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EI género Mv1ilns (familia Mytilidae, Ratinesque, 1815) constituye el grupo de

bivalvos marinos más ampliamente utilizado en estudios de carácter genético debido

fundamentalmente a: (i) su amplia distribución, lo que facilita el estudio de poblaciones;

(ii) su ocupación en un amplio rango de ambientes dentro de un área geográfica

determinada, lo cual hace posible comparar la variabilidad genética de poblaciones entre

diferentes hábitats; y(iii) sus dos estadíos distintos en su ciclo vital, un estado de

dispersión en forma de larva y una fase adulta sedentaria, que facilita el estudio de las

contribuciones relativas de la selección natural y el flujo genético en el mantenimiento

de los patrones de variación genética en poblaciones naturales. Además, tanto su

elevada capacidad para fecundar como la facilidad para su cultivo, hacen de este género

un grupo muy adecuado para realizar estudios genéticos.

Los individuos pertenecientes a este género pueden Ilegar a medir hasta 40 cm

de longitud cuando son adultos y se caracterizan por presentar dos valvas, de superficie

lisa o con pequeñas nerviaciones radiales, de contorno subcuadrangular y color negro-

violáceo, variando en su interior del gris azulado al violeta. Estas valvas son

puntiagudas en la parte anterior y redondeadas en la posterior. Entre ambas valvas se

localiza el biso, gracias al cual se fijan al sustrato. Presentan, asimismo, dos músculos

aductores, uno anterior pequeño y otro posterior, muy grande. Así como dientes bisagra

en el margen anterior, a diferencia de otros géneros de la misma familia, como son

Pernu y Choromvlilns.

1. ORIGEN, TAXONOMÍA Y DISTRIBUCIÓN DEL GÉNERO My7ilus

Es dificil indicar qué caracteres dieron lugar a la separación de la familia

Modiolopsidae, del Ordovícico, y la familia Mytilidae, del Devónico reciente. Soot-

Ryen (1955) postula que la familia Mytilidae forma parte de una extensión de alguna

línea de la extinta familia Modiolopsidae. Respecto al género, Cox e^ uL (1969) afirman

que es posible que se haya originado en el Jurásico reciente, no encontrándose registros

fósiles anteriores al Plioceno (Soot-Ryen, 1955). Se considera a Mv^ilns edulis como la

especie ancestral (Soot-Ryen, 1955; Bernard, 1983; Seed, 1990) y, a menudo, descrita

como una especie cosmopolita, pero, a su vez, con un patrón de distribución definido

(Soot-Ryen, 1955). Algunos autores piensan que a partir de stocks de M. edulis

evolucionó M. Ra!loprovincialis, debido a las condiciones más cálidas que se
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desarrollan en el Mar Mediterráneo y al reducido contacto entre este mar y el Océano

Atlántico durante una de las glaciaciones en el Pleistoceno (Barsotti & Meluzzi, 1968;

Seed, 1978).

No obstante, según Vermeij (1991, 1992) las especies de Mytilas del Pacífico

Norte colonizaron el Atlántico durante una migración transártica, a través del estrecho

de Bering, durante el Plioceno, hace aproximadamente unos 3.5 millones de años.

Asimismo, en base a datos obtenidos mediante análisis de ADNmt, las especies de

Mytilus siguen un patrón de distribución antitropical, cuyo origen habría tenido lugar

mediante migraciones transecuatoriales desde el hemisferio Norte al hemisferio Sur, a

través del océano Atlántico, durante el Pleistoceno (Hilbish et al., 2000). Incluso cabría

la posibilidad de una segunda migración relativamente más reciente, a través del

Atlántico, como así lo indica la presencia de unos cuantos linajes de ADNmt

encontrados en individuos del hemisferio Sur (Hilbish et al., 2000).

Históricamente, gran parte de la taxonomía del género Mytilus estaba basada,

principalmente, en los caracteres morfométricos de la concha, como la longitud del

músculo aductor anterior y de la charnela. Sin embargo, estos rasgos son enormemente

plásticos y sujetos a un amplio rango de influencias ambientales (Lewis & Seed, 1969;

Seed, 1978; Innes & Bates, 1999). Si a ello se le añaden las complejas interacciones

existentes entre varios taxones o especies dentro de este género, hace que se origine una

gran confusión y que su taxonomía sea objeto de errores de mayor o menor

consideración (Koehn, 1991).

En base a diferentes caracteres morfométricos de la concha, Lamy (1936)

reconoció siete especies distintas del género Mytilus: M. edulis, Linné 1758 (latitudes

templadas del hemisferio Norte); M. galloprovincialis, Lamarck 1819, (Mar

Mediterráneo); M. n^ossulus, Gould I850, (costa pacífica de América del Norte, y no

presente en el hemisferio Sur); M. chilensis, Hupé 1864, (Chile); M. platensis,

d'Orbygny 1846, (Argentina); M. planulatus, Lamarck 1819, (Australia) y M.

desolationis, Lamy 1936 (= M. kerguelensis, Fletcher). Por su parte, Soot-Ryen (1955),

además de reconocer la mayor parte de los siete taxones anteriores como subespecies de

M. edulis, identificó como especies distintas M. coruscus, Gould 1861 (=M. crassitesta,



lrttr•ocltrc'c'i^írt

Lischke 1868), de Japón y China, y M. cali/^orniunus, Conrad 1837, de la costa pacítica

de América del Norte.

Las especies M. californiunus y M. coruscus, se identifican fácilmente por la

presencia de nervios radiales en la concha (Soot-Ryen, 1955). Sin embargo, Vermeij

(1989) sugirió que podrían tratarse de la misma especie, pero con variación geográfica,

en base a la menor prominencia de dichos nervios en especímenes de M. culiforniunus

de las Islas Aleutianas. Sin embargo, la gran divergencia en la secuencia de ADN

nuclear entre estos dos taxones, podría sugerir que se traten de especies diferentes

(Milyutina & Petrov, 1989).

La aplicación de técnicas electroforéticas para caracterizar la composición

genética a nivel individual y poblacional, combinada con los análisis multivariantes

aplicados a los fenotipos enzimáticos y morfométricos, han ayudado a clarificar

parcialmente el estatus taxonómico y sistemático de las especies del género Mytilus,

sugiriendo la existencia de tres linajes evolutivamente distintos: M. ecltdis, M.

Kulloprovincialis y M. trossul:rs (Bulnheim & Gosling, 1988; McDonald & hoehn,

1988; Varvio et al., 1988; Koehn, 1991; McDonald et al., 1991; Seed, 1992).

Tanto M. ed:Jis como M^alloprovincialis se encuentran en ambos hemisferios,

mientras que M. trossuhrs aparece confinado tan sólo en el hemisferio Norte. Los

mejillones las Islas Kerguelen fueron clasificados como M. desolutionis por Lamy

(1936) y posteriormente por Blot et ul. (1987) en base a datos alozímicos, sin embargo

McDonald et aL ( 1991) los consideraron M. edulis, al igual que las muestras

procedentes de Chile, Argentina e Islas Malvinas porque, a pesar de contener alelos

característicos de las tres especies anteriores del hemisferio Norte, son más similares a

M. edulis. Asimismo, los estudios en mejillones del Sur de África, mostraron

frecuencias alélicas muy similares a las obtenidas en individuos pertenecientes a M.

gulloprovinciu/is del Mar Mediterráneo y Suroeste de Inglaterra ( Grant & Cherry, 1985;

Beaumont et al., 1989). Además, registros históricos indican que M. Ka/loprovincialis

fue introducido accidentalmente en Sudáfrica desde algún lugar antes de 1972

(MeDonald et al., 1991) y en Japón (Wilkins et al., 1983).
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En la Figura 1 se muestra la distribución geográfica de las especies de mejillón

pertenecientes al género Mvtikts. En ella se pueden apreciar las zonas híbridas donde

coexisten M. edzrlis con M. galloprovincialis, M. edztlis con M. trossukts, y M.

galloprovincialis con M. trossulus.

^ A1. Knl(opruvlnclulLs

q rL1 ecltrlrs
^ 1f. Kcr/Inprnvrnc^ulr.c M edulrs

^ M Iru.c.culn.r
q it1 rra.c.calttc - M edult.e

^ M cult(ormnna.c
^ M trn.c.rulu.v M KullopruvrnrraL.c

^ M runceca.c

^ M desnlahunn

Figura 1. Distribución global de diferentes formas de Mytilus basada en datos aportados por Seed, 1976;

Skibinski & Beardmore, 1979; Scarlato, 1981; Skibinski et al., 1983; Wilkins et al., 1983; Gosling, 1984;

Koehn et al., 1984; Grant & Cherry, 1985; Lee & Morton, 198^; Suchanek, 1985: Bulnheim & Gosling,

1988: McDonald & Koehn, 1988; Varvio et al., 1988; Beaumont et al., 1989; McDonald et aL, 1990.

1991; Sanjuan et al., 1990; Koehn, 1991; V^in61^ & Hvilsom, 1991; Gosling, 1992a, b; Seed, 1992;

Sanjuan er al., 1994.
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La controversia existente en cuanto a la posición taxonómica que ocupan M.

edtr(is, M. gaJloprovincialis y M. trosstdtrs se manifiesta en las afirmaciones de

diferentes autores. Así, algunos opinan que no se pueden considerar especies distintas al

ser genéticamente compatibles entre sí, y no presentar ningún carácter morfológico ni

genético claramente diagnóstico ( Skibinski et a/., 1983; Gosling, 1984; Brock, 1985;

Johannesson et al., 1990). Por el contrario, otros autores como McDonald & Koehn

(1988), Koehn ( 1991) y McDonald et al., (1991) consideran estas tres formas como

especies distintas ya que, a pesar de la hibridación existente entre ellas en determinadas

zonas, cada uno de estos tres taxones mantiene un conjunto de alelos característicos,

presentando frecuencias alélicas homogéneas incluso a lo largo de grandes distancias

(McDonald et a[., 1991). Este hecho conlleva a que estos tres tipos aparezcan

mencionados en numerosas ocasiones con el nombre de "complejo M. ed:rliŜ '.

2. ASPECTOS CITOGENÉTICOS Y MOLECULARES DEL GÉNERO M^^Iilus

Durante los últimos años, los diferentes trabajos realizados tanto a nivel

citogenético como molecular han contribuído a mejorar la caracterización de las

especies de este género y, en algunos casos, han ayudado a dilucidar la controversia en

cuanto a su complejo estatus taxonómico.

2.1 La citogenética en el género Mytilus

Los primeros estudios de cuantificación de ADN en el género Mytihrs fueron

realizados por Hinegardner (1974), el cual analizó 55 especies de 22 familias, entre las

que se encontraban M. edulis y M. californian:rs, con unos valores de I.60 pg y I.90 pg

respectivamente. Posteriormente, Cavalier-Smith (1978) indicó que, en base a todos los

estudios realizados, la variación del contenido de ADN haploide de varias especies de

moluscos bivalvos estaba comprendida entre 0.43 pg y 5.4 pg. Por su parte, leyama e!

al., (1994) analizaron, mediante un sistema de análisis de imagen, ocho especies de la

familia Mytilidae, entre las cuales se encontraban M. gal/oprovincia/is y M. conrscus,

con un Valor-C de 1.35 pg y 1.90 pg respectivamente. Mediante la combinación de

técnicas de análisis de imagen y citometría de flujo, Rodríguez-Juiz et u(., (1996)

analizaron el contenido de ADN, obteniendo unos valores de I.92 pg y 1.71 pg para M.

7
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galloprovincialis y M. edulis respectivamente. Posteriormente, González-Tizón et al.,

(2000) obtuvieron valores de I.51 pg para M. trossulus y 1.61 pg para M. californianus.

Los estudios del número y morfología cromosómicos han sido utilizados para la

identificación de especies e incluso de poblaciones. Todas las especies de Mytilus

presentan una dotación cromosómica diploide de 2n = 28 (Ahmed & Sparks, 1970;

leyama, 1983; Thiriot-Quiévreux, 1984; Dixon & Flavell, 1986; Martínez-Lage et al.,

1997), y no existe ninguna evidencia de la presencia de cromosomas sexuales (Dixon &

McFadzen, 1987; Gosling, 1992b). En cuanto a su morfología, existen ciertas

diferencias con respecto al número de cromosomas submetacéntricos y subtelocéntricos,

sobre todo a nivel intraespecífico e intrapoblacional (Dixon & Flavell, 1986; Martínez-

Lage et al., 1996).

EI estudio de regiones cromosómicas tiene su fundamento en la inducción de

bandas. Los patrones de bandas penniten identificar regiones cromosómicas concretas,

detectar anomalías, establecer mapas cromosómicos y realizar estudios evolutivos. De

este modo, en el género Mytilus se han Ilevado a cabo análisis de heterocromatina

mediante bandeo C en M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus (Dixon et al.,

1986; Dixon & McFadzen, 1987; Martínez-Lage et al., 1994, 1995). Asimismo, Méndez

et al. (1990) indujeron patrones de bandas G con 2xSSC y Martínez-Lage et al. (1994)

describieron un patrón de bandas G con tripsina, obteniendo unos resultados muy

diferentes a los de Moore et al. (1986). También ha sido posible localizar los loci

ribosomales ( I 8S, 5.85 y 28S), mediante técnicas de detección indirectas (Ag-NORs) y

directas (FISH), en M. edulis, M. galloprovincialis, M. trossulus y M. ca/ifornianus, en

posición mayoritariamente telomérica en cromosomas metacéntricos o submeta-

subtelocéntricos ( Dixon et al., 1986; Martínez-Expósito et al., 1994; Insua et al., 1994;

Martínez-Lage et al., 1995, 1997; Insua & Méndez, 1998; González-Tizón et al., 2000).

Además, mediante el empleo combinado de bandeo C, tinción Ag-NOR, tinción con

fluorocromo CA3 y bandas inducidas después de la digestión con diferentes enzimas de

restricción, han sido descritos distintos tipos de heterocromatina en M. edulis, M.

galloprovincialis y M. trossulus (Martínez-Lage et al., 1994, 1995).

8
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2.2 Análisis moleculares en el género hf^•!ilus

2.2.1 Marcadores molec:rlures proteicos

Los estudios basados en los marcadores proteicos permitieron, por una parte,

evaluar el grado de variabilidad genética presente en diferentes poblaciones de las

diferentes especies del género Mytilu.r y, por otra, adjudicar en algunos casos loci

diagnósticos que permitieron mejorar el entendimiento del estatus taxonómico de dicho

género.

A pesar del elevado número de enzimas potencialmente disponibles para Ilevar a

cabo los estudios de variabilidad alozímica, tan sólo unas pocas muestran unos niveles

de variación suficientemente elevados (Ahmad et al., 1977). Así, esterasa-D (Est-D),

leucina aminopeptidasa (Lap-1), glucosa fosfato isomerasa (Gpi), aminopeptidasa (Ap),

peptidasa 2 (Lap-2), fosfoglucomutasa (Pgm), octopina deshidrogenasa (()dh) y manosa

fosfato isomerasa (Mpi) son las enzimas que más ampliamente han sido utilizadas para

diferenciar las distintas especies del género Mvtilus (Skibinski et ul., 1983; Grant &

Cherry, 1985; Varvio et al., 1988; McDonald & Koehn, 1988). Si bien, aunque ninguno

de estos loci es capaz de discriminar inequívocamente entre M. edulis y M.

gal/oprovincia/is, Varvio et al. (1988) y McDonald & Koehn (1988) apuntaron que el

locus Mpi es virtualmente diagnóstico. Por su parte, Sanjuan et al. (1990) encontraron,

mediante una combinación de 4 loci alozímicos (Es[-D, Lup-l, Odh y Mpi) en

poblaciones de M. ed:dis y M. gulloprovincialis, que la probabilidad de error en la

clasificación era extraordinariamente baja (I.Sx10-') e incluso el 99% de los individuos

de sus muestras podrían ser asignados correctamente con el genotipo de la Est-D. No

obstante, es preciso tener en cuenta que las variaciones en el genotipo, ya sean a escala

local o a escala geográfica, podrían reflejar patrones diferenciales debidos a la selección

ambiental (Gartner-Kepkay et ul., 1983; Johannesson eJ ul., 1990; Tedengren et ul.,

1990). Por ello, McDonald et aL (1991) establecieron variables canónicas útiles para

diferenciar entre M. ed:rlis, M. ga/loprovincialis y M. trossulus mediante un análisis

discriminante, en el cual utilizaron las 8 enzimas clásicas combinadas con caracteres

morfométricos en poblaciones distribuidas por todo el mundo.
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Por otra parte, el análisis de las frecuencias alozímicas mostró también la

existencia de una discontinuidad genética en la distribución de M. gal/oprovincialis en

el Sureste de la Península Ibérica, coincidiendo con la frontera oceanográfica de

Almería-Orán, debido a las diferentes condiciones bióticas y abióticas de estas dos

áreas. Esto significaría una importante barrera geográfica para la migración de las larvas

de mejillón entre esas dos zonas (Sanjuan et al., 1994; Quesada et al., 1995).

El análisis de la variabilidad alozímica ha permitido descubrir un déficit de

heterocigotos en todas las especies pertenecientes al género Mytilus (Zouros & Foltz,

1984; Volkaert & Zouros, 1989; Beaumont, 1991), la cual es más probable en

individuos de talla pequeña y sólo en algunos loci determinados (Koehn et al., 1976;

Tracey et al., 1975; Diehl & Koehn, 1985), entre cuyas causas Zouros & Foltz (1984)

barajan factores como la endogamia, el efecto Wahlund, la existencia de alelos nulos, la

aneuploidía y, fundamentalmente, la selección natural. Además, se ha demostrado la

existencia de una correlación positiva entre la heterocigosidad para un pequeño número

de loci polimórficos y algunos caracteres relacionados con la eficacia biológica, tales

como la tasa de crecimiento, la viabilidad, fecundidad, actividad locomotora y diversos

parámetros metabólicos como el descenso en el consumo de oxígeno y la síntesis más

eficiente de proteínas (Singh & Zouros, 1978; Koehn & Shumway, 1982; Volkaert &

Zouros, 1989; Gaffney, 1994). Esta correlación se cree que es debida a la mayor

eficiencia media del metabolismo basal en los individuos heterocigotos, como se refleja

en la reducción de las tasas de respiración (Diehl et al., 1985).

2.2.2. Anúlisis del genoma mitocondrial

EI ADN mitocondrial (ADNmt) es especialmente útil en estudios evolutivos

debido a que está presente en un elevado número de copias y muestra un polimorfismo

intraespecífico muy elevado al evolucionar mucho más rápidamente que el ADN

nuclear. Su tasa de mutación es extraordinariamente alta debido a que no han

desarrollado suficientes mecanismos de corrección ni reparación, a la ausencia de

empaquetamiento con histonas, al elevado número de rondas de replicación, a la mayor

proporción de ADN codificante con respecto al no codificante y a la exposición a

radicales libres procedentes de la respiración celular (Strachan & Read, 2000).
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En el género Mti•ti(us, el estudio del ADNmt ha revelado la existencia de un

patrón de herencia característico, denominado Herencia Doble Uniparental (DUI)

(Fisher & Skibinski, 1990; Skibinski et al., 1994; Zouros et al., 1994a, 1994b). Este

fenómeno hace referencia a la existencia de dos linajes de ADNmt (heteroplasmia), el

Tipo F, que se encuentra en todos los individuos y es transmitido por las hembras a toda

su descendencia, y el Tipo M, que sólo se encuentra en los machos y se transmite a

través de los espermatozoides a los individuos masculinos. Hoeh et aL (1996) sugieren

que la DUI puede ser una de las causas de la elevada tasa de evolución del ADNmt. Este

patrón de herencia ha sido observado en M. edtdis, M. gu!loprovinciulis y M. h•osscdus

(Skibinski et a/., 1994; Zouros el al., 1994a, 1994b; Rawson & Hilbish, 1995; Zbawicka

et al., 2003), y entre híbridos M. edtdis-M. ga!loprovincialis (Rawson el u1., 1996), pero

entre híbridos M. edtdis-M. h•ossulus y M ga//oprovincia/is-M. trossuhrs este patrón de

herencia se interrumpe (Zouros el al., 19946; Rawson et al., 1996).

Además de estudiar el patrón de herencia en el género Mi^tihes, el análisis de los

polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción (RFLPs) ha permitido

detectar diferenciaciones geográficas y proporcionar, a su vez, información adicional de

los agentes que influyen en la estructura genética de las poblaciones (Brown, 1983;

Avise et al., 1987; Moritz et al., 1987; Avise, 1994; Mitton, 1994). Así, mediante el

empleo de estos marcadores, ha sido posible estudiar los patrones de distribución de

poblaciones de M. ga!loprovincialis del Suroeste de Europa (Sanjuan et al., 1996) y de

M. ednlis de las Islas Británicas (Skibinski et al., 1999). Wenne & Skibinski (1995),

analizando poblaciones europeas de mejillón, encontraron que las frecuencias

haplotípicas son mucho más similares entre M. ed:^lis y M. [ross:^ltrs que cualquiera de

estas con M. galloprovincialis. También se ha detectado la presencia de M. trosstdt^s en

latitudes más meridionales como el Sur de California, de manera contraria a lo reFlejado

mediante estudios alozímicos, probablemente debido a un fenómeno de introgresión del

genoma mitocondrial de M. trosstdus en individuos de M. Kalloprovincialis (Geller,

1994).

Otros análisis Ilevados a cabo incluyen la obtención de la secuencia completa del

ADNmt de M. edtdis, con la excepción de algunos espaciadores (Hoffman et ul., 1992).

Además, el estudio de diferentes subunidades de la citocromo c oxidasa ha permitido

diferenciar linajes mitocondriales en distintas especies pertenecientes a este género
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(Hoeh et al., 1996; Beagley et al., 1997; Quesada et al., 1998; Sutherlnad et al., 1998) y

también establecer relaciones filogenéticas (Stewart et al., 1995). Asimismo, el estudio

del ADNr 16S ha sido empleado para analizar las variaciones intraespecíficas e

intrapoblacionales entre M ed:dis, M. gal/oprovincialis y M. trosstdus (Geller et al.,

1993), para conocer la distribución de distintos linajes mitocondriales en machos y en

hembras de diferentes poblaciones de M. trossulus y M. galloprovincialis (Rawson &

Hilbish, 1995) y para confirmar la distribución antitropical del mejillón (Hilbish et al.,

2000).

2.2.3. EI ADN ribosómico

EI ADN ribosómico (ADNr) ha sido ampliamente utilizado en análisis

filogenéticos debido a las diferentes tasas de evolución que presentan las distintas

regiones de la unidad de repetición. También se ha empleado como marcador molecular

para diferenciar especies, evaluar la variabilidad genética de las poblaciones y conocer

la estructura y organización de los genomas.

Kenchington et al. (1995) estudiaron la divergencia de la secuencia del gen

ribosomal 18S, análogo nuclear del gen parcialmente secuenciado por Geller et al.

(1993), mediante el diseño de primers que amplifican la región evolutivamente más

conservada del gen. Sus resultados permitieron desarrollar una perspectiva acerca de la

filogenia general de los taxones de mitílidos al ser comparados con los restos fósiles.

Así, utilizando la elevada tasa de evolución del DNAr 16S (Ochman & Wilson, 1987;

Wilson et al., 1987), estimaron que las especies pertenecientes al complejo M. edulis se

habrían formado hace unos 10 0 20 millones de años, durante el Mioceno, mientras que

el origen del género habría tenido lugar hace 150 millones de años, en el Jurásico,

coincidiendo con los datos paleontológicos. No obstante, recalibrando este reloj

molecular en base a la tasa de evolución del ADNr 18S, el origen del complejo M.

edtrlis habría tenido lugar hace 33 millones de años en el Oligoceno, originándose el

género Mytil:rs hace al menos 250 millones de años.

También ha sido posible diseñar marcadores basados en la amplificación por

PC'R del espaciador transcrito interno (ITS) entre los genes ribosomales 18S y 285. La

posterior digestión de los productos de amplificación permitió discriminar entre M.
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trossnhrs y M. edu/is-Ra//oprovincialis ( Heath et ul., 199$), y entre M cu/iJ'ornicrnns y

las especies del complejo M. ed:rlis ( Heath et al., 1996). De manera similar y utilizando

los mismos primers, Toro ( 1998) encontró sendos patrones de bandas específicos para

M. ednlis chilensis (^M chilensis) y para larvas de M. trossnlns.

EI análisis filogenético incluyendo la secuencia completa del ADNr 18S en

siete especies representativas de las cuatro subfamilias de Mytilidae (Modiolinae,

Lithophaginae, Crenellinae y Mytilinae) Ilevado a cabo por Distel (2000), constató el

origen monofilético para la familia Mytilidae y polifilético para las subfamilias

Mitilinae y Modiolinae. No obstante, este aspecto es discutido por Chichvarkhin (2002),

que plantea otra clasificación diferente de las especies de mejillón en base a datos de la

ultraestructura del esperma; por ello, según este autor, las cuatro subfamilias anteriores

tendrían un origen monofilético.

EI mapa fisico de los genes ribosomales 18S-5.8S-28S de M. Rulloprovinciulis

fue realizado, mediante FISH, por Insua & Méndez (1998), concluyendo que dichos

genes están localizados en la región telomérica del brazo largo de dos pares

cromosómicos submetacéntricos-subtelocéntricos, al igual que en M. edtdis (Insua et

a/., 2001). González-Tizón et aL (2000) localizaron los loci ribosomales 18S-5.8S-28S

en posición telomérica y subterminal en los brazos cortos de tres pares cromosómicos,

dos submetacéntricos y uno metacéntrico, de M. californian:rs; y en M. trossu/us, en

posición telomérica en los brazos cortos de dos pares metacéntricos y en el largo de uno

submetacéntrico. Por lo que respecta al ADNr SS, la caracterización de su unidad de

repetición fue Ilevada a cabo por Insua et al (2001) en M. edtr/is y M. gu!loprovinciu/is,

encontrando dos clases de unidades SS con espaciadores altamente divergentes y con

una idéntica región codificante en ambas clases y en ambos mejillones. También,

mediante FISH, pudieron constatar que no existen diferencias en la distribución de la

unidad ADNr SS entre ambos mejillones.

2.2. ^l. Familia /;énica de las hislonas

Las histonas son un tipo de proteínas muy básicas involucradas en el

empaquetamiento del ADN en los cromosomas eucariotas. Existen dos grupos de

proteínas histónicas, las que constituyen el core nucleosomal (H2A, H26, H3 y H4),
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altamente conservadas, y las histonas linker o Hl (Thoma et al., 1979), que presentan

un considerable grado de variación evolutiva y participan en la formación de niveles

superiores de organización en la fibra de cromatina (Marzluff, 1986).

La primera caracterización de la histona H I en el género Mytilus la Ilevaron a

cabo Drabent et al. (1999) en M. edulis, sugiriendo que los genes de este tipo de histona

se agrupan de manera repetitiva, entre 100 y 110 copias por genoma haploide, e

independiente a las histonas del core nucleosomal. Por su parte, Eirín-López et al.

(2002) realizaron una caracterización molecular y evolutiva de la histona Hl en distintas

especies de mejillón distribuidos por todo el mundo, poniendo de manifiesto la hipótesis

de un origen "huérfano" para los genes de H 1 de Mytilus. Asimismo, el análisis

filogenético que llevaron a cabo reveló la agrupación, en un cluster, de M. edulis, M.

galloprovincialis y M. trosstdus y, en otro cluster, M. chilensis y M. californianus.

Además localizaron, mediante FISH, la posición telomérica de algunas copias de la

histona H I en M. galloprovincialis y corroboraron el número de copias por genoma

haploide descrito por Drabent et al. (1999) en cada una de las especies analizadas.

2.2.5. Secuencias de copia zínica o bajo mímero de copias

EI ADN de copia única o bajo número de copias (hasta 10 por genoma

haploide) está constituido por la fracción de ADN que renaturaliza lentamente. Una

parte de ese ADN está constituido por genes que se expresan para dar lugar a la síntesis

de proteínas, y otra parte está formada por secuencias reguladoras y/o desconocidas.

Entre los estudios de secuencias de copia única Ilevados a cabo en mejillón

destacan los de los genes que codifican para la proteína esperma-específica protamine-

lilce, las proteínas del biso, la actina y la calmodulina.

Las proteínas esperma-específicas protamine-like (PL), a diferencia de las

histonas, presentan una variación muy acentuada entre especies (Zalensky &

Zalenskaya, 1980; Ausió & Subirana, 1982; Ausió, 1988; Mogensen et al., 1991; Ausió,

1992; Galindo et al., 1992). Así, en el esperma de Mytilus se han identificado tres

proteínas PL: PL-II, PL-111 y PL-IV, las cuales constituyen el 80% aproximadamente
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del complemento proteico de los cromosomas, con un pequeño componente de

proteínas histónicas (Ausió, 1992; Carlos et al., 1993).

Heath et ul. (1995) desarrollaron un marcador especie-específico basado en la

amplificación por PCR de la región codificante de la PL-II (Mogensen et u/., 1991;

Carlos et al., 1993) y posterior digestión con endonucleasas de restricción,

diferenciando M. tross:rlas de M. edulis y M. galloprovinciulis de distintas

localizaciones de Norteamérica. Sin embargo, ampliando este estudio con poblaciones

europeas y americanas, Rodríguez et a/. (2001) encontraron ligeras diferencias en la

digestión del fragmento diagnóstico de M. tross:rltrs al analizar una población sueca de

M. trosstrltrs y las poblaciones de M. ed:rlis de lsle of Man y Prince Edward Island.

La amplificación por PCR de la proteína PL-I11 (o PHI-I), Ilevada a cabo por

Heath et a! (1996) a partir de un ADNc obtenido por Ruíz-Lara et crL (1993), originó

dos fragmentos de amplificación, de 280 pb y de 380 pb, en poblaciones americanas de

M. califi^rnianus, a diferencia de otras poblaciones de M. ga!loprovincialis, M. edrdis y

M. tross:rlus, en las cuales el único fragmento producido era de 280pb. La posterior

caracterización de la secuencia y la estructura del gen de la PL-III por Heath & Hilbish

(1998) en Mytilus, permitió observar su elevada variabilidad no sólo entre especies de

mejillón, sino también dentro de especies y poblaciones, lo cual les hizo suponer que

estas secuencias se encontraban dispersas y presentes en un elevado número de copias.

Por otro lado, también observaron como la secuencia de M. cali^ornian:rs es la más

divergente. Por su parte, Rodríguez et al. (2001) encontraron, en algunos individuos de

distintas poblaciones de M. galloprovinciu/is y M. edtdis, un nuevo producto de

amplificación de unas 300pb, y otro de 475pb en algunos individuos de M. edulis de Isle

of Man. Los datos extraídos de estos trabajos muestran que este locas se encuentra en

equilibrio Hardy-Weinberg en todas las poblaciones de M. edrrlis, M. Ka!loprovincialis

y M. trossulus, pero no en las poblaciones de M. cali/ornianus.

EI biso de los mejillones está constituido por una compleja disposición de

proteínas, denominadas proteínas polifenólicas adhesivas, producidas por la glándula

endocrina del pie, y componentes clave en la sujeción del mejillón al sustrato (Waite,

I 992).
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Así, la proteína I ha sido aislada y caracterizada en M. edulis, M.

galloprovincialis y M. coruscus (Filpula et al., 1990; Laursen, 1992; Waite, 1992; Inoue

& Odo, 1994; Inoue et al., 1995a, 1995b, 1996). Mediante la amplificación por PCR de

la región no repetitiva, Inoue et al. (1995a, 1995b, 1995c) consiguieron un marcador

diagnóstico para la identificación de M. edulis, M. galloprovincialis y M. trosszdus.

Analizando más poblaciones de mejillón, Rodríguez et al. (2001) encontraron que la

población de Isle of Man, contenía los patrones de amplificación típicos de M. trossuh+s

y M. galloprovincialis, y la población de Puerto Aguirre seguía el patrón de M.

galloprovincialis. Asimismo, mediante la amplificación de secuencias de la región

variable de esta proteína, fue posible identificar la mayor parte de los mejillones

japoneses como M. galloprovincialis (Inoue et al., 1997), coincidiendo con los

resultados obtenidos por Wilkins et al. (1983) en base a datos morfológicos y

alozímicos.

Los últimos 875 residuos aminoacídicos de la proteína 1 son codificados por

un único exón largo de aproximadamente 2.5 kb; Rawson et al. (1996) diseñaron unos

marcadores genéticos para los extremos 5"y 3' de este gen, y lo denominaron gen Glu,

el cual ha sido clonado y secuenciado tanto en M. edulis (Filpula et al., 1990) como en

M galloprovincialis (Inoue & Odo, 1994). En base a esto, ha sido posible diseñar dos

marcadores moleculares, el Glu-5' y el Glu-3', que identifican respectivamente, M.

edulis, M galloprovincialis y M. trossadus entre sí y, por otro lado y tras la digestión de

los fragmentos de amplificación con la endonucleasa Dde-I, M edulis y M.

galloprovincialis (Rawson et a/., 1996). Mediante el estudio del polimorfismo de Glu-

5", ha sido posible demostrar la presencia de genes de M. edulis en individuos de M.

trossulus del atlántico nororiental (Borsa et al., 1999). Del mismo modo, Rodríguez et

al. (2001) detectaron en la población de M. trossulars de ^land Island un patrón similar

al descrito por Borsa et al. (1999).

Las actinas son proteínas contráctiles altamente conservadas, características

de la casi totalidad de las células eucariotas. En las células musculares desempeñan un

papel importante en la contracción miofibrilar, y en las no musculares están

involucradas en distintas funciones tales como la movilidad, la fagocitosis, los

movimientos cromosómicos y el transporte de macromoléculas dentro de las células

(Korn, 1978). Así, Ohresser et al. (1997) diseñaron un marcador genético basado en la

- l6-



lnlr^nclttcc'irin

amplificación por PCR del polimorfismo de longitud de un intrón del locus mac-1 del

gen de la actina. Mediante este marcador lograron diferenciar poblaciones europeas de

M. Ka!loprovinciulis y M. edulls, así como demostrar la reciente introgresión entre estas

dos especies. EI trabajo de Daguin & Borsa ( 1999), utilizando este mismo marcador,

consistió en la caracterizaron de los mejillones de la costa Noroeste de África como M.

galloprovinciulis.

La calmodulina (CaM) es una proteína reguladora que interviene en una gran

cantidad de procesos mediados por Ca`^. EI gen de la calmodulina es uno de los genes

minoritarios que está filogenéticamente extendido, con posiciones intrónicas altamente

conservadas y que codifica proteínas altamente conservadas (Nojima & Sokabe, 1989).

Así, Córte-Real et aL (1994a) demostraron la existencia de un polimorfismo en el intrón

CaM-l de este gen. Los análisis que Ilevaron a cabo en distintas poblaciones europeas

pertenecientes al complejo M. ed:rlis sugirieron la posibilidad de utilizar este intrón

como un marcador genético neutro, puesto que las frecuencias genotípicas se

encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg. Además, sus resultados proporcionan una

serie de pruebas que evidencian la existencia de un flujo genético restringido entre

poblaciones de mejillones de las costas Oeste y Noreste de las Islas Británicas. Estos

autores demostraron también la heredabilidad de este polimorfismo, mediante ensayos

en larvas de mejillón (Córte-Real et al., 1994b). Por su parte, Rodríguez et ul. (2001),

analizando más poblaciones de mejillón, encontraron que tan sólo los individuos de las

poblaciones de Yerseke e Isle of Man, a priori M. edalis, presentaban el polimorfismo.

