes puestas (Gonzalez-

Gurriardn et al., 1998, Rotllan et al., 2007).

1.5. Heteroplasmia en Maja brachydactyla

En el articulo publicado por Abelld et al, (2014), se sigirid la posible existencia de
heteroplasmia en M. brachydactyla. Sin embargo, es en el estudio realizado por Rodriguez-
Pena et al., (2020), donde se confirma la presencia de heteroplasmia mitocondrial en esta
especie mediante el uso de los marcadores COl y 16S. Ademas, se discutid el posible origen
de esta condicién, concluyendo que podria deberse a que la hibridacion con una especie
congénere, provocaria un fallo en los mecanismos que previenen la transmision del ADNmt

paterno. Dado el solapamiento de poblaciones de M. brachydactyla y M. squinado en el
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area que rodea al estrecho de Gibraltar y su gran similitud, estos investigadores plantearon
la hipdtesis de que la hibridacion entre estas especies genera individuos heteroplasmicos.
De esta forma, la incidencia de heteroplasmia deberia ser mayor en el sur de la Peninsula
Ibérica, generandose un gradiente hacia el norte de la costa europea, donde la incidencia

deberia ser menor.

2. OBJETIVOS

Este estudio tiene como objetivo comprobar, en la especie M. brachydactyla, |la existencia
de un gradiente positivo norte-sur de incidencia de heteroplasmia mitocondrial en la costa
europea. Ademas, se estudiara la variabilidad genética de esta especie en tres poblaciones

diferentes del Atlantico norte.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de las muestras y extraccion de ADN

Los especimenes de M. brachydactyla fueron suministrados por el proveedor local Air-Mar
en un estado de moribundez. Todos ellos eran hembras provenientes de la costa francesa,
concretamente de la ciudad portuaria de Lorient (47,747654; -3,364716). Los ejemplares
fueron anestesiados por exposiciéon a -18°C durante 4 minutos para, posteriormente,

seccionar un pereidopodo de cada individuo.

Se obtuvieron muestras de tejido muscular del pereiépodo de 38 individuos diferentes.
Estas muestras fueron conservadas en etanol absoluto hasta el momento de la extracciéon
de ADN. La extraccion de ADN se realizd mediante el uso del kit “NZY Tissue gDNA Isolation
kit” (NZYTech). Todo el material de laboratorio usado para la manipulacién de las muestras
tisulares (tijeras, pinzas) fue lavado con lejia para evitar la contaminaciéon entre los

diferentes individuos.

La concentracion de ADN de los productos de la extraccién, fue medida mediante un
espectrofotometro de microvolumen (mySPEC). Todas las muestras se llevaron a una

concentracion final aproximada de 10 ng/uL.

3.2. Amplificacién y secuenciacién del COI
Para el estudio de la heteroplasmia se amplificd por PCR un fragmento del ADN

mitocondrial, concretamente la subunidad | de la citocromo c oxidasa (COl). El fragmento
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COl fue amplificado usando los cebadores COIMaja_F 5’-gaatggccggaacatcttta-3, vy
COIMaja_R 5’-ccaccagctggatcaaagaa-3” y el kit comercial NZYTaq 2xGreen Master Mix
separate MgCl, (NZYTech). Cada reaccion de PCR se llevd a un volumen final de 25 pLy se
utilizaron 12,5 pL del kit comercial, 2,5 pL de ADN (10 ng/uL) y una concentracion final de
2,5 mM de MgCl, y de 0,125 mM de cada cebador. Las amplificaciones se llevaron a cabo
en un termociclador MyCicler (BioRad) mediante el siguiente protocolo: desnaturalizacién
inicialde 5mina 94 °C, 35 ciclosde30sa94 °C,30sa 48,5 ‘Cy60sa 72 °C, y una extensidn
final de 5 mina 72 °C.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa
al 1% en tampdén TAE. Como tincidn intercalante, para la observacidn de bandas bajo la luz
UV, se utilizé RedSafe (iNtRON Biotechnology) a una concentracién de 0,05 pL/mL. Los
pocillos del gel se cargaron con 5 plL de producto de PCR y 1 uL de tampdn de carga (azul
de bromofenol/azul de xianol en solucién acuosa de glicerol al 6X). El marcador de peso
molecular utilizado fue NZYDNA Ladder VI (NZYTech) con un tamano de banda entre 50 y
1500 pb.

