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RESUMEN

En este estudio se determind el patron de diversidad y
diferenciacion genética de las poblaciones naturales de caballa
(Scomber colias, Gmelin1789) en el Atlantico y Mediterraneo
Occidental. Para ello, se utilizaron ocho marcadores moleculares
(microsatélites) y se analizaron 604 individuos procedentes de 14
puntos de muestreo. Todas las poblaciones se encontraban en
desequilibrio de Hardy-Weinberg, presentando un déficit de
heterocig6ticos, debido posiblemente a la existencia de una
subestructuracion genética de las poblaciones, ya que durante las
migraciones de los peces pelagicos tiene lugar la formacion de
cardumenes, los cuales estan constituidos por el reclutamiento de

ejemplares de distintas cohortes.

Los niveles de diversidad genética detectados en las areas
estudiadas fueron considerablemente elevados, siendo levemente
superiores en el area del Mediterraneo Occidental, debido
posiblemente a un flujo génico hacia el interior del Mar Mediterraneo
desde las poblaciones localizadas en el Atlantico Noreste, albergando

asi mayores niveles de variabilidad genética.

El anélisis de los marcadores moleculares evidencié también
una sutil, pero significativa diferenciacion genética entre las
poblaciones y las areas estudiadas, detectandose tres grandes
agrupaciones genéticas. Estos agrupamientos parecen depender de la
oceanografia de las &reas tales como remolinos, filamentos y

afloramientos, jugando un papel predominante en la distribucion de
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huevos y larvas de S. colias, asi como de las inestabilidades
demogréficas, reclutamientos locales y migraciones de adultos.

Los resultados obtenidos han permitido disponer de un mayor
conocimiento sobre la estructura y genética poblacional de S. colias en
el océano Atlantico y mar Mediterraneo que, junto con la integracion
de datos de otras disciplinas, nos ha permitido elaborar un conjunto de

recomendaciones para la gestion de este importante recurso pelagico.
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Figura 26. Resultados obtenidos en STRUCTURE, graficados con Structure
Harvester sin los loci Scja0l1 y Scja03. A. L(K) (media +- SD); B.
Tasa de variacion de la probabilidad de distribucion (media); C.
Valor absoluto de segundo orden de la probabilidad de distribucion
D. Valores modales de AK = m ([L”K|) / sd(L(K)) para inferir

Figura 27. Grupos estimados por STRUCTURE, para K= 2 de las areas
analizadas (N =576), sin los loci Scja0l y Scja03, para Scomber
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Figura 28. Representacion grafica del andlisis de coordenadas principales,
sin los loci Scja01 y Scja07, de las 14 poblaciones de Scomber
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Figura 29. Resultados obtenidos en STRUCTURE, graficados con Structure
Harvester sin los loci Scja0l y Scja07. A. L(K) (media +- SD); B.
Tasa de variacion de la probabilidad de distribucién (media); C.
Valor absoluto de segundo orden de la probabilidad de distribucion
D. Valores modales de AK = m ([L”K|) / sd(L(K)) para inferir
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1.1. Caballa del Atlantico, Scomber colias

La familia Scombridae contiene 15 géneros y unas 51 especies
de peces migratorios y epipeldgicos, que se caracterizan por poseer un
cuerpo alargado y fusiforme aunque moderadamente comprimido en
algunos géneros (Collette et al. 2001) (Figura 1). Esta familia incluye
caballas, bonitos y atunes, y muestra una distribucion mundial desde
océanos tropicales a subtropicales (Collette 2003). Scomber es un
género de la familia Scombridae y una de las especies mas
representativas es la caballa (Scomber colias, Gmelin 1789) (Castro-
Hernandez y Santana-Ortega 2000) (Figura 1).

Figura 1. Scomber colias. Autor: Walter Preeitano.

Scomber colias, es una especie que habita sobre la plataforma
continental, en aguas calidas, que se encuentra principalmente a
profundidades de hasta 300 m (Collette 1986; Uriarte et al. 2001,
Villamor et al. 2004). Su rango de distribucion abarca las costas del
océano Atlantico, asi como las del mar Mediterraneo (Scoles et al.
1998; Collette 1999; Infante et al. 2007; Catanese et al. 2007) (Figura
2).
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Figura 2. Mapa de distribucién geografica mundial para Scomber colias. Modelado
con el rango nativo basado en el escenario de emisiones del IPCC A2.
Www.aquamaps.org, version de agosto de 2013. Consultado el 6 de abril de 2015.

Tiene un comportamiento gregario, en cardimenes y realiza
migraciones estacionales para encontrar areas de alimentacion vy
desove, como la mayoria de los escombridos (Collette y Nauen 1983).
La caballa es una especie sin dimorfismo sexual visible y con
fertilizacion externa (Kramer 1969). Esta especie crece rapidamente
durante el primer afio de vida, entre 35,4 y 62,6 % de la longitud
maxima de la especie en cada area (Kiparissis et al. 2000, Perrotta et
al. 2005, Velasco et al. 2011) y alcanzan la edad adulta entre los 3y 4
afios (Castro-Hernandez y Santana-Ortega 2000). La edad maxima
registrada es de 13 afios en las Islas Canarias y en Azores (Lorenzo et
al. 1995, Carvalho et al. 2002, Velasco et al. 2011). Normalmente, el
desove se produce durante la primera mitad del afio en el hemisferio
norte y en la segunda mitad del afio en el hemisferio sur, pero
alrededor del ecuador el desove tiene lugar durante todo el afio
(Castro-Hernandez y Santana-Ortega 2000). Ocupa una posicion clave
en la cadena trofica de los ecosistemas del océano Atlantico y mar

Mediterraneo, ya que se alimenta de zooplancton, aunque los

y.
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cefaldépodos y pequefios peces pelagicos, especialmente anchoas y
sardinas, son también frecuentes en su dieta (Castro-Hernandez y
Santana-Ortega 2000). Se tienen evidencias de canibalismo en esta
especie (Castro 1991). La caballa frecuentemente es presa de atunes,
marlines, peces vela, tiburones, delfines, leones marinos y aves
marinas (Castro-Hernandez y Santana-Ortega 2000; Zardoya et al.
2004).