2.?.6. .Secuencias de elevudo m"rmero de copias o ADN ultuniente repetido

EI ADN altamente repetido está constituido por la fracción de ADN que

renaturaliza más rápidamente, y suele constar de secuencias cortas que se repiten

muchos miles de veces. Estas secuencias pueden estar organizadas en tándem,

denominándose ADN satélite (Singer, 1982; Beridze, 1986). Las características de estas

secuencias, así como su rápida evolución, hacen que sean de extraordinaria utilidad en

el análisis de relaciones filogenéticas entre especies relacionadas (Lima de Faria et al.,

1984; Arnason, 1990; Vidal-Rioja et al., 1994).
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Los análisis de ADN satélite en mejillón han sido Ilevados a cabo en la

especie M edtrlis por Ruíz-Lara et al. (1992, 1993), quienes caracterizaron tres tipos

diferentes tras la digestión con la endonucleasa Apa L EI Tipo I, con un tamaño de

unidad de repetición de 173 pb; el Tipo II, con un monómero de 161 pb y el Tipo Ill,

cuyo monómero presenta una longitud de 166 pb. Posteriormente, Martínez-Lage et al.

(2002) confirmaron la existencia de estos tres tipos de ADN satélite en varias

poblaciones de mejillón, y obtuvieron el mapa fisico de estas secuencias en poblaciones

de M. trossulus, M. edulis y M. galloprovincialis. Asimismo, estos autores han

diferenciado stocks de poblaciones de M. galloprovincialis del resto de especies

mediante RFLPs obtenidos tras la digestión de las secuencias Tipo 1 con la

endonucleasa Msp /(Rodríguez et al., 2001).

3. SECUENCIAS ANÓNIMAS DE ADN

Para el estudio genético de poblaciones son particularmente útiles aquellos

marcadores moleculares que, entre otros aspectos, generen una cantidad razonable de

polimorfismo, se transmitan siguiendo un patrón de herencia mendeliano y, desde el

punto de vista práctico, sean efectivos tanto en coste como en tiempo (Orehsser et al.,

1997). En este sentido la amplificación por PCR de secuencias anónimas de ADN

utilizando primers de secuencia aleatoria, ha dado lugar a un tipo de marcador que

cumple perfectamente estos requisitos. Se denominan RAPDs (Random Amplified

Polymorphic DNA) (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990) y

esencialmente amplifican secuencias de ADN, cuyo contenido mínimo en G-C sea del

40%, de longitud variable localizadas entre repeticiones invertidas cortas utilizando un

único primer de ^10 nucleótidos ( Figura 2). Esta amplificación produce un conjunto de

fragmentos de distinto peso molecular cuyo número teórico está directamente

relacionado, entre otros factores, con el tamaño del genoma ya que, asumiendo que los

sitios de unión para un primer de 10 nucleótidos están aleatoriamente distribuidos por el

genoma, el número de productos de PCR sería aproximadamente de 2.Sx10"9xG, donde

G es el tamaño del genoma haploide en pares de bases.
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5• GAGGGGTCTT 3"

^ 3• CTCCCCAGAA 5•

5• AAGACCCCTC

3 ^ TTCTGGGGAG 5 •

Fi^ura 2. Amplificación alealoria, mediante PCR, de ADN pulimbrficu (RnPUI

EI nivel de polimorfismo que generan es extraordinariamente elevado,

haciéndolos muy útiles para el análisis de poblaciones y especies congenéricas (Demeke

et al., 1992; Landry & Lapointe, 1996). Existen diferentes aspectos que han contribuido

a que esta técnica haya sido ampliamente utilizada por numerosos autores: (i) tan sólo

son necesarios unos cuantos nanogramos de ADN molde para Ilevar a cabo la reacción

de PCR, (ii) no se requiere un conocimiento previo del genoma, pudiendo aplicarse a

cualquier ADN no degradado, y(iii) los productos de amplificación originados se

distribuyen aleatoriamente por el genoma representando una combinación de loci tanto

codificantes como no codificantes mostrando, por tanto, una imagen representativa de la

distribución de la variación (Hadrys et al., 1992; Tinker et ul., 1993). Entre los estudios

Ilevados a cabo destacan: la determinación de la variabilidad y estructura genética de

poblaciones (Rodríguez et al., 1999; Gauer & Cavalli-Molina, 2000; Hellsten &

Sundberg, 2000), la caracterización de especies y/o poblaciones (Burow et u/., 1996;

Callejas & Ochando, 1998; Pascual & Serra, 1999; Aubert & Lightner, 2000; Warnke et

a/., 2000), la realización de mapas genéticos (Peltier et al., 1994; Krutovskii et u1.,

1998; Yin et ul., 2001), el análisis de relaciones filogenéticas entre especies (Stammers

et al., 1995; Badaracco et al., 1995; Marillia & Scoles, 1996) y la identificación de

marcadores ligados, bien a algún gen determinado (Bai et ul., 1995; Bai, 1998), o bien

sexo-específicos (Lessells & Mateman, 1998; Urasaki e! a/., 2002).

AI igual que para la mayoría de los marcadores genéticos, la información

contenida en un marcador RAPD individual es muy baja. Tan sólo cuando un elevado

número de estos loci anónimos se emplean para definir un genoma, es cuando empiezan

a tener utilidad (Williams et al., 1990). EI número de loci que, a priori, se pueden

analizar es muy elevado y depende, además del tamaño del genoma, de factores tales

como la composición de dicho genoma, la calidad del ADN molde, la secuencia del

primer y las condiciones de reacción (Williams et ul., 1990). Estas características son de



,•t ncílisis de marcadores R,-1 PDs en el género ;41vtilus

extrema importancia para asegurar la reproducibilidad de los marcadores generados. No

obstante, muchos autores (Williams et al., 1990; Arnold et aL, 1991; Hu & Quiros,

I 991) afirman que si la reacción se repite dos o tres veces, la mayoría de los loci

obtenidos serán claramente reproducibles y muestreables. Por contra, es posible que se

produzca un fenómeno de comigración de los fragmentos de amplificación.

Una particularidad de esta técnica es que está diseñada para detectar cambios

dentro de los sitios de unión entre el primer y el ADN molde, así como diferencias en

longitud entre dichos sitios, a través de inserciones y deleciones. Las mutaciones en

estos sitios de unión afectarán a la hibridación primer-ADN molde y,

consecuentemente, a la amplificación de un fragmento en particular (Caetano-Anolles &

Bassam, 1993), mientras que inserciones y deleciones entre los sitios de unión alterarán

la longitud del fragmento amplificado. Ambos casos originarán cambios en el patrón de

amplificación originado por un primer, y el significado de estas diferencias puede ser

utilizado para determinar la estructura genética de una población. Además, controlando

la cantidad y calidad del ADN molde, estandarizando las condiciones de reacción y

realizando el análisis al nivel taxonómico apropiado, los RAPDs constituyen una

poderosa herramienta para el estudio de la genética, sistemática y ecología de las

poblaciones (Dowling et al., 1996).

EI carácter dominante que manifiestan estos marcadores implica que el

genotipo heterocigoto normalmente no se podrá diferenciar del homocigoto. En este

sentido, Lynch & Milligan ( 1994) diseñaron una serie de estimadores para distintos

parámetros relacionados con la genética poblacional con el objeto de minimizar el sesgo

inherente a los resultados obtenidos mediante RAPDs. Con el objetivo de convertir

determinados loci RAPDs en marcadores codominantes, Paran & Michelmore (1993)

diseñaron otro tipo de marcador denominado SCAR (Sequence Characterized Amplified

Region), que consiste en la obtención de primers específicos, sintetizados a partir de

secuencias obtenidas de fragmentos RAPDs clonados, bien mediante un software

específico o bien extendiendo el extremo 3' terminal del primer RAPD hasta las

siguientes 7 a 14 bases internas del fragmento clonado. Entre las ventajas que presentan

destacan la pequeña cantidad de ADN requerido, la sencillez para Ilevar a cabo la

amplificación y la elevadísima reproducibilidad que generan. Desde entonces,

numerosos autores han empleado los SCARs fundamentalmente en análisis de

-20-
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identificación de especies (Jones et ul., 1997; Agustí et al., 2000) y en la construcción

de mapas de ligamiento ( Paran & Michelmore, 1993; Hernández et al., 2001; Xu et

al., 200 I ).

En el género Mytihrs existen escasas referencias en relación con el empleo de

los marcadores RAPDs. Hasta el momento, sólo Li Ma et uL (2000) han analizado los

efectos de la contaminación sobre la variabilidad genética en diferentes poblaciones de

M. galloprovincialis del Sur de California, concluyendo que la polución de las zonas

contaminadas reducía la variabilidad genética en las poblaciones afectadas. En el

mejillón verde Perna canalicnhrs se ha analizado la estructura genética de diferentes

poblaciones, concluyendo que existe una clara diferenciación genética entre las

poblaciones del Norte y el Sur de Nueva Zelanda, a diferencia de lo que había sido

detectado previamente mediante alozimas (Star et ul., 2003). También se han Ilevado a

cabo diferentes estudios en otros moluscos bivalvos; así se ha profundizado en la

sistemática y caracterización de distintas especies y poblaciones del género Donax

(Adamkewicz & Harasewych, 1994, 1996), distinguiendo claramente entre taxones de

Norteamérica y del Caribe. Se ha analizado la estructura genética de poblaciones de

Placopecten magellanicus (Patwary et al., 1994), comprobando la herencia mendeliana

de los loci RAPDs. También se han realizado estudios de diferenciación genética entre

distintas poblaciones de Pecten maxim:rs del Oeste de Gran Bretaña (Heipel et ul.,

1998), poniendo de manifiesto la existencia de una estructura genética en estas

poblaciones, en contra de la que había sido determinado previamente mediante

alozimas. Por otra parte, André et al. (1999) han diferenciado larvas y adultos de

Cerastodermu edule de larvas y adultos de C. lamarcki, y de adultos de Mya urenuriu,

Mucoma balthica, Scrobictduria pluna, Vener:rpis ptrl/asn-u y Mvti/teti• edtdis.

Asimismo, Hirschfeld et al. (1999) analizaron la diversidad genética de diferentes

poblaciones americanas de Crassostrea virginica, proporcionando información básica

sobre la variación genética en ostras cultivadas y salvajes de la localidad de

Massachussets.

En cuanto a los SCARs, actualmente no existe ningún análisis Ilevado a cabo

en el género Mytilrrs. No obstante, en moluscos bivalvos, Klinbunga et uL (2001)

desarrollaron marcadores SCARs especie-específicos para intentar identificar cinco
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especies de ostras en Tailandia: Crassostrea belcheri, Crassostrea iredalei, Saccostrea

cucullata, Saccostrea.forskali y Striostrea mytiloides.

A pesar de los numerosos trabajos realizados en el género Mytilus, la

controversia en cuanto a su taxonomía sigue existiendo. Así, en el presente trabajo se

Ileva a cabo otro tipo de estudio, novedoso en este género, consistente en el desarrollo y

puesta a punto de marcadores RAPDs con el fin de analizar la estructura genética de

diferentes poblaciones de mejillón, así como tratar de contribuir en la evaluación de la

variabilidad poblacional, en la identificación de algunas de las especies de importancia

comercial que lo constituyen y en el esclarecimiento del estatus taxonómico de dicho

género.



OBJETI VOS



Ohjelivus

Los diferentes trabajos Ilevados a cabo en el género Mt^lil:r.ti• han ayudado a

profundizar en su caracterización genética y han contribuído a mejorar el conocimiento

de su compleja taxonomía. Sin embargo, es preciso incrementar los estudios en las

diferentes especies que lo constituyen, algunas de ellas de excepcional importancia

comercial. Por ello, en el presente trabajo se han fijado los siguientes objetivos:

l- Identificar y evaluar marcadores moleculares polimórficos de ADN

amplificados al azar (RAPDs) en el género Mytilus.

2- Estimar la variabilidad y estructura genética poblacional en diferentes

especies de mejillón distribuídas por todo el mundo.

3- Caracterizar las secuencias de distintos fragmentos RAPDs y evaluar su

posible aplicación como marcadores moleculares de especie.



MA TERIAL Y MÉTODOS
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I. MATERIAL DE ESTUDIO

En este trabajo se han analizado seis especies pertenecientes al género Mytilns, y

una especie perteneciente al género Perna, todas ellas englobadas en la familia

Mytilidae, y procedentes de catorce localidades geográficas ( Figura 3).

Figura 3. Localización geográfica de los individuos analizados. BaL• Balcobo, costa Noroeste

de España: Aro: Ría de Arousa, costa Noroeste de España; Vig: Ría de Vigo, costa Noroeste de

España; Ebr: Delta del Ebro, costa Este de España; Yer: Yerseke, Holanda; Man: Esle of Man,

Mar de Irlanda, Reino Unido; Pei: Prince Edward Esland. Este de Canadá: Pag: Puerto Aguirre,

Chile; Esq: Esquimalt Lagoon, Isla de Vancouver, Oeste de Canadá: Bed: Bedf^^rd Basin.

Nueva Escocia, Este de Canadá; OEa: ^land Esland, Mar Báltico, Suecia; Pnp: Point No Point,

Isla de Vancouver, Oeste de Canadá; Gba: Golden Bay, Nueva 7.elanda: Bot: Bahía de Otsuchi,

Japón. En amarillo aparecen las poblaciones de M. ed:elis, en azul las de af. ga!loprovincinlis,

en rojo las de M. trossulus, en verde la población de Point No Point de A^. cali^ornianus, en

marrón la población de M. chilensis de Puerto Aguirre, en negro la población japonesa de ;1f.

coruscus y en gris la población de Perna canaliculus de Golden Bay.
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La denominación de las especies de los diferentes lugares geográficos se Ilevó a

cabo basándose en la distribución geográfica, los caracteres morfológicos de la concha,

los datos alozímicos y/o marcadores moleculares, dependiendo de cada caso. De este

modo, en base a los datos alozímicos publicados por Sanjuan et al. (1994) y Quesada et

al. (1995) los individuos de Balcobo, Ría de Arousa, Ría de Vigo y Delta del Ebro

fueron identificados como Mytilus galloprovincialis, y los de Yerseke como M. edulis.

Los individuos de Isle of Man se consideraron M. edulis en base a la distribución

geográfica de Gosling (1992a). Los individuos de Esquimalt Lagoon fueron

determinados como M. trossul:^s atendiendo a la morfología de la concha, ya que se

trata de la población tipo donde Gould describió esta especie y se diferencia fácilmente

de M. californiantrs, con la que cohabita en dicha localidad. Los individuos

pertenecientes a ^land Island se identificaron como M. tross:^lus en base a los datos

alozímicos publicados por Bulnheim & Gosling (1988) y Varvio et al. (1988). Los de

Point No Point se determinaron como M. californianus por la presencia de nervios

radiales en la concha, característicos de esta especie. Los individuos procedentes de la

costa Atlántica canadiense, Prince Edward Island y Bedford Basin, fueron identificados

como M. edulis y M. trossulus respectivamente, mediante la amplificación de la región

ITS descrita por Heath et al. (1995). Los individuos de Puerto Aguirre y Golden Bay

fueron suministrados por ANFACO-CECOPESCA, quienes los clasificaron como M.

chilensis y P. canalicuhts respectivamente. Sin embargo, la población de M. chilensis

fue clasificada como subespecie de M. edulis (M. edu/is chilensis) por McDonald et al.

(1991). Finalmente, los ejemplares de la Bahía de Otsuchi fueron caracterizados

morfológicamente como M. galloprovincialis y M.coruscus.

2. EXTRACCIONES DE ADN

2.1 Extracción de ADN genómico

Los individuos muestreados proceden de localidades costeras naturales, excepto

Ría de Arousa, Ría de Vigo, Delta del Ebro, Yerseke, Prince Edward Island, Puerto

Aguirre y Golden Bay que son cultivadas. Según la procedencia de las muestras, el

análisis se realizó a partir de viandas conservadas en etanol 95%, como en el caso de

Isle of Man, Esquimalt Lagoon, ^land Island y Point No Point; a partir de viandas

congeladas, como es el caso de Puerto Aguirre y Golden Bay; y de tejido fresco, como en
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las de Balcobo, Ría de Arousa y Vigo, Delta del Ebro, Prince Edward Island, Bedford

Basin y bahía de Otsuchi, en cuyos casos, tras extraer el ADN, el resto del individuo se

conservó en etanol 95%.

La obtención de ADN de los diferentes individuos analizados se Ilevó a cabo

según el procedimiento de Rice & Bird ( 1990), a partir de tejido muscular y gonadal.

Los tejidos conservados en etanol se lavaron previamente con I XPBS y agua destilada.

Posteriormente, se homogeneizaron en 600 µL de tampón de lisis con proteinasa K 25-

30 mg de tejido, y se incubaron en un baño a 55-60°C durante toda la noche. Tras la

incubación, se extrajo el ADN añadiendo 280 µL de una solución de NaCI saturada y

500 µL de cloroformo. EI ADN extraído se precipitó añadiendo etanol absoluto y

acetato sódico 0.3 M. Finalmente, se lavó en etanol 70% y, tras secar el precipitado, se

resuspendió en 1 XTE.

2.2 Extracción de ADN mitocondrial

Para la obtención de ADN mitocondrial se partió de los mismos tejidos

anteriores, en una cantidad aproximada de 2 g para, posteriormente, homogeneizarlos

con nitrógeno líquido y un mortero. Una vez añadidos 5 volúmenes de tampón TEK, se

transfirió el sobrenadante a dos tubos de polipropileno y se añadió, en el fondo del tubo,

un volumen de solución TEK-Sacarosa I S%. Tras centrifugar 10 minutos a 10000 g a

4°C, se recuperó con cuidado el sobrenadante para centrifugarlo de nuevo a 8000 g

durante otros 10 minutos. En este precipitado recién formado se encuentran las

mitocondrias.

EI precipitado se lavó con 6 mL de tampón EST frío, se centrifugó y se

resuspendió en 0.5 mL a temperatura ambiente. Posteriormente, se mezcló el contenido

de ambos tubos. A continuación se añadió 0.1 volúmenes de SDS al 18% para lisar las

membranas mitocondriales y 0.2 volúmenes de NaCI 5 M para extraer el ADN nuclear,

SDS y las proteínas precipitadas; se mezcló bien y se centrífugo a 8000 g durante I S

minutos a 4°C. Para eliminar las proteínas solubles en agua, se añadió un volumen de

fenol y se centrífugo durante 10 minutos a 12000 g, se transfirió la fase superior a un

tubo limpio y se repitió el procedimiento con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico
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(25:24: I). EI sobrenadante se pasó a otro tubo y se precipitó en 2 volúmenes de etanol

100% durante toda la noche a-20°C. Finalmente, se centrífugo durante 10 minutos a

12000 g a 4°C, se lavó el precipitado con alcohol 70° y se resuspendió en TE con 6 µL

de ARNasa libre de ADNasa.

2.3 Extracción de ADN de larva

Para inducir el desove, se utilizaron individuos adultos pertenecientes a la

población de M. galloprovincialis de Balcobo. Se introdujeron en recipientes

individuales y se indujo el desove mediante un choque térmico de 27°C. A

continuación, se mezclaron óvulos y espermatozoides en una cápsula Petri a una

concentración de 1000 espermatozoides/mL y de 15-30 óvulos/mL ( Pechenik et al.,

1990) y se añadió penicilina y estreptomicina a una concentración de 500 U/mL.

Finalmente, se colocaron los espermatozoides y óvulos libremente en oscuridad a una

temperatura de 18°C para que tuviese lugar la fecundación. Las larvas obtenidas se

guardaron en etanol frio (4°C) hasta su individualización y posterior extracción de

ADN.

Tras su individualización, se añadió un volumen de 200 µL de agua destilada por

tubo. Se centrifugó 5 minutos a 10000 g y se eliminó el sobrenadante hasta que quedó

en el tubo un volumen de -100 µL. A continuación, se realizó un choque térmico

manteniendo los tubos 30 minutos a-80°C, calentándolos a 95°C durante 3 minutos y

volviéndolos a introducir a-80°C hasta que se realizase la PCR, para la cual se

emplearía un volumen de l5 µL de la solución.

2.4 Extracción de ADN plasmídico a pequeña escala (Miniprep)

EI protocolo utilizado es una modificación de los métodos de lisis alcalina de

Birnboin & Doly (1979) e Ish-Horowiczy Burke ( 1981), tomado de Sambrook et al.

(1989). Tras inocular con el clon de interés 5 mL de medio LB estéril conteniendo 100

µg/µL de ampicilina, se dejaron crecer las bacterias a 37°C toda la noche con agitación

vigorosa. EI botón celular se resuspendió en 100 µL de tampón glucosa frío y la lisis se

Ilevó a cabo durante 5 minutos en hielo con 200 µL de tampón de lisis. EI ADN
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bacteriano se precipitó por neutralización con 150 µL de una solución fría de acetato

potásico a pH 4.8; la incubación en hielo durante 5 minutos y la posterior centrifugación

a 4°C durante 10 minutos hicieron posible la separación del ADN bacteriano. La fase

acuosa fue sometida posteriormente a extracciones con fenol:cloroformo:alcohol

isoamílico (25:24:1). La precipitación con etanol absoluto se realizó a -20°C durante

toda la noche. EI precipitado final, conteniendo ADN plasmídico y ARN, se

resuspendió en 50 µL de IXTE con 20 µg/µL de ARNasa libre de ADNasa.

3. ELECTROFORESIS Y CUANTIFICACIÓN DE ADN

La calidad y cantidad del ADN se valoró mediante electroforesis horizontal en

geles de agarosa en tampón I XTAE, a una intensidad de 3 V/cm. EI progreso de la

electroforesis se siguió a través de la migración de los colorantes, azul de bromofenol y

azul de xianol, incluidos en el tampón de carga, el cual contiene glicerol al 30% como

agente para aumentar la densidad. Se utilizaron varios marcadores de peso molecular

(Roche) de los cuales el ADN marcador III se empleó para estimar las concentraciones,

el ADN marcador XIV (100pb) para estimar los pesos moleculares de los fragmentos

amplificados por PCR y el ADN marcador VI, marcado con digoxigenina, fue utilizado

para las transferencias a membrana del Southern. Los geles se tiñeron por inmersión en

una solución de 0.5 µg/mL de bromuro de etidio durante 30 minutos y, posteriormente,

se visualizaron en un transiluminador y se captaron en una cámara de video UVP

(Ultra-Violet Prodztcts, Gel documentation System lmagestore 500(l, version 7.12).

Finalmente, la concentración del ADN y los pesos moleculares de los productos de PCR

de los RAPDs se estimaron con el programa Gehvorks (Gelwdl 2.51).

4. AMPLIFICACIONES POR PCR

4.1 Amplificación por PCR utilizando primers de secuencia aleatoria

Todas las reacciones de amplificación fueron realizadas utilizando 1.25 U de

Taq polimerasa, Tampón 1X, 0.2 mM dNTPs y 1.75 mM MgCI^ de Bioline, y 0.2 µM

de primer, en un volumen final de 25 µL, que también incluye el ADN a una

concentración de 1 ng/µL.
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EI protocolo de PCR fue realizado empleando un termociclador ventilado

modelo Gene Cycler^s^ de Bio-Rad. Para Ilevar a cabo la amplificación al azar de

secuencias anónimas de ADN, se utilizaron 40 primers de diez nucleótidos (Advanced

Biotechnologies) de secuencia aleatoria (Tabla 1). EI programa fue el siguiente: una

desnaturalización inicial de 94°C 3 minutos, seguida de una primera fase de diez ciclos

de baja astringencia, que constan de: 94°C 45 segundos, 40°C l minuto y una extensión

final a 72°C durante 1 minuto 15 segundos; y una segunda fase de 30 ciclos de

astringencia alta: 94°C 45 segundos, 50°C 1 minuto y 72°C 1 minuto; finalizando con un

ciclo de extensión a 72°C durante 5 minutos.

Tabla 1 Primers utilizados en el análisis

Primer Secuencia Primer Secuencia

A BA-01

A BA-02
5 "-CAGGCCCTTC-3'

"

A B9-O 1

A B9-02
5'-ACTCCACGTC-3"

A BA-03
5 -TGCCGAGCTG-3'

' '
A B9-03

5'-CACCGCAGTT-3'

A BA-04
5 -AGTCAGCCAC-3

" " ' "
A 69-04

5'-AGCCAGGCTG-3'

A BA-05

A BA-06

5 -AA I CGGGCTG-3

5"-AGGGGTCTTG-3"

'

A 69-OS

A 69-06

5"-GGCGTAAGTC-3'

5'-GGG'I'GCAGTT-3'

A BA-07
5 -GGTCCCTGAC-3

' A B9-07
5'-GGGAACCCGT-3

A BA-08
5 -GAAACGGGTG-3'

' A B9-08
5'-TCGCTGCGGA-3'

A BA-09
5 -GTGACGTAGG-3'

'
AB9-09

5'-AAGGCTGCTG-3"

ABA-10
5 -GGGTAACGCC-3

A 69-10
5'-GGGGGAGATG-3

A BA-11
5'-GTGATCGCAG-3"

' AB9-11
5'-CTGTGTGCTC-3"

A BA-12
5 -CAATCGCCGT-3'

'
A B9-12

5'-GTCCATGCAG-3'

A BA-13
5 -TCGGCGATAG-3"

' AB9-13
5'-AACGGCGGTC-3"

ABA-14
5 -CAGCACCCAC-3'

AB9-14
5'-CTTCCAGGAC-3'

A BA-15
5'-TCTGTGCTGG-3'

AB9-15
5'-AGCCGGGTAA-3'

ABA-16
5'-TTCCGAACCC-3'

'
AB9-16

5'-TGATGCCGCT-3"

A BA-17
5 -AGCCAGCGAA-3'

A B9-17
5"-GTGTCGAGTC-3"

A BA-18
5'-GACCGCTTGT-3'

" A B9-18
5'-TCAGCACAGG-3"

A BA-19

A BA-20

5 -AGGTGACCGT-3"

5'-CAAACGTCGG-3'
A B9- l9

A B9-20

5'-TGTCCTGCGT-3'

5'-ACCACGCCTT-3'

5'-GTTGCGATCC-3' 5'-GAGTCCTCAC-3"
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4.2 Marcaje de sondas por PCR

Las sondas utilizadas en este trabajo se corresponden con fragmentos RAPDs

obtenidos a partir de la amplificación con los pŜ•ime Ŝ•s seleccionados para el análisis.

EI marcaje de las sondas se realizó introduciendo, en el fragmento de ADN,

nucleótidos unidos a digoxigenina (digoxigenina 11-dUTP, Roche), con la ayuda de la

enzima Taq ADN polimerasa, mediante la técnica de PCR. EI volumen tinal de la

reacción fue de 50 µL y las concentraciones finales de los componentes de esta fueron:

1.75 mM MgCI,, 1.25 U Taq ADN polimerasa, Tampón I X(todos los componentes de

Bioline), 0.2 mM de dATP, dGTP y dCTP, 0.19 mM de dTTP, 0.01 mM de

digoxigenina 11-dUTP (dNTPs y digoxigenina de Roche), I ng/µL del ADN a marcar y

0.2 µM de cada primer. La reacción se sometió a los ciclos de temperatura que se

indican en el apartado anterior.

4.3 Amplificación de fragmentos específicos

La amplificación de los fragmentos específicos fue Ilevada a cabo bajo

condiciones estándar de PCR utilizando elevadas temperaturas de hibridación: una

desnaturalización inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos que

comprenden una desnaturalización a 94°C durante 3 minutos, una fase de hibridación

entre 48°C y 56°C ( según el caso) durante 40 segundos, y una extensión a 72°C durante

40 segundos, seguido de una extensión final a 72°C durante 3 minutos.

5. HIBRIDACIÓN SOUTHERN BLOT

Los fragmentos resultantes de la amplificación correspondientes a diferentes

individuos de las distintas especies, fueron separados mediante electroforesis en geles

de agarosa y transferidos a membranas de nylon. EI ADN fijado a la membrana se

hibridó posteriormente con varias sondas de ADN.



Análisis de marcadores RAPDs en e/ género Mytilus

- Electroforesis y transferencia a membrana

Los fragmentos de amplificación correspondientes a los individuos

seleccionados para la hibridación se separaron mediante electroforesis en geles

horizontales de agarosa de IS cm de longitud, a una intensidad de 3 V/cm y al 1.5% en

1 XTAE, en los que se incluyen: ADN marcador VI con digoxigenina (Roche).

Tras la electroforesis, se procedió a la desnaturalización y neutralización del gel,

mediante dos lavados de 15 minutos con agitación suave en las soluciones

correspondientes. Posteriormente, los fragmentos se transfirieron a membranas de nylon

cargadas positivamente ( Roche) en un Vacuum Blotter modelo 785 de Bio Rad.

La transferencia cuantitativa depende principalmente de tres factores: tiempo de

transferencia, presión de vacío y concentración de agarosa. La realización de diferentes

ensayos, variando estos tres factores, permitió establecer las condiciones óptimas de

transferencia para nuestros fragmentos. Dicha transferencia se realizó en IOXSSC

durante 1 h a 128 mm de Hg. Posterionnente, para fijar el ADN a la membrana, se

expuso durante 5 minutos a U.V. en un CL-1000 Ultraviolet Crosslinker (UVP),

estando aún húmeda.

- Prehibridación e hibridación de la membrana

Una vez introducidas las membranas en botellas de cristal, se prehibridaron

durante 30 minutos a 50°C en un horno Hybaid^"' con el volumen apropiado de solución

de prehibridación precalentada. Transcun•ido este tiempo, se añadió la sonda

previamente desnaturalizada y marcada con digoxigenina a una concentración de 25

ng/mL en solución de hibridación, incubándose a 50°C durante 16 h aproximadamente,

en rotación constante.

- Lavados posthibridación y detección de la hibridación

La detección de la hibridación se Ilevó a cabo utilizando el sistema no radiactivo

de ácidos nucleicos D/G Luminescent Detection (Roche). Las sondas hibridadas,

marcadas con digoxigenina, son inmunodetectadas con anti-digoxigenina, fragmentos
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Fab conjugados con fosfatasa alcalina y, posteriormente, visualizadas con el sustrato

quimiluminiscente CSPD`'. La defosforilación enzimática del CSPDy' por la fosfatasa

alcalina produce una emisión de luz, con una onda máxima de 477 nm, la cual es

recogida en películas (Hvper^ilm ECL, Ame^sham Pha^•macia Bio^ech). La señal

quimioluminiscente del CSPD`^ persiste durante días en las membranas de nvlnn.

Además, este sistema permite la rehibridación de las mismas membranas con diferentes

sondas.

Después de la hibridación se lavaron las membranas durante 5 minutos en

tampón de lavado 1 a temperatura ambiente, seguido de dos lavados de 5 minutos a

50°C en los tampones de lavado 2 y 3, respectivamente y, a continuación, un lavado de

5 minutos a temperatura ambiente en tampón de lavado 4. Posteriormente, se

bloquearon los sitios inespecíficos de unión al anticuerpo, incubando la membrana

durante 30 minutos en 100 mL de tampón bloqueante.

EI conjugado anti-Dig-AP (Roche) se diluyó a 75 mU/mL en tampón bloqueante

y la membrana se incubó durante 30 minutos en 20 mL de dicha solución. EI anticuerpo

no unido al ADN se elimina mediante dos lavados de 15 minutos en 100 mL de tampón

de lavado 4. Para detectar los sitios de hibridación, se diluyó el sustrato CSPD`' en

tampón de detección 1:100 y se incubó la membrana durante 5 minutos en 10 mL de

dicha solución. Para incrementar la reacción de quimioluminiscencia, se incubó la

membrana durante I S minutos a 37°C y, a continuación, se expuso durante 15 minutos

aproximadamente a temperatura ambiente con la película fotográfica.

Previamente a la reutilización de las membranas en nuevas hibridaciones, se

eliminó la sonda mediante dos lavados de IS minutos a 37°C en tampón de lavado 5,

seguidos de un lavado de 5 minutos en 2XSSC. Posteriormente, se procedió a la

prehibridación e hibridación de la membrana con una sonda diferente como se ha

descrito anteriormente.
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6. HIBRIDACIÓN DOT BLOT

Para verificar el fenómeno de comigración de determinados fragmentos RAPDs,

se escindieron dichos fragmentos, además de un fragmento control, a partir de un gel de

agarosa. A continuación, se depositaron dos cantidades distintas de ADN en puntos

discretos de membranas de nylon para, posteriormente, Ilevar a cabo la hibridación con

una sonda marcada. Para ello, previamente se desnaturalizaron las muestras, durante 5

minutos a 95°C seguido de 5 minutos en hielo, y a continuación se lavó la membrana en

2XSSC y se colocaron dichas muestras sobre la misma. Tras fijar el ADN a la

membrana durante 5 minutos bajo luz ultravioleta en un CL-1000 Ultraviolet

Crosslinker (UVP), se procedió a la prehibridación e hibridación siguiendo los pasos

descritos en el apartado 5.

AI día siguiente, se incubó la membrana en un volumen determinado de TNB,

durante 20 minutos con agitación. A continuación se añadió la solución de anticuerpos,

constituída por TNB y Anti-Dig-AP, y se incubó durante 45 minutos con agitación.

Finalmente, antes de Ilevar a cabo la detección colorimétrica, se realizaron 3 lavados de

5 minutos en 1XPBS.

Para la detección, se prepararon 10 mL de solución de tinción NBT/BCIP

añadiendo 200 µL de la solución stock a 10 mL de 0.1 M Tris-HCI, pH 9.5 (20°C), 0.1

M NaCI. Se incubó en oscuridad y agitación durante toda la noche.

7. SECUENCIACIÓN DE LOS FRAGMENTOS SELECCIONADOS

7.1 Aislamiento y purificación de los fragmentos

Diferentes productos de amplificación fueron escindidos del gel de agarosa

utilizando un bisturí estéril para, posteriormente, purificarlos utilizando el Concert^^'

Gel Extraction System (Life Technologies). Los fragmentos escindidos fueron

introducidos en tubos eppendorf de I.5 mL con 30 µL de tampón de solubilización (Ll)

por cada 10 mg de gel, para posteriormente incubarlos a 50°C durante 15 minutos y 5

minutos más, agitando cada 3 minutos para asegurar la completa disolución del gel.
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A continuación, se colocó un spin cartdriRe dentro de un tubo de lavado de 2

mL, en el cual se pipeteó la mezcla anterior. Posteriormente, se centrífugo dicha mezcla

a 12000 g durante 1 minuto y se desechó el sobrenadante. Se volvió a colocar el spin

cartdrige dentro del mismo tubo de lavado y se añadieron 700 µL de tampón de lavado

(L2), que contiene etanol y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. A

continuación, se centrífugo a 12000 g durante I minuto, se desechó el sobrenadante y se

centrífugo otra vez durante 1 minuto eliminando los residuos del tampón de lavado.

Por último, se situó el spin cartdriRe dentro de un tubo de recuperación de 1.5

mL y se le añadió 50 µL de tampón TE atemperado en el centro de dicho spin cartdriRe.

Se incubó durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugo a 12000 g durante 2

minutos. Finalmente se precipitó el ADN en 2.SXVoI de etanol absoluto frío y

1/IOXVoI de acetato sódico 3M.