Todos los productos de PCR que mostraron una uUnica banda en el gel con el tamafio
esperado de aproximadamente 650 pb, fueron enviados a los Servicios de Apoyo a la

Investigacidn (SAl) de la UDC para realizar su secuenciacidn en ambas direcciones.

3.3. Analisis de variabilidad genética

Se confirmé que las secuencias obtenidas correspondian al fragmento COl de M.
brachydactyla mediante la herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) (Altschul
et al., 1990) del NCBI. Mediante las secuencias de las lecturas de ambas direcciones, se
generod una secuencia consenso para cada muestra. Las secuencias se alinearon utilizando
la herramienta Muscle (Edgar, 2004) del programa MEGA-X (Kumar et al.,, 2018). Para
obtener un estudio mas completo, se afiadieron secuencias del COI de poblaciones de M.
brachydactyla de Galicia (Espafia), obtenidas del GenBank (MN027519 - MN02744); y de
Rosslare (Irlanda), proporcionadas por mis directores (MBralR_4IRGONh -
MBralR_20IRGONh, MBralR_23IRGONh - MBralR_32IRGONh, MBralR_36IRGONh -
MBralR_39IRGONh, = MBralR_1IRGONh, = MBralR_2IRGONh, = MBralR_4IRTMm -
MBralR_8IRTMm,  MBralR_10IRTMm -  MBralR_14IRTMm,  MBralR_16IRTMm,
MBralR_18IRTMm - MBralR_31IRTMm, MBralR_33IRTMm - MBralR_35IRTMm) (Figura 1).
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Los andlisis de diversidad genética, de haplotipos y de neutralidad fueron calculados
usando el programa DnasSP 6.12.3.0 (Rozas et al., 2017). Ademas, se construyé una red de
haplotipos mediante el programa PopArt (Leigh y Bryant, 2015). Todos los analisis fueron
realizados tanto con las secuencias originales como con las secuencias sin las posiciones

ambiguas.

2,
~

"
Y

SO O

ESTRECHO DF__ GIBRALTAR MAR MEDITERRANI

~

Figura 1. Localizacidon geografica de los lugares de
procedencia de las muestras. De norte a sur: Rosslare
(Irlanda), Lorient (Francia) y Galicia (Espafia).

3.4. Andlisis de la heteroplasmia

Los electroferogramas fueron examinados mediante el programa BioEdit (Hall, 1999). Con
el fin de detectar los dobles picos en las secuencias de los productos de PCR, se examinaron
las lecturas en ambas direcciones. Se consideraron heteroplasmicas aquellas posiciones
donde la proporcion del pico mas bajo superase el 15,4% del valor que resulta al sumar la
altura de los dos picos. El valor de referencia a partir del cual se ha considerado
heteroplasmia en este estudio, corresponde a la proporcion mas baja del pico pequefio
obtenida por Rodriguez-Pena et al., (2020) en su estudio de la heteroplasmia en M.
brachydactyla. En cuanto a la altura de los picos, se determind como la media entre las

alturas obtenidas en las lecturas de ambos sentidos. En las muestras en las que fue
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observada heteroplasmia, se repitié todo el proceso desde la extraccion de ADN, para

descartar que los dobles picos hubieran sido producto de algln error durante el proceso.

4. RESULTADOS

4.1. Andlisis de la heteroplasmia

Los electroferogramas obtenidos tras la secuenciacion de las muestras fueron analizados
para la deteccién de dobles picos (Figura 2). Estos fueron detectados en las posiciones 81,

240, 244, 246, 303, 360, 375.

Figura 2. Electroferograma de la secuencia reverse (izq.) y forward (dcha.) del
individuo MBF_1 donde se observan dobles picos.

Para cada muestra, se analizaron las lecturas en ambos sentidos y, en las posiciones
mencionadas anteriormente, se tomaron las medidas de los picos. Se determind como
medida final para cada pico, la media entre la altura de los picos de las dos lecturas.
Finalmente se establecieron las proporciones de cada base mediante la division de la altura
de dicha base entre la suma de las alturas de ambas. Los resultados obtenidos indican que
20 de las 38 secuencias analizadas poseen, al menos, una posicidon nucleotidica con doble

pico donde la altura del pico menor supera una proporcion del 15,4% (Tabla 1).