1.2. Interés pesquero

Ademas de su importancia a nivel tréfico en los ecosistemas,
posee un alto valor econémico para las pesquerias de varios paises
(Castro-Hernandez y Santana Ortega 2000). Segln la FAO, en 2011
las capturas de caballa realizada a nivel mundial ascendian a 1,72
millones de toneladas, ademas de encontrarse ese afio en quinta
posicién dentro de las 25 especies mas pescadas. Asimismo, en el
noroeste de Africa, la pesqueria de caballa es realizada por cerqueros
en las costas marroquies, arrastreros pelagicos que operan bajo el
acuerdo de pesca entre Marruecos-Federacién Rusa y de otros buques
fletados por operadores marroquies, y por varios arrastreros pelagicos
de diferentes paises (Federacion Rusa, Ucrania, Union Europea y
otros), también es considerado como “bycatch”, es decir especies de
descarte, por la flota artesanal senegalense (FAO 2008). En Portugal,
esta especie es capturada principalmente en la pesqueria de cerco
dirigida a la sardina. A pesar de su escaso valor comercial, s6lo es
superado por la sardina en el valor total de la biomasa de desembarcos
anuales y de primera venta de la pesqueria (INE 2011). En Azores, la
flota artesanal la incluye como una especie objetivo, pero es

considerada captura “bycatch” en la pesqueria demersal de palangre y
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también es utilizada como cebo para el palangre de atin y en las lineas
de mano (Carvalho et al. 2002). En las Islas Canarias, la caballa es un
recurso importante para la pesqueria comercial (Lorenzo et al. 1995,
Lorenzo y Pajuelo 1996, Popescu y Ortega 2013). En el mar
Mediterraneo (Erguden et al. 2009) y Negro, una proporcion
importante de S. colias es capturada por las flotas de Turquia (Sever et
al. 2006), pero también es una especie de gran interés comercial para
las pesquerias realizadas en aguas griegas (Kiparissis et al. 2000). La
caballa también es uno de los principales sustentos de la flota cerquera

gue opera en el area del Mar del Plata (Perrotta et al. 2009).

La serie temporal de capturas de S. colias desde 1950 hasta
2011, para las diferentes &reas del océano Atlantico y aguas
adyacentes mostré un claro aumento en las capturas en el area del
Atlantico Central. En esos 61 afios, el Atlantico Norte se ha mantenido
mas 0 menos constante vislumbrando un leve ascenso en los Gltimos
11 afos, siendo casi 450.000 toneladas inferior al area central. En el
Atlantico Sur se aprecié un descenso aproximadamente desde 1980,
recuperandose lentamente a partir de 2007. Las capturas tanto en el
Mediterraneo como en el Mar Negro fueron muy bajas desde 1950
empezando a elevarse a casi 30.000 toneladas en 1985, siendo
inestable en los afios restantes y con un maximo de 112.000 toneladas
en 2009 (Figura 3).
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Figura 3. Series temporales de la captura total mundial de Scomber colias en el
Océano Atlantico, Mar Mediterraneo y Mar Negro, en toneladas. Fuente: FAO.

1.3. La genética y la identificacion de poblaciones pelagicas
pesqueras

La identificacion de stocks de peces peldgicos constituye un
componente esencial de la evaluacion del estado de las pesquerias, v,
por otra parte, de la gestién efectiva de pesquerias y de especies
amenazadas (Fazeres 2007). Delimitar los stocks de peces es necesario
para la gestion pesquera, ya que de ello depende el reparto de la
captura entre pesquerias competitivas, el reconocimiento y proteccion
de las éareas de puesta, el desarrollo de una captura Optima y de
estrategias de administracion (Begg et al. 1999a, 1999b; Begg vy
Waldman 1999). Dado que muchas de las especies se distribuyen, en
algin momento de su vida, en stocks mezclados, es esencial
identificar y cuantificar los distintos componentes de stocks que

constituyen las pesquerias actuales.
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La aplicacion del andlisis genético molecular desempefia un
importante rol en la mejora de la base cientifica para la gestion de la
pesca y para asegurar la conservacion y la explotacion de los recursos
marinos. Los peces pelagicos son un componente sustancial de las
capturas de la pesca silvestre (FAO 2014) y su aprovechamiento
sostenible requiere, entre otras cosas, de una mejor comprension de las

estructuras poblacionales (Hauser y Ward 1998).

Los gestores pesqueros generalmente requieren de los analisis
genéticos para ayudarles a identificar las poblaciones, pero como estos
peces son propensos a sufrir extinciones y expansiones periddicas, los
stocks genéticos pueden contener en realidad varios pools diferentes, y
por ende constituirse en diferentes stocks. Las herramientas
moleculares no pueden responder a todas las cuestiones relacionadas
con la gestién de las pesquerias, pero juegan un papel importante en la
identificacion de problemas practicos y conceptos erréneos en los
puntos de vista actuales de la ecologia de los peces pelagicos.
Ademas, no proporcionan el conocimiento de los limites geogréficos
entre los stocks de autoreclutamiento, pero aportan informacion muy
valiosa sobre las fluctuaciones naturales de su abundancia que luego
se pueden incorporar en los modelos de pesca (Hilborn y Walters
1992). Asi mismo, la investigacion sobre las relaciones filogeogréficas
entre cada poblacion puede permitir la reconstrucciéon de rutas de
colonizacién y la identificacién de posibles fuentes de recolonizacion

después de la extincion de una poblacidn.

Los datos genéticos son muy Utiles cuando son capaces de
detectar diferencias entre poblaciones, y siempre deben observarse

como una herramienta complementaria a otras disciplinas




(oceanografia, morfometria, ecologia, pesca, paleontologia...) en el
momento de abordar cuestiones sobre las poblaciones implicadas o
sobre la estructura de las poblaciones de peces peldgicos (Hauser y
Ward 1998). También son importantes para investigar la estructura
social dentro de las poblaciones de peces peldgicos, ya que su
evolucion puede verse afectada de manera significativa, por lo que la
investigacion sobre los efectos selectivos del reclutamiento puede
proporcionar informacion valiosa sobre la especiacion de muchos
peces (Hedgecock 1994).

En la actualidad los estudios y datos genéticos han probado
ser una herramienta de gran utilidad en la determinacion de
diferencias evolutivas entre stocks. Por ello, en el concepto de stock
ya se incluyen algunas nociones sobre integridad genética (Waldman
1999), e incluso se sugiere la validez de cualquier definicion que
utilice marcadores heredables que permitan caracterizar un grupo
especifico de peces y su respectivo habitat (Booke 1999). Las
definiciones aplicadas a las pesquerias de poblaciones de peces que
mantienen su integridad genética a lo largo del tiempo estan
generalmente mejor determinados por marcadores genéticos, al tener

estos la particularidad de ser repetitivos y estables (Fazeres 2007).

Los marcadores mas sensibles e hipervariables, como los
microsatélites, ya se han utilizado para dar respuesta a estas preguntas
(Ruzzante et al. 1997) y han permitido investigaciones minuciosas
sobre la estructura de las poblaciones pelagicas en relacion con las
caracteristicas hidrogréficas. Desde su descubrimiento (Litt y Luty
1989; Tautz 1989; Weber y May 1989), y debido a las tasas de

mutacion mas altas, los microsatélites, se han utilizado cada vez mas
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como marcadores en estudios de genética de poblaciones y de
conservacion, en particular, aplicados a la deteccién de estructura
poblacional en peces peldgicos marinos (Buonaccorsi et al. 2001;
Durand et al. 2005; Ruzzante et al. 2006).