7.2 Clonación de los fragmentos purificados

Los fragmentos purificados se clonaron en el vector pGEM`F^-T Eusi^, mediante el

kit pGEM'R-T Easv Vector Svstem (Promega), utilizando las condiciones recomendadas

por el fabricante. EI vector pGEM`^-T Easy tiene un tamaño de 3015 pb con una región

polylinker que es amplificada mediante los primers específicos de los fagos T7 y SP6.

Para calcular la cantidad apropiada de ADN (inserto) en la reacción de ligación, se

utilizó la siguiente fórmula:

ng del vector x tamaño en kh del inserto

tumaño en kb del vector
x relacvon mola^ vecto^ .^nserto = n^,^ inse^ to

Las reacciones de ligación se realizaron considerando la relación molar

vector:inserto de 3:1 y empleando como enzima la ADN ligasa del fago T4. EI volumen

final de reacción fue de 10 µL y la incubación se Ilevó a cabo durante 10 h a 4°C.

Los productos de las reacciones de ligación se transformaron en bacterias

competentes de la cepa JM109 de Es•cherichia coli (Promega). Para verificar las

condiciones óptimas de la transformación, se realizaron reacciones de control positivo y
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"de fondo". Posteriormente, las células se sometieron a un choque térmico y se

introdujeron en medio LB líquido, creciendo durante 1.5 h a 37°C con agitación. Tras la

incubación, se procedió al cultivo en medio LB sólido conteniendo 100 µg/µL de

ampicilina y suplementado con 100 mM IPTG y 50 mg/mL X-Gal.

7.3 Detección, selección y mantenimiento de los transformantes

Los transformantes se seleccionaron mediante la búsqueda de colonias

blancas/azules, en función de la interrupción a la que el inserto da lugar al gen de la ^3-

galactosidasa, presente en el vector plasmídico. Una vez seleccionados los

transformantes (colonias blancas) se sembraron en medio LB sólido, conteniendo 100

µg/µL de ampicilina, y se incubaron durante 24 h a 37°C, conservándose una alícuota en

glicerol 40% a-80°C. Posteriormente, se realizaron extracciones de ADN plasmídico,

detectándose la presencia de los insertos mediante la digestión con la endonucleasa Eco

R/. Los resultados de la digestión se observaron en geles de agarosa al 1%.

7.4 Secuenciación de Al)\

Las reacciones de secuenciación se realizaron según el método enzimático de

Sanger et al. (1977). Las dos cadenas de los plásmidos se secuenciaron

independientemente utilizando el secuenciador automático ALF express^"' (Amersham

Pharmacia Biotech) y los primers fluorescentes de los promotores de los fagos SP6

(universal) y T7 (reverso), según las instrucciones del fabricante.

8. DISEÑO DE PRIMERS ESPECÍFICOS

Se diseñaron primers específicos para amplificar los fragmentos clonados, a

partir de secuencias consenso obtenidas mediante la secuenciación de varios clones de

los distintos fragmentos.

Para diferentes fragmentos RAPDs clonados se diseñaron, de dos formas

distintas pero complementarias, una pareja de primers específicos, denominados

primers SCARs: el primer método consistió en utilizar el sofhvare on-line de diseño de
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primers, GeneFisher (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher^ y el segundo

procedimiento se basó en la aplicación del programa informático OLIGO ver. 3.4

(Rychlik & Rhoads, 1989), para comprobar el diseño obtenido mediante el primer

método. Este programa identifica secuencias internas susceptibles de ser utilizadas para

un análisis mediante PCR.

Los primers fueron suministrados liofilizados con una pureza estándar y, para su

utilización, se resuspendieron en I XTE con una concentración final de 100 µM.

9. ANÁLISIS DE DATOS

Debido al carácter dominante de los marcadores RAPDs, los genotipos

heterocigotos son indistinguibles de los homocigotos, y la información alélica no está,

por lo tanto, directamente disponible a partir de los productos originados en la

amplificación. Por lo tanto, los polimorfismos fueron analizados como alelos cuya

frecuencia fue estimada en base a las siguientes presunciones: (i) los productos de

amplificación segregan como alelos dominantes siguiendo una herencia mendeliana; (ii)

las frecuencias genotípicas para los loci RAPDs se encuentran en equilibrio Hardy-

Weinberg; (iii) existe una identidad en estado entre alelos dominantes (ej: proceden de

idénticas mutaciones) y(iv) entre alelos nulos (Apostol et al., 1996).

A partir del análisis de todos los geles realizados, y tras seleccionar las bandas

polimórficas a tener en cuenta, se construyó una matriz binaria de presencia (1) ausencia

(0) de bandas, en la cual se muestra, por un lado, todos los individuos analizados y, por

otro, todas las bandas polimórficas seleccionadas, que serán denominadas locr RAPDs.

A continuación, se realizó una tabla de frecuencias alélicas mediante el so/hvure

BIOSYS-2 (Swofford & Selander, 1997), calculadas a partir de las frecuencias del

homocigoto nulo (o recesivo) y corregidas para dominancia de acuerdo con Lynch &

Milligan (1994). También se calculó el porcentaje de loci polimórficos por población,

dividiendo el número de bandas polimórificas presentes en cada población por el total

de las bandas seleccionadas para el análisis. EI sofhvare POPGENE ver 1.32 (Moleculur

BioloRy und Biotechnology Centre, Unive^sity of Alberta) permitió calcular el índice de

diversidad de Shannon, para evaluar la variabilidad genética intrapoblacional.
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Posteriormente, mediante el programa informático RAPDdist 1.0 (Apostol et al., 1996),

fue posible calcular la matriz de distancias genéticas de Nei (1978) con la corrección de

Lynch & Milligan (1994), así como los índices de fijación FsT de Weir & Cockerham

(1984). Por otra parte, se utilizó la relación de Fsr = 1/(4Nm + 1) para estimar el

número de migrantes por generación entre poblaciones (Nm) (Wright, 1951) con el

programa RAPDfst (Apostol et al., 1996). Los análisis de las topologías UPGMA y

Neighborg Joining, así como el cálculo de sus valores de bootstrap (Felsenstein, 1985),

para evaluar la fiabilidad de dichos análisis, fueron realizados mediante la aplicación de

diversos programas del paquete informático PHYLIP (PHYLogeny /nference Package)

v3.5c (Felsenstein, 1993).

Asimismo, se Ilevaron a cabo tres tipos de análisis estadísticos más, muy

adecuados para inferir la estructura genética poblacional: el análisis de la varianza

molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), con el cálculo de la matriz de ^sr, para

asignar la distribución de la diversidad genética dentro y entre poblaciones y entre

grupos, a partir de estructuras genéticas predefinidas, utilizando el sofhvare

WINAMOVA 1.55 (Excoffier et al., 1992); el análisis de los componentes principales

(PCA) (Esbesen et al., 1994), Ilevado a cabo mediante el paquete estadístico SPSS, el

cual no requiere, a diferencia del AMOVA, una estructura genética a priori, sino que

muestra en una nube de puntos aquellos individuos cuyos haplotipos están más

relacionados. Y finalmente, se Ilevó a cabo el Test de Mantel (Sokal & Rohlf, 1995),

para analizar la posible correlación entre las matrices de distancia genética y distancia

geográfica, entre las matrices de los índices de fijación Fsr y ^sr, y entre la matriz de

distancia de Nei (1978) y la estimada en base al modelo de Kimura dos parámetros.

Estas correlaciones fueron realizadas mediante el programa Simple Mantel Test, version

1.2 (Eric Bonnet).

EI análisis de secuencias fue realizado utilizando distintos programas

informáticos. Así, para obtener la secuencia consenso a partir de los distintos clones de

un individuo, se emplearon el CLUSTAL X v 1.81 (Thompson et al., 1997) para su

alineamiento y, posteriormente, el GENEDOC v2.6 (Nicholas, 1997). A continuación,

a través de la página web del NCBI (Nacional Center for Biotechnology /nformation)

(http:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/), se introdujeron las distintas secuencias para buscar

posibles homologías con registros nucleotídicos y aminoacídicos. Para el análisis
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comparativo de distintas secuencias que hubiesen manifestado algún tipo de homología,

se realizó de nuevo un alineamiento múltiple de todas ellas mediante el programa

CLUSTAL X v1.81 (Thompson et al., 1997). La relación entre el número de cambios

transicionales y transversionales y el cálculo de las distancias genéticas según el modelo

de Kimura 2 parámetros (Kimura, 1980), así como las filogenias mediante los métodos

Neighbor-Joining y máxima parsimonia se realizaron utilizando el programa MEGA

v2.0 (Kumar et al., 2000). La fiabilidad de los clados filogenéticos reconstruidos se

analizó mediante bootstrap ( Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas.

Por último, el contenido de A+T y la búsqueda de repeticiones directas e

inversas (7 pb de tamaño mínimo de la repetición) en las secuencias se Ilevó a cabo

utilizando el programa DNAtools v5.1 ( Rasmussen, 1999). Asimismo, la búsqueda de

ORFs fue realizada mediante el sorhti^are SEQAID II v3.81 (Rhoads & Roufa, 1989).
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1. SELECCIÓN DE PRIMERS Y LOCI POLIMÓRFICOS

Para Ilevar a cabo la elección de los primers, se partió de dos kits (ABA y A69)

de 20 unidades cada uno y se realizó una primera selección consistente en dos

amplificaciones independientes en dos individuos de cada una de las 12 poblaciones. De

esta manera, fue posible evaluar la presencia de amplificación y la reproducibilidad de

los fragmentos originados. Seguidamente, se realizó una segunda selección, con un

mayor número de individuos, teniendo en cuenta aquellos primers cuyos patrones de

amplificación generados fueran reproducibles, polimórficos y de calidad. Los resultados

permitieron seleccionar un total de siete primers (Tablas 2a y 2b).

A continuación, se Ilevaron a cabo las amplificaciones, por duplicado, en un

total de 342 individuos: 29 de Balcobo, 30 de la Ría de Vigo, 31 de la Ría de Arousa, 32

de Delta del Ebro, 29 de Yerseke, 25 de Isle of Man, 30 de Prince Edward Island, 21 de

Puerto Aguirre, 29 de Bedford Basin, 36 de Esquimalt Lagoon, 26 de ^land Island y 24

de Point No Point. Se seleccionaron las bandas en función de su calidad en la

amplificación, de la no coincidencia con el blanco originado por el primer, del nivel de

polimorfismo y de su reproducibilidad, resultando un total de 33 /oci polimórficos, entre

4 y 6 loci por primer (Tablas 2a y 2b), cuya nomenclatura fue establecida en función

del nombre del primer seguido del peso molecular de cada banda.

I'abla 2a Secuencias de los prlmers RAPDs seleccionadus pertenecientes al
kN ABA, longitud de los fragmentos generados y nivel de polimorfismo

1'nmur Secuenc^a Longitud

Iphl

Nivel de
polimorfismo

I S00 O OS
1050 0 53

ABA-02 5'-TGCCGAGCTG-3 8S0 0 31
67S 0.40
S80 0 74
97S 0 61
780 0?9

ABA-OS S"-AGGGGTCTTG-3' S2S 0 46
46S 0.60
390 0 07
700 0?5

ABA-07 5'-GAAACGGGTG-3 615 O.SS
475 0.46
400 0.64
1400 O 1S
700 0 28

ABA-10 S -GTGATCGCAG-3 S80 044
500 0 42
400 0.47
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Tabla 2b Secuencias de los primers RAPDs seleccionados pertenecientes
al kii AB9, longitud de los fragmentos generados y nivel de polimortismo

l'rrmer Secuencia Longitud
(pb)

Nivel de
polimorfismo

8S0 0 84

AB9-06 5'-GGGAACCCGT-3" 700 0.95
S00 0.33
300 0.07
1300 0.67
1000 0.49

AB9-07 S'-TCGCT'GCGGA-3' 550 0.17
500 022
400 0.33
32S 0.36
900 O S S

AB9-12 S"-AACGGCGGTC-3' 7S0 0 39
S?0 0 43
3S0 0 6S

Tras calcular el nivel de polimorfismo de cada uno de los fragmentos, sólo se

seleccionaron aquellos cuya frecuencia observada fuese inferior a la siguiente relación,

establecida por Lynch & Milligan (1994), según la cual:

pS I-^3N/

donde p es la frecuencia observada y N el número de individuos por población. En este

caso, el número de individuos por población (^29) se calculó dividiendo el total de

individuos analizados, 342, entre el número de poblaciones objeto de estudio,l2. De

modo que, siguiendo la ecuación anterior, sólo se seleccionaron las bandas cuya

frecuencia observada en el total de las poblaciones fuese inferior a 0.90. De manera

excepcional se ha considerado, entre todos los loci que no cumplieron este criterio, el

locus AB9-06-700, porque se iba a proceder posteriormente a su secuenciación y

análisis.

Como se observa en la Figura 4, la variabilidad generada por los RAPDs es

especialmente elevada, de ahí su capacidad para analizar tanto la estructura como la

diversidad genética de las poblaciones. Así, cabe destacar la presencia del locus ABA-

02-580 en todos los individuos de M galloprovincialis, no sólo de la Ría de Arousa,

sino también de todas las poblaciones de esta especie; la amplificación del locus ABA-

10-1400 específico para las poblaciones de M. trossulus; así como la existencia de los
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fragmentos ABA-OS-390 y AB9-06-300, diagnósticos en individuos de M. cali%ornianus

de Point No Point.

n6.v-r,z .vts.nas

M I'e^ Am l)h Prr M Pu^; Aro C)h Pn^

iu^u - •

sou^

:\dn-u7 ntt.n-w
M Pri Man Aro F-.^y M hLn Pug Am r^ti1 h1

r\n`Nlh r\l3`1^17 r\li`ll?

M I'ag Aro l)h I'rqi M L_M 1'rr Pr^ Etr

FiRura 4. Marcadores RAPDs en geles de agarosa al IS°° en difirentes poblaciones de
me^illóa Amplificaciones usando a) 1'rrmer ABA-0? y I'rrmrr ABA-O5, b) !'r•rmcr ABA-07
\ Pnmcr ABA-10; y c) !'rrmer AB9-06, AB9-07 y AB9-12 Las Flechas con un asteriuo I"1
indican los lurr diagnóstico para las poblaciones de AL uró/i,rnrunus (ABA-OS-390 } ABy-
06-300) y el locus específico para las poblaciones de M trn.c.^^rrln.^^ (ABA-10-Id001 Man:
Isle of Man; Pei Prince Edward Island: Pag: Puerto Aguirre: Ara Ria de Arousa, Ebr
Delta del k-:hro: Bed Bedford Basin; Esq Esquimalt Lagoon; Ola Oland Island, Pnp
Point No Point ^1: Marcador de 100 pb, con las tlechas indicando los pesos moleculares de
1000 y 500 pb.

Con respecto al origen de los fragmentos amplificados, se ha comprobado que

todos pertenecen a ADN genómico y no a ADN mitocondrial (Figura 5). Dicha prueba

se Ilevó a cabo amplificando ADN mitocondrial de cuatro individuos macho y cuatro

individuos hembra de la población de M. galloproti^incialis de Balcobo mediante todos

los primers seleccionados. Como resultado, y tras dos amplificaciones independientes,
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no se obtuvo ningún producto de amplificación. En las mismas reacciones se utilizaron

controles con ADN genómico de los mismos individuos de Balcobo que sí mostraron

los productos de amplificación seleccionados.

ABA-07 .qBA-10 AB9-06 AB9-12

M C C^^ C CT^ C C^^ C^^ M

1000 ^

500 ^

Figura 5. Amplificación de ADN mitocondrial en algunas de las parejas de individuos
Cada tres carriles representan la siguiente secuencia: individuo Control, un individuo
macho y un individuo hembra de M Kalluprovrneralcc de Balcobo amplificados con los
pnmer.^ ABA-07, ABA-10, AB9-06 y A69-12. M: Marcador de 100 pb, con las
flechas indicando los pesos moleculares de 1000 y 500 pb,

2. DESARROLLO Y ANÁLISIS DE MARCADORES RAPDs

Una vez seleccionadas las bandas para el análisis según los criterios

anteriormente mencionados, se procedió a la construcción de una matriz binaria de

presencia (1)-ausencia (0), en la cual se reflejan, por un lado, cada uno de los individuos

analizados y, por otro, los loci RAPDs, teniendo en cuenta las premisas de Welsh &

McClelland, 1990 y Williams et al., 1990, según las cuales todos los loci RAPDs

mostrarían dominancia completa presentando sólo dos alelos, con frecuencias p

(dominante, banda presente) y q(recesivo, banda ausente). A partir de esta matriz de

datos se desarrollaron todos los análisis posteriores.

2.1 Análisis inicial de las frecuencias alélicas

En la Tabla 3 se muestra la distribución de frecuencias, en función de las cuales

se puede observar qué loci están fijados, cuáles son específicos de una o varias

poblaciones o especies (presentes en algún individuo de éstas y no en las demás), o bien
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aquellos que son diagnóstico (presentes en todos los individuos de una población o

especie y no detectados en ninguna otra).

Tabla 3 Frecuencias de los loci RAPDs para las distintas poblaciones analizadas
M. edu .4L rh^ S7. Xul :41. yu Al. cal

Locus Yer Man Pei PaR Bal Yig Aro Ebr Bed Esq Ola Pnp

ABA-02-I500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 OA00 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 OA92

ABA-02-1050 0.576 0.332 I.000 0.552 0.576 0.162 0.119 0.290 0438 O.OBG 0.100 0133

.4BA-02-850 0.000 0.544 0.105 0.181 0.168 0.000 0.000 0.000 0 360 OS?3 0? 13 0_' 10

ABA-02-675 0 210 0.000 0.267 0 181 0.168 0.086 0 000 0 151 0 438 0 5?3 I 000 0 161

ABA-02-580 0.380 0,395 0.105 0.457 L000 L000 I.000 I.000 OS37 0,523 0.317 02G1

ABA-OS-975 I.000 0 395 1.000 I.000 L000 0.583 I.000 0.409 0 3?7 0 330 0 122 0 000

A8.4-OS-780 0.089 0?76 0.000 0 161 0 189 0 123 0 156 0312 0 000 0 133 0 100 OA92

ABA-OS-525 0.189 0.464 0.105 I.000 0.210 0.105 0?36 0.436 0.168 0.182 0.375 0.350

ABA-OS-465 0.232 I.000 0.182 0.340 0.438 0.478 Q45G 0?OS 0.353 0.523 I.000 Q000

ABA-OS-390 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 Q_000 1000

ABA-07-700 0.000 0.000 0.000 0.41G 0.000 0.000 0.000 0.000 Q338 0.5?3 0.?38 0 350

ABA-07-615 0.089 0.150 I.000 0.000 I.000 1.000 OA56 0.526 0110 0?90 0.238 0.000

ABA-07-475 0 128 0.303 0.590 I 000 0.168 0.267 0 427 0 312 0 168 0 133 0 122 0 109

ABA-07-400 0.502 I.000 0.364 0.000 I.000 0.267 OA86 0.335 OA08 0.133 I.000 0132

ABA-10-1400 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.408 0.495 0.122 0.000

ABA-IO-700 0.000 0.000 0.000 OA16 OS02 0.267 0?57 I.000 0.000 0.000 0.000 0.000

ABA-10-580 Q408 0.223 0.416 I.000 0.108 0.202 0.427 0269 0.089 0.072 0.059 0 417
AB.4-IO-500 0.327 0.363 0. 105 0.000 0.576 0.390 0.374 OS26 0 232 0.000 0.144 0.000

ABA-10-400 0.353 0.127 0.000 I.000 0.576 0 478 0.301 0.526 0 000 0 072 0 213 0 417
AB9-06-850 L000 0.4G4 0.671 Q416 0.537 0.478 0.374 0.59G 1.000 I.000 I.000 O.d53

AB9-06-700 0.789 0.464 I.000 I.000 L000 I.000 L000 L000 0.576 L000 1.000 11534

A89-06-500 0.000 0.000 0145 I.000 0.255 0.223 0.119 0.169 0.000 0117 0.122 1000

AB9-06-300 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 I(K10

AB9-07-1300 0.380 0.428 0.290 0.377 0.502 L000 0.374 I.000 0.380 0.234 0.439 0?GI
AB9-07-1000 0.148 0.104 0.105 0.210 0.537 0.583 0.301 I.000 0.089 0.149 0.289 0.382

AB9-07-550 0 148 0 173 0 105 0 126 0.000 0.000 0 000 0 000 0 000 0 000 0 166 I 000
A89-07-500 0. 108 0. I50 0.068 0.272 0.278 0.123 0.156 0.098 0 108 0.000 O.I13 U 000

AB9-07-400 0.071 0,428 0.000 0.126 0.438 0.390 0.456 0.133 0.168 0.000 O.IGG 0.000

AB9-07-325 0.148 0.303 0.3G4 0.377 0.000 0.123 0.101 0.188 0.302 0.234 0.375 0.319

AB9-12-900 0.168 0.104 0.418 0.099 1.000 0.545 0.590 L000 0.108 0057 0.189 Ob33

A89-12-750 0.000 0.000 0.000 0.457 0.302 0.447 0?57 0.436 0.380 0.199 0.166 0.181

A89-I2-520 0.327 0.544 0.105 0.272 0.148 0 223 Q215 0.208 0 210 0.165 0.317 0 417

AB9-I2-350 0.302 I.000 I.000 0.000 0.408 0.478 0.400 0.359 0.438 O.IGS 0.406 0.289

N 29 25 30 21 29 30 31 32 29 36 26 24

M edu: M ed^d).+: A1 chc M rh)lensr.c; d^ xed: Af. Xedh^prurmi)erl,.c: Af. nn: A^ Iru.+.+ula.+: :4l <<d: AL
coh/orn)onuc Yer Yerseke; Man: Isle of Man; Pei Prince Edward Island; Pag Puerto Aguirre; BaL• Balcobo,
Vig: Ría de Vigo; Aro Ría de Arousa, Ebr Delta del Ebro; Bed Bedford Basin, Esq. Esquimalt Lagoon, Ola
C71and Island: Pnp Point No Point ti número de individuos analizados

De este modo, se consideraron fijados para una población o especie aquellos loc•i

cuya frecuencia fue de 1.000, como es el caso del ABA-02-1050 en M. ed:dis de Prince

Edward Island, el ABA-02-675 en M. trosstdus de ^land Island o el ABA-02-580 en

todas las poblaciones de M. galloprovincialis. Asimismo, el locus ABA-5-975 apareció

fijado en poblaciones de M. edulis, como Yerseke y Prince Edward Island, en la

población de M. chilensis de Puerto Aguirre, y en las poblaciones de M.

Ralloprovincialis de Balcobo y Ría de Arousa; por el contrario nunca resultó

amplificado en M. calijornianus. Además, los loci AB9-O6-700 y AB9-06-850
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aparecieron con una elevada frecuencia en todas las poblaciones analizadas. Así, el de

700 pb se mostró fijado para las cuatro poblaciones de M. galloprovincialis, además de

la de Prince Edward Island (M. edulis), Puerto Aguirre y las poblaciones de M n•ossulus

de Esquimalt Lagoon y ^land Island; mientras que el de 850 pb se manifestó de la

misma manera en las tres poblaciones de M. trosszrlus y en la de M. edulis de Yerseke.

Por el contrario, existen determinados loci que no amplificaron nunca en ninguna

población, como es el caso, entre otros, del ABA-07-700 en las poblaciones de M.

edtrlis y las de M. galloprovincialis; el ABA-10-700 en las tres poblaciones de M.

edulis, las tres de M. trossulus y la de M. californianus; el AB9-12-750 en las

poblaciones de M. edzrlis y los loci ABA-07-400 y AB9-12-350, que no mostraron

ningún tipo de amplificación en los individuos de la población de Puerto Aguirre (M.

chilensis). En cuanto a los loci específicos, tan sólo han sido detectados dos, el ABA-

02-I500 en la población de M. californianus de Point No Point y el ABA-10-1400 en

las tres poblaciones de M. trossulus. Finalmente, se localizaron dos loci diagnósticos en

la población de Point No Point de M. californianus, el ABA-OS-390 y el AB9-06-300.

2.2 Análisis Southern Blot y Dot Blot

Para prevenir y corregir los posibles fenómenos de comigración de los

fragmentos de amplificación, se Ilevaron a cabo distintas hibridaciones Southern Blot y

Dot Blot. Para las hibridaciones Southern se tomaron como individuos control los

pertenecientes a las poblaciones de M. galloprovincialis de Balcobo y Ría de Arousa

para los primers ABA-02 y ABA-OS respectivamente, e individuos de M. trossulus de

^land Island para el primer ABA-07, y de Prince Edward Island (M. edulis) y Balcobo

(M. galloprovincialis) para los primers AB9-07 y AB9-12 respectivamente. En el Dot,

se utilizó un individuo control de M. galloprovincialis de la Ría de Arousa para el locus

ABA-OS-975 y uno de M. edrrlis de Prince Edward Island para el locus AB9-07-1000.

De este modo, tras hibridar con las siete sondas marcadas con digoxigenina,

varios loci presentaron un probable fenómeno de comigración. Así, en la Figura 6 se

observa como el locus ABA-02-850 no hibrida en M. californianus, a pesar de presentar

este fragmento al realizar la amplificación. Por el contrario, se pudo observar como el

resto de los fragmentos de amplificación seleccionados mostraron la hibridación

esperada.

-52-
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FiRura 6. Hibridación Southern Blot con la sonda correspondiente al ^rrmer ABA-0'_ f:n el
recuadro se muestra el fragmento de 850 pb de Point No Point yue presentó el fenómeno de
comigración Con asterisco (') se indica el control M11: Marcador de 100 pb; L• Balcobo. 2:
Yerseke; 3: Esquimalt Lagoon; 4: Point No Point; 5; Puerto Aguirre

Lo mismo sucedió con el !oc•us ABA-OS-975 en la población de Esquimalt

Lagoon de M. tross•ulus, como se observa en la Figura 7.

I•? 3 4 5

1• 2 3 J s

V

Figura 7. Hibridación Southern Blot con la sonda correspondiente al ^rrmrr ABA-OS En el
recuadro se muestra el fragmento de 975 pb de Esquimalt Lagoon yue presentó el lénómeno de
comigración. Con asterisco (•) se indica el controL M: Marcador de 100 pb; l: Ria de Arousa; 2:
Prince F.dward Island: 3: Esquimalt Lagoon; 4: Point No Point S: Puerto Aguirre

Dado que el locus ABA-OS-975 presentó el fenómeno de comigración en la

población de Esquimalt Lagoon, se realizó a posterio,•i una hibridación Dot Blot, con la

sonda del primer ABA-O5, en las otras dos poblaciones de M. trossuhs (Bedford Basin

y 01and Island) a partir de sendos fragmentos de 975 pb escindidos del gel y

posteriormente purificados. Así, como se observa en la Figura 8, y tomando como

control un individuo de M galloprovincialis de la Ría de Arousa, que sí presenta dicho

-53-
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fragmento, la tínica población de M. trossulars que mostró señal de hibridación para ese

loc:rs fue la de ^land [sland.

Aro Bed Esq Ola
^

1 µL 0

, ^ r ^

Figura S. Hibridación Dot Blot con la sonda correspondiente al primer
ABA-OS para veriticar la presencia del luru.c ABA-OS-975 en
poblaciones de M ^rn.c.cidu.^. Aro: Ría de Arousa y control; Bed:
Bedford Basin; Esq: Esquimalt Lagoon; Ola: bland Island

Por otra parte, el loc•us ABA-07-615, como se observa en la Figura 9 y como

posteriormente se comprobó mediante secuenciación, también presentó el fenómeno de

comigración. Asimismo, el loctrs ABA-07-400, a priori ausente en Puerto Aguirre (M.

chilensis), mostró una intensa señal de hibridación con un tamaño ligeramente inferior.

I 2 3•45 M

I 2 3• 4 5

Figura 9. Hibridación Southern Blot con la sonda corzespondiente al primer ABA-07 En el
recuadro se muestran los fragmentos de 615 pb y 400 pb que presentazon el fenómeno de
comigracióa Con asterisco ( ') se indica el controL M: Marcador de 100 pb; 1: Ría de Arousa, 2:
Prince Edward Island; 3: bland [sland; 4: Point No Point; S: Puerto Aguirre.

De la misma manera, las amplificaciones con los primers AB9-07 y AB9-12

también mostraron posibles fenómenos de comigración. Así, como se observa en la

Figura 10, dos loci, el AB9-07-325 en la población de M. californianus de Point No
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Point y el AB9-07-1000 en la población de M. trosstdas de Esquimalt Lagoon, no

presentaron señal de hibridación en la membrana.

\

I 2• 3 4 5

w n

^^ ^ •

..

q

®

I 2• 3 4 5 \I

0

®

Figura 10. Hibndación Southern Blot con la sonda correspondiente al pnmcr AB9-07 En los

recuadros se muestran los fragmentos que presentaron el fenómeno de comigración Con

asterisco ( `) se indica el control M11: Marcador de 100 pb; 1: Balcobo; 2: Prince Edward Island:

3: Esquimalt Lagoon; 9: Point no Pomt; 5; Puerto Aguirre

Para verificar la presencia o no del locus AB9-07-1000 en todas las poblaciones

de M. trossulus, se realizó otra hibridación Dot Blot con la sonda del primer AB9-07

sobre sendos fragmentos de 1000 pb escindidos del gel a partir de un individuo de

^land Island y un individuo de Bedford Basin. Asimismo, también se diseñaron

primers específicos, como posteriormente se describirá en el apartado 5, a partir del

mismo fragmento del individuo control de la población de M edulis de Prince Edward

Island. Los resultados obtenidos de la hibridación, según se observa en la Figura I1,

indicaron que este fragmento no está presente en ninguna de las poblaciones de M.

trosstrlus.

Pei Bed Gsq Ola

5 µL ^

r , ^ i ^

Figura 1 L I libridación Dot Blot con la sonda correspondiente al t^nmrr
AB9-07 para verificar la presencia del loru.c AB9-07-1000 en
poblaciones de M tro.^.c^du.v Pei; Prince Edward Island y control, Bed:
Bedford Basin; Esq: Esquimalt Lagoon; Ola: Uland Island

0
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Con respecto al locus AB9-12-350, que a priori no había sido tenido en cuenta

porque aparecía con un tamaño ligeramente superior en la población de Puerto Aguirre,

mostró una intensa señal de hibridación en el Southern (Figura 12).

I•2 3 4 5 M

I' 2 3 4 5

^
^^^ ^

r^•^©

Figura 12. Hibridación Southern Blot con la sonda correspondiente al prrmcr AB9-12 En el
recuadro se muestra el fragmento de 350 pb de Puerto Aguirre Con asterisco ( ') se indica el
control. M: Marcador de 100 pb; 1: Balcobo; 2: Yerseke; 3: Esquimalt Lagoon; 4: Point No
Point; S: Puerto Aguirre.

Por otro lado, las hibridaciones correspondientes a los primers ABA-10 y AB9-

06 no aparecen reflejados en las figuras, puesto que no presentaron ninguna variación

con respecto al análisis inicial de los fragmentos de amplificación.

2.3 Análisis de las frecuencias alélicas y porcentaje de loci polimórficos

Como resultado de las distintas hibridaciones Ilevadas a cabo en el apartado

anterior, los loci descritos a continuación han sido modificados de la siguiente manera.

EI ABA-02-850 no aparece en M. californianus; el ABA-05-975 no amplifica en las

poblaciones de Bedford Basin y Esquimalt Lagoon de M. u^ossulz^s, pero sí lo hace en la

población Sueca (^land Island) de esta especie; el ABA-07-615 se retira del análisis

puesto que, como se verá más adelante, presentaba una secuencia diferente para cada

individuo analizado; el ABA-07-400 está presente, con un tamaño ligeramente inferior,

en algunos individuos de la población de Puerto Aguirre (M. chilensis); el AB9-07-1000

no estaría presente en ninguna de las poblaciones de M. trossulus; el [ocus AB9-07-325,

aunque produce amplificación en individuos de la población de Point No Point de M.

californianus, presentó el fenómeno de comigración, con lo que se consideraría como

ausente en esta población; y el AB9-12-350 sí está presente, aunque con un peso

molecular un poco más elevado, en la población de Puerto Aguirre (M. chilensis).
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Teniendo en cuenta el análisis anterior, los valores de frecuencias alélicas

quedaron como se muestra en la Tabla 4, en la que se reflejan las diferencias

detectadas a nivel de la población de Puerto Aguirre (M. chi(ensis), las poblaciones de

M. tro.sste(us y la población de M. caJi^orniamrs de Point No Point, con respecto a la

descripción inicial de dicha tabla realizada en el apartado 2.1.

En la misma tabla se muestran los porcentajes de loci polimórficos, los cuales

oscilaron entre el 56% para la población de Prince Edward Island (M. edtrlis) y el 69%

para las poblaciones de la Ría de Vigo (M. galloprovincia/is) y ^land Island (M.

lrossuhrs).