4.2. Andlisis de variabilidad genética y neutralidad

Para realizar los analisis de variabilidad genética se completaron las secuencias obtenidas
con secuencias de poblaciones de M. brachydactyla de Irlanda y Galicia. Para intentar
minimizar el error en los andlisis por efecto de la heteroplasmia, se eliminaron las
posiciones heteroplasmicas en todas las secuencias. Debido a que, al eliminar estas

posiciones variables de las secuencias, se perderia diversidad, se realizaron los analisis
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Tabla 1. Proporciones nucleotidicas (%) de la region COl amplificada del tejido muscular de diferentes

individuos de Maja brachydactyla correspondientes a la poblacion de Lorient (Francia).

Posicion
Muestra 81 240 244 246 303 360 375
G A C T C T T C C T T C C T
MBF_1* 67,8 32,2 100 | 68,4 31,6 | 289 71,1 100 | 585 41,5| 0 100
MBF_2* 84,1 159 | 82,5 17,5 | 100 0 100 | 81,0 190|814 186 | 0 100
MBF_3* 839 161 | 0 100 | 100 0 100| 0 100 | 795 205| 0O 100
MBF_4 100 O 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 O 0 100
MBF_5* 77,0 230 | 758 242|100 O 0 100 | 734 266|701 299| 0 100
MBF_6* 66,7 333 | 0O 100 | 752 248 | 244 756 | O 100 | 586 41,4 | O 100
MBF_7* 81,7 183 | 789 21,1 | 100 O 0 100 | 750 250|743 257| 0 100
MBF_8 100 0 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 © 0 100
MBF_9* 784 216 | 0O 100 (8,1 139 O 100 | O 100 | 709 29,1 | O 100
MBF_10* 755 245 0 100 | 100 0O 0 100| 0 100 | 70,9 291| 0 100
MBF_11* 73,1 269 | 71,9 281|100 O 0 100 | 70,3 29,7 | 679 321| 0 100
MBF_12 00 0 | 100 0 | 100 O 0 100 100 0 | 100 O 0 100
MBF_13 100 O 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 © 0 100
MBF_14* 693 30,7 0O 100 | 100 O 0 100| 0O 100 | 645 355| 0 100
MBF_15* 81,6 184 | 789 21,1 | 100 O 0 100 | 792 208|789 21,1| 0 100
MBF_16* 846 154 | 0 100 | 100 O 0 100| 0O 100 | 796 204 | 0 100
MBF_17* 870 130 O 100 | 100 O 0 100| 0O 100 |822 178 | 0 100
MBF_18* 100 0 | 856 144|100 O 0 100 | 83,7 163 | 100 0 0 100
MBF_19 100 0 [100 O |[100 O 0 100 100 0 | 100 © 0 100
MBF_20 00 0 | 100 0 | 100 O 0 100 100 0 | 100 O 0 100
MBF_21 100 0 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 © 0 100
MBF_22 100 O 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 O 0 100
MBF_23 00 0 | 100 0 | 100 O 0 100 100 0 | 100 O 0 100
MBF_24 100 0 100 | 100 © 0 100 100 | 100 0 0 100
MBF_25 100 O 100 | 100 © 0 100 100 | 100 O 0 100
MBF_26 100 O 100 | 100 © 0 100 100 | 100 0 0 100
MBF_27 100 0 |89 11,1| 100 O 0 100 100 0 | 100 © 0 100
MBF_28 100 O 0 100 | 100 © 0 100 100 | 100 0 0 100
MBF_29* 100 0 100 | 100 © 0 100 100 | 79,5 20,5 | O 100
MBF_30 87,8 12,2 100 | 100 © 0 100 100 | 100 O 0 100
MBF_31 100 0 [100 ©0 |[100 O 0 100 100 0 | 100 O 0 100
MBF_32* 785 21,5 100 | 100 © 0 100 100 | 0 100 | 0O 100
MBF_33 100 O 100 | 100 © 0 100 100 | 100 O 0 100
MBF_34* 100 0 |8,8 132|100 0 |538 463|850 150 | 100 O 0 100
MBF_35* 100 O 0 100 | 100 © 0 100 0O 100 | 100 O | 756 244
MBF_36* 100 O 100 | 100 © 0 100 100 | 784 21,6 | 0 100
MBF_37* 100 0 |[100 O |[100 O 0 100 | 70,4 296|689 31,1 0 100
MBF_38 100 O 0 100 | 100 © 0 100 0 100 | 100 O 0 100

Las proporciones fueron calculadas dividiendo la altura media de cada pico del electroferograma entre la suma de las
alturas medias de ambos picos. La altura media para cada pico fue calculada como la media de las alturas de los picos
en ambas lecturas. (*) Secuencias heteroplasmicas.
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tanto con las posiciones heteroplasmicas como sin ellas.