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) son
regiones hipervariables constituidas por repeticiones en tandem de
unos pocos pares de bases (1 a 6), presentes en el ADN nuclear,
distribuidos a lo largo de los cromosomas y cada locus microsatélite
es identificable por un motivo de secuencia particular (Tautz y Renz
1984). Estos marcadores son muy informativos, ya que suelen ser muy
polimoérficos (a menudo con mas de 10 alelos por poblacion), lo que
los hace considerablemente sensibles. Generalmente se encuentran en
zonas no codificantes del ADN, son codominantes, neutros, poseen
una alta tasa de mutacién y son facilmente amplificables mediante una
PCR (Goldstein y Schlétterer 1999). Todas estas caracteristicas (alta
variabilidad, codominancia, fiabilidad y ubicuidad) los sitian como
uno de los mejores marcadores moleculares a utilizar a nivel

infraespecifico y en ocasiones interespecifico.

En las dltimas décadas se han aplicado un considerable
nimero de marcadores genéticos y de técnicas moleculares para la
estimacidn de la estructura de la poblacion de peces pelagicos marinos
(Graves 1998; Graves y McDowell 2003). La eleccion del enfoque
molecular mas adecuado ha dependido en gran medida de la facilidad
de uso, el nivel de polimorfismo del marcador y de las caracteristicas
genéticas y evolutivas incluyendo el modo de herencia (biparental o
materna), el nivel de ploidia, la expresion del marcador (dominante o

codominante), y la mutacion y de las tasas de evolucion de la




divergencia (Hillis et al. 1996; Zhang y Hewitt 2003; Avise 2004,
Schldtterer 2004). En esta segunda quincena del siglo XXI se
constituye sin duda la era de la gendémica, la cual ha afectado también
a la investigacion en pesquerias (Armada et al. 2009; Pomeroy et al.
2011; Taylor et al. 2011). La secuenciacion masiva de genomas
eucariotas y las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS,
Next Generation Secuencing), estan dando lugar a una auténtica
revolucion en los conocimientos que disponemos de la estructura y
funcién del genoma (Mardis 2008), en estos organismos (Huete-Pérez
et al. 2013; Willette et al. 2014) y en la genética.

1.4. Antecedentes y estado actual de las investigaciones
genéticas

Durante muchos afios, Scomber colias se consider6 un
sinénimo de Scomber japonicus (Castro-Hernandez y Santana Ortega
2000), por lo que la mayoria de los trabajos que se refieren a este
género han sido realizados en poblaciones del océano Pacifico, y han
abordado estudios relacionados fundamentalmente con su biologia y
taxonomia. Asi, se han descrito gran cantidad de movimientos
migratorios, tanto en la costa japonesa como en la americana
(Schaefer 1980), mientras en el océano Atlantico, la mayor parte de
los estudios sobre S. colias se han llevado a cabo principalmente en
las aguas del suroeste del Atlantico (Cousseau et al. 1987; Forciniti y
Perrota 1988; Perrotta et al. 1990, 1992, 1993, 1994, 1999, 2005;
Montoya et al. 1997; Castro-Hernandez y Santana-Ortega 2000)
distinguiéndose dos stocks de caballa en base a ocurrencias
estacionales, comportamiento, parametros de crecimiento, fauna

parasitaria y caracteristicas morfométricas. Por otro lado, se
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desconoce con exactitud la magnitud de migracion en el Atlantico
centro-oriental (Castro-Hernandez y Santana-Ortega 2000). Estudios
recientes muestran los cambios en la abundancia y distribucion
espacial de S. colias en las aguas portuguesas y aguas espafiolas del
golfo de Cadiz, a partir de datos de las prospecciones acusticas y de
datos de la pesqueria (Martins et al. 2013). También se han
comparado la edad y patrones de crecimiento entre muestras
procedentes del noreste del Atlantico y del suroeste del Mediterraneo,
sugiriendo que el estrecho de Gibraltar no supone una barrera
geografica y que es una via de comunicacion importante que permite
la existencia de un flujo larval entre el Atlantico y el Mediterraneo
(Velasco et al. 2011).

Desde el punto de vista genético, los estudios en éste género
son aln escasos Y relativamente recientes, basandose por lo general en
estudios de diferenciacién entre especies y caracterizacion de
microsatélites. Scoles et al. (1998) e Infante et al. (2007) usando la
Region Control mitocondrial y el gen 5S rDNA, respectivamente,
reconocieron a S. colias (en el Atlantico) como una especie separada
de S. japonicus (en el Pacifico). Zardoya et al. (2004), observaron
diferencias en la estructuracion de las poblaciones de S. japonicus
(sinénimo de S. colias en el Atlantico), y S. scombrus, basado también
en el analisis de ADN mitocondrial de muestras del Atlantico y
Mediterraneo, observando flujo genético entre ambas cuencas para S.
colias y un eje estructurado de este a oeste en el Mediterraneo para S.
scombrus. Ademés, Catanese et al. (2007) revelaron un origen
monofilético respecto a otros escoOmbridos, observando la
diferenciacion genética del estornino (S. colias), procedente del litoral

andaluz, mediante analisis de la regién mitocondrial ATCO,




encontrando divergencias entre S. colias correspondiente al area
Atlantico-Mediterraneo y S. japonicus procedente del Pacifico.
Quinteiro en 2010, realiz6 un amplio estudio sobre la filogenia
molecular, estructura poblacional y trazabilidad genética en
Scombridos, donde la diversidad genética de las especies analizadas
no se mostro estructurada geogréaficamente, dado que el flujo genético
es suficiente para prevenir dicha diferenciacion interoceanica, salvo la
caballa S. japonicus cuya distribucién global muestra una significativa
diferenciacion inter e intraoceanica. Catanese et al. (2010) reportaron
los genomas mitocondriales completos de S. colias, S. japonicus y S.
australasicus, concluyendo que S. colias es una especie simpatrica
con S. japonicus. Las relaciones filogenéticas de las especies del
género Scomber fueron finalmente esclarecidas por Cheng et al.
(2011), sobre la base de los marcadores Citocromo oxidasa I,
Citocromo b, Region Control y 5S rDNA confirmando la monofilia
del género Scomber y que S. japonicus es genéticamente mas cercano
a S. australasicus que a S. colias. Adicionalmente, la concordancia
filogenética encontrada entre las secuencias mitocondriales y
nucleares sugirieren que el océano Atlantico es el centro de origen del
género Scomber y hay una sucesion de multiples rutas de migracion
como principal hipdtesis para explicar la actual distribucion
geografica de sus especies. Recientemente, Yan et al. (2015)
realizaron un estudio filogeografico de S. japonicus en el noroeste del
Pacifico, donde estudiaron la estructura genética y la historia
demogréfica. Las cuales fueron examinadas basandose en la secuencia
completa de la Region Control mitocondrial y el Citocromo b, cuyos
resultados indicaron la aislacion de las poblaciones durante la era del

Pleistoceno, la diferenciacion genética entre las poblaciones chinas y
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japonesas, y la falta de estructura entre las poblaciones a lo largo de la
costa de China. Afirmando ademés, que los acontecimientos
historicos, las caracteristicas biolégicas y otras fuerzas extrinsecas,
como las corrientes oceanicas, pueden estar asociadas con el actual

patron filogeografico de S. japonicus en el noroeste del Pacifico.