Tabla A Frecuencias de los distintos loci RAPUs considerando los fenómenos de comigración de
hagmentos en las diferentes poblaciones analizadas

,11 edu .1/. rh, .11 gul .\l. rrn :1L cul

Locus 1'er M11an Pei Pag Bal ^'ig Aro Ebr Bed Esq Ola Pnp

ABA-02-I500 O.Of)D 0.000 0.000 0.000 0,000 0.000 0.(HIO 0.000 0.000 0.000 0.000 0.492

ABA-02-1050 0.57G 0.332 I.000 OS52 0.576 0.162 0.119 0?90 OA38 O.OSG 0.100 0 233

ABA-02-850 0 0(10 0 544 0 105 0 181 0 168 0 000 0 000 0 000 0 i80 0 523 0 213 0.000
.48A-02-675 0210 0.000 0.267 0.181 0.168 0.086 0.000 0.151 0438 (1523 1.(w0 O IRI

ABA-02-580 0 380 0.395 0 105 0.457 L000 I 000 I.000 I 000 0 5?7 0523 0 317 0?61

ABA-OS-975 1.000 0.395 I.000 I.000 L000 0.583 I.000 0.409 O.1100 0.000 0.122 0.000

ABA-OS-780 0.089 Q276 0.O00 0.181 0.189 0.123 0.156 0.312 O1100 0133 0.100 0.492

ABA-OS-525 0.189 0.464 O.I05 1.000 0.210 0.105 0.236 0.436 111<,8 0.182 0.375 0.350

ABA-OS-465 0.232 IO00 0 B2 0 340 0 438 0.478 0 456 0 208 0353 0 523 I 000 0.000

AB.4-OS-390 0.0(10 0.(100 0.(N10 0.000 0.000 0.0(Hl 0.000 0.000 0.000 0.000 0.ODO I.(1o0

ABA-07-700 0.000 0.000 0.000 0.416 0.000 0.000 0.000 0.000 OA38 0.523 0?38 0.350

ABA-07-475 0.128 0.303 0.590 I.000 0.168 0.2G7 0.427 0.312 0.168 0.133 0.122 0.109
ABA-07-400 0.502 L000 0.364 0.272 I.(100 0.267 0.486 0.335 0.408 0.133 1.000 Q 132

ABA-10-1400 0.000 0.000 0.000 0.000 0.(K10 0.000 0.000 0.(100 0.408 Q495 0.122 0.(x10

ABA-10-700 0.000 0.000 0.000 0.416 0.502 0.267 0.257 I.000 0.000 0.000 0.000 0.000

.ABA-10-580 0.408 0.223 0.418 I.000 0.108 0.202 0.427 0269 0.089 0.072 0.059 0.417
ABA-10-500 0.327 0.363 0.105 0.000 0.576 0.390 0.374 0.526 0.232 0.000 O.IJ4 0.000

ABA-10-400 0.353 0.127 0.000 1.000 0.576 O.J78 0.301 0.526 O.WO 0.072 0.213 0.417

AB9-06-850 I.000 0.464 0.671 0.41G 0.537 0.478 0.374 0.596 L000 I.000 I.000 0.453

AB9-06-700 0 789 0.464 I fH10 I 000 I 000 L000 I 000 1 000 0.576 1 000 I 000 0 534
A89-(16-500 0.0f)D 0.000 0.245 1.000 0.255 0.223 0.119 0.169 0 000 0 I 17 0 I?2 I(K10
AB9-(16-300 0.0(JO 0.(J00 0.000 0.(l00 0.000 0.000 0.000 0.000 u uuu u n0o 0 uuo I 000

AB9-07-1300 0.380 0.428 0.290 0.377 0.502 1.000 0.374 I.000 u^8u o'3J U a^') 11261

AB9-07-1000 0 148 0.104 0 105 0.210 0.537 0.583 0.301 I 000 0.000 0.000 0.000 0 382
AB9-07-550 0.148 0.173 0.105 0.126 0.000 0.000 0.f>DO 0.(>DO u unu a nOu U. IGG 1.000

AB9-07-500 0.108 0_I50 0.068 0.272 0278 0.123 0.156 Q098 O IUR 110011 0.14J 0.000

A89-07-400 0.071 0.428 0.000 0.126 0.438 0.390 0.456 0.133 f1.168 0.000 0.166 0.000

AB9-07-325 0 148 0.303 0.364 0 377 0.000 0.123 0.101 0.188 0 302 0.234 0 375 O.O110
AB9-12-900 0 168 0 104 0.418 0.099 I 000 0 545 0.590 I.000 0.108 0.057 0 189 0 633

AB9-12-750 0.000 0.000 0.000 0.457 0.302 0.447 0.257 OA36 0.380 0,199 0.16G 0.181

AB9-12-520 0.327 0.5J4 0.105 0.272 0.148 0.223 0.215 0?O8 0 2111 O.IGS 0.317 2417

A89-I2-350 0 302 I.000 I.000 0.423 OA08 QJ78 0.400 0.359 Il J38 0.165 O.JOG 0.289

N 29 25 30 21 29 30 31 32 29 36 26 2J

% L. P 66% 63 % 56 % 63 % 63 % 69 % 66% 59 % 66'% 63 % 69 % .59 %

M eda: M eduó.^': M. chc hl rhden.ci.c: h4 ^ul.' M Ka/Inpru^^^nercró.c: .4l Iru: rLL lrru.vul^^.c; ;1t ral: A!

ruóJi^rn^um^.e Ver Yerseke; Man: Isle of Man; Pei Prince Edward Island; Pag Puerto Aguirre, Bal: Balcobo,

Vig: Ría de Vigo; Aro: Ría de Arousa; Ebr: Delta del Ebro; Bed Bedford Basin; Esq Esyuimalt Lagoon; Ola
Uland Island: Pnp Point No Point N número de individuos analizados % LP: Porcentaje de loci polimorficos
En negrita Ŝ sombreado aparecen los valores de frecuencia que han sido corregidos, tal y como ha sido descnto
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2.4 Análisis de la estructura genética poblacional

En primer lugar, para proporcionar una estimación relativa del grado de

variación genética dentro de cada población, se calculó el índice de diversidad de

Shannon (Tabla 5).

Tabla 5 Estimadores de diversidad intrapoblaciunal hara el mejillón Mytilus, empleando el índice de
tihann^^n_

M_ edu ,M1L c{u A1. gul A1. ya M. cul

Locus Ver hlan Pei Pag Bal Vig Aro Ebr Bed Esq Ola Pn Media Std

ABA-02-I500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0,000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.693 0.058 0.200
ABA-02-1050 0.679 0.639 0.000 0.685 0.679 0 445 0.367 0.605 0.687 0.296 0.328 0.547 0.496 0 215
ABA-02-850 0.000 0.688 0.337 0.477 0.455 0.000 0.000 0.000 0.666 0.692 0.521 0.000 0.320 0.300
ABA-02-675 0.517 0.000 0.583 0.477 0.455 0?96 0 000 0 427 0.687 0 692 0.000 0.477 0384 0?55
ABA-02-580 0.666 0.673 0.337 0.691 0.000 0,000 0.000 0.000 0.689 O.G92 Ob27 0.577 0.413 0.320
ABA-05-975 0.000 0.673 0.000 0.000 0.000 0.676 0.000 0.678 0.000 0.000 0.373 0.000 0.200 0.306
ABA-OS-780 0 303 0.592 0.000 0.477 0.487 0.376 0.436 0.623 0.000 0,394 0.328 0.693 0 392 0218
ABA-OS-525 0 487 0.691 0337 0.000 0.517 0.337 0.549 0.686 0.455 0.477 0.664 0.650 0.488 0.197
ABA-OS-465 0.545 0.000 0.477 0.645 0.687 0.693 0.690 0.513 0.652 0.692 0.000 0.000 0.466 0.290
ABA-OS-390 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 Q000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ABA-07-700 0.000 0.000 0 000 0 681 0.000 0.000 0.000 0.000 0.687 0 692 0.552 0.650 0.272 0.338
ABA-07-475 0.385 0.6I7 0.676 0.000 0.455 0.583 0.684 0.623 Q455 0.394 0.373 0.347 0.447 O.I89
ABA-07-400 0.693 0.000 0.658 0.589 0.000 0.583 0.693 0.640 0.678 0.394 0.000 0.394 0.443 0.286
ABA-10-1400 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 Q000 0.678 0.693 0.373 0.000 0.145 0.274
ABA-10-700 0.000 0.000 0.000 0.68I 0.693 0.583 0.573 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0211 0.313
ABA-10-580 0.678 0.534 0.681 0.000 0.345 0.506 0.684 0.584 0.303 0.259 0.226 0.681 0.457 0.236
ABA-IO-500 0.635 0.658 0.337 0.000 O.ó79 0.671 0.663 0.691 0.545 0.000 0.414 0.000 0.441 0.288
ABA-IO-400 0.652 0.383 0.000 0.000 0.679 0.693 0.615 0.691 0.000 0.259 0.521 0.681 0.431 0?92
.4B9-06-850 0.000 0.691 O.G24 0.681 0.689 0.693 0.663 0.671 0.000 0.000 0.000 0.690 0.450 0.333
AB9-06-700 0.480 0.691 0.000 0.000 0_000 0.000 0.000 0.000 0.679 0.000 0.000 O.á89 0.212 0.317
AB9-O6-500 0.000 0.000 0.559 0.000 0.570 Q534 0.367 0.457 0.000 0.363 0.373 0.000 0269 0.247
AB9-06-300 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
AB9-07-1300 0.666 0.685 0.605 0.665 0.693 0.000 0.663 0.000 0.666 0.547 0.687 0.577 0.538 0255
A89-07-1000 0.421 0.337 0.337 0.518 0.689 0.676 0.615 0.000 0.000 0.000 0.000 0.668 0.355 0.289
AB9-07-550 0.421 0.464 0.337 0.381 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0 000 0.453 0.000 0 171 0 214
A89-07-500 0.345 0.425 0.25I 0.589 0.594 0.376 0.436 0.322 0.345 0.000 0.414 0.000 0.341 0.188
AB9-07-400 0.258 0.685 0.000 0.381 0.687 0.671 0.690 0.394 0.455 0.000 0.453 0.000 0.389 0.274

A89-07-325 0.421 0.6U 0.658 0.665 0.000 0.376 0.329 0.486 0.615 0.547 0.664 0.000 0.448 0.239
A89-12-900 0.455 0.337 0.681 0.326 0.000 0.G88 0.674 0.000 0.345 0.2I9 0.488 0.650 0.405 0248
AB9-12-750 0.000 0.000 0.000 0.691 0.615 O.G89 0.573 0.686 0.666 0.501 0.453 0.477 0.446 0.281
AB9-12-520 0.635 0.688 0.337 0.589 0.421 0.534 0.523 0.513 0.517 0.451 O.G27 0.681 0.543 0.107
A89-12-350 0.615 0.000 0.000 0.681 0.678 0.693 0.675 Q655 0.687 0.451 0.678 0.605 0.52I Q267

Media 0.342 0.368 0.262 0.351 0.368 0.386 0.380 0.342 0.380 0.303 0.331 0.357 0.349
Std 0?75 0.306 0.268 0299 0.303 0.288 0.296 0.300 0.299 0?71 0.252 0.311

N 29 25 30 21 29 30 31 32 29 36 26 24

M edtc M edalt.r: M nc^ M ch^len.ct.r; M xrd: M Ka(loprovmciult.c; M{ru M{rn.^.rtdu.c; M rcrl: M
culiJurntunu.c Yer: Yerseke: Man: Isle of Man; Pei: Prince Edwazd Island; Pag Puerto Aguirre; Bal: Balcobo;
Vig: Ría de Vigo; Aro Ría de Arousa; Ebr: Delta del Ebro; Bed Bedford Basin; Esq Esquimalt Lagoon; Ola
C51and Island; Pnp: Point No Poinc Media: Valores medios de la diversidad genética. Std: Error estándar N.
número de individuos analizados.

Los estimadores de diversidad de Shannon confirmaron la existencia de un

elevado grado de variación intrapoblacional. Así, dichos valores oscilaron entre 0.262

para la población de M. edulis de Prince Edward Island y 0.386 para la población de M.
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Kul/oprovincialis de la Ría de Vigo, que fue la más variable. En cuanto a los distintos

loci, el más variable fue el A69-12-520, con un valor de 0.543, y los menos variables,

como era de esperar, fueron los loci diagnóstico para la población de M. califrn•nianus

de Point No Point, el ABA-OS-390 y el A69-06-300, con un índice de 0. EI valor

promedio de variabilidad intrapoblacional fue de 0.349.

EI cálculo de las distancias genéticas entre todas las poblaciones objeto de

estudio se Ilevó a cabo mediante el estimador de Nei ( 1978), realizándose también una

representación gráfica de su distribución. Como se observa en la Tabla 6, los valores

obtenidos oscilaron entre 0.024 y 0.410, de modo que las poblaciones canadienses de M.

trossuhrs, Esquimalt Lagoon y Bedford Basin, fueron las que mostraron el valor de

distancia más bajo, mientras que las poblaciones más distantes genéticamente serían

Point No Point (M. californianus) y Balcobo (M. Kalloprovincialis). En general, los

valores de distancia más elevados tuvieron lugar entre M californianus y el resto de

poblaciones y, en segundo lugar entre la población de Puerto Aguirre (M. chilensis) y

las demás. Por otra parte, los mejillones de las poblaciones gallegas de M.

ga/loprovincialis mostraron entre sí una distancia genética ligeramente mayor que las

poblaciones canadienses de M. trosstrlrrs, siendo dichos valores de 0.047 y 0.024

respectivamente, mientras que los índices promedio entre poblaciones de una misma

especie fueron: 0.062 para M galloprovincialis, 0.058 para M. trossulus y 0.109 para

M. ed:^lis.

fabla 6 Distancia genética de Nei (1978) para /oN generados mcdiante RAPDs en vanas pohlaciones dc
mejtllon

M edtdcc JLL ch^ M gallnrrnvinc'iuh.c .41. rru.estihtc

1'er Man Pei ^ Bal Vig Aro F:hr Bed Esq Ola

Man 0 122 -
Pci 0.058 0 146 -
Pag 0195 0292 0188 -
Bal 0.112 0 175 0 168 0 249
V iR 0.102 0.159 0 162 0 217 0 063 -
A ro 0.070 0.131 0.120 0174 0 046 0 033 -
Ebr 0.189 0281 0252 0.263 0.080 0 051 0 102 -
Bed 0.087 0 I 16 0 134 Q 304 0?03 0133 0150 0??7 -
F:sq 0.118 0173 0180 0298 0.251 0.155 0 169 0253 0 034 -
Ola 0 122 0 107 0 188 0 318 0 194 0 165 0 177 0 255 0 074 0 075 -
Pnp 0.300 0 392 0 337 0.357 0 410 0 325 0 343 0 376 0 310 0 298 0 36?

M nc^ tif chilensis; Yer Yerseke: Man: Isle of Man; Pei Pnnce Edward Island; Pa(; Puerto Aguirre, Bal:
Balcoba ViB: Ría de Vigo: Aro: Ría de Arousa; Ebr Delta del F.bro; Bed Bedtbrd Basin, Esq F^aquimalt l.agoon.
Ola C71and Island, Pnp Point No Point
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Asimismo, al comparar las distancias genéticas entre especies, los valores

obtenidos fueron del orden de 0.128 entre M. galloprovinc•ialis y M. trossulus, 0.082

entre M. gaUoprovincialis y M. edulis, 0.067 entre M, edulis y M. trossulus, 0.194 entre

M. chilensis y M. galloprovtncialis, 0.187 entre M. chilensis y M. edulis, y 0.284 entre

M. chilensis y M. trossulus. Por otra parte, M. caliŜornianus presentó los índices de

distancia más elevados: 0.315 con M galloprovincialis, 0.271 con M. edzdis, 0.357 con

M. c•hilensis y 0.287 con M. tr•ossuhts. Como se muestra en el histograma (Figura 13),

el valor promedio de distancia fue 0.192.

t0

8
Media=0.192
Desv. típ.=0.10

6

4

2

0
.0'S .06, .^2^ .^j, .^SJ .^^6 .^FJ .S9s

FO ^S 'A9 ^^st ^S9 5^.,' S6^ Y`.^i'

Distancia de Nei (1978)

Figura 13. Distribución de los valores de distancia genética de Nei (1978) entre las 12 poblaciones de
19rnl^^s utilizando 32 mazcadores RAPDs Desv. Típ: Desviación típica.

A continuación se Ilevó a cabo el cálculo de los índices de fijación, el FsT,

obtenido a partir de la heterozigosidad basada en estimadores de frecuencias alélicas

(Weir & Cockerham, 1984), y el ^sT, calculado a partir de los componentes de la

varianza de los datos haplotípicos (Cockerham, 1973), así como sus respectivos

histogramas de frecuencia ( Figura 14).

Así, en la Tabla 7 se muestran los valores FsT de Weir & Cockerham (1984). En

este caso, las poblaciones más aisladas reproductivamente serían los mejillones de M.

edulis de Prince Edward •sland y los de M. calirornianus de Point No Point, con un
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valor de 0.514, mientras que el índice más bajo, de 0.075, se obtuvo entre las

poblaciones canadienses de M. trossulus.

Tabla 7 Valores FsT de Weir & Cockerham (1984) obtenidos a partir de RAPDs en varia_s poblaciones de
mcjillón

Al yduh.c ;1t rhr M gullnrru^^rnrudrs ;11. lrus.cu/u.c

1'er ^lan Pci Pag Bal Vig Aro t;br Bed Esq OIa

D1an 0263 -
Pei 0.181 0.330 -
Pal; 0.360 0.426 0.391 -
Bal 0 248 0.318 0 3S7 0.393 -
Vig 0.227 Q293 0.343 0.357 0148 -
Aro 0 172 0 258 0 28S 0 31 S 0 1 13 0.083 -
Ebr 0 362 0 430 0 4S7 0 420 0 191 0.130 0 227 -
Bed 0.20I 0 235 0 304 0 426 0.340 0.2SS 0 278 0 377 -
Esq 0285 0 349 0 403 0-470 0.427 0.320 0 338 Q439 0 075 -
Ola 0 279 0240 0 401 0 464 0.3SS 0.31 S 0.331 0 426 0.176 0 206 -
Pnp 0.451 0 488 O.S 14 0.473 0.497 0.443 0.456 0 49S 0.431 0 469 0.491

tl nc^ aí chdun.rr.c; Y'er Yerseke; Man: Isle of Man; Pei: Prince Edward Island, Pag Puerto Aguirre. Bal:
Balcobo: Vig: Ría de Vigo, Aro Ria de Arousa: Ebr Delta del Ebro, Bed Bedford Basin; Esq lisyuunalt Lagoon,

Ola 61and Island, Pnp Point No Point

En la Tabla 8 aparecen reflejados los índices ^sT de Cockerham (1973). En este

caso, las poblaciones más aisladas reproductivamente serían la de M. edulis de Isle of

Man y la de M. californiunus de Point No Point (tGsT=0.536), mientras que las menos

serían las poblaciones de las Rías gallegas de Vigo y Arousa (^st=0.026).

Tabla 8 Valores ^sT de Cockerham (19731 obtenidos a partir de RAPDs en varias poblaciones de
mejtllón

M erhrh.^ M rhr M gntlopruwnradr.c ,^1 t. Irre^sulrl^

Yer ltan 1'ci ^ Bal ^'i{; Aro Elrr Bed Fsq Ola

:11an 0203 -
Pei 0 200 0 338 -
Pag 0.316 0 363 0.352 -

Bal 0-246 0300 0.390 0.337 -
^'ig 0213 0 286 0.327 0?93 0 077 -
Aro 0 199 0 229 0 324 0286 0 104 0.026 -
Ebr 0 280 0 389 0.425 0.321 0 119 0.103 0 147 -
Bed 0281 0 306 0.341 0 400 0.381 0 337 0.352 0.418 -
Esq 0.369 0.383 0.424 0 418 0.450 0.388 0.414 0.460 0.076 -
Ola 0.209 0 224 0 332 0.345 0?96 Q267 0.279 0.335 0 126 0.142 -
Pnp 0.442 O S36 O.S13 0.463 O S14 0.461 0.486 0.474 0.497 OS01 0449

,1f. Ŝhr: ,til chilensis; Yer Yerseke; Man: Isle of Man; Pei: Prince Edward Island; Pag Pueno Aguirre, Bal:
Balcobo; Vig: Ría de Vigo; Aro Ria de Arousa; Ebr Uelta del Ebro; Bed: Bedford Basin; Esq Esywmalt Lagoon,
Ola ^land Island; Pnp Point No Point

La principal diferencia observada entre los dos índices es que las poblaciones

menos aisladas reproductivamente entre sí serían las pertenecientes a M. eclulis y M.

trossulits según el estimador de Weir & Cockerham (1984), con un valor de 0.149,

mientras que, mediante el índice <Dsr de Cockerham (1973), serían las correspondientes
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a M. edulis y M. galloprovincialis, con un valor de 0.200, por 0.217 entre las de M.

edulis y M. trossulus. Sin embargo, en ambos casos apareció Point No Point (M.

calirornianus) como la población más aislada reproductivamente. Como se observa en

la Figura 14 las distribuciones son similares y los valores promedio resultaron ser de

0.333 y 0.322 para FsT y^sT respectivamente.

/O / 22 `^ó' ^.^ ^9 ^ 9S s/ s^, 8 ^S 9 2 9 ^ S .^ ♦, O,9 , /^% /9^ ^^.i ^// . ^5f 9r6 p^F , ^9^

O/^ O^ //S /6^ 2/) 16-^
.^20 •ij/ v^1 vj.) J'29

` ^^d ^^9` /g0, /91,?9.i, ^94 ^p.1', ^96, ^3' 999` ^`r0

Distribución de Fsi (Weir & Cockerham, 1984) Distribución de 4>SC (Cockerham, 1973)

Figura 13. Distnbución de los valores de FsT y^çT para las 12 poblaciones de Mynlu.c utilizando 32 marcadores
RAPDs Desv. Típ: Desviacion típica

La estimación del número efectivo de migrantes por generación, Nm (Wright,

1951), entre poblaciones de mejillón del Atlántico Norte, como medida del flujo

genético, fue realizada siguiendo el modelo de migración de Isla (Wright, 1931), a partir

de los valores de FsT. Dicho modelo se basa en una gran población dividida en muchas

subpoblaciones dispersas geográficamente como islas en un archipiélago. Asimismo, se

asume que cada subpoblación es lo suficientemente grande como para que los cambios

aleatorios en las frecuencias alélicas sean imperceptibles, y se considera que ha ocurrido

migración cuando las frecuencias alélicas de los migrantes son iguales a los valores

medios de toda la población. Así, se han calculado los estimadores de flujo según las

siguientes agrupaciones: entre poblaciones atlánticas orientales (Yerseke e Isle of Man -

M. edulis-; Balcobo, Ría de Arousa, Ría de Vigo y Delta del Ebro -M.

galloprovincialis- y ^land Island -M. trossulus-) y occidentales (Prince Edward [sland

-M. edulis- y Bedford Basin -M. trossulus-), el valor de Nm fue de 7.0 (FsT=0.035);

entre M. galloprovincialis, M. edulis y M. trosstdus del Atlántico Norte, fue de 1.8
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Re.cnltudos

(FsT=0.120), entre las poblaciones gallegas (Balcobo, Ría de Vigo y Ría de Arousa) y la

población del Delta del Ebro, el resultado de Nm fue de 4.2 (Fsr=0.056), entre las

poblaciones europeas de M. edarlis (Yerseke e Isle of Man) y las poblaciones gallegas de

M. galloprovincialis, el estimador de flujo genético Nm resultó ser de 3.0 (FS^=0.077) y

entre las poblaciones europeas de M. edrdis y la población de M. trossulus de ^land

Island el resultado de Nm fue de 2.5 (FsT=0.091).

La construcción de los árboles filogenéticos UPGMA y Neighbor-Joining se

Ilevó a cabo a partir de las tres matrices anteriores (Nei, 1978; Fsl de Weir &

Cockerham, 1984 y^sT de Cockerham, 1973) mediante el programa informático de

análisis filogenético PHYLIP. En los dos primeros casos, las topologías UPGMA y

Neighbor-Joining de ambos estimadores resultaron idénticas. En el tercer caso, la

topología resultante mostró algunas diferencias. Para comprobar la fiabilidad de cada

árbol se realizó un remuestreo por el método bootstrap, consistente en 1000 réplicas en

los dos primeros casos y 100 en el tercero.

En la Figura IS se muestra el árbol filogenético generado por el método

UPGMA, en el cual se observa que las poblaciones pertenecientes a la especie M.

ga/loprovincialis se agruparon en un claster, apareciendo como más próximas las

poblaciones de las dos rías gallegas; en otro cluster se agruparon, por un lado las

poblaciones de Yerseke y Prince Edward Island, pertenecientes a la especie M. edulis y,

por otro, todas las poblaciones de M. trossulus y la de Isle of Man. Las poblaciones de

Puerto Aguirre y Point No Point aparecieron más lejanas en otro chrster.

xuo

51^:

Pom^ No Pomi

Pueno Aywrre

Delta del Ebro

Balcobo

Ria de V igo

} M. cnG(orninnus

} .ti1 chilen.ci.c

ti9. Ralloprovincinlis

b63 r.13

^)7'1

xx7

Rla de :^rousa

Oland Island

Bedford Ba.vn

Esqwmal^ Lagoun

Isle of Man

^ M Irn.c.culu.c

ti'erseAe ? ht. edllti.ti

Pnnce Fid^^ad Islmid

Figura I5, Árbol UPGMA (idéntico al de Neighbor-Joining) realizado a partir de una matriz de distanclas de
Nei (1978), obtenida mediante los lun RAPDs seleccionados Este árbol presenta idénuca topologia yue los

generados (UPGMA y Neighbor Joining) a panir de los valores de FsT. Los valores de hurn.crruP, sobre 1000

réplicas, se reflejan en los nodos
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Por otra parte, en la Figura 16 se observa el árbol UPGMA generado a partir de

los valores de ^sT de Cockerham (1973). En él se pudo observar como las poblaciones

de M. edulis y M. galloprovincialis se agruparon en un mismo cluster, mientras que la

población de Puerto Aguirre apareció más próxima a las poblaciones de M.

galloprovincialis y M. ed:dis. Las tres poblaciones de M. trossulus aparecieron

conjuntamente en un cluster distinto, mientras que la población de M. calirornianus de

Point No Point resultó la más divergente.

J
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Delta del Ebro

Balcobo

Oland Island

Bedford Bazw

Esqwmalt Lagoon

^

M. californianus

M. edulis

M. chitensis

M. galtoprovinciatis

A1. trossulus

Figura 16. Árbol UPGMA realizado a partir de los valores de ^sT de Cockerham (1973), obtenida mediante
los /urr RAPDs seleccionados. Los valores de houtcrrop, sobre 100 réplicas, se reflejan en los nodos

En la Figura 17 se puede observar el árbol Neighbor-Joining generado a partir

de los valores de ^sT de Cockerham (1973). A diferencia de la topología anterior, los

mejillones de la población de Isle of Man vuelve a agruparse en el mismo cluster que

las poblaciones de M. trossulus, mientras que vuelven a agruparse, en un mismo

cluster, las poblaciones de M. galloprovincialis y M. edulis. Por su parte, la población

de Puerto Aguirre, aparece más lejana en un cluster aparte y la población de M.

californianus de Point No Point se manifiesta de nuevo como la más divergente.



R^ st(lludn.c

x s

Ji

T

x7

Poim No Powl

Pueno Agwrre

Oland Island

Bed(ord Basm

Esqwmalt Lagoon

Isle o! Man

Yerseke

Pnnce Ed^card Island

Ria de AroLLCa

Ría de Vigo

Balcobo

Delra del Ebro

}
}

^

}

Al. cnhfi^rurnntls

41. chilen.xr.c

bL galloprovmcialis

Figura 17. Árbol Neighbor-Joining realizado a partir de los valores de ^sT de Cockerham (1973), obtenida
mediante los lorr RAPDs seleccionados Los valores de huol.clru^, sobre 100 réplicas, se reflejan en los nodos

Como queda de manifiesto en el presente trabajo, una de las mayores ventajas

que presenta la técnica de RAPDs es la aplicación de programas para el tratamiento

estadístico de los datos (Huff et al., 1993; Stewart & Excoffier, 1996), capaces de inferir

la estructura genética poblacional a partir de dichos marcadores RAPDs. Así, en el

presente estudio también se abordaron: ( i) el análisis de la varianza molecular o

AMOVA (Excoffier et al., 1992), ( ii) el análisis de componentes principales (PCA)

(Esbesen e1 al., 1994) y(iii) el Test de Mantel (Sokal & Rohlf, 1995).

Análisis de la varianza molecular (AMOVA)

Se realiza para analizar una estructura genética definida a priori. En sí, produce

estimadores de los componentes de la varianza y análogos de los estadísticos F(^),

reflejando la correlación de la diversidad haplotípica a diferentes niveles de subdivisión

jerárquica (Excoffier et al., 1992). Por ello, en este trabajo se han realizado diferentes

agrupaciones, tanto taxonómicas como geográficas, para analizar la variación genética.

La primera agrupación consistió en considerar cinco grupos, correspondientes a

las 5 especies, constituídos por cada una de sus poblaciones. Así, el primer grupo sería

M. galloprovincialis, con las poblaciones de Balcobo, Ría de Arousa, Ría de Vigo y

Delta del Ebro; un segundo grupo sería M. edtdis, incluyendo a las poblaciones de

Yerseke, Isle of Man y Prince Edward Island; el tercer grupo fue M. frossulfrs, con
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^land Island, Esquimalt Lagoon y Bedford Basin, el cuarto sería M. chilensis, con la

población de Puerto Aguirre; y el quinto grupo fue M. californianus, con la población

de Point No Point. Como se observa en la Tabla 9, la mayor fuente de variación se dio

entre individuos, con un 62.74%; por el contrario, la variación entre grupos (especies)

fue de un 26.32%, con un valor de P<0.001 en ambos casos. La variación total entre

todas las poblaciones fue de 34.11% (^sT=0.341, P<0.001), disminuyendo hasta

30.82% (^st=0.308, P<0.001) al excluir a M. californianus ( no reflejados en la tabla).

"1'abla 9 Análisis de la varianza molecular (AMOVA) para individuos pertenecientes a las diferentes
poblaciones de mejillón, agrupadas en cinco especies

Fuente de variación g.l.
Componente
de variación

%total de
variación

Estadístico
^ P

Entre grupos 4 1.823 26 32 NcT 0.263 <0.001
F:ntre poblaciones dentro de los grupos 7 0.7gg 10.95 Nsr 0.149 <0.001
Dentro de las poblaciones 330 4.344 62.74 cpsT 0.373 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: prohabilidad de encontrar, al azar, un componente más extremo de variación. Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 permutaciones

La siguiente agrupación consistió en considerar cuatro grupos en lugar de cinco

como en el caso anterior. La única diferencia consisitó en considerar la población de

Puerto Aguirre como M. edtrlis o M. galloprovincialis. En la Tabla 10 se observan unos

resultados muy similares para ambas agrupaciones: la variación entre grupos disminuyó

hasta un 23.19% y 23.06%, mientras que la variación interindividual se mantuvo en un

62.42% y 62.21%. Aumentando, por lo tanto, la variación entre poblaciones dentro de

las especies hasta un 14.39% y 14.73% respectivamente. En todos los casos, P<0.001.

Tabla 10 Análisis de la varianza molecular (AMOVA) para individuos pertenecientes a las diferentes
poblaciones de mejillón, considerando la población chilena como M. edulis o M. galloprovincialis

_ Fuente de variación g.l.
Componente
de variación

% total de
variación

Estadístico
cp P

M. chilensis como M. edulis

Entre grupos 3 1.614 23 19 ^cT 0.232 <0.001

Entre poblaciones dentro de los grupos 8 1.002 14.39 cpsr• 0.187 <0.001
Dentro de las poblaciones 330 4.344 62 42 d>sT 0.376 <0.001

M. chilensis como M. galloprovincialis

Entre grupos 3 I.610 23.06 cpcT 0.231 <0.001
Entre poblaciones dentro de los grupos 8 L029 14.73 ^sc 0.191 <0.001
Dentro de las poblaciones 330 4.344 62 21 ^sT 0.378 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: probabilidad de encontrar, al azar, un componente más extremo de variación Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 permutaciones
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Debido a lo obtenido en los dos análisis anteriores, se Ilevó a cabo un tercero

consistente en realizar dos grupos, por un lado M. edulis o M. Kalloprovinciulis,

incluyendo a todas sus poblaciones, y por otro M. chilensis. Los resultados (Tabla 11)

indican que la variación debida a la diferencia entre estos dos grupos (M. ed:rli.s y M.

chilensis) fue de 15.93%, entre poblaciones dentro de los grupos fue de 19.84% y la

variación entre individuos fue la más elevada, con un 64.22%. En este caso, la variación

total entre las cuatro poblaciones analizadas fue de 29.35% (^sT=0.294, P<O.OOI),

mientras que para las tres poblaciones de M. edulis fue de 24.11% (^sT=0.241,

p<0.001) (no reflejados en la tabla). En la misma tabla se puede observar como al

comparar la población de Puerto Aguirre con las cuatro de M. Ku!loprovinciulis,

aumentó la variación entre los grupos hasta un 29.24%. Para ambas agrupaciones, el

valor de significación fue de P<0.001.

Tabla 11 Análisis de la varianza moleculaz (AMOVA) para individuos pertenecientes a poblaciones de
M. edulis. M. ga//oprovinciahs v .1/. chi/ensis

Euente de variación g.l.
Componcnte
de variacirin

% total de
variación

Iatadístico
^ P

Entre M. edulis y ti1. chilensis

Entre grupos I I.026 I5.93 ^rT 0.159 <0.001

Entre poblaciones dentro de los grupos 2 1.279 ly 84 ^st 0.236 <0.001

Dentro de las poblaciones 101 4.139 64.22 msi 0.358 <0.001

F:ntre M. galloprovincialis y M. chilensis

Entre grupos I 2.06^ 29.24 ^ti 0.292 <OA01

Entre poblaciones dentro de los grupos 3 0.536 7.59 ^sr 0.107 <0.001

Dentro de las poblaciones 138 4.462 63.17 ^si 0.368 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: probabilidad de encontrar, al azar, un componente más extremo de variación Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 pennutaciones

Debido a la ambigua posición de la población de Isle of Man, se Ilevaron a cabo

dos análisis. En el primero se formaron cuatro grupos: M. gal/oprovincia/is con sus

cuatro poblaciones, M. edulis incluyendo a las poblaciones de Yerseke y Prince Edward

Island, un tercer grupo fue la población de Isle of Man y por último, M. trosstdus con

sus tres poblaciones. En la segunda agrupación, la única diferencia con la anterior fue

considerar a la población de Isle of Man como parte del grupo de M. ecl:rlis. Los

resultados obtenidos (Tabla 12) mostraron como, en el primer caso, la variación entre

grupos fue de un 23.60% y entre poblaciones dentro de los grupos fue de tan sólo un

9.28%. En la segunda estructura analizada, la diferencia observada fue una disminución
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de la varianza entre grupos hasta un 21.56% y un aumento de la varianza entre

poblaciones dentro de los grupos hasta un 1 1.68%. En ambas agrupaciones P<0.001.

Tabla 12 Análisis de la varianza molecular (AMOVA) para individuos pertenecientes a las diferentes
poblaciones de mejillón, considerando la posición ambigua de la población de Isle of Man

Fuente dc variación g.l.
Componente
de variación

% total de
variación

Estadístico
^ p

Isle of Man aparte

Entre grupos 3 1.525 23.60 ^cT 0.236 <0.001
Entre poblaciones dentro de los grupos 6 0.599 9 28 ^sc 0.121 <0.001
Dentro de las poblaciones 200 4.334 67 12 d^sT 0.329 <0.001

Isle of Man como M. edulis
Entre grupos 2 1.399 2 L56 ^cT 0.216 <0.001
Entre poblaciones dentro de los grupos 7 0.758 11.68 Q^sc 0.149 <0.001
Dentro de las poblaciones 200 4.334 66.76 ^ST 0.332 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: probahilidad de encontrar, al a7ar, un componente más extremo de variación. Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 permutaciones

A continuación se analizó la estructura genética a nivel de las poblaciones de M.

galloprovincialis comparando, por un lado, la varianza entre las cuatro poblaciones y,

por otro, entre las poblaciones gallegas y la del Delta del Ebro. En la Tabla 13 se

muestran los resultados, en los cuales se observa como la variación entre las cuatro

poblaciones de M. galloprovincialis fue de 10.54%, y entre las poblaciones gallegas esta

variación disminuyó hasta un 8.68%. En ambos casos, la mayor parte de la variación fue

atribuida a los individuos, con un 89.46% y un 88.05% respectivamente. EI índice para

las tres poblaciones gallegas fue de ^sT = 0.050 (P<0.001) (no reflejado en la tabla).

Tabla l3 Análisis de la varianza molecular (AMOVA) paza individuos pertenecientes a las diferentes
poblaciones de M. galloprovincialis

Fuente de variación g.l.
Componente
de variación

%total de
variación

Estadístieo
^ P

Entre poblaciones de M. ga!loprovincialis

Entre poblaciones 3 0.517 10.54 NsT 0.105 <0.001
Dentro de las poblaciones I 18 4.386 89.46

Gallegas vs Delta del Ebro
Entre grupos 1 0.163 3 27 ^cT 0.033 <0.001

Entre poblaciones dentro de los grupos 2 0.433 8.68 d>sc 0.090 <0.001

Dentro de las poblaciones 118 4.386 88.05 ^sT 0.119 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: prohabilidad de encontrar, al azar, un componente más extremo de variación. Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 permutaciones
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EI análisis de la estructura de las poblaciones de M. trnssuhr.c, reveló un

componente de variación entre las tres poblaciones de 13.95% (^si=0.140), superior al

de las poblaciones de M. galloprovincialis (10.54%, ^st=0.105), pero inferior al de las

poblaciones de M. edrdis (24.11%, ^sT=0.241). Asimismo, la variación entre individuos

fue de 86.05%, con un valor de significación en todos los casos de P<0.001.