El alineamiento final de los fragmentos del COIl se compuso por 125 secuencias
correspondientes a individuos de M. brachydactyla de Irlanda, Francia y Espafia, con un

tamafio de 449 pb que se redujeron a 442 pb tras eliminar las posiciones heteroplasmicas.

Para las secuencias originales, el analisis de polimorfismos mostré un nimero total de 43
haplotipos definidos por 45 posiciones variables (Tabla 2). Los indices de diversidad
nucleotidica y haplotipica fueron mayores en la poblacién de Galicia y menores en la
poblacién de Lorient. Para el total de las secuencias se obtuvo una diversidad haplotipica
elevada (0,864) combinada con una baja diversidad nucleotidica (0,0057). Los indices de
neutralidad calculados mediante las pruebas F* de Fu y Li y D de Tajima, fueron
negativamente significativas para el conjunto de las secuencias. Sin embargo, Unicamente
resultaron negativamente significativas la D de Tajima en la poblacidn de Rosslare (-1,948;
P <0,05)yla F* de Fuy Li en las poblaciones de Rosslare (-3,009; P < 0,05) y Galicia (-2,765;
P < 0,05).

Tabla 2. Andlisis de neutralidad y variabilidad genética en diferentes poblaciones geograficas de Maja
brachydactyla. Las estimaciones indicadas son: nimero de sitios segregantes (S), nimero de haplotipos (k),
diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (). Numero de individuos (n).

Localidad n S k h Pi Fu and Tajima's D
Li's F*
Rosslare (Irlanda) 61 28 17 0,816 0,00546 -3,009* -1,948*
Lorient (Francia) 38 14 14 0,780 0,00439 -2,127 -1,3
Galicia (Espaiia) 25 24 24 0,994 0,00739 -2,765* -1,723

Total 124 45 43 0,864 0,0057 -4,473*%*  -2,182%**

Significancia estadistica: *, P <0,05; **, P < 0,02; *** P <0,01.

Para las secuencias con las posiciones heteroplasmicas eliminadas, el analisis de
polimorfismos mostré un numero total de 31 haplotipos definidos por 39 posiciones
variables (Tabla 3). Los indices de diversidad nucleotidica y haplotipica fueron mayores en
la poblacion de Galicia y menores en la poblacion de Lorient. Sin embargo, para el total de
las secuencias se obtuvo una diversidad haplotipica elevada (0,709) combinada con una

baja diversidad nucleotidica (0,00295). Los indices de neutralidad calculados mediante las
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pruebas F* de Fu y Li y D de Tajima fueron negativamente significativos en todas las

poblaciones excepto en Lorient, que solo fue negativamente significativa la D de Tajima.

Tabla 3. Andlisis de neutralidad y variabilidad genética en diferentes poblaciones geogréficas de Maja
brachydactyla. Las secuencias analizadas fueron modificadas eliminando las posiciones heteroplasmicas de
todas ellas. Las estimaciones indicadas son: nimero de sitios segregantes (S), nimero de haplotipos (k),
diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (). Nimero de individuos (n).

Localidad n S k h Pi FuandLli's F* Tajima's D
Rosslare (Irlanda) 61 23 14 0,661 0,00323 -3,524** -2,281%**

Lorient (Francia) 38 10 12 0,633 0,00206 -2,329 -1,860*
Galicia (Espafia) 25 18 16 0,900 0,00359 -3,704** -2,386%**
Total 124 39 31 0,709 0,00295 -5,261** -2,532%**

Significancia estadistica: *, P < 0,05; **, P <0,02; ***, P <0,01.

La red haplotipica con las secuencias originales (Figura 3), muestra un mayor nimero de
haplotipos que la red construida con las secuencias sin las posiciones ambiguas (Figura 4).
Sin embargo, en ambas se aprecia una estructura en forma de estrella con un haplotipo

central por ser el mas frecuente en las poblaciones. En el caso de la red elaborada a partir

Lsamge

@ ¥ianda
@ Francia
@ Galicia

Figura 3. Red haplotipica (n = 31) del COI de diferentes poblaciones geograficas de Maja brachydactyla.
Cada circulo se corresponde con un haplotipo; el tamario del circulo indica el nimero de secuencias, y el
color indica la poblacion a la que pertenece la secuencia. Cada marca entre dos haplotipos corresponde a
un Unico cambio entre las secuencias, habiendo tantos cambios como nimero de marcas.
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de las secuencias originales (Figura 3), se aprecian tres haplotipos predominantes a partir
de los cuales se forma la estructura en estrella. El resto de los haplotipos se situan

alrededor, diferenciandose en la mayoria de los casos por una sustitucion unica.