La mayoria de estudios de genética poblacional han sido
realizados en el Pacifico. Tzeng et al. (2007) estudiaron Ia
estructuracion poblacional de S. japonicus en el mar de Taiwan,
basdndose en la secuencia completa de la Regién Control
mitocondrial. Sus resultados mostraron escasa diferenciacién genética
entre las poblaciones analizadas y sugirieron la presencia de un unico
stock genético, en contraste con la hipétesis previa de dos stocks
basada en datos morfométricos y en alozimas (Lin 1998; Tzeng y Yeh
2007). En 2014, Barahona evalu6 la estructuracion genética de caballa
(S. japonicus) en el mar peruano, mediante la region hiperbariable |
(dominio ETAS) de la Region Control mitocondrial junto a cinco
marcadores  microsatélites. Obtuvo resultados del marcador
mitocondrial y de uno de los microsatélites, donde ambos
evidenciaron una escasa diferenciacion entre las poblaciones y que el
recurso atravesd un proceso de expansion poblacional en el pasado.
Concluyendo que la caballa peruana comprende una sola unidad

panmictica, reforzando su hipétesis inicial de un Gnico stock pesquero.

En los ultimos afios se han obtenido numerosos microsatélites
polimérficos en diferentes especies del género Scomber, tales como S.
australasicus (Tang et al. 2009), S. japonicus (Yagishita y Kobayashi
2008; Cha et al. 2010; Zeng y Cheng 2012; Zeng et al. 2012), S.
scombrus (Olafsdottir et al. 2013) y S. colias (Catanese et al. 2010),




que entre otros resultados, han demostrado la posibilidad de

amplificacion interespecifico en este género.

Zeng et al. (2012) mediante el andlisis de 11 microsatélites,
analizaron la diversidad y estructura genética de S. japonicus en el
este y sur del mar de China, donde encontraron altos niveles de
variacion genética dentro de las poblaciones y una moderada
diferenciacion entre ellas. Afirmando la posible existencia de dos
stocks. Papetti et al. (2013) investigaron la estructura de S. scombrus
en el norte y centro del mar Adriatico, mediante la integracién de
multiples aproximaciones (analisis de datos pesqueros, genética de
poblaciones y andlisis de otolitos). Usaron 8 microsatélites que
claramente apuntaron la presencia de una poblacién panmictica y los
otros resultados mostraron un origen natal comdn, y un alto potencial
de vulnerabilidad a colapsarse debido a la sobrepesca de los stocks en
ésta area geografica. Cheng et al. (2014) evaluaron la diversidad y
estructura genética de S. japonicus en el mar de China, empleando 15
loci microsatélites generados por Zeng y Cheng (2012), gracias a los
cuales encontraron una alta variacion intrapoblacional y una moderada
diferenciacion interpoblacional, la cual estructuraba a la especie en
tres grupos a lo largo de la costa de China. En otro estudio, Cheng et
al. (2015) analizaron la estructura genética de las poblaciones de S.
japonicus en el noroeste del Pacifico, inferida a través de 8
microsatélites, encontrando una leve pero significativa estructuracion,
caracterizada por el flujo genético en las areas y por el aislamiento por
distancia. Ademas, sus resultados evidenciaron que las caracteristicas
bioldgicas de la especie y las oceanograficas del noroeste del Pacifico,

podrian ser las responsables de la diferenciacion observada, asi como
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de la homogeneidad encontrada entre las colecciones de muestras de
los mares del este y sur de China.



O3JETTIVOS







El objetivo principal del presente trabajo es determinar el
nivel de diversidad y estructura genética de las poblaciones
naturales de caballa (Scomber colias) en el area del Atlantico y
Mediterraneo Occidental, mediante la puesta a punto y
desarrollo de técnicas de Biologia Molecular (microsatélites),
como herramienta para contribuir a la gestiobn adecuada y

sostenible de este recurso pesquero.

Para ello, nos planteamos como objetivos especificos:

a) Elegir el tejido de Scomber colias que mejores
resultados ofreca en la extraccion y analisis del ADN y
escoger el procedimiento éptimo que nos permita las
mejores condiciones de conservacion de dichos tejidos.

b) Optimizar y estandarizar los protocolos de extraccion,
amplificacion y analisis de los marcadores nucleares,
microsatélites, para Scomber colias.

c) Analizar los niveles de variabilidad genética de
diferentes unidades poblacionales de Scomber colias en
el mar Mediterraneo Occidental y el océano Atlantico.

d) Estimar el flujo génico y la estructura genética de las
poblaciones naturales en dichas areas geograficas e
inferir las causas y procedimientos que pudiesen estar

dando lugar a las mismas.
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¢) Establecer (posibles protocolos) propuestas de actuacion
que impliguen una mejora en la gestion y conservacion
de este importante recurso pesquero en las &reas

estudiadas.
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3.1. Zona de muestreo

Para este estudio, un total de 604 individuos de la especie S.
colias fueron obtenidas a través de capturas comerciales de cerqueros
artesanales, en distintas areas geogréaficas, o como consecuencia de
muestras cedidas por distintas instituciones y centros cientificos,
obtenidas en prospecciones pesqueras de otros proyectos de
investigacion realizados en diferentes regiones donde la especie
habita.

En este sentido se procedié a un muestreo que abarca tres
grandes areas de distribucion: El area del Atlantico Noreste, el area
del Mediterrdneo y el &rea del Atlantico Suroeste. El area del
Atlantico Noreste incluye muestras de cinco islas del Archipiélago
Canario (Gran Canaria, Tenerife, Fuerteventura, La Palma y La
Gomera), ademas de dos localidades de Azores (S&o Miguel y Faial).
Finalmente en este area se muestrearon tres localidades mas, que
fueron la costa suroriental de Portugal y dos localidades del Mar
Cantabrico (Ondarroa y Vigo). Las muestras del mar Mediterraneo
procedieron del mar de Alboran (Almeria y Melilla) y Barcelona. Por
otra parte, también se obtuvieron muestras del Mar del Plata

(Argentina) en el Atlantico Suroeste (Figura 4y Tabla 1).
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Mar Cantabrici

[

Figura 4. Mapa de la localizacion geografica donde se recogieron las muestras de
Scomber colias. Realizados con el programa Ocean Data View.
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3.2. Estandarizacion del método de conservacion

Se inici6 la estandarizacion del método a partir de individuos
adultos procedentes de establecimientos comerciales, de los cuales se
extrajeron dos tipos de tejidos: higado y musculo. Para la
conservacion de estos se probd el efecto de dos tipos de conservantes:
urea y etanol. La preservacion de los tejidos en etanol se realiz6 con
dos porcentajes de pureza, al 70% (Bagley et al. 1999, Garcia et al.
2006) y al 96% (Lamprea et al. 2004; Astorga 2005), y la
preservacion de tejido en urea consisti6 en un tampdn con alta

concentracion de urea, 8M (Asahida et al. 1996).