Finalmente, se analizó la variabilidad de otras tres estructuras genéticas

diferentes: entre las poblaciones europeas de M. edulis (Yerseke e Isle of Man) y la

población europea de M. trossulus (^land lsland), entre las poblaciones gallegas de M.

galloprovincialis ( Balcobo, Ría de Arousa y Ría de Vigo) y las poblaciones europeas de

M. ed:rlis, y entre las poblaciones atlánticas orientales (Yerseke e Isle of Man -M.

edulis-; Balcobo, Ría de Arousa, Ría de Vigo y Delta del Ebro -M. i;alloprovincialis- y

^land Island -M. trossnlns-) y occidentales ( Prince Edward Island -M. ednlis- y

Bedford Basin -M. trossrdus-). EI mayor componente de variación (Tabla 14) ocurrió

entre individuos dentro de las poblaciones, con unos valores de 77.39%, 72.98% y

69.74% (P<0.001 en todos los casos) respectivamente. EI componente de variación

entre grupos fue de 3.18% (P<0.321) para el primer caso, l6. I 5% (P<0.001) para el

segundo y 7.73% (P<0.050) para el tercero. Por otra parte, la varianza entre todas las

poblaciones atlánticas fue de 26.87% (^sr=0.271, P<0.001) ( no reflejado en la tabla).

"I'abla l4 Análisis de la varianza molecular (AMOVA) para individuos pertenecientes a las dit^rentcs
poblaciones atlánticas de mejillón

Componente % total de

Fuente de variación Q.I. de variación variación
Fatadístico

^ P

,^LI. edulis europeas vs M. trossulus sueca

Entre grupos I 0.191 3.18 ^r^T 0.032 <0.321

Entre poblaciones dentro de los grupos I I.170 I 9.44 ^sc 0.201 <0.001

Dentro de las poblaciones 77 4.657 77.39 ^si 0.226 <0.001

Poblaciones gallegas vs M. edulrs europeas

Entre grupos I 0.998 I 6.15 ^c T 0.162 <0.001

Entre poblacíones dentro de los grupos 3 0.671 10.87 ^sc• 0.130 <0.001

Dentro de las poblaciones 139 4.509 72.98 ^sT 0.270 <0.001

Atlánticas orientales vs occidentales
Entre grupos I 0.485 7.73 ^c-r 0.077 <0.050

Entre poblaciones dentro de los grupos 7 I.412 22.52 ^sc 0.244 <0.001

Dentro de las poblaciones 260 4.373 69.74 ^sT 0.303 <0.001

g.l.: grados de libertad; P: probabilidad de encontrar, al azar, un compunente más extremo de variación Los valores
de significación están basados en una distribución nula de 1000 permutaciones
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Análisis de componentes principales (PCA)

Es un método de obtención del factor principal, el más influyente, que explique

la mayor parte de la varianza de las variables. Una vez obtenido este factor principal, se

fe resta a las distintas variables y, sobre la variabilidad restante, se elige la segunda

componente principal con el mismo criterio, y así sucesivamente. A diferencia del

AMOVA, no se parte de una estructura genética definida a priori.

En el presente estudio se realizó un análisis inicial con los 342 individuos de las

12 poblaciones de mejillón. Los cinco primeros factores principales explicaron un

50.6% de las variaciones entre las muestras. Así, en la Figura 18 se pueden observar

dos grupos claramente separados por los componentes 1 y 2: la población de Point No

Point de M. californianus y, por otro lado, el resto de poblaciones de Mytilus. Ambos

componentes principales explicaron un 23.8% y un 10.2% de la variación total

respectivamente.

,6

,4

^2 M. c^difornimrus

t•
-,0 • •

= t •

-,2

-,4

-,6

-,6 -,4 -,2 -,0 .2 ,4 ,6 ^8 I,0

Componente 1

Resto de poblaciones dc
Llt^litus

. M. californianus

^ Resto de poblaciones

Figura 18. Análisis de componentes principales de los 342 individuos pertenecientes a las 12 poblaciones de Myniu.c
utilizando 32 marcadores RAPDs.
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A partir de la gráfica anterior, se intentó caracterizar la información contenida en

la nube de puntos correspondiente al resto de poblaciones de Mvtihrs. Así en la Figura

19, en la cual se muestra el análisis de los 318 individuos restantes, se pudo observar

cómo los componentes I y 2, los cuales explicaron el 25.4% y el 10.8% de la

variabilidad total respectivamente, dividieron la muestra en tres grupos (M. edtrlis, M.

Ka!loprovincialis y M. trosszdus). Además, en la misma gráfica se puede comprobar

como la población de Isle of Man apareció parcialmente dispersa entre el grupo de M.

edzrlis y el de M. trossirhrs, y la población de Puerto Aguirre ( M. chilensi.r) no se

diferenció con claridad de los grupos de M. edtdis y M. gaUoprovincialis. En este caso,

los cinco primeros componentes principales explicaron el 52.2% de la variabilidad total.

'6 h1. gnlloprorincinlis

Y

1^ ^♦ ^^
^ a^ ♦ ^^^

11. e•rluli^

-,6 -,4 -,2 -,0 ,2 ,4 ,6 ,8

. .11 et/uhs

. .11 chilensis

^_ Isle of Man

^ M. Ra!lopronvincialis

^ A4. trossulus

Componente 1

Figura 19. Análisis de componentes principales de 318 mdividuos pertenecientes a 1I poblaciones de tifinlu.c,

excluyendo a la poblacitin de Point No Point (M. rol{/ornrcrnu.cl, u[ilizando 32 marcadores RAPDs La elipse

discontinua engloba a los individuos de Isle of Man.

A continuación, se trató de aclarar la situación de la población de Puerto Aguirre

y de Isle of Man. Como se observa en la Figura 20a, los componentes 1 y 2, que

explicaron un 34% y un 9.6% de la variabilidad total respectivamente, separaron

claramente la población de Puerto Aguirre del resto de poblaciones de M. ed:dis. En este

caso, los cinco primeros componentes explicaron un 61.7% de la variación total.

1 /. 1rw ^ u lrn
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Por su parte, en la Figura 20b se pudo apreciar como la población de Isle of

Man apareció parcialmente dispersa entre los grupos de M. trosstthts y M. edidis,

gracias a la separación mediante el componente l, que exp(icó un 27.6% de la

variabilidad, y el componente 2, que explicó un 12.8%. En esta clasificación, los cinco

primeros componentes explicaron un 55.8% de la variación total.

(a)

. .til. chilensis

M. edulis

Componente I

,6 7

,2 ,4 ,6 R

^s^e nf ^tau
(b)

. Af. edulis

^ Isle of Man

^ M.trossulus

N

^
C

Ŝ

^

O
:1^. e[l/I%1.1

:^^. lr(11'.111l111

",g+- ^ ^ ^

-,8 -.6 -,4 -,2 -.0 '

Componente 1

Figura 20. AnáGsis de componentes pnncipales de a) 105 individuos pertenecientes a las poblaciones de M cduA.c y
la población de M chllrneec de Puerto Aguirre • de b) 175 individuos pertenecientes a las poblaciones de M edufr.c y
ti4. rrn.c.cuhr.c, utili^ando 32 marcadores RAPDs
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Los análisis de componentes principales para las cuatro poblaciones de M.

Kalloprovincia/is y las tres de M. lrossuhrs no revelaron ninguna agrupación clara,

apareciendo todas las poblaciones de manera más bien dispersa. En el caso de las

poblaciones de M galloprovincialis el primer factor explicó un 42.3% de la variación

total, por un 6.1% el segundo, mientras que para las poblaciones de M. trossulus, el

primer factor explicó un 37.1 % y el segundo un 7.4% de la variación total.

Además, se realizó el análisis de componentes principales a partir de los valores

de frecuencias alélicas. En este caso, los cinco primeros componentes explicaron el 87%

de la varianza total. La representación espacial de las frecuencias (Figura 21), en la que

los componentes 1 y 2 explicaron un 47.8% y un I6.1% de) total de la variabilidad

respectivamente, reveló la existencia de dos grupos: por un lado el correspondiente a las

formas del complejo "M. edulis" y, por otro, la especie M calirornianus de Point No

Point. A su vez, las formas del "complejo M. ed:dis" aparecieron agrupadas por

poblaciones correspondientes a cada una de las tres formas, salvo en el caso de la

población de M. chilensis, ligeramente desplazada hacia la izquierda en el eje X, e

intermedia entre las poblaciones de M. galloprovincialis y M. edulia•, y la población de

M. edulis de Isle of Man, en posición intermedia entre las de M. ec/ulis y M. Iross:rhrs.

^ Af. edrdis

,4 ^ .11 chilensis

. ,1l. ga!loprovincialis

. dl.rrossulus

-,0

N 2

N

Ŝ
N

O -,4
a
E
0
U -,6

PaK

^ ^ ^ k;d
:^ \i ^,

-,4 -,2 -,0 ,2 ,4 ,6 ,8

Componente I

10

A1. crdijornianus

Figura 2I. Análisis de componentes pnncipales basado en los valores de frecuencias alélicas, a partir de 32
marcadores RAf Us
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Análisis de correlación -Test de Mantel-

EI Test de Mantel ( Sokal & Rohlf, 1985) es un análisis estadístico de

correlación. En el presente trabajo se han analizado dos posibles correlaciones: una a

nivel de las matrices de distancia genética y geográfica entre poblaciones de mejillón

del océano Atlántico, y otra entre las matrices correspondientes a los dos índices de

fijación utilizados en este estudio, el Fs1 de Weir & Cockerham (1984) y el ^sT de

Cockerham (1973).

La matriz de distancias genéticas utilizada fue la de Nei (1978), según se refleja

en el apartado 2.4, y las distancias geográficas (Tabla 15) fueron calculadas, de manera

aproximada, mediante una herramienta de medición incluida en un paquete informático.

Tabla IS Valores aproximados de distancia geogrática (Km)
entre varias poblaciones de mejillón del Atlántico Norte.

Yer Man Pei Bal Vig Aro Ebr Bed
Man 1346 -
Pei 5000 4300 -

Bal 1365 1200 4300 -
Vig 1565 1400 4380 200 -

Aro 1544 1379 4360 179 55 -
Ebr 3445 3280 5810 2080 1880 1935 -

Bed 5820 4336 480 4200 4250 4240 5800 -

Ola 1570 2675 6500 2800 3000 2979 4880 6600

Ver: Yerseke; Man: Isle of Man: Pei Prince Edward Island; Bal: Balcobo: Vi^: Ría
de Vigo; Aro Ría de Arousa; Ebe Delta del Ebro; Bed: Bedford Basin; Ola ^land
Island

Para evaluar la correlación entre las distancias genéticas y geográficas se

establecieron dos grupos, por un lado, todas las poblaciones atlánticas y, por otro,

solamente las poblaciones atlánticas europeas. Para el primer caso, se obtuvo un valor

de correlación r= 0.43 (p<0.021), mientras que para las poblaciones europeas, el valor

de correlación fue de r= 0.78 (p<0.004). En ambos casos, se utilizaron 1000

permutaciones para apreciar la significación del test.

En cuanto al análisis de correlación correspondiente a las matrices de los dos

índices de fijación, se obtuvo un valor de r= 0.91 (p<0.001), utlizando, al igual que en

los casos anteirores, 1000 permutaciones para evaluar la significación del test.
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3. ANÁLISIS PRELIMINAR DE LA HEREDABILIDAD DE LOS RAPDs

Tras realizar cruzamientos entre cuatro individuos macho y seis individuos

hembra de la población de M. galloprovincialis de Balcobo, e inducir posteriormente el

desove, se Ilevaron a cabo amplificaciones, con los siete primers seleccionados, en

larvas de cada uno de los cruces para comprobar la existencia de un patrón de herencia

mendeliano en los marcadores RAPDs. Para ello, se comprobó si en el patrón de bandas

de la descendencia había algún fragmento que no estuviese presente en el patrón de los

progenitores, los cuales también habían sido amplificados previamente con los mismos

primers ( Figuras 22 y 23). Asimismo, se pudo comprobar la existencia de un posible

candidato a marcador sexo-específico, el loct^s ABA-OS-780, puesto que sólo lo

amplificaron los individuos macho de esta población de Balcobo.

,1B.4-02 ABA-OS ABA-07 ABA-10

M C.^I Cr2 (3± C^4 (^I C^2 C)'± C^4 (.^I C^2 C^Ŝ C^4 (^l C.7'? C^i C^4 M

1000 ^

500 -- •

A 69-06 A69-07 ^69-I2

M C^I (^? C^Ŝ OT4 t^l C^2 C^3 C^4 C^I C^2 ^i C^4 M

I 000^

500 ^

Figura 22. Ampliticación, mediante los siete ^nmec^ seleccionados, de cuatro individuos macho
pertenecientes a la población de Balcobo En el recuadro aparece el posible lurr^.e sexo-especitico
de 780 pb M: Marcador de I OOpb.
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,^B:v-oz ^e,*,-os a6:^-m ,^B:v-to

M +^+Z+3^+S+b+tt`+^+5+^^+^+`^^+5+^+^^^^+s+RM

I 000 -f

500 ^

A 69-06 A B9-07 AB9-12

M ^^ ^2 ^ ^ ^5 ^ ^^ ^2 ^ ^ ^5 ^ ^^ ^^ ^ ^ ^5 { M

1000^

500 ^

Figura 23. Amplificación, mediante los siete prrmern seleccionados, de seis individuos
hembra pertenecientes a la población de Balcobo. Notar que no aparece el fragmento de 780
pb que sí ampliticó en machos con el pnmcr ABA-O5 M: Marcador de 100pb.

Como resultado de todas las amplificaciones Ilevadas a cabo en cada una de las

larvas ( 12 larvas/primer/cruzamiento), se observó la presencia de dos fragmentos, uno

de 100 pb y otro de 1100 pb, obtenidos con los primers ABA-07 y AB9-12

respectivamente ( Figura 24). Estos loci no aparecieron en los progenitores, pero

tampoco habían sido tenidos en cuenta anteriormente a la hora de seleccionar los loci

RAPDs utilizados en este trabajo, puesto que no cumplían con el criterio de

reproducibilidad. Así, si sólo se consideran los fragmentos reflejados en la tabla de

frecuencias, como el ABA-07-400, AB9-12-520, A69-12-750 o el AB9-12-900, se

podría constatar que no existe ninguna banda en la descendencia que no aparezca en los

progenitores. Por su parte, el locus AB9-12-350 reveló que el macho número 1 era

heterozigoto para este locus, puesto que en su descendencia, originada a partir del

cruzamiento con la hembra 4 homozigota nula, hubo individuos que no presentaron este

fragmento ( Figura 24).
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^u ^-o^

M C^I \ ^3

1000^

500 ^

100 -Ŝ

I 100 ^

SOU Ŝ

^nv-I:

M ^I \ ^ C^I X ^5

Figura 24. Bandas no parentales de 100 v I 100 pb, obtenidas con los pnmcrs ABA-07 y
AB9-I? respectivamente, amplificadas en larvas procedentes de varios cruces entre individuos
machos y hembras de la población de M^ulloprovmc^,c,h.+ de Balcobo M11: Marcador de
IOOpb

4. .4PLICACIÓN DE MARCADORES RAPDs A OTRAS POBLACIONES DE
M E.11 LLÓN

4.1 Mylilus gulloprovincinlis y M. coruscus de Japón (Bahía de Otsuchi)

En el presente estudio, también se han Ilevado a cabo amplificaciones, mediante

los siete primers seleccionados, en seis individuos de M. galloprnvincialis y quince

individuos de M. coruscus de la Bahía de Otsuchi, Japón. Dichas amplificaciones

fueron realizadas por duplicado para asegurar las condiciones de reproducibilidad. La

matriz binaria de presencia-ausencia no ha sido modificada en cuanto a la adición de

nuevos loci, debido a que no se ha podido conseguir un número significativo de

individuos. De este modo, para su análisis, tanto descriptivo como preliminar, sólo se

tuvieron en cuenta los 32 loci RAPDs previamente seleccionados.

En la Figura 25 se muestran las amplificaciones correspondientes a los primers

del kit ABA. Así, con el primer ABA-02 ambas especies amplificaron los fragmentos

de 1050 pb y 850 pb, no apareciendo en ningún caso la banda de 580 pb, característica

de las poblaciones de M. galloprovincialis de la Península Ibérica. Con el prinrer ABA-

05, se obtuvieron los fragmentos de 975 pb, 465 pb y 390 pb en ambas especies; sin

embargo, tan sólo en tres de los quince individuos de M. cor:^sctes amplificó el

fragmento de 780 pb. EI primer ABA-07 amplificó el fragmento de 475 pb en ambas



;1 nálisis de marcadores RAPDs en el ^énero ,4ivtilus

especies, mientras que el de 400 pb sólo se obtuvo en los individuos de M.

galloprovincialis y en uno de M. coracscus. EI primer ABA-10 amplificó en los seis

individuos de M. galloprovincialis y en doce de M. coruscus el fragmento de 400 pb.

ABA-0?

^ a7s

975 --Ŝ

Y1

ABA-OS

1050^
S50 -Ŝ

ABA-07

M M. galLt- M- corv.rctt.c

aoo^

390^

400^

ABA-10

M. galla. M curuscus

^ 780

F-465

Figura 25. Amplificación de individuos pertenecientes a las poblaciones japonesas de M
gu[(npruvrnc'ruLs y M cunr.ecm.r con los pnmer.c a) ABA-02, b) ABA-0^, c) ABA-07 y d) ABA-10_ M.
ga!!o: M^;a!(uprnvrnc•rulr.c; M: Marcador de I OOpb

Mediante los primers pertenecientes al kit AB9 (Figura 26), se pudo comprobar

que el AB9-06 no amplificó los fragmentos de 500 pb y 700 pb seleccionados en este

estudio, y sí un fragmento monomórfico de 600 pb en todos los individuos. EI AB9-07

originó, en individuos de ambas especies, los fragmentos de 325 pb, 500 pb y 550 pb,

así como un fragmento de ^250 pb que no era reproducible. Por último, el primer A69-

12 amplificó el fragmento de 900 pb en varios individuos de ambas especies.



Restf/luclo.ti'

aBe-ob
Al. };nlln. hi canusna

600 -^

900^

550^

325 -^

AB9- I _'

f 500

Figura 26. Amplificación de individuos pertenecientes a las poblaciones ^aponesas de AL
};u!/orruvlnclu/c^ y iLl cunccctl.r Con los pnmrY.^ a) AB9-06, b) A49-07 y c) A69-13 M. gal/ot A/.
^ofloprovtnclulcc; M: Marcador de IOOpb

Para realizar un análisis preliminar de estos resultados, se aplicó el método de

componentes principales incluyendo las dos especies de Japón. Así, en la Figura 27 se

puede observar como ambas especies aparecen mezcladas en la nube de puntos con la

población de Point No Point. Los componentes I y 2 explicaron un 22.5% y un 9.8% de

la variación total respectivamente. Los 5 primeros un 49.6%.

s

6

a

-.o

N -
v ._

Ŝ
N
C

á -'`^
E
0
U -.6

-,6

^^Be-o^

. A^. CCIIlfOY111G111lS

^ .bL galloprovrnclaNs(Japón)

. Ai COY!lSCIlS

^ Resto de poblaciones

Componente 1

Figura 27. Análisis de componentes principales de 363 individuos pertenecientes a 14 poblaciones de

bh nhr.c, incluyendo a las especies de Japón, utilizando 3? marcadores RAPDs

-79-
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A continuación, se llevó a cabo el mismo análisis pero sólo teniendo en cuenta

las cuatro poblaciones de M. galloprovincialis de la Península Ibérica, las dos especies

de Japón (M. coruscus y M. galloprovincialis) y la población de M. californianus de

Point No Point. Así, según se observa en la Figura 28, los componentes 1 y 2, los

cuales explicaron un 3 LS% y un 10.6% de la variación respectivamente, separaron tres

grupos claramente diferenciados, por un lado las dos especies de Japón, por otro las

cuatro poblaciones de M. galloprovincialis de la Península Ibérica y, finalmente, la

población de Point No Point. En este caso, las cinco primeras componentes explicaron

el 58.2% de la varianza total.

1L ^nNu/rrurinriuli.^
de la P. Ibérica

- ,o

M. gn!loprovincirdis Y
1 L ^ ^^nnrrn de Japón

a 6 ,s to

^ M. calfornianus

^ M. galloprovincialis (Japón)

. M. coruscus

. M. gal/oprovincialis. (P. Ibérica)

Componente I

Figura 28. Análisis de componentes principales de 167 individuos penenecientes a las poblaciones

de Point No Point, las cuatro poblaciones de M galloprovrncrolr.c de la Península Ibériea y las dos

especies de Japón, utilizando 33 marcadores RAPD

4.2 Perna canaliculus de Nueva Zelanda (Golden Bay)

Por otra parte, también se realizaron amplificaciones en 30 individuos

pertenecientes a la población de P. canaliculzrs de Golden Bay con los primers ABA-02,

ABA-O5, ABA-07 y ABA-10. En este caso tampoco se ha tenido en cuenta esta especie

a la hora de procesar la matriz binaria de presencia-ausencia, puesto que se trata de una

especie no congenérica con las demás, con lo que los fenómenos de comigración

podrían ser mucho más frecuentes. Por lo tanto, en el presente trabajo se trató de buscar

algún marcador o patrón de bandas que permitiese identificar esta especie con el fin de

-80-
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evitar un posible fraude comercial. De este modo, los individuos de P. c•onulicuhts

amplificados con el primer ABA-02, nunca mostraron el fragmento de 580 pb

característico de todos los individuos de las cuatro poblaciones de M. galloprovinciulis;

con el primer ABA-O5, la población de P. canalicultts tampoco amplificó el fragmento

de 975 pb, presente con una elevada frecuencia en las poblaciones de M.

galloprovincialis. Por el contrario, como se observa en la Figura 29, todos los

individuos de Golden Bay mostraron un patrón característico comprendido entre -700

pb y 800 pb al ser amplificados con el primer ABA-07, además de no presentar el

fragmento de 400 pb característico de las demás poblaciones analizadas. Dicho patrón

de amplificación no se observó en ninguna de las demás poblaciones analizadas en este

trabajo.
.auA-o^

MG ME MC PC

M.4ro Ebr Yer Pei Pag Gba nt

0

1000 --^

500^

0

Figura 29. Amplificación, con el ^nmrr ABA-07, de individuos pertenecientes a disuntas

poblaciones de mejillón En el recuadro aparece el patrón de amplificación de !'. runrdauhrs

MG: b4. }^ullnrruvrncvulte; ME: M. e•dultc; MC: ÁL rhden.ci.c; PC: /'. runuhrnln.c; Aro: Ría de

Arousa; Ebr: Delta del Ebro; Yer: Yerseke; Pei: Prince Edward Island, Pag: Puerto Aguirre;

Gba: Golden Bay: M11: Marcador de 100pb.

5. ANÁLISIS DE SECUENCIAS DE FRAGMENTOS RAPDs

En el presente trabajo, se Ilevó a cabo el análisis de las secuencias de algunos de

los loci RAPDs seleccionados, con la finalidad de estudiar sus características, buscar

alguna posible homología en las bases de datos y, si fuese posible, diseñar marcadores

SCAR para identificar alguna de las poblaciones y/o especies objeto de estudio.

La selección de los fragmentos fue Ilevada a cabo en función de su frecuencia en

cada una de las poblaciones analizadas. Así, los loci seleccionados fueron los

siguientes: el ABA-02-580 de la población de la Ría de Arousa; el ABA-07-b I S de

Prince Edward Island, Isle of Man, Bedford Basin, ^land Island y Esquimalt Lagoon; el
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ABA-07-400 de Balcobo; el ABA-10-500 de Balcobo; el AB9-06-850 de Prince

Edward Island y ^land Island; el AB9-O6-700 de la Ría de Arousa, Balcobo, Prince

Edward Island, Isle of Man, Yerseke, Puerto Aguirre, Bedford Basin, Esquimalt Lagoon

y ^land Island; el AB9-06-500 de la población de Point No Point y el AB9-07-1000 de

Prince Edward Island.

EI locus A BA-02-580 apareció fijado en todas las poblaciones de M.

galloprovincialis. Por ello, y aunque se ha manifestado con distinta frecuencia en cada

una de las 8 poblaciones restantes, se Ilevó a cabo su secuenciación en individuos de la

población de M. galloprovincialis de la Ría de Arousa. Como resultado, se obtuvo una

secuencia consenso de 592 pb (N° Acceso Genbank AJ315480) (Figura 30), con una

proporción de adenina-timina del 63.24%. Su comparación con las bases de datos de

ácidos nucleicos del EMBL y del Genbank no reveló ninguna homología significativa

con ninguna de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas registradas.

--A8.9-OZ--^ S8^-^^. ^ * 40 * 60

TC^.C.G.A^SxC^...G,T1G.S^GAGGAG AAAAAAATCT CAGAGGAAAT TTTTTGGACT TAAAAAACAT

CCAAGCT NAGG

* 60 * 100 * 120

AAAATAAGTG TTAAATACAC TTTTTAAAAC GGTCCCTGGC GTGGGACATG TATATTCTAT

* 140 * 160 * 180

AGTTGCTGTA AAGTGTTAGG GTTGGACATT TTTTATGCTT TTTTTCCCTA TTGATTGGCT

* 200 * .... ...............^......^ * 240

ATCATAAATG ATAGTATGGA TTCCAAAGCT ATGTACTGAT ATATTTGATG TGGGAATTGT

* 260 * 280 * 300

CAGTAAAAAA TAGTCATGGA AAAATTCTCG TTTGTTGTAT GTTTAATAAG TTAGCATAAC

* 320 * 340 * 360

GTCACAGATG TCTTGTAAAC AAGAAATACG CCGGGCTATT CGATGATTTA CAATACGACC

^ * 400 * 420

GACACGAGTT AAAAAAGTCA AACAAGCCAT TTTTATCCAA ATGTTTGATT GATATGTTTC

* 440 * 460 * 480

ATCCAACAGA ATTAAGGGAG GTGAGGGGTT CCAAATCAAC CAAAGGCTAC GAATGAGTCT

* 500 * 520 * 540

GAAATGACAA CGAATCTGTG AAGACGCGTC GACAAATGGG GACATAAAGG CCACACTCAG

, s^n-^R ^ ^ ....^ * s9z......................
CAGTCAGGTT GCAGTCTGGT CTTGAAAAAA GTATTCAATA TATCpGCTCG GCA

/------------
ABA-02

Figura 30. Secuencia consenso de 592 pb obtenida a partir de tres clones de diferentes individuos de la Ría de
Arousa, en la cual se indican los pnmcc, 580-1 F y 580-1 R y el pnmer original de RAPD ABA-02. En el rectángulo
de trazado discontinuo aparece, con una homologia del 82%, una secuencia complementaria de la caja B
(GGTTCGANTCC) de los promotores internos de los genes del ARNt Las flechas continuas indican las repeticiones
directas y las de puntos las inversas.
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A partir de esta secuencia se diseñaron, una pareja de primers, el 580-IF (S"-

GAG CTG AGC GAG GAG A-3") y 580-I R(5"-ACC AGA CTG CAA CCT GA-3"),

para obtener marcadores SCARs que permitiesen diferenciar M. Ralloprovincialis de

otras especies de mejillón. Después de Ilevar a cabo la amplificación en 40 individuos

de la población de la Ría de Arousa (M. galloprovincialis), 40 del Delta del Ebro (M.

galloprovincialis), 28 de Prince Edward Island (M. edu/is), 34 de Yerseke (M. edldis),

33 de Puerto Aguirre (M. chilensis) y 30 de Golden Bay (P. canalicul:rs), los resultados

obtenidos (Figura 31) mostraron la aparición de un fragmento de 555 pb presente en

todos los individuos (100%) de la población de M. ^alloprovincialis de la Ría de Arousa

y Delta del Ebro, en 5 indiviudos (17.85%) de la población de M. edtdls de Prince

Edward Island, en 2 de M, ed:rlis de Yerseke (5.88%), en 3 de M. chilensis de Puerto

Aguirre (9.09%) y en ningún individuo de la población de P. canalicultcs de Golden

Bay.

.41. ,^ol AL eJu d1. chi P ron

M Aro

I 000^

555 ^

Yer Pei Pag Gba M

Figura 31. Marcadores SCARs en geles de agarosa al I 5°0 obtenidos a
partir de la ampGticación con los pnmecc 580-IF y 580-IR en diferentes
mdividuos pertenecientes a distintas poblaciones de mejillón tif. l;^d M.
^ullnpruwnriul^.r; M. cdu. M cd^^h.e; M c^hc M. rhden.cc^; P. can_ 1'.
cunul^c^^l^^.c; Aro: Ría de Arousa; 1'er: Yerseke; Pei: Pnnce Edward Island;
Pa^: Puerto Aguirre, Gba: Golden E3a}. M: Marcador de IOOpb.
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EI locus ABA-07-400 también fue secuenciado a partir de tres clones de tres

individuos de la población de M. galloprovincialis de Balcobo. La secuencia consenso

obtenida ( Figura 32) constó de 410 pb, con una proporción de adenina-timina del

63.41%, y su comparación con las bases de datos de ácidos nucleicos del EMBL y del

Genbank no reveló ninguna homología significativa con ninguna de las secuencias

nucleotídicas registradas. A nivel aminoacídico, sí apareció cierta homología con la

NADH deshidrogenasa de Petromy^on marinzrs, mostrando una proporción de un 31%

de homologías idénticas y un 52% de homologías positivas. También se ha detectado 1

repetición directa de 8 pares de bases de longitud y 2 repeticiones inversas de 7 pares de

bases de longitud, además de una homología del 91% con las secuencias consenso de

las cajas A y B de los promotores internos de los genes del ARNt.

--_IBA_07_^ 20 * 40 * 60

GAAACGGGTG GTAATAAAAC TCTGTTTTAA AGGCCTCACT GTGATTTTGA GATGAAGAAC

* 80 ^ ^ * 120

TGCAAAAAAA GGCTGTTCCT TTCCTTGTTG TGTTTCTTGT TGTACATGTA CTGATTTCAT

* 140 ............1....^ 160 * 180

GTCATAAACA GAAACCATAT CTTAAATATT CTTGATTTTA ACCATGTTTT TGTTTTTTCT

* 200 * 220 * 240

ATAGGACATT GAACGC G CTTAACTGTA AACCCCAGAT CTGTTCAAAA

TRG CNNAGYGG

* ...........2.. .^ * * 300

TAAGCTATCA TCTTGGGAÁG ATTTTTTAGA CACAGATTTG GTTCAGTTAA AAGAGGAGTG

* 320 * 340 .............1.....^ 360.. .. .. .. ....................
GAAAGAAGGT GTGG.Y'aGTTCA AGTCCAAAAT GATTGGTGAC AATTGGGACA AGAATATTTT.....................................:

GGTTCG ANTCC

* 2'...................Ŝ *

ACCATCCTAC AGGACTTCCC AAGATAAAAC

400 *

GCTATCTCTG ACCCGTTTC

ABA-07 ---

Figura 32. Secuencia consenso de 410 pb obtenida a pamr de tres clones de tres individuos de Balcobo, en la cual se
indica el pnmer original de RAPD ABA-0^ Las probables secuencias homólogas a las secuencias consenso de las
cajas A (TRGCNNAGYGG) y B(GGTTCGANTCC) aparecen en los rectángulos de trazado continuo y discontinuo
respectivamente Las flechas continuas indican las repeticiones directas y las de puntos las inversas.
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EI locus A BA-10-500 fue secuenciado con el fin de intentar obtener algún

marcador diagnóstico. Así, a partir de tres clones de la población de M.

ga/loprovincialis de Balcobo, se obtuvo una secuencia consenso de 516 pb (Figura 33)

con una proporción de adenina-timina del 64.73%. Su posterior comparación con las

bases de datos nucleotídicas del EMBL y del Genbank no reveló ninguna similitud con

ninguna de las secuencias registradas, tanto nucleotídicas como aminoacídicas. En dicha

secuencia,se han detectado 3 repeticiones directas y 2 inversas, de 7 pares de bases de

longitud. Además de una homología del 91% con la secuencia complementaria de la

caja A (TRGCNNAGYGG) de los promotores internos de los genes del ARNt.

____I/i l_lll Ŝ 20 * 40 * 60

GTGATC'C;CAG CTCCGAAGCA ACTATGGGGC TAGTTCAAAT AATTCCTACG ATGACGTCCC

,ae.a-in-snn-F ^

' 80 ' ^ ^ > 120

AGAAACAAAT TAAAATAGCC TCGCCAGTGG CAATGTTAAT AAATATGTTA ATAGGATACC............'.....I

* 140 * 160 * 180

TACAAAATGT AAATTAGGAA CGGATTACAG GGCGAGTGTT CAGAAAGGGA TCCTGGCAAG

* 200 * 220 * 240

ATGCAGAAAA CTTATCTCAT TCGATATTCT ATTCATGTAC TGACTAGATT CTATACATTA

* 260 * 280 * 300

TTCTAATTTC ATATATTTTT TGCAGTCTAC TTTCGTTTTG ACCACTTGTA TATCATACTT

* 320 ?^ 3 ^ ^ 360

GATATCACTG AACTCGTTTT TGTCTTATAC TATGCCATTT TTCGCCATTT AAAAGGAATG

...............^.^ * 380 . ..........2....^ 400 ^ 420

ATTAACAAAA GAAACAATGC TTGTTTCATA AATGTTACAT ATAAGGTGTC TTAAACTTAC

* 440 * 460 * 480

TTTTCTTGTT CGATTTTCAC GTAGAAGT ACGTATTTC CGTAGCAATG TGCTATCCAT

A RCGNNTCYCC

* ............^.......^ * 516

TCGGCAAACC ACAAGCTTCT TTATGAC GC GATCAC
^----------

,as,a-io-snn-R
,aaa-in

Figura 33. Secuencia consenso de 516 pb obtenida a partir de tres clones de tres individuos de Halcobo, en la cual sc
indica el prrmer original de RAPD ADA-10, y los prrmccr ABA-10-500-F y ABA-IO-SOO-R En el rectángulo de
trazado contínuo aparece la probable secuencia complementaria a la caja A de los promotores internos de los gcnes
del ARNt Las 1lechas continuas indican las repeticiones directas y las de puntos las inversas.
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Una vez obtenida la secuencia se diseñaron una pareja de primers, el ABA-10-

500-F (5 "-CAG CTC CGA AGC A AC TAT GG-3 ") y ABA- 10-500-R (5'-CGC AGT

CAT AAA GAA GCT TGT G-3"), para obtener marcadores SCARs que permitiesen

diferenciar alguna de las poblaciones o especies objeto de estudio. Los resultados

obtenidos no permitieron Ilevar a cabo esta identificación, puesto que en algunas

poblaciones amplificaba un fragmento de - 550 pb y en otras, incluída la de Puerto

Aguirre, no.