@ Irlanda
@ Francia
@ calicia

Figura 4. Red haplotipica (n = 31) del COI con las posiciones ambiguas eliminadas de diferentes poblaciones
geograficas de Maja brachydactyla. Cada circulo se corresponde con un haplotipo; el tamafio del circulo
indica el numero de secuencias, y el color indica la poblacién a la que pertenece la secuencia. Cada marca
entre dos haplotipos corresponde a un Unico cambio entre las secuencias, habiendo tantos cambios como
ndmero de marcas.

5. DISCUSION

5.1. Heteroplasmia

La alta incidencia de heteroplasmia en la especie M. brachydactyla ha sido reportada
recientemente por Rodriguez-Pena et al.,, (2020), donde estudiaron la heteroplasmia de
esta especie en las costas gallegas (Espafa) mediante marcadores mitocondriales (COl y
16S). En el presente trabajo, hemos estudiado especimenes de M. brachydactyla de la costa
francesa mediante el marcador mitocondrial COI, con el objetivo de esclarecer el origen del

fendmeno de la heteroplasmia en esta especie.

Mediante la revision de los electroferogramas pudimos detectar la existencia de dobles
picos en algunas posiciones nucleotidicas (Figura 2). Los dobles picos pueden ser
consecuencia de diferentes factores como contaminacién, errores durante la amplificacién,

presencia de NUMTs, duplicacién del genoma mitocondrial o heteroplasmia. Para descartar
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posible contaminacion de las muestras o errores durante la amplificacién provocados por
la Tag polimerasa (ref), repetimos los procesos de extraccion y amplificacion en todas las
muestras en las que se habian detectado posiciones ambiguas. No hubo variacion alguna
en los resultados obtenidos, por lo que confirmamos que esta ambiguedad no se debia a

errores en la amplificacion o a contaminacion.

La presencia de NUMTs como explicacién de los dobles picos en M. brachydactyla fue
descartada por Rodriguez-Pena et al., (2020), ya que estos fragmentos de ADN mitocondrial
transpuestos en el genoma nuclear deberian seguir una herencia mendeliana. Sin embargo,
para un mismo individuo, estos investigadores observaron secuencias del COIl duplicadas
en algunos tejidos y en otros no. Por ultimo, la posibilidad de que se tratase de una
duplicacién del genoma mitocondrial también fue descartada, ya que toda la descendencia
de una hembra con doble pico deberia tener doble pico también y esto no ocurria
(Rodriguez-Pena et al., 2020). Por lo tanto, el Unico fendmeno que explicaria la presencia
de estas posiciones ambiguas seria una verdadera heteroplasmia, indicando la coexistencia

de diferentes secuencias mitocondriales en un mismo individuo.

5.2. Variacidn genética

La presencia de heteroplasmia mitocondrial puede interferir en los resultados de los
analisis genéticos que emplean marcadores mitocondriales (Koolkarnkhai et al., 2019). Por
este motivo, los analisis se hicieron por duplicado incluyendo y sin incluir las posiciones
ambiguas. En los resultados para las secuencias sin las posiciones ambiguas, detectamos
una reduccién en la diversidad, obteniendo 12 haplotipos menos que para las secuencias
que las incluian. Ademas, obtuvimos valores para la diversidad haplotipica y nucleotidica

reducidos a la mitad en los analisis de las secuencias sin la heteroplasmia.

Observamos una diversidad para el ANDmt de al menos nt =0,002 a 0,004 (Tabla 3). Sin
embargo, son algo inferiores a los que se han observado en otro estudio en M.
brachydactyla en el que establecen un rango de diversidad de (rt = 0,003 a 0,005) (Sotelo
et al., 2008). Esta diferencia en los resultados puede estar relacionada con la eliminacidn
de las posiciones ambiguas en las secuencias de este estudio. Al comparar los resultados
de diversidad de las secuencias sin editar (mt = 0,004 a 0,007) (Tabla 2) con los obtenidos

por Sotelo et al., (2008) (it = 0,003 a 0,005), se observa un incremento en la diversidad con
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respecto a 2008. Este aumento en la diversidad puede estar asociado a un proceso de

expansion en esta especie que se explica mas adelante.