Quince dias después se cogieron muestras de aquellos tejidos
cuyo tampoén los preservo adecuadamente, se extrajo ADN por el
método descrito a continuacién (ver apartado 3.3.), se tomaron
medidas de absorbancia en un espectrofotometro (BECKMAN
Coulter DU 530) y se comprob6 la ratio A260/A280, que es un
indicador de la presencia de elementos contaminantes en las muestras,
como proteinas, fenoles o cloroformo. Mediante la técnica de
electroforesis en gel de agarosa se verifico la presencia del ADN

genomico extraido.

Determinado el método ideal para la conservacion de los
tejidos, las muestras objeto de estudio, fueron conservadas en tubos
conicos roscados de polipropileno transparente de 50 ml
(DELTALAB), debidamente etiquetados. Se cubrieron en su totalidad
por etanol al 96% (Lamprea et al. 2004; Astorga 2005),
manteniéndose asi hasta su analisis en el laboratorio. Ademas, se
obtuvo una réplica de las muestras que también fueron conservadas en

etanol al 96%.




3.3. Extraccion y purificacion de ADN

3.3.1.

9.

Protocolo de extraccidon (Asahida ef al 1996,

modificado)

Se cogen 0,15 g de tejido macerado en etanol 96% en los
tubos Falcon® (Marca registrada de la empresa Becton
Dickinson) y se depositan en un tubo Eppendorf de 2 ml vy,
con la ayuda de un par de balines de acero inoxidable, el
tejido sufre una rotura mecanica mediante trituracion, en un
molino vibratorio (RETSCH MM 301).

A la muestra triturada se le afiaden 0,8 mg de Proteinasa K en
el tubo de 2 ml y 600 pul de TNES (8 M Urea, 10 mM TrisHCI
(pH 7,5), 125 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% SDS).

Se introduce en una estufa, durante 16 h a 50 °C o més de 3
dias a temperatura ambiente (20-25 °C).

Se afiade 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
(Astorga, 2005).
Se mezcla, por agitacion, durante 15 minutos.

Se centrifuga durante 15 minutos a 7.000 xg (rcf) = 9.000
rpm.

Se separa el sobrenadante (fase acuosa) en tubos de 2 ml.

Se precipita el ADN con 2 volimenes de etanol al 96% en 72
pl de NaCl 5M).

Se mezcla por inversion.

10. Se centrifuga 5 minutos a 12.000 xg (rcf) = 15.428 rpm.

Diversidad Genética y Estructura Poblacional de Caballa

(Scomber colias, Gmelin, 1789) en aguas del Atlantico y del Mediterraneo



Material y Métodos

11. Se descarta con cuidado el sobrenadante y se retiene el
sedimento.

12. Se afaden 150 ul de TE (10 mM Tris-HCI pH8, 1mM
EDTA).

13. Se resuspende el ADN en este tampoén.

3.3.2. Purificacion

En el procedimiento de purificacion se utiliz6 un rango entre
150-300 ng/ul del ADN procedente de la extraccion y se empled un
kit de purificacién (Gene Elute PCR Clean-Up Kit SIGMA). Este kit
esta disefiado para realizar una rapida purificacién de los productos de
amplificacién de PCR de cadena sencilla o de cadena doble (100 pb a
10 kb) de otros componentes de las reacciones, tales como el exceso
de cebadores, nucledtidos, ADN polimerasa, aceites y sales. El

procedimiento realizado es el siguiente:

1. Montar la columna y acondicionarla afiadiendo 0,5 ml de la
solucion "Column Preparation Solution" y centrifugar a 12000

g durante 30 s. Desechar el eluyente.

2. Afadir la solucion "Binding Solution" en una relacién 5 a 1
respecto al volumen de solucion de ADN a purificar.
Transferir el producto a la columna acondicionada vy
centrifugar a 12000 - 16000 g durante 1 min. Descartar el

eluyente.

3. Montar la columna en un tubo limpio y afadir 0,5 ml de la
solucién "Wash Solution", centrifugando a 12000- 16000 g

durante 1 minuto.




4. Colocar la columna en un tubo limpio y centrifugar a 16000 g

durante dos minutos para eliminar los restos de etanol.

5. Transferir la columna a un tubo eppendorf de 1,5 ml y afadir
50 ul de "Elution Solution" o agua ultra pura a la columna.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.
6. Centrifugar la columna a 16000 g durante 1 minuto.

La concentracion de ADN fue medida mediante un
espectrofotometro (BECKMAN Coulter DU 530) ya que esta
molécula presenta una absorcién maxima a una longitud de onda ()
de 260 nm. Dado que las soluciones de ADN y ARN absorben
parcialmente la luz a 260 nm y las que contienen proteinas hacen lo
propio a 280 nm, se calcul6 el cociente de los valores obtenidos a 260
nm y a 280 nm (Axso/Azgg) que proporciona una estimacion del grado
de pureza de los &cidos nucleicos. También se verifico la pureza del
ADN mediante lecturas de absorcién a 230 nm, region en la que se
encuentran las impurezas (hidratos de carbono, péptidos, fenoles,

compuestos aromaticos u otras sustancias).

3.4. Cebadores de amplificacion utilizados

Los marcadores moleculares escogidos fueron los
microsatélites, teniendo en cuenta sus caracteristicas especificas, tal y
como describe O’Connell et al. (1997) tras una amplia comparacion
de distintos marcadores moleculares, que demuestran que éstos son los
més adecuados para este tipo de estudios. Los microsatélites (ms)
disponen de una gran variabilidad, son marcadores codominantes y

permiten ademas una alta reproducibilidad. Sin embargo, presentan la
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desventaja de que los cebadores utilizados deben ser propios para la

especie y por este motivo deben ser caracterizados para cada taxon.

Se ensayaron nueve cebadores aislados y caracterizados por
Yagishita y Kobayashi (2008) para S. japonicus ya que, al estar ambas
especies muy proximas filogenéticamente, existian muchas
probabilidades de que amplificaran y funcionaran en las poblaciones
naturales de S. colias a estudiar en este proyecto. Los cebadores
fueron adquiridos en la empresa Applied Biosystems (Warrington,
Cheshire, UK). En la Tabla 2 se especifican las secuencias, la longitud
en pares de bases (pb) y la temperatura de hibridacion (°C) resefiadas

por los autores.

Tabla 2. Descripcion de 9 microsatélites para Scomber japonicus. Se indica el
nombre del marcador, motivo, secuencia del cebador forward (F) y reverse (R),
temperatura de hibridacion y el rango de longitud en pares de bases. Cebadores
marcados D3 (Beckman Dye) y D4 (Sigma-Genosys).

Locus Motivo Secuencia del Cebador (57-37) T (°C) Rango
(ph)

: F:D4CATCTCTACGTTCTCAAGGAGCTG

Scja01 (GA) RGTTAATGCACCTGC TATGAG 60 243-321
) F: D4CATIGCTTATGTTTCAGAGTGACTG

Scja0z (GA)o R: CCTGATCTGTTTTTAGTGAATGTCC 62 264-399
) F: DAACATGTAGGCAATGTTACAGAGTGA

Scja03  (GTHOA) R GOTGACCCTCCCTTTTACTTG 60 236-277
. (TA)s~(CA)s  F: D4GCCTGAGTTTGATATTGTTATTGCT

Scjad4 ~(GA) R: GGCCCACTATAATTTCAGTTCA 62 162-212
i (CT)CCCT)s  F:D3CATCTGCAGGTACCCACTATAAATAA .