Con respecto al locus AB9-6-850, este fue clonado y secuenciado para evaluar

su elevada frecuencia en las tres poblaciones de M. trossulus e intentar desarrollar algún

marcador SCAR especie-específico. La secuencia consenso obtenida a partir de tres

clones de un individuo de la población de M. trossulus de ^land Island ( Figura 34) fue

introducida en las bases de datos nucleotídicas del Genbank y mostró una gran

homología con la secuencia parcial de la región correspondiente al ARNr 18S, la

secuencia total de las regiones [TSl y 5.8S, y la secuencia parcial de la región ITS2 de

varias especies de mejillón. Dicha secuencia constó de 847 pb, con una proporción de

adenina-timina del 48.29%.

___^1R9_116^ 20 * 40 * 60

GGGAACCCGT TGAACCTCCT TCGTGCTAGG GATTGGGGCT TGTAATTCTT CCCCATGAAC

* 80 * 100 * 120

GAGGAATTCC TAGTAAGCGC GAGTCATAAG CTCGCGTTGA TTACGTCCCT GCCCTTTGTA

* 140 * 160 * 180

CACACCGCCC GTCGCTACTA CCGATTGGGC GTTTTAGTGA GCGCCTCGGA TTGGACCCGG

* 200 * 220 * 230

AAATGGTTGG CAACAACCGT ACCGGTGTGC CGAAAAGACG CGCAAACTTG AACGCCTAGA

* 260 * 280 * 300

GGAAGTAAAA GTCGTAACAA GGTTTCCGTA GGTGAACCTG CGGAAGGATC ATTACCGCTA

* 320 * 340 * 360

TCGATCAGAT TTATATACCT TTTCATCGGG GTTGTATTTC TATCTAGCTT ATCGTACGCA

* 380 * 400 * 420

AAAACATCGG TCACCTTCGG TGATCGATAT CAAAAGTCCC CGTGGTCTGC GGTCTCGGTC

* 440 * 460 * 480

GCAGATCGGC GGGGTGGGTG CAGGTTTGAC AGGTACACGG GTTTTTGCCC TTTTCAACGG



Resullculu.c

* 500 * 520 * 540

GGTAAGGCTC GTTACCGGCC TGCTTACCTT CCTCCATGCT ATTTTTATTT TCTTTCACTC

* 560 * 580 * 600

GAAACGTCAA TGAAAACCAA AGCATAACAC GCAGGTCGCC CCGTCGTTAA AACATTTTCG

* 620 * 640 * 660

TTGCCAGACG ACGGGGCTTC CGACACATTG GCACACGCCA AGGAAAAAAC ATATGAAAAC

* 680 * 700 * 720

TACTCTAGGC GGTGGATCAC TCGGCTCGTG CGTCGATGAA GAGCCCAGCC AGCTGGCGTG

* 740 * 760 * 780

AATTAATGTG AATTGCAGGA CACATTGAAC ATCGACATCT TGAACGCCAC ATTGCGGCTT

* 800 * 820 * ^

TGGGTCACTC CCGGAGCCAC GCCTGTCTGA GGGTCGGTGG AACATCAATC GCCCCAAACG

,^R9-n^
GGTTCCC

F'igura 34. Secuencia consenso de 847 pb obtenida a partir de tres clones de un individuo de Oland Island, en la cual
se indica el rnmcr original de RAPD AB9-06 Del pnmer nucleótido al ?9d y en neRrita aparece la región parcial
correspondiente al gen I SS, del 295 al 6^9 la secuencia correspondiente a la región IT'S I, del 660 al 818 y en net;rita
aparece la secucncia correspondiente al gen 5 8S y del 819 al 847 la secuencia parcial de la región ITS2

A continuación, se procedió a la clonación y secuenciación del mismo

fragmento pero a partir de un individuo de la población de M. ecliilis de Prince Edward

Island. La secuencia consenso obtenida a partir de tres clones se alineó, mediante el

programa ClustalX, con la secuencia consenso de la población de M. trossi^his de ^land

Island comprobando, como cabía esperar, su alto grado de homología. Así, tras obtener

del Genbank una serie de secuencias correspondientes a la región 5.85 de algunas

especies de la clase Bivalvia, se procedió a su alineamiento, cálculo de valores de

distancia y coeficientes de transiciones/transversiones según el modelo de Kimura 2

parámetros (Kimura, 1980) y posterior análisis de máxima parsimonia y Neighbor-

Joining.
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EI análisis de la secuencia consenso completa correspondiente a la región 5.85

fue Ilevado a cabo en varias especies de la clase Bivalvia: Perna viridis, perteneciente

al Orden Mytiloida, Familia Mytilidae; Tridacna crocea ( Familia Tridacnidae), Arctica

islandica (Familia Arcticidae), Vesicomya pacifica (Familia Vesicomydae), Mytilopsis

sallei (Familia Dreissenidae) pertenecientes al Orden Veneroida; y por último, para su

empleo como outgroup, la especie Saprolegnia multispora ( Familia Saprolegniaceae)

perteneciente al Orden Saprolegniales de la Clase Oomycetes. La longitud de las

secuencias osciló entre 156 y 161 nucleótidos, siendo las correspondientes a T. crocea y

S. multispora las más divergentes ( Figura 35).

M. edu Pei *: CTACTCTAGG----CGGTGGATCACTCGGCTCGTGCGTCGATGAAGAGCC : 46

M. tro Ola * : ---- .................................... : 46..........

P. viridis : ---- ...................................G : 46..........

M. sallei : ---- ...................................G : 46..........

A. islandica : .A......T.---- ...................................G : 46

V. pacifica : .G...G.G..GTAC ...................................G : 50

T. crocea : --...G.GTA----.C.......T..T..G.....TAA.A...C..C.AG : 44

S. multispora: .A...T.CAA----.A......GT..A......CA.AC.........A.G : 46

M. edu Pei * : -AGCCAGCTG-CGTGAATTAATGTGAATTGCAGGAC-ACATTGAA-CATC : 92

M. tro Ola * : C.........G .........................-........-.... : 94

P. viridis : C.........- .........................-........-.... : 93

M. sallei : C.........- .........................-........-.... : 93

A. islandica : C.........- .........................-...C....-.... : 93

V. pacifica : C.........- .........................-...C....-..C. : 97

T. crocea : C...T..A..-TAATG.G..T........C.C.TT.C........C.T.T : 93

S. multispora: CT..G.A...-..AT.CG.....C.........A.T-T..G...GT.... : 94

M. edu Pei * : GACATCTTGAACGC-ACATTGCGGCT-TTGGGTCACTCCCGGAGCCACGC : 140

M. tro Ola * : ..............C...........-....................... : 143

P. viridis : ..T...........-...........-.C ..................... : 141

M. sallei : ..T...........-...........-.C ..................... : 141

A. islandica : ....C.........-...........-CC..C.....G........T... : 141

V. pacifica : ....C.........-...........-CC..C.....G........T... : 145

T. crocea : T....G..C.TG..-G...GC.....TCCT...T.....GCAGC..T.NT : 142

S. multispora: A.A..T........-.T.....ACT.-CC....T.G...T..GAGT.T.T : 142

M. edu Pei *: CTGTCTGAGGGTCGGT : 156

M. tro Ola * : ................ : 159

P. viridis : ................ : 157

M. sallei : ................ : 157

A. islandica : .....C.........C : 157

V. pacifica : .....C.........C : 161

T. crocea : A...T.....T.G.A- : 157

S. multispora: T...A.C..T...C.. : 158

Figura 35. Alineamiento múluple de las secuencias consenso correspondientes a la región 5 8S de varias especies de
la Clase Bivalvia y Oomycetes Los puntos O son sitios yue no varían con respecto a la secuencia de M cdulec de
la población de Prince Edward Island Las posiciones variables se indican en la figura, mientras que los guiones (-)
representan ^;op.e. Con asterisco (*) se representan las dos especies del presente estudio, Prince Edward Island y
Uland Island
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EI cálculo de los valores de distancias y coeficientes de

transiciones/transversiones según el modelo de Kimura 2 parámetros (Kimura, 1980)

(Tabla 16) mostró que la mayor distancia se originó entre .S. nrultisporu y T. croceu,

con un valor de 0.666, mientras que la menor distancia se produce entre las poblaciones

de M. edulis y M. trossulus, y entre P. viridis y M. sallei. Con respecto al coeficiente de

transiciones/transversiones, éste resultó ser menor que 1 tan sólo entre T. crocea y el

resto de especies; mientras que alcanzó valores superiores a 2 al comparar las dos

especies pertenecientes al género Mytilus con P. viridis y M. sa!lei.

Tabla 16 Valores de distancia y coeficiente de transiciones/transversiones ("l^s/'I'v), según el
modelo de Kimura 2 parámetros, de las secuencias consenso de la región 5.8S de vazias

esoecies pertenecientes a las Clases Bivalvia y Oomycetes
_A

Ts/I v ^ ^

a ^ ^ c^, 4 Q
^ Ŝ ^ ^ ç ^_, ^

^ i ^ v ^̂ o
Distancia y ^ - 4

^ z i . ^ - vi E;

ht. edulis Pei ty 2.025 2.025 1.032 I.399 L670 0.602

rLf. lrossulus Ola 0.000 2.024 2.024 I.031 I.399 I . 666 0.G02

P. viridis 0.020 0.019 g 1.241 L682 1.666 0.G25

A^. sallei 0.020 0.019 0.000 1.241 L682 1.666 0_625

A. islnndicu 0.081 0.081 0.074 0.074 L526 1.525 0.668
!'. paci^ica 0.096 0.095 0.088 0.088 0.033 1.67^ 0.6G8

S. mullispora 0.442 0.438 0.415 0.415 0.461 0.488 0.465

T. crocea 0.494 0.490 0.477 0.477 0.490 0.490 0.666

Ola: nland Island; Pei: Prince Edward Island; ( yr • Diferencias basadas en INDELs, ( 9) Las dos
secuencias son iguales.

EI análisis de los árboles generados por el método Neigbor-Joining y el

consenso del bootstrap por el principio de máxima parsimonia reveló una idéntica

topología, por lo que en la Figura 36 tan sólo se muestra el segundo. En él se pudo

observar la presencia de dos clusters, uno englobando a S. multispora y T. crocea, las

más divergentes, y otro agrupando al resto de especies. Por otro lado se apreció una

mayor relación, dentro de este segundo cluster, entre las secuencias de las dos especies

del género Mytilus pertenecientes a este estudio y las correspondientes a P. viridis y M.

sallei.
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Figura 36. Árbol filogenético de máxima parsimonia de las secuencias consenso de la región S SS de varias especies
pertenecientes a la Clase Bivalvia y Oomycetes Los valores de honJSJrop mayores del 50°a, sobre 100 réplicas, se
señalan en los nodos Pei: Prince Edward Island; Ola: Uland Island

EI locu.s AB9-06-700 fue aislado y secuenciado para evaluar la alta frecuencia

que manifestó en la totalidad de las poblaciones analizadas. Dicho locus fue obtenido a

partir de las poblaciones de la Ría de Arousa y Balcobo (M. gal/oprovincialis), Yerseke,

Prince Edward Island e Isle of Man (M. edulis), Puerto Aguirre (M chilensis), Bedford

Basin, Esquimalt Lagoon y ^land Island (M. trossul:rs). En la Figura 37 se muestra la

secuencia consenso de tres clones pertenecientes a la población de la Ría de Arousa.

Dicha secuencia constó de 652 pb, con una proporción de adenina-timina del 65.13%.

Su comparación con las bases de datos de ácidos nucleicos del EMBL y del Genbank no

reveló ninguna homología significativa con ninguna de las secuencias nucleotídicas ni

aminoacídicas registradas. También se han detectado 1 repetición directa de 10 pb, 2 de

9 pb, 3 de 8 pb y 8 de 7 pb (no reflejadas en la figura), además de 3 repeticiones

inversas de 8 pb de longitud y 10 de 7 pb (no reflejadas en la figura). También se

detectó una posible homología del 82% y 53% con las secuencias reversas de la cajas A

y C de los promotores internos de los genes del ARNt y ARN SS respectivamente.

---_4B9-n6 _^^ * 40 * 50
GGGAACCCGT TGAAATAACA TCTACCTTAA GTGACCATCG ATAATCAGAC CTAATTGGTA

* _^ * 100 * 120

TATCCTATAA CTTTATTGTC ATCTAAAATA ATATGTACAC ATCTTAATCT AATGTTTATA

* 140 ^ 160 * ...................

TCCAATTTAT CGGGAAGAAA CTCGCAATTC AGTAACATGC CGCCGTTTAT CTAAA^AAAC...................
CAAAC
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..........^........^ 220 (^ 5

_GCCACAGATC.._TTTGTGTTGC GTTCTGATAA ACTGGTATAC GATC GGCAA TTCAA TTG

GGCTTTTGCG TT GGYGA NNCGRT

-^ * 260 * 260 * ;

TCAACGTTAT AAAAGTGTAC CTATTACTCA TTAATTACTA ATTAACCAGA CTGAACTAAT
♦

* 320 ..........^.......^ * ......._3...........

TCTCCATGGA TTATCRGACA GACGGATTGA TCCATACTCG CGAGGGAAGG CAATATTGTT

^ 4 ^ 380 * ? ^ * 420

TTTCATTGAA ATATCACCCG GGATGATAAT GGTAATATCA CCTTTCCAGA CAACATACGC

2^

* 440 * 460 * 480

TGTACATTCT ATGCAATACC GCGTAATTCT AATTTTTTAC GGTATTTAGC TGTTAAAATT

* 500 * 520 ^ ^ 540

CTGCATTATA GATGAAGTTT TCAGGTGCTA ATTGCAGGTA AATCGAGT&T GTATTACAAC......... :......^Z

:^-- ^ ........^_.....^ 580 * 600

TTTCCAAGAG AAAACAATGA TGGGTACTCT ATCAGAAATG GTTCTTTTGT TTAGTGTTTG

* 620 * ^ •189-06
^ f -^----------

CGTGATACAC CGACACATGA GTTTTTATAT TGTATGTATT ATGACGGGTT CC

Fit;ura 37. Secuencia consenso de 652 pb obtenida a partir de tres clones de un individuo perteneciente a la
población de la Ria de Arousa; en ella se indica el pnmcr original de RAPD AB9-06 Las prohahles secuencias
homólogas a las secuencias consenso de las cajas A(TRGCNNAGYGG) y C(TTGCGT'"^'I"1'CGGCAAAC)
aparecen en los rectángulos de trazado continuo y discontinuo respectivatnente Las flechas continuas indican las
repeticiones directas y las de puntos las inversas.

A continuación se Ilevó a cabo el alineamiento ( Figura 38) con las secuencias

consenso pertenecientes a las poblaciones mencionadas anteriormente. La longitud de

las secuencias osciló entre los 652 y 654 nucleótidos y, en el análisis, se puede observar

como, en general, existe un elevado grado de homología. Si bien, la mayor divergencia

se detecta entre las secuencias pertenecientes a las poblaciones de M. h•oss:dus con

respecto al resto de poblaciones.

* 20 * 40 *

M. gal Aro : GGGAACCCGTTGAAATAACATCTACCTTAAGTGACCATCGATAATCAGAC : 50

M. gal Bal : .................................................. : 50

M. edu Yer : ................................................TA : 50

M. edu Pei : ................................................TA : 50

M. edu Man : .................................................. : 50

M. chi Pag : .................C..............................TA : 50

M. tro Bed : ......................A..A.-.....G..............TA : 49

M. tro Esq : ......................A..A.-.....G..............TA : 49

M. tro Ola : ......................A..A.-....................TA : 49
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60 * 80 * 100

M. gal Aro : CTAATTGGTATATCCTATAACTTTATTGTCATCTAAAATAATATGTACAC : 100

M. gal Bal : .................................................. : 100

M. edu Yer : .................................................. : 100

M. edu Pei : .................................................. : 100

M. edu Man : .................................................. : 100

M. chi Pag : .................................................. : 100

M. tro Bed : .................................................. : 99

M. tro Esq : .................................................. : 99

M. tro Ola : .................................................. : 99

* 120 * 140 *

M. gal Aro : ATCTTAATCTAATGTTTATATCCAATTTATCGGGAAGAAACTCGCAATTC : 150

M. gal Bal : .................................................. 150

M. edu Yer : ...........................................A...... : 150

M. edu Pei : .....................................C.....A...... : 150

M. edu Man : .................................................. : 150

M. chi Pag : ...........................................A...... : 150

M. tro Bed : ........................................A..A...... : 149

M. tro Esq : ........................................A..A...... : 149

M. tro Ola : ........................................A..A...... : 149

160 * 180 * 200

M. gal Aro : AGTAACATGCCGCCGTTTATCTAAACAAACGCCACAGATCTTTGTGTTGC : 200

M. gal Bal : .................................................. : 200

M. edu Yer : T ................................................. : 200

M. edu Pei : T .........................................C....... : 200

M. edu Man : .................................................. : 200

M. chi Pag : T ................................................. : 200

M. tro Bed : T ................................................. : 199

M. tro Esq : T ................................................. : 199

M. tro Ola : T ................................................. : 199

* 220 * 240 *

M. gal Aro : GTTCTGATAAACTGGTATACGATCTGGCAATTCAATATTGTCAACGTTAT : 250

M. gal Bal : .................................................. : 250

M. edu Yer : ............C....................T..........T..... : 250

M. edu Pei : ...........G ..............A.T..................... : 250

M. edu Man : .................................................. : 250

M. Chi Pag : ..........................A.T..................... : 250

M. tro Bed : .................................................. : 249

M. tro Esq : .................................................. : 249

M. tro Ola : .................................................. : 249

260 * 280 * 300

M. gal Aro : AAAAGTGTACCTATTACTCATTAATTACTAATTAACCAGACTGAACTAAT : 300

M. gal Bal : .................................................. : 300

M. edu Yer : .................................................. : 300

M. edu Pei : ..........................................C....... : 300

M. edu Man : .................................................. : 300

M. chi Pag : .................................................. : 300

M. tro Bed : .................................................. : 299

M. tro Esq : .................................................. : 299

M. tro Ola : .................................................. : 299
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* 320 * 340 *

M. gal Aro : TCTCCATGGATTATCAGACAGACGGATTGATCCATACTCGCGAGGGAAGG : 350

M. gal Bal : .............................................. .... : 350

M. edu Yer : .................................................. : 350

M. edu Pei : ............................................ ...... : 350

M. edu Man : ..................................... ............. : 350

...................... . 35M. chi Pag : ............................ •

M. tro Bed : ...... A ........................................... : 349

M. tro Esq : ......A ........................................... : 349

M. tro Ola : ...... A ........................................... : 349

360 * 380 * 400

M. gal Aro : CAATATTGTTTTTCATTGAAATATCACCCGGGATGATAATGGTAATATCA : 400

M. gal Bal : ...................................... ............ : 400

M. edu Yer : ..- .............................................. . : 399

M. edu Pei : .................................... .............. : 400

M. edu Man : .................................................. : 400

M. chi Pag : ................................... ............... : 400

M. tro Bed : ..................... A............................ : 399

M. tro Esq : .. G ..................A............................ : 399

M. tro Ola : ..................... A..........---............... : 399

* 420 * 440 *

M. gal Aro : CCTTTCCAGACAACATACGCTGTACATTCTATGCAATACCGCGTAATTCT : 450

M. gal Bal : .................................................. : 450

M. edu Yer : ........................T........T................ : 449

M. edu Pei : ........................T......................... : 450

M. edu Man : .................................................. : 450

M. chi Pag : .......................CT........T................ : 450

M. tro Bed : ........................T......................... : 449

M. tro Esq : ........................T.............T........... : 449

M. tro Ola : ........................T......................... : 449

460 * 480 * 500

M. gal Aro : AAT-TTTTT-ACGGTATTTAGCTGTTAAAATTCTGCATTATAGATGAAGT : 498

M. gal Bal : ...- ...............................T........ : 498.....

M. edu Yer : ...-.....T ...............................T........ : 498

M. edu Pei : ...-.....T ...............................T........ : 499

M. edu Man : ...- ...............................T........ : 498.....

M. chi Pag : ...-.....T ...............................T........ : 499

M. tro Bed : G..A.....T ...............................T........ : 499

M. tro Esq : G..A.....T ...............................T........ : 499

M. tro Ola : G..A.....T ...............................T........ : 499

* 520 * 540 *

M. gal Aro : TTTCAGGTGCTAATTGCAGGTAAATCGAGTATGTATTACAACTTTCCAAG : 548

M. gal Bal : .................................................. : 546

M. edu Yer : .................................................. : 548

M. edu Pei : ................................A................. : 549

M. edu Man : ...............................................C.. : 548

M. chi Pag : .................................................. : 549

M. tro Bed : .................................................. : 549

M. tro Esq : ..........................................C..T.C.A : 549

M. tro Ola : ................................A................. : 549
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560 * 580 * 600

M. gaI Aro : AGAAAACAATGATGGGTACTCTATCAGAAATGGTTCTTTTGTTTAGTGTT : 598

M. gal Bal : .............T.................................... : 598

M. edu Yer : .............T.................A..........G....... : 598

M. edu Pei : .............T............................G....... : 599

M. edu Man : .............T............A....................... ^ 598

M. chi Pag : .............T.................A..........G....... : 599

M. tro Bed : .............T..........G..................AC..... : 599

M. tro Esq : GAG .....................G..............G...AC..... : 599

M. tro Ola : .............T..........G..................AC..... : 599

* 620 * 640 *

M. gal Aro : TGCGTGATACACCGACACATGAGTTTTTATATTGTATGTA-TTATGACGG : 647

M. gal Bal : ........................................-......... : 647

M. edu Yer : ........................................-......... : 647

M. edu Pei : ........G ...............................-......... : 648

M. edu Man : ................-.CCA.T......ATA........A......... : 647

M. chi Pag : ........................................-......... : 648

M. tro Bed : ......T..T ..............................-......... : 648

M. tro Esq : ......T..T ..............................-......... : 648

M. tro Ola : ......T..T ..............................-......... : 648

M. gal Aro : GTTCC- : 652

M. qal Bal : .....C : 653

M. edu Yer : .....C : 653

M. edu Pei : .....C : 653

M. edu Man : .....C : 654

M. chi Pag : .....C : 654

M. tro Bed : .....C : 654

M. tro Esq : .G...C : 654

M. tro Ola : .....C : 654

Figura 38. Alineamiento múltiple de las secuencias consenso correspondientes al Inreu AB9-06-700 de varias

publaciones de mejillón del presente trabajo. Los puntos I) son sitios que no varían con respecto a la secuencia de
;i1.^;u/luprur^mrrulr.c de la población de la Ría de Arousa Las posiciones variables se indican en la figura, mientras

yue los guiones (-) representan ^up.^ M. edu: M. edrdec; M. ga/: M Kullupruvrnrro/r.c; M. tro: M Iro.a.^ulas; Aro:

Ría de Arousa; Bal: Balcobo; Yec Yerseke; Pei: Prince Edward Island; Man Isle of Man; Pag: Puerto Aguirre; Bed:
Bedford Basin; Esq: F.squimalt Lagoon; Ola Uland Island.

EI cálculo de los valores de distancias y coeficientes de

transiciones/transversiones según el modelo de Kimura 2 parámetros (Kimura, 1980)

(Tabla 17) mostró que la mayor distancia se originó entre las poblaciones de Esquimalt

Lagoon (M. trossulus) e Isle of Man (M. edulis), con un valor de 0.059, mientras que la

menor distancia se produce entre las poblaciones de M galloprovincialis de la Ría de

Arousa y Balcobo, con un valor de 0.002. EI análisis de correlación con la matriz de

distancias de Nei (1978) del apartado 2.4 mostró un valor de r= 0.34 (p<0.09). Con

respecto al coeficiente de transiciones/transversiones, éste resultó ser mayor que 1 al

comparar la población Yerseke con las de Prince Edward Island, Balcobo e Isle of Man,
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y la de Puerto Aguirre con Prince Edward Island. Y resultó mayor que 2 entre las

poblaciones de M. trossuhrs.

I'abla 17 Valores de distancia y coeticicnte de transiciones/transversiones ('Ts/Tv), según el modelo de

Kimura 2 parámetros, de las secuencias consenso del tocus AB9-06-700 de varias poblaciones de
meiillón del presente estudio.

Ts/Tv ^
^ y ^ a, ^ c ^v
Q m Y á ^ á m ri: 3
^.

y y

a
y

_
^

Distancia ^t ^
^ ^: ^ ^

^,
^ ^

^
^

^

1 r . _ . . . .

M. gal Aro g 0.862 0.602 0.627 0.^56 0.3i4 0.823 0.354
M. gat Bal 0.002 1.209 0.754 0.838 0.717 0.41 ^ 0.823 0.415

M. edu Yer 0.020 0.017 1.618 1.013 0.7i2 0.639 0.948 0.639

;ti1. edu Pei 0.025 0.022 0.020 0.794 1.006 0.500 0.846 0.354

M. edu Man 0.020 0.017 0.035 0.039 0.776 0.557 0.866 0.557
Af. chi Pag 0.022 0.019 0.01 1 0.01 ^ 0.036 0.461 0.835 0.461

,tit. tro Bed 0.030 0.027 0.028 0.033 0.044 OA30 2.023 #
A^. tro Esq 0.046 0.046 0.046 0.052 0.059 0.049 0.019 2.538

M. tro Ola 0.030 0.027 0.028 OA30 0.044 0.030 0.003 0.022

M. gal: ,Lt 1;allopru^^maulr.c; M. edu: M rdulr.c; M. ehi: .L1. chrlrnaec; M Iro: At rruoulrre; Aro: Ria de Arousa,

Bal: Balcobo; 1'er: Yerseke; Pei: Prince Edward Island; Man: Isle of Man; Pag: Puerto Aguúre; Bed: Bedtixd

Basin, Esq: F.squimalt Lagoon; Ola: ^land Island )#) Transversiones igual a cero: ( 6) Las dos secuencias son
iguales.

EI análisis de los árboles según los métodos Neighbor-Joining y máxima

parsimonia reveló una topología idéntica. Así, en la Figura 39 se refleja el segundo, en

el cual se puede observar cómo las poblaciones de M. trosstrlus, incluída la de ^land

Island, aparecen agrupadas en un mismo cluster y las poblaciones de M.

galloprovincia/is, M. edulrs y M chilensis en otro ckrster.

76

100
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99

75

M. chitensis Pag

A1. edulis Pei

,44. edtdis Yer

M. edtdis Man

A4. galtoprovincialis Bal

tif. gatloprovinciatis Aro

A1. trossulus Ola

M. lrossuhcs Bed

Al trosstdus 1?sy

Figura 39. Arbol filogenético dcl consenso con horn.rrrup de máxima parsimonia de las secuencias consenso del
lurus A69-06-700 de varias poblaciones de mejillón del presente trabajo Los valores de huuicrrup mayores del 5ll°°,
sobre 100 réplicas, se señalan en los nodos Pag: Puerto Aguirre; Pei: Prince F.dward Island; 1'er: Yerset:e; Man:
Isle of Man: Aro: Ría de Arousa: Bal: Balcobo: Bed: Bedford Basin; Esq: Esyuimalt lagoon:Ola: C^land Island
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A continuación, se realizó la secuenciación del único locus, el AB9-06-500, que

apareció fijado en las poblaciones de Point No Point (M. californianus) y Puerto

Aguirre (M. chilensis). La secuencia consenso (Figura 40) obtenida a partir del análisis

de tres clones de un individuo de M. californianus constó de 494 pb, con un contenido

en adenina-timina del 59.51%. Su comparación con las bases de datos nucleotídicas y

aminoacídicas del EMBL y del Genbank no reveló ninguna homología reseñable.

Asimismo, se han detectado sendas repeticiones directas e inversas de 8 pb y 7 pb

respectivamente. A partir de esta secuencia se diseñó una pareja de primers, el AB9-06-

500-F (5'-CCG TTA CAA GTT TAG GCG CCC TA-3") y el AB9-06-500-R (5'-GAA

CCC GTC TGA GGT TTT CGT TG - 3'). Como resultado de esta amplificación, se

obtuvo un fragmento de -500 pb en la mayoría de los individuos de todas las

poblaciones analizadas. Esto Ilevó a descartar la idoneidad de considerar este fragmento

como un marcador SCAR apto para diferenciar alguna de las poblaciones que se tratan

en este estudio.

-- -,ae9-n6 _^ 20 * 40 * 60
GGGAACCCGT TACAAGTTTA GGCGCCCT`AA ATAATTGGTA ATTTTTCGAG GGGTTACCTC

,^e9-nó-snn-F
* so * loo . ..!......^ 120

CCTTGTCTTT GCTTCCCCCC CAAATCCACC CAAGTTCCCG CGCCGGAATT TTTTCTTGTA

* 140 * 160 * 180

AAAAGTTTTG CAATACGTTT TGTTTTCGTC GTCCCCGGCA ACATCATATT TATTTCGATA

* 200 ............!.......^ 220 * 240

TATCGCATTG TTTTTCCCAG CGAAAAAAAA AATCTACCGT CCATAACAAA GCTGCCTGTA

* 260 * 280 * 300

TTTTTGACAA CCCCTTAAAC AGTTCTGGAA TACTGAACTA AAACAGCAAA TTTGACATGG

* 320 * 340 * 360

CATGGTGTTG TCTGTCCCTT TTCTCGAATA CTCTACAATG TCCTATCGAT TCGCTATAAT

* ^ ^ 400 * 420

GTTATCCGCC GATGTAAATA AACCCACATG TAAATCTCTT ACTCGTCTCC TTTACTAAAC

* 440 * 460 * 480

AGTCAGACAA TTTGTAAACG AATTTTATCG CAAACAAATC AACAGTCGGS AACGAAAACC
^

,a>39-_n6
TCAGA^GGGT TCCC

A89-06-s00-R

Figura 40. Secuencia consenso de 494 pb obtenida a partir de tres clones de un individuo de Point No Point, en la
cual se indica el primer original de RAPD AB9-06, y los pnmecc AB9-06-500-F y AE39-06-500-R Las flechas
continuas indican las repeuciones directas y las de puntos las inversas
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La secuenciación del locrrs AB9-07-1000 fue Ilevada a cabo para, además de

analizar y comparar su secuencia con otras registradas en las bases de datos

nucleotídicas y aminoacídicas del EMBL y del Genbank, diseñar primer^s específicos

que permitiesen contrastar los resultados obtenidos mediante las hibridaciones Southern

Blot y Dot Blot del apartado 2.2. Como resultado, se obtuvo una secuencia consenso de

973 pb a partir de un individuo de la población de M. edi^lis de Prince Edward Island.

Su contenido en adenina-timina fue del 64.03%. Asimismo, se han observado 2

repeticiones directas de 10 pb y 9 pb respectivamente y 3 repeticiones inversas, una de

1 I pb y dos de 9 pb. También se detectó la presencia de un posible ORF (Open Repeat

Frame) que podría estar relacionado con la síntesis de distintas subunidades de la

enzima NADH deshidrogenasa de distintos organismos, según el análisis comparativo

realizado con las secuencias aminoacídicas registradas en el Genbank. En este sentido,

su comparación con las bases de datos aminoacídicas del Genbank reveló también

cierta homología con un elemento genético móvil del mosquito Anopheles ganrfiiae,

mostrando una proporción de un 34% de homologías idénticas y un 47% positivas. En

la Figura 41 se muestra la secuencia consenso, en la cual se puede observar parte de la

región codificante de la NADH deshidrogenasa y la secuencia proteica del transposón

de A. gambiae.

-----.^a9_n^ :^ay-n^-loon-1^^ ^
--^

Nucl : TCG CTG CGG ATA AAT TGA AAA TAA OCaO TTA CAA CCA OAC AAC AAC : 45
^............ ^.........^

Nucl : ACT ATC ATA ATC AAG GTA CAA ACA GAA CGT GGT TAG CCA AGT ATA : 90

Nucl : CTA ACC AAG AGA TGG CGG TAT TTA AAA AAG AAG ATG AAA ATA TAA : 135

Nucl : AAG TTC TTC ACC AAT GGT TGA ATA TTG GCT CTA TGC CAG ATA GAG : 180

Nucl : ATA AGG CGG CAA GTT TGA ACC CTG TTG TAC GCC GTT ATT GGT TAA : 225

Nucl : ATT GGC AGA ATA CAG TAC TGT GTA GAG GGA GTA ATT TTT CAA AAA : 270

..................A............. .............

Nucl : TGG ATT TTA GAA ^AA GAT GGC AGG CAC AAT TTA CAG CTA ATA GTT : 315

.........^ ............ ................I................^ ..........^............^
Nucl : CCA GCT ^TT CTT CTA AAA GAA ATT ATG 1CTA CAT TGT CAT GAC ACA : 360

Nucl : CTA TTT TCT GGA CAT TAA GAA GTT GCC AAG ACA AAA AAA AAA ATG : 405

Nucl : AGG CAA AAT TTC ACT TGG TAT GGA ATT GGG AAA GAT GTA ACA TCC : 450

Nucl : CAC ATA AAA ATG TGC CAA AAA AGC AAT AGA TGG AAA AAT TCT TCA : 495

Nucl : CGA AAA GCC AAC TGC ACT GCT GGG GGC TTA TAA GAG TAG GAA ATC : 540

Nucl : CAA TGG ATC GCA TAG CAA TTG CTA TAA CTG GAC CTT TGC CTA TTA : 585
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Nucl : CAA AGA AAA AGA AAA GAT ATG TTT TAG TCA TAC GAG ACT TTT TTA : 630

Prot : Ser Tyr Glu Thr Phe Leu : 6

Trsp : Thr Ile Val Asp Arg Phe : 6

^
Nucl : ACT AGA TGG ATA GAA GTC TAT CCA ATG CCT CAT CAA AAT GCA GAC : 675

Prot : Thr Arg Trp Ile Glu Val Tyr Pro Met Pro His Gln Asn Ala Asp : 21

Trsp : - - - Pro - Cys - - - - Asp Met Ser - Lys : 21

Nucl : TTC ATA GCA GAG AAA TTG GTT CAG GAA TTT ATA GCC AGA TAT GGA : 720

Prot : Phe Ile Ala Glu Lys Leu Val Gln Glu Phe Ile Ala Arg Tyr Gly : 36

Trsp : Thr Leu - - Thr Phe - Arg Asn Tyr - Pro - Phe - : 36

Nucl : GCA CCA CTG GAG ATC CAT ACT GAC CAG GGA AGG AAT TTT GAG AGT : 765

Prot : Ala Pro Leu Glu Ile His Thr Aap Gln Gly Arg Asn Phe Glu Ser : 51

Trsp : Cys - Ser Thr - Thr - - Arg - - Gln - Gln - : 51

Nucl : CAG TTA TTT GCA GAA GTT TGT AAA CTG CTA GAA ATC TCC AAG ATT : 810

Prot : Gln Leu Phe Ala Glu Val Cys Lys Leu Leu Glu Ile Ser Lys Ile : 66

Trsp : Lys - - Glu - Leu Thr - - - Gly Thr His His -: 66

^
Nucl : AGG ACC ACA GCT TAT CAC CCA TCA TCA AAT GGA ATG ATA GAA AGA : 855

Prot : Arg Thr Thr Ala Tyr Hia Pro Ser Ser Aan Gly Met Ile Glu Arg : 81

Trsp : Lys - - - - - - Gln - - - - Val - - : 81
........_3 ..............^ ^ ^

^^
Nucl : TTC AAC ATA ACA TTA GCT GGA ATG ATA AAA AGT ... ... ... ... : 888

Prot : Phe Asn Ile Thr Leu Ala Gly Met Ile Lya Ser ... ... ... ... : 96

Trsp :- His Arg His - Lys - Ala Leu - Ala Cys Glu Asp Asn : 96

Trsp : Thr His Trp Ile Ser Arg Leu Pro Leu Ile Leu Leu Gly Ile Arg : 111

Trsp : Val Ala Tyr Arg Asp Ala Leu Lys Gly Ala Pro Ala Glu Met Val : 126

Nucl :... ... TTC ATT AAT TCA : 900... ... ... ... ... ... ... ... ...