Los valores de diversidad para el ADNmt en esta especie son bastante elevados, siendo
inesperados para una especie altamente explotada como la centolla (Freire et al., 2002). El
dato que mas destaca es que la mayor diversidad se ha detectado en la poblacién de
Galicia, que, representando la principal region de explotacién para esta especie en Espafia
(Conselleria do Mar da Xunta de Galicia, 2019), es la poblacidon con mayor diversidad. Sin
embargo, estos resultados podrian explicarse desde la biologia reproductiva de esta
especie. Un factor importante para tener en cuenta es la alta fertilidad de esta especie de
braquiuros. Se ha documentado que las hembras realizan diferentes puestas al afio,
pudiendo poner >500.000 huevos por hembra en las hembras mas grandes (Sotelo et al.,
2008). Ademas, el fenédmeno de multipaternidad que se da en esta especie, fomenta una

mayor diversidad genética (Rodriguez-Pena et al., 2021).

La red de haplotipos presenta una forma de estrella (Figuras 3 y 4) donde se entremezclan
todos los haplotipos, mostrando la ausencia de zonacién en esta especie y agrupandola
como una Unica unidad de apareamiento aleatorio. Esto indicaria que es una especie
panmictica a lo largo de toda la costa atlantico-europea. Estos resultados no coinciden con
los obtenidos por Sotelo et al. (2008), ya que ellos detectan una leve diferenciacién entre
las poblaciones estudiadas y, a pesar de la homogeneidad observada, descartan la
panmixia. Sin embargo, al igual que en este trabajo, Barcena (2017) no detecta
diferenciacidn genética entre las poblaciones del Atlantico norte, por lo que concluye que

se trata de una especie panmictica.

De acuerdo con las caracteristicas bioldgicas de esta especie y a la elevada diversidad
genética observada, tiene sentido que se comporte como una Unica unidad de
apareamiento aleatorio. Se ha documentado que los adultos de esta especie realizan
grandes migraciones parar reproducirse, y en las zonas de reproduccién pueden juntarse
individuos de poblaciones adyacentes, contribuyendo asi a la homogenizacién de estas
(Freire et al., 2002). Ademas, la deriva larvaria se ha propuesto tradicionalmente como el
factor principal de la homogenizacién de las poblaciones marinas. La condicién peldgica de
estos organismos, favorece su dispersion a favor de las corrientes, pudiendo ser arrastradas

grandes distancias contribuyendo al flujo génico (Lee et al., 2006).
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Bajo estas circunstancias donde se considera M. brachydactyla como una especie
panmictica, es importante resaltar que los resultados obtenidos para los indices de
neutralidad (D de Tajima y F* de Fu y Li) son negativamente significativos (Tablas 2 y 3).
Esto podria indicar que esta especie se encuentra en un periodo de expansion tras haber

sufrido un cuello de botella.

Nuestros andlisis de variabilidad genética tienen ciertas limitaciones, ya que al eliminar las
posiciones ambiguas de todas las secuencias, se ha perdido mucha variabilidad. Para
futuros estudios de variabilidad genética en M. brachydactyla seria conveniente buscar una
alternativa que permita minimizar el efecto provocado por la heteroplasmia sin alterar
demasiado la diversidad, por ejemplo, el uso de SNPs o microsatélites en vez de marcadores
mitocondriales. De esta manera se podran obtener resultados mas rigurosos que permitan

una mejor gestion pesquera de la centolla.

5.3. Origen de la heteroplasmia en M. brachydactyla

Mediante los resultados obtenidos, se pretende esclarecer el origen de la heteroplasmia
en esta especie de braquiuro. Los fendmenos que podrian estar implicados en el origen de
la heteroplasmia mitocondrial serian: mutaciones de novo, recombinaciones o coexistencia
de ADNmt paterno y materno en el mismo individuo. Los dos primeros fueron descartados
por su baja frecuencia (Rodriguez-Pena et al., 2020). Por tanto, la explicacién mas plausible
seria la coexistencia de mitocondrias maternas y paternas. Ante esta explicacién habria dos
posibilidades, una herencia uniparental (DUI) o la transmision del ADNmt paterno. La
herencia uniparental, documentada hasta ahora en algunos moluscos bivalvos (Breton et
al., 2007), no explicaria la presencia de heteroplasmia tanto en hembras como en machos
(Rodriguez-Pena et al., 2020), ya que en este modelo Unicamente los machos son
heteropldsmicos. La Unica explicacion que no entra en conflicto con los resultados
reportados hasta ahora y que, por tanto, podria ser la causa de la heteroplasmia en esta
especie, es la transmision del ADNmt paterno debido a una eliminacidn incorrecta de este

durante la fecundacion (Rodriguez-Pena et al., 2020).