Scjals - "TGTCT), | R CTATGAGCGTGTGCGTGAGT 63 153-192
) . F: D3CTCCAGTGTTTCTTTGTGCTTG

Scjalé (€A R: GAAAGGAGACTCGAGGGAAGAT 58 187-242
) F: D3TCACCCTCACTACCAAGAGTTAGTC .

Scja07 (CA)o D AT ACCARGAGTIAG 60 123-200
) F: D3GTAGCCGACAATTCAGCTTTTT

Scjat8 (GT)s R: CAAAAACAACATAATACCAGCTCCA 60 171-213

Scjat (G F:D4GCTGGGAAAATACTTTAAGCTGCTAT - 503257

RIAGATCAAGTATGACGGAGAGAGAGTT

/

AT
MJ



Las amplificaciones de ADN se hicieron en placas Eppendorf
de 96 pocillos mediante el método de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Con el uso de ésta técnica se obtienen millones de
copias de la region de ADN deseada, pudiendo asi realizar los anlisis
posteriores.

En cada pocillo se depositaron los siguientes componentes:
- Aproximadamente 20 ng de ADN.

- 10 pmol de cada uno de los cebadores que delimitan la zona
del ADN de interés.

- Solucién Master Mix, 24 ul (Reddy-Mix, ABgene, Surrey,
UK) que incluye:

- 0,625 unidades de la enzima polimerasa termoestable (ADN

Taq polimerasa).
- Tris-HCI 75mM, (NH,4),S0O4 20 mM, Tween 20 0,01%.
- 1,5 mM de MgCl..
- 0,2 mM de dinucleétidos trifosfatos libres (dNTPs).

Las amplificaciones fueron hechas en termocicladores
Eppendorf Mastercycler Gradient y MultiGene Thermal Cycler. La
mezcla de amplificacion se sometié a un ciclo, a 95°C durante unos 4
minutos, para conseguir la desnaturalizacion y la inactivacion de las
nucleasas y proteasas. Posteriormente, se continda el proceso de
desnaturalizacion a 94°C, seguida de una fase de hibridacion entre 55

y 60°C, en la que se produce la union de los cebadores a las secuencias
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complementarias de las hebras de ADN. Por ultimo se finaliza con una
fase de elongacion que tiene lugar a 72°C, en la que actla la enzima
Tag ADN polimerasa. Estas tres fases: (i) desnaturalizacion a 94°C;
(i) hibridacion a 55-60°C; y (iii) elongacion a 72°C, se repiten durante
30 ciclos. Finalmente, se mantiene la temperatura a 72°C, durante
aproximadamente 5 minutos, para terminar la sintesis de las copias
que han quedado incompletas durante el proceso. Para cada juego de
cebadores es necesario determinar empiricamente las condiciones
Optimas de amplificacion. En la Tabla 3 se especifican las condiciones
finales de amplificacion utilizadas para cada microsatélite.

Los productos de amplificacion fueron detectados mediante un
sistema de electroforesis capilar en un secuenciador ABI 3730 (NAPS
Service, University of British Columbia), usando cebadores delanteros
(forward) marcados con FAM (azul), VIC (verde), NED (amarillo) y
PET (rojo) (Applied Biosystems). El tamafio y las secuencias de los
fragmentos  fueron  determinados mediante el  programa
GENEMAPPER v 4.0 (Applied Biosystems).



Tabla 3. Condiciones de amplificacidn utilizadas en cada locus en Scomber colias. Se
indican las temperaturas (°C), el tiempo y el nimero de ciclos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Fases modificadas

Desnaturalizacion

Locus inicial Hibridacion Elongacion Fase Final
T (°C) Tiempo T(°C) Tiempo ((:2) Tiempo Ciljloos T(C) Tiempo
Scja 01 94 01°30” 60 307 72 307 30 72 05°
Scja 03 94 01°30™° 60 307 72 307 30 72 05°
Scja 04 94 01°30°" 55 357 72 307 30 72 05’
Scja 05 94 01°30™ 55 357 72 307 30 72 05’
Scja 06 94 01°30"" 55 35" 72 30” 30 72 05°
Scja 07 94 017307 60 307 72 307 30 72 05’
Scja 08 94 01°30™ 60 307 72 307 30 72 05’
Scja 09 94 01°30"" 60 30” 72 30” 30 72 05°
3.5. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos para cada individuo y locus amplificado
se incluyeron en una hoja de célculo Excel y, a partir de ahi, se
modificd el formato para hacer distintas hojas de entrada para los
diferentes programas de analisis genético.

Las frecuencias genéticas de cada locus, localidad y area,
ademas de la frecuencia de los alelos exclusivos fueron estimadas
utilizando el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012).

La variacion genética (niamero medio de alelos por locus (A),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg) y el
porcentaje de loci polimorficos (P)) se calculd entre poblaciones
utilizando también el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse
2012). Para comparar adecuadamente la riqueza alélica ponderada por

nimero de muestras (Ar) entre las poblaciones, las cuales tienen
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diferentes tamafios muestrales, se ha realizado un procedimiento de
rarefaccion mediante el software HP-Rare (Kalinowski 2005).

Se evalud la frecuencia de alelos nulos empleando el
algoritmo de Expectativa de Maximizacion de Dempster et al. (1977),
por poblacion, mediante el programa FREENA (Chapuis y Estoup
2007). Adicionalmente, se us6 MICRO-CHECKER v2.23 (Van
Oosterhout et al. 2004) para conocer si los alelos nulos podrian ser
causados por errores en la genotipacion, presencia de bandas
numerarias (sttuters), o pérdida de alelos largos y se aplico el ajuste de
Bonferroni para comparaciones maltiples (Rice 1989).

Se verificd la neutralidad de los microsatélites, es decir que no
se encuentran bajo seleccién, utilizando el programa LOSITAN
(1.000.000 de simulaciones, un intervalo de confianza de 99,5, valor
medio de Fsr neutral forzado, submuestra X; Antao et al. 2008), el
cual implementa el método de Beaumont y Nichols (1996), en el que
considera que los niveles de endogamia que presentan loci neutrales
deben ser iguales debido a su historia demografica compartida.
Teniendo esto en cuenta, se proyectaron todos los loci en una gréfica
de valores de Fst frente a la heterocigosidad esperada (Hg), cualquier
locus que se aparte significativamente de esta distribucion estaria bajo
el efecto de la seleccion.