Prot :... ... Phe Ile Asn Ser : 141... ... ... ... ... ... ... ... ...

Trsp : Tyr Gly Glu Ser Leu Arg Leu Pro Ser Glu Val - Leu Pro -: 141

^
Nucl : AAA TGC AAA AAA ATG GGA TTT GTA ... ... TAT TTA TCT TCT TTT : 939

Prot : Lys Cys Lya Lys Met Gly Phe Val ... ... Tyr Leu Ser Ser Phe : 156

Trsp : Ala Ala - Ser Val Glu Asp - Pro Glu Phe Val Gln Asp -: 156

aa9-n^-^nnn-R aa9-n^♦ -=--------
Nucl : AGC AGC CTT TAG AAG TAG TCC ACA TCC GCA GCG A: 973

Prot : Ser Ser Leu End : 159

Trsp : Lys Lys Ala Leu Arg His Ile Asp Pro Cys Pro : 170

Figura 41. Secuencia consenso de 973 pb obtenida a partir de un individuo de Prince Edward Island, en la cual se
indica el pnmer original de RAPD AB9-07, y los pnmrrs AB9-07-1000-F y AB9-07-1000-R. Las flechas continuas
indican las repeticiones directas y las de puntos las inversas. Sombreado aparece la región correspondiente al posible
ORF A partir del nucleótido 6l3 se muestra la secuencia aminoacídica del transposón Los guiones (-) son sitios
que no varían con respecto a la secuencia aminoacídica del individuo de Pnnce Edward Island Los punios ( )
representan Xop.e. Las c•ucwvu.e indican homología positiva y las negritas indican homología idéntica Nucl:
Secuencia nucleotídica consenso de los tres clones del individuo de Prince Edward Island: Pror Secuencia
aminoacídica correspondiente; Trsp: Secuencia aminoacídica del transposón de A. gumh^oe alineada con la
secuencia anterior
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A partir de esta secuencia consenso se diseñó una pareja de primer•s especíticos,

el A69-07-1000-F (5"-AGG GTT ACA ACC AGA CAA C-3') y AB9-07-1000-R (5'-

GAC TAC TTC TAA AGG CTG CT-3'), para contrastar las hibridaciones Southern

Blot y Dot Blot Ilevadas a cabo en el apartado 2.2. Tras realizar la amplificación por

PCR en 20 individuos de cada una de las poblaciones se observó que, al igual que en

las hibridaciones Southern y Dot, sólo los individuos pertenecientes a la población

control de Prince Edward Island mostraron un fragmento de -1000 pb, mientras que en

ninguno de los individuos pertenecientes a las tres poblaciones de M. Irossulus se

observó amplificación ( Figura 42).

na

looo^

n! ^-^n,

Pei Esq

a1 r„^

Ola
\I

Figura 42. Marcadores SCARs en geles de agarosa al LS°o obtenidos a partir de la

ampliticación con los pnmer.c AB9-07-1000-F y A69-07-1000-R en dit^rantes

individuos pertenecientes a distintas poblaciones de mejillón M. edu: ^LL r<lulrc; M.

tro: ti1 rrn.r.rulrr.^; Pei: Prince Edward Island; Esq: Esquimalt Lagoon; Ola: (Oland

Island: Bed: Bedford Basin; M: Marcador de I OOpb

Finalmente, y como se describió anteriormente, el locus ABA-07-615 no fue

considerado en este estudio puesto que el análisis de las secuencia de tres clones

pertenecientes a distintos individuos representativos de alguna de las poblaciones,

reveló la clara existencia de un fenómeno de comigración, aspecto que ya había sido

determinado mediante la hibridación Southern Blot, de tal manera que, incluso tras

realizar varias repeticiones, cada uno de los individuos analizados presentaba una

secuencia diferente.
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EI género Mytilzrs engloba una serie de especies que muestran un complejo

estatus taxonómico y constituyen un grupo de organismos de gran interés comercial. En

el presente estudio se realiza un análisis de la variabilidad y estructura genética

poblacional, mediante RAPDs, de diferentes mejillones distribuidos por todo el mundo.

Este trabajo constituye el primer ensayo en el que se aborda el análisis de un elevado

número de poblaciones de mejillón utilizando este tipo de marcador molecular.

1. DESARROLLO Y EVALUACIÓN DE loci RAPDs

Inicialmente se procedió a un análisis exhaustivo de todas y cada una de las

condiciones para generar y seleccionar los loc•i RAPDs más adecuados para Ilevar a

cabo, posteriormente, los análisis de variabilidad y estructura genética poblacional.

Así, el programa de PCR utilizado fue similar al descrito por Arribas et al.

(1996) con algunas modificaciones, consistente en una primera fase de diez ciclos de

baja astringencia, en lugar de cinco, y una segunda fase de treinta ciclos de alta

astringencia, en vez de treinta y cinco. Se empleó una temperatura de annealinR más

elevada que el rango descrito en la bibliografia (entre 36°C y 42°C), obteniendo un

menor número de fragmentos pero aumentando la intensidad y la reproducibilidad de

los mismos. En cuanto a la elección de los loci, se ha seguido el criterio de

polimorfismo de Lynch & Miligan (1994) para marcadores dominantes, si bien hay

autores que tienen en cuenta también los fragmentos monomórficos para Ilevar a cabo

un análisis cuantitativo de los patrones RAPDs (Aubert & Lightner, 2000; Callejas &

Ochando, 2002). EI número de loci seleccionados en este estudio es suficiente para

analizar organismos muy relacionados y obtener estimadores de distancia entre ellos

según lo descrito por dos Santos et ul (1994), Hallden et aL (1994) o Landry &

Lapointe (1996). Del mismo modo, cumple el rango recomendado por distintos autores

que sugieren que al menos 25 loci, en 20 a 30 individuos por población, son los

adecuados para analizar la variabilidad genética y establecer filogenias a partir de

frecuencias génicas (Nei, 1987; Aagard et al., 1998; Gillies et al., 1999).

Un aspecto a tener en cuenta al realizar estudios utilizando marcadores RAPDs,

es la posible aparición de fenómenos de comigración. En este sentido, en el presente

trabajo se realizaron, de acuerdo a las recomendaciones de Williams et u!. (1990) y
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Hadrys et al. (1992), hibridaciones Southern Blot y Dot Blot para verificar su presencia

y en todo caso corregirlos si fuese necesario. Los resultados mostraron cinco loci

comigrados: el ABA-02-850, ABA-OS-975, ABA-07-615, AB9-07-1000 y AB9-07-325.

De los cinco loci descritos anteriormente, dos de ellos, el ABA-OS-975 y el

AB9-07-1000, manifestaron comigración en la población de Esquimalt Lagoon de M.

trossulus. Para comprobar si este fenómeno se manifestaba en las otras dos poblaciones

de M. trossulus, Bedford Basin y ^land Island, se realizó una hibridación Dot Blot, que

reveló la presencia del locus ABA-OS-975 en la población de ^land Island (Figura 8) si

bien, a juzgar por la menor intensidad con respecto al ADN control del individuo de M.

gal/oprovincialis de la Ría de Arousa, es probable que la homología de las secuencias

fuese menor. Con respecto al locus AB9-07-1000, este no mostró señal de hibridación

en ninguna población de M. trossulus ( Figura 11), lo cual conllevó a considerarlo como

ausente en dichas poblaciones.

Los loci ABA-02-850 y AB9-07-325 presentaron el fenómeno de comigración

en la población de Point No Point de M. calirornianus. Teniendo en cuenta que esta

especie es la más divergente de todas las que se analizan, tal y como se demostrará más

adelante, y de la misma manera que ha sido descrito por numerosos autores (Geller et

al., 1994; Kenchington et al., 1995; Hilbish et al., 2000; Rodríguez et al., 2001;

Martínez-Lage et al., 2002), este resultado corrobora el hecho de que la probabilidad de

que se origine comigración aumenta cuánto más lejanas taxonómicamente sean las

muestras que se analicen (Hadrys et al., 1992) y que los marcadores RAPDs sean más

recomendables para analizar taxones muy próximos. No obstante, en este sentido

determinados autores han sugerido la utilización de los RAPDs para comparar niveles

taxonómicos más altos que el género (Millan et al., 1996), incluso Landry & Lapointe

(1996) proponen que se utilicen hasta el nivel de familia. A juzgar por los resultados

obtenidos en este trabajo y teniendo en cuenta el elevado nivel de polimorfismo que

generan, el nivel taxonómico máximo recomendable para inferir filogenias o realizar

análisis de variabilidad y estructura genética mediante RAPDs en mejillón sería el de

especie congenérica, de ahí que no se haya tenido en cuenta la especie P. canaliculus a

la hora de Ilevar a cabo estos análisis. Si bien, sería necesaria la realización de

hibridaciones Southern Blot para comprobar si alguno de los fragmentos seleccionados
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hubiese comigrado, o bien, Ilevar a cabo la secuenciación de aquellos fragmentos que

fuese necesario.

EI loctts ABA-07-615 fue retirado del análisis puesto que, para corroborar la

presencia del fenómeno de comigración revelado por el Southern, se Ilevó a cabo la

secuenciación de este fragmento a partir de distintos clones pertenecientes a individuos

de diferentes poblaciones, obteniendo como resultado una secuencia distinta para cada

caso.

Por otra parte, la hibridación Southern Blot reveló además la existencia de dos

loci que presentaron el fenómeno contrario a la comigración, apareciendo en el gel con

un peso molecular distinto: el ABA-07-400 y AB9-12-350 en la población de M.

chilensis de Puerto Aguirre. Este aspecto corrobora lo expuesto por Aubert & Lightner

(2000) en cuanto a la habilidad de los RAPDs para detectar mutaciones puntuales entre

los sitios de inserción del primer, originando polimorfismos de longitud en los

fragmentos amplificados.

Esta evaluación ha conducido a la identificación de 32 loci polimórficos para los

estudios posteriores de variabilidad y estructura genética.

2. VARIABILIDAD Y ESTRUCTURA GENÉTICA POBLACIONAL

Una primera estima de la variabilidad generada por los RAPDs consistió en

calcular el porcentaje de loci polimórficos por población. Así, los valores obtenidos

oscilaron entre el 56% para la población de Prince Edward Island (M. edttli.s) y el 69%

en las poblaciones de la Ría de Vigo (M. ga/loprovincialis) y la población de ^land

Island (M. trossulus). En general, los valores obtenidos en este trabajo están dentro del

rango de los calculados por Klinbunga et al. (2001) al analizar la variabilidad genética

mediante RAPDs en diferentes species de ostras de las costas de Tailandia. De manera

global, el porcentaje de polimorfismo detectado mediante RAPDs en diferentes

organismos es bastante elevado (Comes & Abbott, 2000; Freitas & Brehm, 2001), al

igual que se observa en este análisis.
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Este elevado nivel de polimorfismo que muestran los RAPDs puede ser debido a

diferentes factores, entre los que se encuentran: su aptitud para detectar mutaciones

puntuales (Aagaard et al., 1995; Allegrucci et al., 1995; Aubert & Lightner., 2000), la

competencia existente entre los distintos productos de PCR, ya que el primer puede

unirse a distintos sitios en todo el genoma (Heun & Helentjaris, 1993), y su habilidad

para amplificar, no sólo regiones codificantes, sino también gran parte de regiones no

codificantes de ADN, como se demuestra en este trabajo, que no están tan a expensas de

las fuerzas selectivas, en las cuales las tasas de sustituciones nucleotídicas son de hasta

dos veces las que se originan en regiones codificantes (Nei, 1987; Hadrys et al., 1992;

Tinker et al., 1993; Moriyama & Powell, 1996; Rand, 1996); además, estas regiones no

codificantes presentan elevadas proporciones de ADN repetitivo que albergan varias

formas de mutaciones asociadas a replicaciones y recombinaciones no mendelianas

(Charlesworth et al., 1994) y, como los RAPDs son amplificados, a veces, a partir de

regiones de ADN repetitivo, podrían reflejar estas altas tasas de mutación (Williams et

al., 1990).

La variabilidad genética intrapoblacional es un factor de gran importancia para

la posible adaptación a los cambios ambientales y consecuentemente para la

supervivencia de la especie. En este sentido, los valores de variabilidad genética

intrapoblacional fueron estimados mediante el índice de Shannon, reflejando un valor

promedio de 0.349 (Tabla 5). Este resultado es ligeramente superior al reflejado por Li

Ma et aL (2000) al realizar análisis de diversidad mediante RAPDs en varias

poblaciones de M. galloprovincialis del Sur de California y al obtenido por de Wolf et

al. (1998) cuando analizaron la variabilidad genética en diferentes poblaciones del

molusco gasterópodo Littorina striata; aunque está dentro del rango observado en

moluscos en base a datos alozímicos (Mardsen et al., 1995). Así, analizando diferentes

poblaciones de M. gaUoprovincialis del suroeste de Europa, Quesada et al. (1995)

obtuvieron unos valores comprendidos entre 0.334 y 0.360.

Los resultados obtenidos pondrían de manifiesto dos aspectos: por un lado, la

considerable proporción de variación intrapoblacional podría sugerir la existencia de un

modelo de reproducción no endogámica en poblaciones con apareamiento al azar, para

lo cual sería necesario mantener una elevada heterozigosidad intrapoblacional y mostrar

una menor variación genética entre poblaciones dependiendo, asimismo, de la cantidad
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de flujo genético y del aislamiento geográfico (Armbruster, 1997, 1998). Por otro lado,

el empleo de alozimas y de RAPDs en el mejillón, generaría similares niveles de

variabilidad, al igual que ha sido detectado por distintos autores al analizar la variación

genética en diferentes organismos animales (de Wolf et al., 1998) o vegetales (Peakall

et al., 199^; Aagaard et al., 1998).

No obstante, estos resultados contrastarían con la opinión generalizada de que

los valores de variabilidad genética obtenidos mediante RAPDs son mayores que los

obtenidos mediante alozimas (Lou-Sun et al., 1998; Cagigas et al., 1999; Guadagnuolo

et al., 2001), debido al hecho de que los alozimas conforman una muestra poco

representativa del genoma, además de estar sujetos a las fuerzas de la selección natural

por tratarse de regiones codificantes, a diferencia de los RAPDs (Aagaard et al., 1998;

Heipel e1 al., 1998; Lou-Sun et al., 1998 Guadagnuolo et al., 2001). Asimismo, el nivel

de variabilidad intrapoblacional generado por los RAPDs y por otros tipos de

marcadores basados en la amplificación por PCR, como los microsatélites o los ISSRs,

muestra unos resultados similares (Raina et al., 2001; Fernández et al., 2002) y, en

general, estos niveles son superiores a los registrados mediante marcadores basados en

la generación de polimorfismos de restricción, como los RFLPs y AFLPs (Pejic et al.,

1998; Nocelli et al., 1999). No obstante, Russel et aL (1997) y Garcia-Mas et aL (2000)

encontraron una mayor variabilidad genética mediante AFLPs al analizar la variación

genética en distintas especies vegetales.

Los valores de distancia genética calculados en base al índice de Nei (1978)

revelaron que el intervalo que presentó la mayor frecuencia fue el comprendido entre

0.150 y 0.176 (Figura 13), siendo la población de Point No Point de M. caliJornianus la

que manifestó los valores más elevados (entre 0.298 y 0.410) con respecto al resto de

poblaciones analizadas (Tabla 6). Este último aspecto apoyaría el hecho de que M.

califa•nianus sea considerada la especie más divergente, de acuerdo con lo descrito por

otros autores (Geller et al., 1994; Kenchington et a/., 1995; Hilbish et al., 2000;

Rodríguez et al., 2001; Martínez-Lage et al., 2002).

Con respecto a las demás poblaciones, las que mostraron entre sí una mayor

distancia genética fueron las pertenecientes a M. edulis (D=0.109), mientras que las

poblaciones canadienses de M. trossulus fueron las que reflejaron un valor más bajo
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(D=0.024). Entre las poblaciones de M. galloprovincialis, la más distante fue la del

Delta del Ebro, como ya había sido descrito por Sanjuan et al. (1994) y Quesada et al.

(1995). La distancia obtenida entre la población del Delta del Ebro y las tres

poblaciones gallegas fue de 0.063, ligeramente superior a la reflejada por Quesada et al.

(1995) (D=0.03), e inferior a la obtenida por Sanjuan et al. (1997) (D=0.13) en base a

datos alozímicos. Asimismo, estos resultados fueron muy similares a los obtenidos por

Rodríguez (2001) empleando marcadores de ADN nuclear (D=0.07). Este valor de

distancia podría estar relacionado con la existencia de la ban•era geográfica del Mar de

Almería-Orán (Quesada et al., 1995; Sanjuan et al., 1994, 1997). En base a la topología

UPGMA realizada a partir de la matriz de distancias se observó, con un elevado índice

de bootstrap, la separación de la población mediterránea de las atlánticas ( Figura 15).

Comparando las distancias entre todas las especies objeto de estudio, el valor

promedio obtenido (D=0.192) resultó ligeramente inferior al rango esperado (D=0.228)

para las comparaciones entre subespecies de taxones de invertebrados descrito por

Ferguson (1980). AI exlcuir a M. caliŜornianus, el valor promedio obtenido fue de

D=0.161. No obstante, ambos valores estarían en consonancia con el rango

comprendido entre 0.16 y 0.28 descrito por Skibinski et al. (1980), Grant & Cherry

(1985) y Víiinólá & Hvilson (1991) entre taxones de Mytilus aplicando métodos

alozímicos. Así, en el presente estudio el valor más bajo, D=0.067, se obtuvo entre M.

trosszrlus y M. edulis, de acuerdo con lo descrito por Wenne & Skibinski (1995)

realizando análisis de restricción del ADN mitocondrial, y con lo descrito por

Rodríguez (2001) mediante estudios de ADN nuclear en individuos del Mar Báltico. Sin

embargo, no estaría de acuerdo con otros resultados obtenidos a partir de datos

alozímicos (Bulnheim & Gosling, 1988; Váinálli & Hvilson, 1991), morfológicos

(McDonald et al., 1991) y de ADN nuclear (Beynon & Skibinski, 1996). Este valor de

distancia entre M. edtdis y M. trossuhrs podría estar relacionado con el hecho de que se

haya demostrado la existencia de genes de M. edulis en la población de M. trossulus del

Mar Báltico (Borsa et al., 1999), o bien podría reflejar la existencia de individuos

híbridos M. edulis-M. trossulus en la población de M. edulis de Isle of Man, del mismo

modo que se han detectado individuos híbridos entre M. edulis del Mar del Norte y M.

trossulus del Mar Báltico (Varvio et al., 1988). En este sentido, Rodríguez et al. (2001)

detectaron, en la población de Isle of Man, patrones de amplificación típicos de M.
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lrosstclus al realizar análisis de la región no repetitiva de la proteína polifenólica

adhesiva del biso.

En cuanto a la población de M. chilensis de Puerto Aguirre, los valores de

distancia fueron, en general, más bajos con las poblaciones de M. edulis y M.

galloprovincialis que con las de M. trossulus y la de M. californianus, coincidiendo con

lo expuesto por Gosling (1992). Este resultado podría corroborar el hecho de que M.

chilensis contenga genes característicos, sobre todo de las poblaciones de M. edn/is,

aunque también de M. galloprovincia/is del hemisferio Norte ( McDonald et a/., 1991;

Seed, 1992).

AI analizar la correlación entre las distancias genéticas y geográficas de las

poblaciones de mejillón del Atlántico Norte se obtuvo un índice significativo (r = 0.43,

P<0.021), ligeramente superior al obtenido mediante marcadores microsatélites

(r = 0.42, P<0.05) en otros moluscos como Ha/iotis rubra (Huang e! al., 2000). No

obstante, al excluir del análisis a las poblaciones americanas, el índice obtenido fue

todavía mucho más significativo (r = 0.78, P<0.004), lo cual podría sugerir la existencia

de un modelo de aislamiento por distancia en las poblaciones europeas influenciado por

la presencia de barreras genéticas a lo largo de la costa oeste de Europa, incluyendo la

barrera oceanográfica del Mar de Almería-Orán (Quesada et al., 1995; Sanjuan et ul.,

1994, 1997), dando lugar a la formación de zonas mosaico, con un tlujo genético

restringido entre ellas (Bierne et al., 2003). En definitiva, estos resultados permitirían

indicar que existe un flujo genético restringido entre las poblaciones europeas de

mejillón analizadas en este estudio.

EI análisis de la varianza molecular (AMOVA) es un método consistente en

establecer diferentes estructuras jerárquicas para analizar la variación genética, generada

por la diversidad haplotípica, en los distintos niveles de subdivisión (Excoffier et al.,

1992). En base a ello, se obtienen estimadores de los componentes de la varianza de los

datos haplotípicos y análogos, a su vez, de los estadísticos F(^), sin tener en cuenta la

heterozigosidad. Originariamente diseñado para analizar datos obtenidos a partir de

RFLPs, los primeros autores que realizaron un análisis de la variabilidad genética

mediante RAPDs empleando este método fueron Huff et al. (1993) en poblaciones

naturales de la planta &ichl^e dactyloides. Desde entonces, existen en la literatura
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numerosos trabajos que utilizaron este análisis para evaluar la estructura genética de las

poblaciones (Peakall et al., 1995; Paffetti et al., 1996; Martinez & Pastene, 1999; Nesbo

et al., 1999; Song Ge et al., 1999; Huang et al., 2000; Moya et al., 2001), incluso en

moluscos bivalvos, como Pecten maximus (Heipel et al., 1998). En este sentido, el

presente estudio es el primero que aplica este método para analizar la variabilidad

genética originada por los RAPDs en diferentes taxones del género Mytil:^s.

Un indicio de la elevada variabilidad detectada es el hecho de que el número de

individuos y haplotipos fue el mismo, es decir, cada individuo era genéticamente único,

coincidiendo con lo obtenido por otros autores realizando estudios similares en otros

moluscos bivalvos (Heipel et al., 1998), moluscos gasterópodos (Huang et al., 2000),

bacterias (Paffetti et al., 1996), plantas (Song Ge et al., 1999), insectos (Moya et al.,

2001) o mamíferos (Cooper, 2000). Asimismo, en todas las agrupaciones realizadas en

este trabajo se detectó un mayor grado de variación a nivel intrapoblacional, y una

menor variación genética entre poblaciones, al igual que lo reflejado por otros autores al

analizar la variabilidad genética en otras poblaciones de moluscos (Heipel et al., 1998;

Huang et al., 2000) y otros organismos animales (Nesbo et al., 1999; Cooper, 2000).

Estos resultados estarían en consonancia con el elevado valor del estimador de

diversidad de Shannon obtenido en este trabajo, lo cual indicaría una vez más la

existencia de un modo de reproducción no endogámica en poblaciones con

apareamiento al azar, según lo expuesto por Armbruster (1997, 1998).

Así, los resultados originados indicarían, en base a la clasificación de Wright

(1969), la existencia de una estructura genética definida, con un valor global de

^sT=0.341 (P<0.001). Este resultado está dentro del rango descrito por otros autores al

analizar la diferenciación genética en poblaciones de plantas (Comes & Abbott, 2000),

peces (Nesbo et al., 1999) o mamíferos (Cooper, 2000). Si se estima este valor sin

considerar a la población de M. califor•nianus de Point No Point, especie congenérica de

las demás y la más divergente, el resultado obtenido fue de ^sT=0.308 reflejando, del

mismo modo, una diferenciación genética clara entre las demás poblaciones. En este

sentido, en el caso de Point No Point se apreció una diferenciación genética muy grande

con respecto a las otras poblaciones, ya que sus índices de fijación con respecto a ellas

mostraron unos valores superiores a 0.440, reflejando, una vez más, el grado de

divergencia existente. Analizando la estructura a nivel intraespecífico, las tres
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poblaciones de M. eclulis (Yerseke, Isle of Man y Prince Edward Island) mostraron una

diferenciación genética grande (^sT=0.241, P<0.001), mientras que las cuatro de M.

galloprovincialis (Balcobo, Ría de Vigo, Ría de Arousa y Delta del Ebro), con un valor

de ^sT=0.105 (P<0.001), y las tres poblaciones de M. trossulu.c (Bedford Basin,

Esquimalt Lagoon y ^land Island), con un índice de fisi=0.140 (P<0.001), reflejaron

una diferenciación genética moderada. AI analizar dicha diferenciación genética a nivel

de las tres poblaciones gallegas de M galloprovincialis (Balcobo, Ría de Vigo y Ría de

Arousa), el valor obtenido (^sT°0.050, P<0.001) podría reflejar la existencia de una

estructura panmítica, con lo que sería más correcto denominarlas como localidades, en

lugar de poblaciones.

En general, se puede indicar que el grado de diferenciación genética observado

entre las poblaciones objeto de estudio fue superior a lo reflejado por otros autores

analizando, mediante ensayos alozímicos, diferentes poblaciones de mejillón (Sanjuan

et al., 1990, 1994; Penney & Hart, 1999). Estas diferencias podrían ser explicadas en

base a las limitaciones analíticas de los loci codificantes, más conservados

evolutivamente y sujetos a los efectos del balance selectivo, lo cual tendería a

infraestimar la variabilidad genética (Clegg, 1989; Karl & Avise, 1992; Peakall et ul.,

1995). También es posible que estas diferencias sean el reflejo de las alteraciones

genéticas no seleccionadas en secuencias sujetas a mecanismos tales como deleciones,

amplificaciones o reordenaciones que son detectadas mediante RAPDs (Devos & Gale,

1992; Paran & Michelmore, 1993; N"Goran et al., 1994).

Para evaluar el nivel de variación existente, la estructura poblacional también

fue analizada en función del establecimiento de diferentes estructuras jerárquicas. Así,

considerando como grupos distintos las cuatro poblaciones de M. galloprovincialis, las

poblaciones de Yerseke, Isle of Man y Prince Edward Island de M. edulis, las tres

poblaciones de M. trossulus y las poblaciones de Puerto Aguirre y Point No Point por

separado, el porcentaje de variación obtenido entre estos cinco grupos (especies) fue del

26.32% (Tabla 9), el más elevado de todas las agrupaciones posibles. Sin embargo, al

considerar la población de Puerto Aguirre como una población de M. edidis, esta

variación disminuyó hasta un 23.19% (Tabla 10) y la variación entre poblaciones

dentro de los grupos aumentó de 10.95% a 14.39%. Lo mismo sucedió al considerar a

Puerto Aguirre como una población de M. galloprovinria/is, obteniendo unos
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porcentajes de variación muy similares. No obstante, al comparar la población de Puerto

Aguirre con las de M. edulis el porcentaje de variación (15.93%) fue inferior al obtenido

comparando la población de Puerto Aguirre con las de M. galloprovincialis (29.24%)

(Tabla 11). Estos resultados podrían poner de manifiesto que la población de M.

chilensis de Puerto Aguirre, aún conteniendo una serie de alelos característicos de M.

edulis y M. galloprovincialis del hemisferio Norte ( McDonald et al., 1991; Seed, 1992),

manifestaría una identidad genética propia.

La posición ambigua de la población de Isle of Man reflejada en las diferentes

topologías realizadas, originó que se Ilevase a cabo el análisis de otras estructuras

jerárquicas. Así, los resultados obtenidos (Tabla 12) reflejaron que al considerar la

población de [sle of Man como un grupo aparte de las otras poblaciones de M. edulis, la

variación entre poblaciones dentro de los grupos era menor que si se consideraba a Isle

of Man como población de M. edz+lis. Esto vendría reforzado por el valor de 24.1 I% de

variación detectado entre las tres poblaciones de M. edulis, el cual es claramente

superior al obtenido para las tres poblaciones de M. trossulus (13.95%) y para las cuatro

poblaciones de M. galloprovincialis (10.54%). Posibles causas para explicar esta

situación ambigua podrían ser el complejo sistema de corrientes que tiene lugar en el

Mar de Irlanda, las cuales son altamente variables dependiendo de las condiciones

climatológicas ( Prestidge & Taylor, 1995), o bien que la población de Isle of Man esté

constituida por híbridos M. edulis-M. trosszdus, como consecuencia de la introducción

de larvas en los tanques de lastrado de los barcos procedentes de Norte América y Este

de Canadá al arrivar a puertos importantes como Liverpool o Dublin, como ya ha sido

descrito para otros moluscos bivalvos ( Howlett, 1990). Este aspecto podría explicar la

presencia de patrones de amplificación característicos de M. trossulus en la población

de Isle of Man, obtenidos al analizar la región no repetitiva de la proteína polifenólica

adhesiva del biso (Rodríguez et al., 2001).

En cuanto a las poblaciones de M. galloprovincialis, el análisis de la varianza

(Tabla 13) reflejó la ligera diferencia existente entre la población mediterránea y las

atlánticas ya que, al considerar como un grupo aparte la población del Delta del Ebro, la

variación entre poblaciones dentro de los grupos disminyó desde un 10.54% a un

8.68%. Sin embargo, la diferenciación genética existente entre los dos grupos fue escasa

(^cT=0.033, P<0.001)
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Para evaluar la posible variación en función de la localización geográfica, se

Ilevaron a cabo distintas agrupaciones (Tabla 14). Los resultados obtenidos mostraron

los siguientes aspectos: el bajo porcentaje de variación (3.18%, ^^ i=0.032, P<0.3? 1)

entre las poblaciones europeas de M. edulis y la población sueca de M. trosstdus vendría

a demostrar la posición ambigua de la población de Isle of Man; la gran diferenciación

genética (16.15%, Q^^T=0.162, P<0.001) obtenida al comparar las poblaciones gallegas

con las poblaciones europeas de M. edtrlis estaría de acuerdo con lo expuesto en este

trabajo al afirmar la existencia de una cierta correlación estadística entre las distancias

genéticas y las distancias geográficas entre las poblaciones europeas, sugiriendo de

nuevo la existencia de un modelo de aislamiento por distancia influenciado por

presencia de barreras genéticas a lo largo de la costa oeste de Europa, como ya había

sido descrito por Bierne et al. (2003); finalmente, al comparar las poblaciones atlánticas

orientales y las occidentales, el porcentaje de variación obtenido (7.73%, ^^^r=0.077,

P<0.050) revelaría la existencia de una estructura más taxonómica que geográfica, o

bien una posible influencia humana en el establecimiento del flujo genético a ambos

lados del océano Atlántico Norte.

Del mismo modo, se calcularon los valores de los índices Fs^ de Weir &

Cockerham (1984), adecuados para inferir estructuras poblacionales a partir de tamaños

muestrales pequeños y desiguales (Apostol et al., 1996) y para estimar patrones de flujo

genético. A diferencia del índice ^sT, el Fs^r tiene en cuenta la heterozigosidad estimada

a partir de las frecuencias alélicas. Así, para analizar la posible correlación existente

entre ambos se utilizó el Test de correlación de Mantel, obteniendo un coeficiente

extraordinariamente significativo de r= 0.91 (P<0.001). Asimismo, este índice

manifestó una distribución similar ( Figura 14) a la correspondiente al índice ^si,

siendo el rango comprendido entre 0.339 y 0.368 el que presentó una mayor frecuencia,

mientras que para el índice ^sT lo fue el comprendido entre 0.320 y 0.345. Debido a

esta elevada correlación detectada, se utilizó el FsT para estimar los patrones de flujo

genético.

La estimación del flujo genético es una herramienta muy útil de la genética

poblacional para inferir las habilidades dispersivas de los organismos (Wright, 1978).

Así, a partir de los valores de Fs^ fue posible Ilevar a cabo la estimación del número

efectivo de migrantes por generación (Nm) para inferir patrones de flujo genético

-113-



.1 nálisis de marcadore.r RAPDs en el género Mv/i/us

entre diferentes poblaciones de mejillón. Todos los valores calculados resultaron ser

mayores que 1 lo cual indicaría que el flujo genético sería suficiente, en teoría, para

evitar los efectos de la deriva genética (Slatkin, 1985b). De este modo, se observó un

flujo genético restringido entre las poblaciones gallegas de M. galloprovincialis y las

europeas de M. edulis (Nm=3, FsT=0.077), reflejando la posible existencia de barreras

genéticas que dificultarían en parte la migración de las larvas. EI mayor valor de Nm

(Nm=7, FsT=0.035) se obtuvo al comparar las poblaciones orientales del Atlántico

Norte con las occidentales. Este dato pondría de manifiesto la posibilidad de la

influencia humana, la cual podría generar flujo genético hacia direcciones variadas y

opuestas (Besnard et al., 2001) conduciendo a la introgresión de genes de unos taxones

en otros, fundamentalmente al introducir las larvas en zonas muy distantes

geográficamente mediante el agua de lastrado de los barcos (Anderson et al., 2002).

Entre las poblaciones de M. galloprovincialis, M. edulis y M. trossulus del

Atlántico Norte se obtuvo el valor más bajo (Nm=1.8, FsT=0.120), lo cual podría ser

indicativo de que cada una de estas especies o taxones mantienen una identidad genética

propia incluso a lo largo de grandes distancias, como ya había sido descrito por otros

autores en base a datos alozímicos (Koehn, 1991; McDonald et al., 1991). También se

observó un flujo genético restringido entre las poblaciones europeas de M. edulis

(Yerseke e Isle of Man) y la población de M. trossulus de ^land Island con un valor de

Nm=2.5 (FsT=0.091). Finalmente, el flujo genético detectado entre las poblaciones

gallegas y la del Delta del Ebro resultó ser de Nm=4.2 (FsT=0.056). En cualquier caso,

estos valores contrastan con los obtenidos por otros autores al estimar el número

efectivo de migrantes por generación para inferir patrones de flujo genético en mejillón.

Así, Slatkin (1985a) obtuvo un valor de Nm=42.0 al analizar poblaciones naturales de

M. edulis, y Quesada et al. (1995) obtuvieron valores comprendidos entre 35.5 y 41.4

analizando poblaciones de M. galloprovincialis de la Península [bérica. No obstante,

este valor disminuyó hasta 8.4, ligeramente superior al obtenido en este trabajo, al

comparar veintiuna poblaciones a un lado y a otro de la barrera oceanográfica de

Almería-Orán. Esto hecho podría indicar que la existencia de barreras oceanográficas y

genéticas excluiría una posible hipótesis de rutas migratorias en el mejillón, sin

embargo las relaciones genéticas de las poblaciones se pueden explicar fácilmente si se

asume que la migración es más consistente durante el estadío larvario y

mayoritariamente mediada por la corriente. Así, similares transportes mediados por las
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corrientes han sido postulados para otros invertebrados bentónicos marinos con estado

de larva planctónica (Scheltema, 1986; Palumbi, 1994).