En su estudio sobre heteroplasmia en M. brachydactyla, Rodriguez-Pena et al., (2020)
plantean una hipdtesis para su origen por la cual, los mecanismos de eliminacién de las

mitocondrias paternas fallan debido a cruzamientos interespecificos. Las poblaciones de
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M. brachydactyla y M. squinado tienen una distribucion geogréfica por el noroeste
Atlantico y Mediterraneo, respectivamente, y son muy similares tanto en la morfologia
como en la genética (Sotelo et al., 2009). Al sur de la peninsula ibérica, se ha demostrado
gue estas dos especies coexisten, por lo que podria ser una zona de hibridacién (Abelld et
al., 2014). Este tipo de cruzamientos puede provocar fallos en los sistemas de eliminacién
de las mitocondrias paternas, tal y como se ha visto en otro estudio con moscas de la fruta

(Polovina et al., 2020).

De acuerdo con esta hipdtesis, el punto de origen de la heteroplasmia en M. brachydactyla
seria la zona de hibridacidn entre esta especie y M. squinado. Por tanto, el sur de la
peninsula ibérica deberia ser el punto con mayor incidencia de heteroplasmia,
generandose un gradiente a lo largo de la costa atlantica europea en el que la incidencia
de heteroplasmia disminuye hacia el norte. Para comprobar este gradiente es necesario
comparar la incidencia de heteroplasmia en, al menos, en tres regiones de la costa

europea.

Como paso previo a realizar comparaciones entre resultados de diferentes autores,
quisimos comprobar si el sexo de los individuos guardaba relacién con la incidencia de
heteroplasmia. En el articulo publicado por Rodriguez-Pena et al., (2020) en una poblacién
de M. brachydactyla de Galicia, los individuos de estudio eran tanto machos como
hembras, a diferencia del presente trabajo en el que Unicamente analizamos hembras. Para
realizar una adecuada comparacion entre los datos de ambos estudios, estudiamos la
correlacidon entre la presencia de heteroplasmia y el sexo mediante una prueba de
independencia. Con un resultado de x%= 2,80 < ¥%0.9s (1) = 3,84 se acepta la hipétesis de
independencia y por lo tanto se asume que no existe una relacién entre la presencia de

heteroplasmia y el sexo.

En una poblacion de M. brachydactyla de Galicia, se detectd heteroplasmia en 22
individuos de un total de 83 estudiados, obteniendo una proporcion de individuos
heteroplasmicos de 0,265. En un estudio realizado en una poblacion de Rosslare se detecté
heteroplasmia Unicamente en 1 individuo de un total de 61, obteniendo una proporcion de
0,016 (Barcena, 2017; comunicacién personal). Estos datos respaldan la hipotesis
mencionada con anterioridad al obtener una mayor proporcion de individuos

heteroplasmicos en una regidon mas al sur, como es Galicia, que, en una regién mas al norte
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norte, como es Rosslare. En el presente estudio, analizamos la proporcién de individuos
heteroplasmicos en una poblacion de Francia que, de acuerdo con la hipdtesis, deberia
obtener un valor superior al obtenido en Irlanda (0,016) e inferior al obtenido en Galicia
(0,265). Sin embargo, se ha detectado heteroplasmia en 20 de los 38 individuos analizados,
obteniendo una proporcion de 0,52. Este valor supera al obtenido en la poblacién de
Galicia, indicando una mayor incidencia de heteroplasmia en una regién mas al norte. Sin
embargo, puede estar relacionado con el niUmero de posiciones heteropldsmicas analizadas
en cada estudio, ya que en este trabajo analizamos tres posiciones mds que en el de Galicia.
Atendiendo Unicamente las posiciones ambiguas que tienen en comin ambos estudios, el
numero de individuos heteropldasmicos en la poblacién de Francia, descenderia a 11,
obteniendo una proporcién de 0,289. Este valor se aproxima mds al obtenido para la
poblacién de Galicia. Sin embargo, sigue sin ser inferior. Por tanto, la hipétesis planteada
por Rodriguez-Pena et al., 2020 por la cual la heteroplasmia en M. brachydactyla podria
originarse por hibridacién con M. squinado al sur de la peninsula ibérica, no se ajusta a los

resultados obtenidos y se descarta.