Para determinar si las poblaciones analizadas se encontraban
en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) se estimo la relacion entre el
nimero de individuos heterocigotos observados y el esperado,
evaluado a partir del indice de endogamia (Fis) por locus y por
poblacion, de acuerdo con el nivel de significacion estadistico
determinado por medio de 10.000 iteraciones segin el método de

Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) mediante el programa




GENEPOP v.4 (Rousset 2008). Ademds, para garantizar la
segregacion independiente entre los alelos de distinto loci se aplicé un
test de probabilidad de Fisher utilizando GENEPOP v.4.0.10 (10.000
pasos de depuracion, 100 lotes, 10.000 iteraciones por lote; Rousset
2008). Este permite realizar un test de Probabilidad cuya hipotesis
nula (Ho) es la union al azar de los gametos para cada locus.
Asimismo, en dicho programa también se analizé el desequilibrio de
ligamiento de cada par de loci para confirmar la independencia de los
microsatélites seleccionados. La significancia estadistica de estas
pruebas se ajusté empleando una prueba secuencial de Bonferroni.

Debido a que muchos de los microsatélites empleados en este
trabajo se desviaron del equilibrio de HW, se calcularon los indices de
diferenciacion Fsr de Weir (1996) y se implementd ademas una
correccion para la presencia de alelos nulos, mediante el programa
FREENA (Chapuis y Estoup 2007). Los valores de estas matrices
fueron representados en un dendrograma consenso, construido por el
método del vecino mas cercano, Neighbor-Joining en MEGA 4.1 Beta
3 (Kumar et al. 2008).

Las distancias genéticas (DC) Cavalli-Sforza y Edwards
(1967) entre individuos y poblaciones se calcularon mediante el
software POPULATION 1.2.30 BETA (Langella 2005) y también se
implementd una correccion para la presencia de alelos nulos, mediante
el programa FREENA (Chapuis y Estoup 2007). A partir de la matriz
de datos de distancia se construy6 un dendrograma con fortaleza en
los agrupamientos (1.000 repeticiones). Los resultados se visualizaron
en MEGA 4.1 Beta 3 (Kumar et al. 2008) y TreeView v.1.1.6 (Page
1996).
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Para conocer el patron de agrupamiento de todas las
poblaciones en el espacio se realizd6 un Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA), que utilizé directamente los datos de la matriz de
diferenciacion genética, extrayendo la informacion relevante y
generando asi nuevas variables denominadas como coordenadas
principales. Este anlisis se llevo a cabo con el programa GenAlex 6.5
(Peakall y Smouse 2012).

La estructura poblacional fue inferida por un método de
agrupacion bayesiana mediante el programa STRUCTURE 2.2
(Falush et al. 2007) sin informacion previa poblacional (suponiendo
gue todas las muestras pertenecen a una Unica poblacion). Este
programa asigna probabilisticamente el genotipo de los individuos en
grupos genéticos con el fin de minimizar las desviaciones de Hardy-
Weinberg y el equilibrio de ligamiento. La longitud de las iteraciones
de MCMCs (Markov Chain Monte Carlo) y el proceso de “bur-in” se
fijo en 1.000.000 de replicaciones y 100.000 periodos de prueba,
respectivamente. Se utilizé un modelo de mezcla, que permite que los
individuos tengan mdultiples origenes poblacionales (calculando su
proporcion de pertenencia a cada grupo), con un modelo de
frecuencias correlacionadas, recomendado cuando la diferenciacion
genética no es muy marcada (Falush et al. 2003). El rango de posibles
grupos (K) analizados estuvo entre 1 y 15, llevando a cabo analisis
independientes para verificar la consistencia de los resultados entre los
diferentes analisis para cada estimacion de K. Se realizdé el mismo
analisis por areas, pero en este caso el rango de posibles grupos (K)
fuede la4.

Los resultados obtenidos en cada analisis de STRUCTURE
fueron analizados en el programa STRUCTURE HARVESTER 0.6.93




(Earl 2012), que evalla la probabilidad acumulada y posterior de los
datos [Ln Pr(X/K)] para cada valor de K determinado. Este infiri6 el
valor 6ptimo de K a partir del valor modal de AK (Evanno et al. 2005)
como criterio para detectar el verdadero nimero de grupos genéticos.

La cantidad de variabilidad genética distribuida dentro y entre
las poblaciones se evalud a partir de un analisis de varianza molecular
(AMOVA, Excoffier et al. 1992) en base a las frecuencias
haplotipicas con 1000 permutaciones entre diferentes regiones
geograficas. EI AMOVA permite determinar la cantidad de
variabilidad genética contenida dentro de subgrupos, dentro de grupos
y entre ellos, por medio de un analisis jerarquizado mediante
porcentajes de varianza e indices de fijacion, F de Wright (Weir y
Cockerham 1984), los cuales fueron calculados con ARLEQUIN v 3.5
(Excoffier et al. 2010).

Se evalud si la especie sigue un patron de aislamiento por
distancia, a través del test de Mantel, el cual realiza una correlaciéon
entre las distancias geograficas y genéticas (Mantel 1967). Las
distancias geogréaficas en kilometros lineales, entre los 14 puntos de
muestreo, fueron calculadas con Google Earth y comparadas con una
matriz de distancias linealizadas de Slatkin (Fsi/1-Fs7) (Slatkin y
Hudson 1991) mediante 1000 pasos aleatorios en IBDWS v 3.23
(Isolation By Distance Web Service) (Jensen et al. 2005).

Para comprobar la existencia de eventos de deriva genética en
las poblaciones, se llevo a cabo una prueba que determina posibles
cuellos de botella mediante el test de Wilcoxon de doble cola de
exceso de heterocigotos que se obtienen por medio del programa
BOTTLENECK v1.2.02 (Piry et al. 1999) que calcula la probabilidad

de ocurrencia de un cuello de botella en funcién del modelo
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mutacional asumido. Para ello, se utilizé el modelo TPM (Modelo de
dos fases, Di Rienzo et al. 1994) para datos de microsatélites, que
asumen que un porcentaje de las mutaciones (10%) sigue el modelo
IAM (Modelo de alelos infinito), y el porcentaje restante (90%) el
modelo SSM. En él se implementaron 10.000 iteraciones y la
significancia estadistica de esta prueba se ajustd empleando una
prueba secuencial de Bonferroni. Este mismo programa proporciona
una salida gréfica correspondiente al método de Cornuet y Luikart
(1996). El cual es de gran utilidad para visualizar la existencia de
cuellos de botella recientes, pese a que es un método cualitativo y no
cuantitativo. Se basa en una representacién grafica, donde el eje X
representa los intervalos de frecuencia alélicas, mientras que el eje Y
se corresponde con la frecuencia acumulada de dichas frecuencias. De
este modo, se puede conocer el rango de frecuencias en que se

incluyen la mayoria de los alelos de la poblacion.



RESULTavu0s







4.1. Estandarizacion del método de conservacion

Las pruebas de conservacion en tampén de urea 8M de los
diferentes tejidos (higado y masculo) ponen de manifiesto la
degradacion de ambos tejidos, siendo especialmente notable en el
higado (Figura 5). La valoracion macroscopica de los tejidos
conservados puso de manifiesto las Optimas condiciones de

conservacion del tejido muscular en el etanol (96% y 70%) (Figura 6).