No obstante, los valores de estas estimas de flujo genético debe tomarse con

precaución debido, entre otros factores, a que los métodos indirectos de estimación de

Nm reflejan la media histórica de flujo genético que es necesario para generar el patrón

de diferenciación observado entre poblaciones, y este hecho sobrestima generalmente el

flujo genético real (Slatkin, 1985b). Sin embargo, numerosos autores han estimado el

número de migrantes efectivos por generación para inferir patrones de flujo genético a

partir de valores de FsT con datos obtenidos mediante RAPDs en moluscos

gasterópodos (de Wolf et al., 1998), insectos (Apostol et al., 1996; Zhou et al., 2000) o

peces (Mamuris et al., 1999).

La topología obtenida, tanto UPGMA como Neighbor-Joining ( Figura IS), a

partir de la matriz de distancias de Nei (1978) reflejó la agrupación en un cluster de las

poblaciones de M galloprovincialis, en otro duster se englobaron las poblaciones de M.

tross:rlus y M. edu/is, en cuyo caso aparecerían Yerseke y Prince Edward Island como

poblaciones puras de M. ednlis, y compartiendo otro chrster se agruparon las

poblaciones de M chilensis de Puerto Aguirre y M. ca/ifornian:^s de Point No Point. La

población de Isle of Man apareció, a su vez, agrupada con las poblaciones de M.

trossirlus. En cuanto a las topologías obtenidas a partir de la matriz de ^s^ de

Cockerham (1973) referente a datos haplotípicos se han encontrado diferencias en

función del método utilizado, UPGMA o Neighbor-Joining. Del mismo modo, ambos

métodos originaron topologías en cierto modo diferentes al árbol originado a partir de la

matriz de distancias de Nei (1978). Así, la topología UPGMA ( Figura 16) agrupó la

población de M. chilensis de Puerto Aguirre con las poblaciones de M.

gaUoprovincialis, de acuerdo con lo obtenido por Rodríguez (2001), aunque con un

valor de bootstrap ligeramente bajo. Además, al contrario que lo reflejado en la

topología derivada de la matriz de Nei (1978), la población de Isle of Man apareció

agrupada con las poblaciones de M. ednlis y estas, a su vez, aparecieron más

relacionadas con M. galloprovincialis que con las de M. trosstdus, al igual que lo

reflejado mediante el método Neighbor Joining ( Figura 17), y de acuerdo con lo

descrito por numerosos autores utilizando métodos alozímicos (Koehn et al., 1984;

McDonald et al., 1991), morfométricos (McDonald et al., 1991) o mediante marcadores
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de ADN mitocondrial (Geller et al., 1993; Rawson & Hilbish, 1995) o nuclear

(Rodríguez, 2001). Asimismo, en esta última topología ( Figura 17), la población de Isle

of Man apareció nuevamente agrupada con las poblaciones de M. trossulus, mientras

que la población de Puerto Aguire se agrupó en otro ch^ster con M. californianus de

Point No Point.

En general, todas las topologías generadas en este estudio mostraron la

población de M. californiam^s de Point No Point como la más divergente y, a diferencia

de otros autores utilizando marcadores de ADN nuclear amplificado por PCR

(Rodríguez, 2001), la población de M. trossul:^s de ^land Island apareció agrupada con

las poblaciones canadienses de M. trossulus, de acuerdo con lo descrito por Bulnheim &

Gosling (1988). La población de M. edulis de Isle of Man mostró su posición ambigua

al agruparse tanto con las poblaciones de M. edulis como con las de M. trossulus.

Asimismo, tampoco se detectó en ningún caso una agrupación en función de la

proximidad geográfica de manera estricta, sino más bien una clasificación en función de

sus similaridades genéticas y/o haplotípicas, de acuerdo con lo reflejado con los índices

de fijación y con los distintos análisis de la varianza molecular realizados (Tabla 14).

Las relaciones multidimensionales entre los individuos fueron examinadas

realizando el análisis de los componentes principales a partir de los haplotipos

generados mediante RAPDs. Este método fue ampliamente utilizado por distintos

autores que analizaron la estructura genética de poblaciones mediante RAPDs en

moluscos gasterópodos (Huang et al., 2000), ballenas (Martinez & Pastene, 1999),

plantas (Comes & Abbott, 2000; Semagn et al., 2000; Freitas & Brehm, 2001) o peces

(Callejas & Ochando, 2002). Del mismo modo, también fue empleado para analizar la

estructura genética de poblaciones de mejillón a partir de datos alozímicos (Varvio et

al., 1988; McDonald et al., 1991) y polimorfismos de longitud amplificados por PCR

(Daguin et al., 2001; Bierne et al., 2003).

En el primer análisis (Figura 18) se tuvieron en cuenta los 342 individuos

pertenecientes a doce poblaciones (excluyendo a la de Golden Bay y a las dos de la

Bahía de Otsuchi), en el cual se reflejaron dos grupos claramente diferenciados por los

dos primeros componentes: por un lado la población de M. californianus de Point No

Point y, más alejada en el componente 1 y a lo largo del componente 2, el resto de
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poblaciones de Mvtilus. En este sentido, y siguiendo una interpretación de la gráfica

similar a la descrita por Bierne et al., (2003), en esta distribución aparecerían agrupados

los taxones pertenecientes al "complejo M. edulis", cuyas diferencias entre ellos

vendrían reflejadas a lo largo del eje Y correspondiente al componente 2, y por otro lado

la especie M. californianus, claramente diferente del grupo anterior.

Un segundo análisis ( Figura 19) consistió en excluir a los indiviudos

pertenecientes a la población de Point No Point. Los resultados obtenidos mostraron una

distribución muy similar a la reflejada por McDonald et al. (1991), en los cuales se

observaron tres grupos: las poblaciones de M. galloprovincialis y las de M. edulis a lo

largo del componente 2, y las poblaciones de M. trossulus más alejadas a lo largo del

componente l. Asimismo, se apreció una vez más la distribución dispersa de la

población de Isle of Man, entre las poblaciones de M. edulis y M. trosstrlus, y una

situación similar para la población de Puerto Aguirre entre las poblaciones de M. ed:rli.s

y M. ^alloprovincialis. En este sentido, el análisis de componentes principales para las

poblaciones de M. ed:rlis y la de Puerto Aguirre ( Figura 20a) mostró dos grupos

diferenciados, pudiéndose observar a la población chilena separada de las demás

poblaciones de M. edulis. En el análisis entre poblaciones de M. edulis y M. trossuhrs

(Figura 20b), se observó la mencionada distribución ambigua de la población de Isle of

Man.

EI análisis de los componentes principales a partir de las frecuencias alélicas

para cada una de las poblaciones analizadas (Figura 21), similar al descrito por Varvio

et al. (1988) y Daguin et al. (2001), fue realizado para observar la distribución de las

agrupaciones de un modo más esquemático. En este sentido, la distribución obtenida fue

similar a la reflejada, en conjunto, en las topologías generadas en este trabajo,

apareciendo la población de Isle of Man en una posición ambigua entre las poblaciones

de M. trossuhrs y las poblaciones de M. edulis. Del mismo modo, se observó a la

población del Delta del Ebro ligeramente separada de las tres poblaciones gallegas de

M. galloprovincialis. La posición de la población de M chi(ensis de Puerto Aguirre,

intermedia entre las poblaciones de M. edulis y M. galloprovincialis, estaría en

concordancia con lo obtenido mediante el análisis UPGMA realizado a partir de los

valores de ^sT, lo cual pondría de nuevo de manifiesto la posible presencia de alelos

característicos de M. ed:dis y M. galloprovincialis del hemisferio Norte en la población

-117-



Análisis de marcadores R.-1 PDs en el género Mi^^ilus

chilena, según lo descrito por McDonald et al. (1991) y Seed (1992), apoyando la

hipótesis postulada por Hilbish et al. (2000) según la cual habría tenido lugar una

colonización, a través del océano Atlántico, desde el hemisferio Norte al hemisferio Sur

durante el Pleistoceno. Por otro lado, su localización ligeramente desplazada a lo largo

del componente 1 reflejaría el mantenimiento de una identidad genética propia.

En general, y a la vista de los resultados obtenidos, se corrobora que la

amplificación y posterior digestión de la región ITS, descrita por Heath et aL (1995), es

un método fiable, ya que no se detectó la existencia de híbridos M. edulis-M. trossuk^s

en las poblaciones de la costa atlántica canadiense analizadas en este trabajo.

En este estudio también se Ilevó a cabo un análisis preliminar mediante

componentes principales de las dos especies, M. galloprovincialis y M. coruscus, de la

Bahía de Otsuchi, en Japón. Los resultados obtenidos ( Figuras 25 y 26) mostraron la

presencia en ambas especies de loci RAPDs más característicos de la población de Point

No Point de M. californianus. No obstante, estos resultados preliminares deben ser

tomados con precaución ya que, debido al escaso número de individuos analizados, sólo

se han tenido en cuenta los 32 loci que habían sido previamente seleccionados. Así, en

un primer análisis (Figura 27) incluyendo a la totalidad de los individuos (N=363), se

observaron nuevamente dos grupos claramente diferenciados: por un lado los individuos

pertenecientes a las especies japonesas y a la población de Point No Point

indiferenciados unos de otros y, en otro conjunto los correspondientes al resto de

poblaciones del género Mytilzrs. En un segundo análisis ( Figura 28) sólo se tuvieron en

cuenta las poblaciones de M galloprovincialis y las poblaciones de M. con^scus y M.

calirornianus. Así, en la gráfica se observó la presencia de tres grupos separados: a lo

largo del componente 2 aparecieron las especies japonesas y la de Point No Point y más

alejada en el componente 1 aparecieron las poblaciones de M. galloprovincialis de la

Península Ibérica. Estos resultados reflejan una relación más estrecha entre las especies

japonesas y la población de Point No Point que aquéllas, en concreto la población de M.

galloprovincialis, con las poblaciones de M. galloprovincialis de la Península Ibérica,

no reflejándose una relación clara entre M. galloprovincialis de la Bahía de Otsuchi y

las poblaciones de la Península Ibérica como resultado de una posible introducción

accidental en Japón, según lo descrito por Wilkins et aL (1983). En el caso de M.

coruscus, aunque Vermeij (1989) había sugerido que podría tratarse de la misma

-118-



Disc^usitin

especie que M. californianu.c pero con variación geográfica en la prominencia de sus

nerviaciones, los resultados obtenidos sugerirían que se tratan de especies diferentes, de

acuerdo con lo afirmado por Milyutina & Petrov (1989).

La diferenciación entre ambas especies de Japón no ha podido determinarse, ni a

nivel descriptivo de los loci amplificados, ni a nivel de la representación espacial de los

individuos en función de sus haplotipos (componentes principales). No obstante,

realizando la amplificación en un mayor número de individuos y utilizando en el

análisis los posibles loci amplificados en individuos de ambas especies, sería más

probable encontrar un marcador que permitiese diferenciarlas o, en su defecto, se podría

analizar la posible variabilidad genética existente entre ellas.

3. ENSAYO PRELIMINAR DE LA HERENCIA MENDELIANA

A pesar de que una de las premisas adoptadas al Ilevar a cabo el análisis de la

estructura poblacional mediante RAPDs consistió en considerar a estos marcadores

como caracteres que se heredan de manera mendeliana (Apostol et al., 1996 ), se realizó

un ensayo para comprobar este tipo de herencia en M. galloprovincialis. Hasta la fecha,

han sido numerosos los autores que han Ilevado a cabo este tipo de análisis,

demostrando la herencia mendeliana de los RAPDs en plantas (Williams et ul., 1990),

peces (Stott et al., 1997; Appleyard & Mather, 2000) o abejas (Tavares et ul., 2000). No

obstante, también existen referencias que ponen de manifiesto la presencia de bandas no

parentales en la descendencia a partir de cruzamientos entre plantas (Carlson et al.,

1991; Reiter et al., 1992) o abejas (Hunt & Page, 1992).

Tras comparar los patrones obtenidos en los padres ( Figuras 22 y 23) con los

amplificados por cada uno de los doce individuos de la descendencia, se observaron dos

bandas no parentales ( Figura 24). No obstante, estos fragmentos habían sido

visualizados con anterioridad en algunos individuos de la población de Balcobo al Ilevar

a cabo el análisis inicial pero no eran reproducibles, con lo que no se tuvieron en cuenta.

Por lo tanto, si se restringe la comparación de fragmentos a aquellos que cumplan con el

cirterio de reproducibilidad, se podría afirmar que en M. galloprovincialis los /oci

RAPDs siguen un patrón de herencia mendeliano, similar al descrito en otros moluscos

bivalvos (Patwary et al., 1994).
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Posibles explicaciones para la presencia de bandas no parentales han sido

aportadas por distintos autores, así Riedy et al. (1992), los cuales fueron los primeros en

descubrir este tipo de bandas en los RAPDs, aportaron distintas causas, entre las que se

encuentran: mutaciones genómicas en un elevado porcentaje, contaminación de las

muestras por los agentes de reacción, slippage de la Taq polimerasa durante la

replicación o amplificación de recombinantes in vih-o. Por otra parte, una explicación

muy extendida para explicar la presencia de bandas no parentales en la descendencia es

la formación de moléculas de heterodúplex entre dos secuencias alélicas de diferente

tamaño (Hunt & Page, 1992; Scott et al., 1992; Ayliffe et al., 1994; Elo et al., 1997).

No obstante, todos estos autores coinciden en afirmar que la formación de bandas no

parentales en los RAPDs es poco frecuente, principalmente debido al carácter

dominante de estos marcadores moleculares (Willimas et al., 1990). Por su par[e, Garcia

& Benzie (1995) detectaron una banda no parental en casi toda una generación de

Penaeus monodon, según ellos derivada de algún tipo de contaminación bacteriana o

algal de la muestra.

Durante el análisis preliminar de la heredabilidad de los RAPDs, se observó la

amplificación de un posible fragmento sexo-específico, presente en los individuos

macho de la población parental de Balcobo y ausente en las hembras. Si bien, en este

sentido diversos autores consideran los RAPDs como una herramienta adecuada para

identificar el sexo en diferentes organismos (Hadrys et al., 1992; Lessells & Mateman,

1998; Urasaki et al., 2002), lo cual consideran esencial para Ilevar a cabo estudios de

ecología poblacional y evolutiva.

Por otra parte, en el presente estudio los marcadores RAPDs fueron generados a

partir de ADN nuclear, corroborando lo que ya había sido descrito por Hadrys et al.

(1992). Si bien, Aagaard et al. (1995) detectaron fragmentos de origen mitocondrial en

algunos patrones RAPDs de coníferas.

4. ANÁLISIS DE SECUENCIAS

EI objetivo principal al Ilevar a cabo el análisis de secuencias de determinados

fragmentos RAPDs fue diseñar marcadores SCARs para tratar de diferenciar

poblaciones y/o especies de mejillón. Así, de los ocho fragmentos que fueron clonados
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y secuenciados, cuatro fueron candidatos a marcadores SCARs, de los cuales tan sólo

uno, el correspondiente al loci^s ABA-02-580, ha resultado útil para Ilevar a cabo la

identificación de detenninadas especies de mejillón desde el punto de vista comercial.

Por otra parte, en todos los fragmentos secuenciados se determinaron sus características

y se buscaron posibles homologías en las bases de datos nucleotídicas y aminoacídicas.

En general, todas las secuencias analizadas presentaron un porcentaje de

Adenina-Timina superior al 50%, a excepción del locus AB9-O6-850, con un valor

ligeramente inferior. Además, y relacionado con las elevadas proporciones de ADN

repetitivo que presentan las regiones no codificantes que pueden ser amplificadas

mediante RAPDs ( Williams et al., 1990; Charlesworth et al., 1994), también fueron

detectadas un elevado número de repeticiones directas, las cuales se cree que son

generadas mediante la duplicación de sitios diana durante la inserción de elementos

transponibles ( Kleckner, 1981), e inversas, las cuales parecen intervenir tanto en

procesos de amplificación del ADN (Oshima et al., 1992) como en procesos de

formación de estructuras secundarias ( Bianchi et al., 1989).

En algunos casos se observaron secuencias de mayor o menor semejanza con las

cajas A y B, que constituyen el promotor interno partido de los genes para el ARNt. EI

grado de homología encontrado fue superior al 75% en todos los casos, aunque superior

con la caja A. Del mismo modo, el fragmento AB9-O6-700 también presentó cierta

homología (53%) con la caja C, o promotor interno del ARNr SS. Por otro lado, la

separación entre los tramos de secuencias homólogas a dichas cajas observados en las

dos secuencias que contenían ambos pares de cajas está dentro del rango descrito por

Singer & Berg ( 1991), de entre 25 y 60 pb, para la secuencia que contiene las cajas A y

C(AB9-06-700), y fue ligeramente mayor en la secuencia que contiene las cajas A y B

(ABA-07-400). Estos hechos podrían ser un indicativo del posible origen como

pseudogenes de estas secuencias.

La secuenciación del locus ABA-02-580 dio lugar a una secuencia de 592 pb (N°

Acceso Genbank AJ315480), a partir de la cual se desarrolló un marcador SCAR,

mediante el diseño de primers específicos, que permitió la diferenciación de stocks de

poblaciones de M. galloprovincialis, gracias a la amplificación de un fragmento de
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SSSpb obtenido en la totalidad de individuos analizados de esta especie, lo cual es

especialmente importante desde el punto de vista comercial.

AI Ilevar a cabo la búsqueda de homologías para el locus AB9-06-850, se

detectó que ese fragmento estaba constituído por parte de la familia génica del ADNr,

poniendo de manifiesto la aptitud de los RAPDs para amplificar también regiones

codificantes. Como consecuencia, se Ilevó a cabo el análisis comparativo de las

secuencias completas correspondientes a la región 5.8S. Además, también se llevó a

cabo un análisis comparativo de la secuencia consenso, no codificante, del locus AB9-

06-700 en distintas poblaciones del presente estudio debido a la elevada frecuencia con

la que este fragmento aparecía en cada una de ellas y por su elevado número de

repeticiones, tanto directas como inversas.

La familia génica del ADNr es atractiva para la reconstrucción de filogenias

debido a su elevado número de copias, universalidad y a las distintas tasas de evolución

dentro y entre los componentes de la unidad de repetición y espaciadores (Baldwin,

1994). En concreto, los dos espaciadores, ITS I e ITS2, han evolucionado más

rápidamente que las regiones codificantes que los flanquean y, por ello, son adecuadas

para la comparación de taxones próximamente relacionados (Shen et al., 1998; Chen et

al., 2002). La región 5.8S, debido a su condición de región codificante, presenta un

grado de variación más conservada que la región espaciadora ITSI, lo cual le confiere

una especial aptitud para evaluar relaciones filogenéticas entre especies que divergieron

después del Paleozoico. Así, en el presente trabajo, se analizaron las relaciones

filogenéticas entre siete especies pertenecientes a la clase Bivalvia, incluídas las dos

especies pertenecientes a este estudio, y una especie outgroup perteneciente a la clase

Oomycetes. Los valores de distancia de Kimura y la relación transiciones/transversiones

(Tabla 16) indicaron que la especies más divergente fue T. crocea, como así se reflejó

también en el árbol filogenético de máxima parsimonia. Además, en el cluster que

agrupa a las especies Pteriomorpha también se localiza la Heterodonta M. sallei

(Figura 36).

Finalmente, el análisis comparativo de las secuencias del locus A69-06-700 en

individuos pertenecientes a distintas poblaciones tratadas en este trabajo (Tabla 17)

reveló que los coeficientes Ts/Tv a nivel intraespecífico fueron superiores a los
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obtenidos a nivel interespecífico. En base a los valores de distancia de Kimura

estimados, las poblaciones pertenecientes a M. trossulus fueron las que mostraron un

índice mayor con respecto al resto. La topología obtenida mediante máxima parsimonia

(Figura 39), reflejó un cluster agrupando las tres poblaciones de M. trossult^s y otro

cluster englobando a las poblaciones de M. edu/is, M. ga/loprovincialis y M. chilensis,

coincidiendo con la topología UPGMA generada a partir de los valores de Nsi de

Cockerham (1973) realizada en el presente estudio ( Figura 16), así como con la

agrupación obtenida al realizar el análisis de componentes principales (Figura 21), y de

acuerdo con lo descrito por otros autores mediante secuencias de ADN satélite tipo 111

(Rodríguez, 2001). Por otra parte, se observó una ligera correlación estadística, r= 0.35

(p<0.08), entre la matriz de distancias en base al modelo de Kimura 2 parámetros y la

matriz de distancias de Nei (1978) para las mismas poblaciones analizadas mediante

RAPDs.

EI hecho de que M. trossulais sea la especie más divergente del complejo M.

ed:^lis estaría en consonancia con los valores más bajos de los coeficientes Ts/Tv que

son detectados (Tabla 17) cuando aumenta el tiempo de divergencia entre secuencias,

ya que valores cercanos a 0.4-0.5 son indicativos de secuencias cuyos niveles de

sustitución están muy saturados (Holmquist, 1983; Nei, 1987).

5. IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES O POBLACIONES MEDIANTE RAPDs

Hasta la fecha han sido empleados diferentes métodos para Ilevar a cabo la

identificación de especies de mejillón, tales como el análisis del ADN mitocondrial

(Skibinski, 1985; Carlton & Geller, 1993; Geller et al., 1994), RFLPs de los loci

ribosomales 185-5.8S-28S (Heath et al., 1995) o amplificaciones por PCR de

fragmentos de ADN nuclear (Inoue et al., 1995; Rawson et a/., 1996). Debido al

elevado interés comercial de las especies de mejillón pertenecientes al género Mytihis y

a la amplia expansión que está teniendo la producción de P. canalicuh^s, en el presente

trabajo se ha descrito un método que permite diferenciar la especie neozelandesa de

otras especies de mejillón de interés comerciaL Esto evitaría la comercialización bajo la

denominación de mejillón M. galloprovincialis o M. edidis de un producto que

realmente sería P. canalictilus.



Análisis de marcadores RAPDs en el género Mvlilus

La amplificación mediante los primers 580- I F y 580-1 R originaría un fragmento

de 555 pb, el cual permitiría diferenciar stocks de M. ga/loprovincialis de otras especies

de mejillón. Aquellos individuos que no presentasen dicho fragmento, serían

amplificados con el primer ABA-07 y si originasen un patrón de bandas comprendido

entre -700 pb y 800 pb, estos mejillones serían identificados como P. canaliculus. Esta

especie, endémica de Nueva Zelanda, es la más cultivada del género Perna, dentro de la

familia Mytilidae, y su producción en acuicultura ha crecido extraordinariamente rápido

en los últimos 20 años. No obstante, aunque ha sido objeto de una amplia investigación,

mucha de esta información no ha sido publicada (Jeffs et al., 1999). Algunos de los

estudios Ilevados a cabo analizaron, mediante alozimas, la estructura genética de

diferentes poblaciones distribuidas por Nueva Zelanda no encontrando apenas ningún

tipo de diferenciación genética (Apte & Gardner, 2001). Sin embargo, estos mismos

autores, realizando un análisis SSCP (Single Strain Conformation Polymorphism) de la

región NADH IV del ADN mitocondrial, sí detectaron una intensa subdivisión genética

poblacional Norte-Sur de poblaciones pertenecientes a esta especie (Apte & Gardner,

2002). Esta diferenciación genética fue posteriormente corroborada al analizar mediante

RAPDs diferentes poblaciones del Norte y el Sur de Nueva Zelanda (Star et al., 2003).

Por otra parte, amplificando con el primer ABA-10 los ejemplares que no

hubiesen presentado el fragmento de 555 pb, sería posible diferenciar stocks de

individuos de la población de Puerto Aguirre si dicha amplificación da lugar, en todos

los individuos, a la presencia del fragmento de 580 pb y a la ausencia del fragmento de

500 pb, además de la presencia del fragmento de 700 pb en aproximadamente el 50% de

la muestra.

Mediante la amplificación de los loci ABA-OS-390 y AB9-06-300 se podría

identificar la población de M. californianus de Point No Point, además de por la

presencia de nerviaciones radiales presentes en su concha (Soot-Ryen, 1955).

Asimismo, los individuos de la localidad japonesa de la Bahía de Otsuchi podrían ser

fácilmente diferenciados del resto de poblaciones analizadas ya que amplifican el locus

ABA-OS-390, al igual que la población de Point No Point, pero se diferenciarían de ésta

en la amplificación de los loci ABA-OS-975 y ABA-OS-465. No obstante, no se ha

detectado ningún marcador que permitiera diferenciar inequívocamente las dos especies

que cohabitan en dicha bahía, M Ralloprovincia/is y M. coruscus.
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Finalmente, mediante la amplificación del locus ABA-10-1400 sería posible

identificar la especie M. tross:dus, puesto que este locus no es amplificado en ninguna

otra especie; no obstante, teniendo en cuenta que no es un locus diagnóstico, sería

necesario amplificar un elevado stock de individuos para asegurar la clasificación. En

este caso, sería posible identificar la población de 01and Island, en aquellos individuos

que presentasen dicho locus, mediante una hibridación Dot Blot, como la descrita en el

apartado 2.2, positiva para el fragmento de 975 pb. Si bien, este último apartado sería

más complicado debido a la escasa frecuencia con la que dicho fragmento aparece en la

población de ^land Island.
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1. Se han seleccionado, en base a criterios de calidad en la amplificación,

reproducibilidad, nivel de polimorfismo y ausencia de comigración, un total de 3?

loci RAPDs, generados a partir de siete primers.

2. EI origen de los fragmentos RAPDs en el mejillón se corresponde con ADN nuclear,

y se transmiten a la descendencia de forma mendeliana.

3. EI valor del índice de diversidad de Shannon (0.349) reveló la existencia de un

elevado grado de variabilidad genética intrapoblacional.

4. La población que mostró los valores de distancia de Nei más elevados fue la de

Point No Point (M. californianus). Las poblaciones más distantes genéticamente

fueron Point No Point (M. californianzrs) y Balcobo (M. galloprovincialis), siendo

las menos distantes las dos poblaciones canadienses de M. trossrdus (Bedford Basin

y Esquimalt Lagoon). Asimismo, se ha detectado una correlación positiva entre las

distancias genéticas y geográficas a nivel de las poblaciones europeas, sugiriendo la

existencia de un modelo de aislamiento por distancia.

5. Las topologías UPGMA y Neighbor Joining derivadas del índice de Nei y del índice

de fijación FsT agruparon en un mismo cluster a las poblaciones de M. edulis y M.

trossuhrs, mientras que las derivadas del índice ^sr agruparon juntas a las

poblaciones de M. ed:rlis y M ga(loprovincialis. En todos los casos la población de

M. californianzrs de Point No Point se mostró como la más divergente.

6. Los análisis de la varianza molecular y componentes principales reflejaron los

siguientes aspectos:

^ La existencia de una estructura genética definida (^sT=0.341), desde un

punto de vista taxonómico más que geográfico.

^ La elevada variación a nivel intrapoblacional.

^ Las tres poblaciones pertenecientes a M. edtrlis presentaron una gran

diferenciación genética entre si, mientras que las poblaciones de M.

ga//oprovincia/is y M h•ossulus presentaron una diferenciación genética

moderada.
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Las tres poblaciones gallegas de M. galloprovincialis presentaron una

estructura panmítica.

La población de Isle of Man apareció en una posición ambigua entre las

poblaciones de M. trossulus y las de M. edulis, indicando la posible

presencia de híbridos en esa población.

La población de M. chilensis de Puerto Aguirre podría presentar alelos

característicos de M. edulis y M. ^alloprovincialis del hemisferio Norte, pero

manteniendo una identidad genética propia.

EI análisis preliminar de los mejillones de la población japonesa de la Bahía

de Otsuchi (M. galloprovincialis y M conrscus) indicó una mayor

proximidad a M. californianus que a cualquier otra forma del "complejo M.

edidis".

7. EI estimador del número efectivo de migrantes por generación reveló:

v La existencia de un flujo genético restringido entre las poblaciones europeas

de mejillón, apoyando la idea de un modelo de aislamiento por distancia.

. La posible influencia humana en el establecimiento del flujo genético a

ambos lados del Atlántico.

i> Cada una de las especies del "complejo M. edulis" mantiene una identidad

genética característica incluso a lo largo de grandes distancias.

8. La caracterización de las secuencias correspondientes a distintos fragmentos RAPDs

seleccionados mostró que:

i% Mediante RAPDs es posible amplificar regiones codificantes, como el locus

AB9-06-850, y no codificantes, como el locus AB9-06-700, lo cual permite

desarrollar otros tipos de análisis filogenéticos a partir de estas secuencias.

^ EI contenido en A-T fue superior al 50% en todas las secuencias, excepto en

la correspondiente al locus codificante AB9-06-850. Asimismo, todas las

secuencias analizadas mostraron un elevado número de repeticiones directas

e inversas.
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^ La topología Neighbor-Joining y de máxima parsimonia obtenida a partir del

análisis filogenético de la secuencia del locus AB9-06-700 agrupó en un

cltrster a las tres poblaciones de M. trossul:rs y, en otro c•hrster a poblaciones

de M. edulis, M. ^alloprovincialis y a la población de M. chilensis de Puerto

Aguirre, coincidiendo con la topología UPGMA obtenida a partir de los

valores de ^sT.

9. La amplificación con los primers 580-IF y 580-1 R, diseñados a partir del fragmento

de 580 pb clonado y secuenciado de individuos de M. gal/oprovincialis de la Ría de

Arousa, originó un marcador SCAR de 555 pb que permitió diferenciar stocks de M.

galloprovincialis de otras formas de mejillón. También ha sido posible identificar

inequívocamente la especie P. canalic:rlus gracias al patrón de amplificación

originado con el primer ABA-07 en individuos que no presentaron el fragmento de

555 pb. Asimismo, se han obtenido dos loci diagnósticos para M. californianus, el

ABA-OS-390 y el A69-06-300, y un locus específico, el ABA-10-1400, para las tres

poblaciones de M. h•osstrl:rs.
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Ap. 1. SOLUCIONES UTILIZADAS

Extracción de ADN genómico:

• PBS: 140 mM NaCI, 2.7 mM KCI, 10 mM Na^HPO,^, l.8 mM KH^POa.

• Tampón de lisis: 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 400 mM NaCI, 0.75% SDS.

• Solución de NaCI saturada: 40 g NaCI en 100 mL de agua bidestilada.

• 1XTE: 10 mM Tris-CIH pH 8.0, 1 mM EDTA.

Extracción de ADN mitocondrial:

• Tampón TEK: 50 mM Tris, 10 mM EDTA, I.5% KCI, pH 7.5.

• Solución TEK-Sacarosa 15%: 1 L Tampón TEK, l50 g Sacarosa.

• Tampón EST: 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 150 mM NaCI pH 8.

• SDS 18%: 50 mL de agua bidestilada, 9 g SDS.

Extracción de ADN plasmídico (Miniprep):

• Medio LB: 10 mg/mL de Triptona, 5 mg/mL de Levadura, 10 mg/mL de NaCI.

• Tampón glucosa: 50 mM glucosa, l0 mM EDTA, 25 mM Tris-CIH pH 8.0.

• Tampón de lisis: 0.2 N NaOH, 1% SDS.

• Solución de acetato potásico: 3 M acetato potásico pH 4.8, 2 M ácido acético

glacial.

Electroforesis y cuantificación de ADN:

• TAE: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8.0.

• Tampón de carga 6X: 0.25% azul de bromofenol, 0.25% azul de xianol, 30%

glicerol.

• ADN marcador lll (Roche): tiene una concentración de 250 µg/mL. Procede

del ADN del fago ^,, digerido con EcoRl y Hind III y produce fragmentos de

125, 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268, 4973, 5148 y 21226

pb.

• ADN marcador XIV (Roche): consiste en IS fragmentos de entre 50 y 750pb,

en múltiplos de 50pb, y un fragmento adicional de 2642pb. Las bandas de 250 y

SOOpb son aproximadamente 2 ó 3 veces más intensas que el resto.
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• ADN marcador VI marcado con digoxigenina (Roche): tiene una

concentración de 10 µg/mL. Procede de una mezcla de ADN de pBR328

digerido con Bgl I y ADN de pBR328 digerido con Hinf 1. Consiste en 15

fragmentos que oscilan entre 0. I S y 2.1 kpb.

Hibridación Southern y Dot Blot:

• Solución de desnaturalización: 0.5 M NaOH, I.5 M NaCI.

• Solución de neutralización: 0.5 M Tris-HCI pH 7.5, 3 M NaCI.

• IOXSSC, 2XSSC, O.IXSSC: se preparan a partir de una solución stock

20XSSC: 3 M CINa, 0.3 M citrato sódico.

• Solución de prehibridación: SXSSC, 0.02% SDS, 0.01% LSS, 0.3% Blocking

de Roche.

• Solución de hibridación: SXSSC, 0.02% SDS, 0.01% LSS, 0.3% Blocking de

Roche, 25 ng/mL de sonda marcada con digoxigenina.

• Tampón de ácido maleico: 0.1 M ácido maleico, 0.15 M C1Na, ajustar a pH 7.5

con NaOH.

• Tampón de lavado l: 2XSSC, 1% SDS.

• Tampón de lavado 2: 1 XSSC, 1% SDS.

• Tampón de lavado 3: 0.2XSSC, 1% SDS.

• Tampón de lavado 4: Tween 20 al 0.3% en tampón de ácido maleico.

• Tampón de lavado 5: 0.2 M NaOH, 0.1% SDS.

• Tampón bloqueante: Blocking de Roche 1% en tampón de ácido maleico.

• Tampón de detección: 0.1 M Tris-CIH pH 9.5, 0.1 M CINa, 50 mM MgCI^.

• TNB: O.l M Tris HCI 0.15 M NaCI, 0.5% Blocking.

Purificación de fragmentos ( según formulación del fabricante):

• Tampón de soluiblización (L1): Solución concentrada de perclorato sódico,

acetato y TBE.

• Tampón de lavado (L2): NaCI, EDTA, Tris-HCI.
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Ap.2. ABREVIATURAS

• (Medio) LB: Luria-Bertani.

• ADN: ácido desoxirribonucleico.

• AMOVA: analysis of molecular variance.

• Anti-Dig-AP: anti-digoxigenin-alkaline phosphatase.

• ARN: ácido ribonucleico.

• BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt.

• CA3: cromomicina A3.

• CSPD^: Disodium 3-(4-methoxypiro { 1, 2-dioxitane-3, 2'-(5'-cloro) tricyclo

[3. 3. I. 1'^'] decan} -4-y1) fenyl fosfato).

• DIG: digoxigenina.

• dNTP: dinucleotide triphosphate.

• DUI: double uniparental inheritance.

• EDTA: etilen dinitryl tetra-acetic acid.

• FISH: fluorescence in sitt^ hybridization.

• IPTG: isopropyl (3- -thiogalacto-pyranoside.

• ITS: internal transcribed spacer.

• kb: kilobases

• NBT: 4-nitroblue tetrazolium chloride.

• NORs: nucleolar organizer regions.

• pb: pares de bases.

• PBS: tampón fosfato salino.

• PCA: principal component analysis

• PCR: polymerase chain reaction.

• pg: picogramos.

• RAPD: random amplified polymorphic DNA.

• RFLP: restriction fragments length polymorphisms.

• SCAR: sequence characterized amplified region.

• SDS: sodium dodecyl sulfate.

• SSC: solución salina citrato.

• TAE: tris-acetate burfer.
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• TBE: tris-borate btrffei^.

• TE: tris-EDTA buffer.

• TNB: tris-Na blocking.

• UPGMA: z^mveighted pair group method with arithmetic mean.

• X-Ga1:5-bromo-4-cloro-3indolyl-^3- -galactopyranoside.