Una explicacion alternativa para el origen de este fendmeno podria ser que en esta especie
de braquiuros no tenga lugar una eliminacién completa de las mitocondrias de origen
paterno en algunos casos, debido a un comportamiento anémalo de los sistemas de
eliminaciéon de estas (Toral, 2021). Sin embargo, esta hipdtesis por si sola no explicaria la
gran diferencia en la proporcion de heteroplasmia entre regiones del norte (Irlanda) y
regiones del sur (Galicia) de la costa europea. Si este comportamiento anémalo de los
sistemas de eliminacién de las mitocondrias paternas ocurriese de forma azarosa, con un
tamano muestral que represente adecuadamente toda la poblaciéon, se deberian obtener
incidencias similares de heteroplasmia en cualquier regién del noreste Atldntico ya que se
trata de una especie panmictica. Sin embargo, se ha visto una gran diferencia entre la
incidencia en Irlanda y las regiones del sur. Esto sugiere que es posible que haya un factor
que provoque el fallo de los mecanismos de eliminacion de las mitocondrias paternas
generando heteroplasmia que se transmite mediante un modelo de herencia mitocondrial

materna.

Ademas, los resultados obtenidos por (Toral, 2021) no muestran evidencias de que no se

esté dando una eliminacion correcta de las mitocondrias paternas. Toral (2021) analizé la
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heteroplasmia en el tejido muscular de progenitores y larvas de diferentes cruces de M.
brachydactyla. Concluyé que algunos cruces muestran un comportamiento andmalo a la
herencia mitocondrial materna, por encontrar secuencias diferentes en la descendencia y
en la hembra de un mismo cruce. Sin embargo, estas diferencias pueden explicarse desde
la herencia mitocondrial materna. Se ha visto que en esta especie pueden encontrarse
diferentes secuencias mitocondriales en dos tejidos distintos de un mismo individuo
(Rodriguez-Pena et al., 2020). Por tanto, cabe la posibilidad de que, en estos cruces con
resultado andmalo, la secuencia del COl sea diferente en el tejido muscular y gonadal de la
hembra. Por tanto, no se puede descartar que esta especie siga un modelo de herencia

mitocondrial materno, y por tanto, apoya la hipdtesis mencionada anteriormente.

En consecuenia, la hipdtesis que mas se ajusta a los resultados obtenidos hasta ahora se
basa en el comportamiento anémalo de los mecanismos de reconocimiento y eliminacion
de las mitocondrias paternas en esta especie de braquiuros. Sin embargo, la gran diferencia
en la incidencia entre las regiones parece indicar que no se trata de un comportamiento
azaroso, sino que hay un factor que lo provoca, originando asi la heteroplasmia que se

transmitiria por herencia mitocondrial materna.

Otras especies de braquiuros en las que también se han detectado posiciones ambiguas en
las secuencias de ADNmt (Williams et al., 2017; Sotelo et al., 2009), podrian guardar cierta
relacién con M. brachydactyla. Cabe la posibilidad de que el factor que causa la transmisidn
del ADNmt paterno en esta especie, afecte del mismo modo a otras especies de braquiuros.
Habria que realizar estudios con la progenie y la descendencia en estas especies para asi,

confirmar o descartar que se trate de transmision del ADNmt paterno.

Para esclarecer el origen de este fendmeno en M. brachydactyla, deberia estudiarse el
tejido gonadal de los parentales de cruces intraespecificos, esta seria la forma mas rigurosa
de comprobar el tipo de herencia mitocondrial que se da en esta especie. Ademas, seria
conveniente repetir el analisis de heteroplasmia en las regiones de Irlanda y Galicia
afiadiendo las posiciones heteroplamicas que se detectan en este estudio. Por otro lado,
analizar la regién control del ADNmt podria aportar mas informacidn, ya que se trata de

una regién mas variable.
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6. CONCLUSIONES
- La hipodtesis del origen de la heteroplasmia en M. brachydactyla que mas se ajusta
a los resultados reportados hasta ahora se basa en el comportamiento andmalo de
los mecanismos de reconocimiento y eliminacién de las mitocondrias paternas,

generado por un factor desconocido.

- A pesar de ser una especie altamente explotada, la presidn pesquera no parece
disminuir el tamafio de la poblacién ya que se ha observado una elevada diversidad
genética posiblemente asociada a aspectos de su biologia reproductiva y a la

dispersion de las larvas.

- M. brachydactyla es una especie panmictica que no muestra ninguna estructura
aparente en la poblacion del Atlantico norte, debido probablemente, a un alto flujo
génico entre las diferentes regiones de su area de distribucién, asi como a la

multipaternidad.
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