Figura 5. Higado conservado en tampon de Urea. A la izquierda tejido recién
introducido y a la derecha el mismo tejido 15 dias después (diluido).
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Figura 6. A. Musculo conservado en tampon de Urea, etanol al 96% y etanol al 70%.
B. Musculo conservado en tampén de Urea, etanol al 96% y etanol al 70% (después
de 15 dias).

Los valores de absorbancia y concentracion de ADN
obtenidos por espectrofotometria tras realizar la extraccion de ADN y
posterior purificacion de las muestras de tejido muscular conservadas
en etanol (96%) y urea 8M, muestran la presencia de ADN en todas
las muestras independientemente del método de conservacién. Sin
embargo, los valores de ratio Ags/Azg indican la presencia de
impurezas en el ADN obtenido en muestras conservadas en urea, ya
que el cociente A,go/Azgo debe de estar entre 1,8 y 2,0, valores menores
indican contaminacion con proteinas y valores superiores
contaminacion con fenoles, no siendo éste por tanto un ADN de la

calidad adecuada para realizar las amplificaciones (Tabla 4).



Tabla 4. Valores de absorbancia, ratio y concentracion de ADN de mdsculo
conservado en etanol al 96% y en tampén de urea 8M. Et: etanol.

Abs260 (25&230) (ngr}fu)
MuEtl 0,172 1,899 15
MuEQ2 0,098 1,994 15
%S}‘Ijgggg MuE3 0,069 1,870 16
MuFE4 0,061 1,850 18
MuE(5 0,125 1,923 3
MuU1 0,026 1578 33
MuU2 0,033 1,712 26
Mg}iﬁgﬁo MuU3 0.018 1.612 137
MuU4 0,016 1636 325
MuUS5 0,027 1583 203

4.2. Cebadores funcionales

De los nueve microsatélites caracterizados por Yagishita y
Kobayashi (2008) para S. japonicus, ocho (Scja01, 03, 04, 05, 06, 07,
08 y 09) dieron productos de amplificacién y fueron polimérficos por

lo que se seleccionaron para el analisis de las muestras (Tabla 5).

4.3. Frecuencias génicas

Tras interpretar los picos de los diferentes microsatélites para
todos los individuos analizados (604), se obtuvieron los genotipos de
cada ejemplar para cada locus. Asi se identificaron los alelos mas
frecuentes por poblacion, ademas de los alelos exclusivos de cada
poblacion (Tabla 6). Las frecuencias alélicas de todos los loci y

poblaciones analizadas se incluyen en el Anexo I.
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Tabla 5. Microsatélites con amplificacion positiva y polimorfismo para la especie Scomber
colias. Se indica el nombre del locus, motivo, secuencia del cebador forward (F) y reverse (R),
temperatura de hibridacion y el rango de longitud en pares de bases. Cebadores marcados D3
(Beckman Dye) y D4 (Sigma-Genosys).

Locus Motivo Secuencia del Cebador ( 5°-3") Ta (°C) 1};‘5"
. F-D4CATCTCTACGTTCTCAAGGAGCTG

Scja0l (GA)S R:GTTAATGCACCTGCAAAAATATGAG 60 243-321
; F: DAACATGTAGGCAATGTTACAGAGTGA

Scja03  (GTIGAT) B GCTGACCCTCCCTTTTACTTG 60 236-277
L (TA)I3CAYG~ F: D4GCCTGAGTTTGATATTGTTATTGCT

Scjald (GAR1 R: GGCCCACTATAATTTCAGTTCA 02 162-212

seians  (CDIGCC(CT)  F:D3CATCTGCAGGTACCCACTATAAATAA 153,192
Jat: SGT(CT)6 R: CTATGAGCGTGTGCGTGAGT - -
: F- D3CTCCAGTGTTTCTTTGTGCTTG ) .

Scja06 (Cans R: GAAAGGAGACTCGAGGGAAGAT 58 187242
: F- D3TCACCCTCACTACCAAGAGTTAGTC

Scja07 (CAN? R: GCTGTTTTCTGCTGATGTAATGAAT 60 123-200
. F- D3GTAGCCGACAATTCAGCTTTTT

Scja0s (GT)8 R: CAAAAACAACATAATACCAGCTCCA 60 171-213

Sejatd - F-DAGCTGGGAAAATACTTTAAGCTGCTAT S03257

RIAGATCAAGTATGACGGAGAGAGAGTT

Locus Scja01: el andlisis de este marcador en las poblaciones, revel6
gue el nimero de alelos considerando todas las poblaciones fue de 49,
variando el rango entre 196 a 404 pares de bases. El alelo mas
frecuente en todas las poblaciones fue el alelo de 244 pares de bases.

Locus Scja03: el analisis dio como resultado que el nimero de alelos
considerando todas las poblaciones fue de 35, con una variacion de
alelos entre 206 a 290 pares de bases. Por otro lado el alelo mas

frecuente es el 220.

Locus Scja04: el resultado del andlisis indico que el nimero de alelos
considerando las catorce poblaciones fue de 59, con un rango de 136 a

221 pares de bases. Por otro lado, el alelo més frecuente varié en

AT



funcidn de la poblacion tratada, siendo el 169 en Faial, el 171 para las
poblaciones de Tenerife, La Palma y Sdo Miguel, en Argentina el
alelo 174, el alelo 176 para Fuerteventura, el alelo 184 en Ondarroa, el
185 para La Gomera y Vilanova, el 189 en Gran Canaria, el 193 para
Almeria y el de 198 en Melilla. En las siguientes poblaciones hay
varios alelos que aparecen con la misma frecuencia: en Sines el 171,
182,184, 188 y 189 y en Vigo y Fuerteventura los alelos 184 y 195.

Locus Scja05: se encontraron 34 alelos, variando el rango de 143 a
210 pares de bases. El alelo mas frecuente varia en cada poblacion,
siendo los mas frecuentes el 163 en Sdo Miguel, el 174 en Melilla, el
176 en las poblaciones de Tenerife, Fuerteventura y Almeria, el 178
para La Palma y Vigo y el 180 en la de Gran Canaria. En las
siguientes poblaciones hay varios alelos que aparecieron con la misma
frecuencia: para la poblacion de Ondarroa el alelo 160, 168, 176 y
180, los alelos 160, 178 y 180 para Sines, en La Gomera 162 y 172,
para el Mar del Plata el 162, 176, 180 y 188, en Faial el 176 y 178 y
para Vilanova el 174 y 176.

Locus Scja06: el nimero de alelos encontrado fue de 70, con un
intervalo de 186 a 279 pares de bases. Variando de nuevo el alelo mas
frecuente segun la poblacién, siendo el mas frecuente el 186 para la
poblacionacion de Faial, el 192 para la de Vigo, el 201 para la de Sao
Miguel, el 203 para las poblaciones de La Palma, La Gomera y
Vilanova, el 207 en Fuerteventura, el 208 en Melilla, el alelo 209 para
la poblacion de Ondarroa y Tenerife y el 228 para la de Gran Canaria.

En las siguientes poblaciones de nuevo aparecen alelos con la misma
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frecuencia: para la poblacion de Sines el 203 y 206, en Almeria el 203
y 209 y para la del Mar de Plata el 205 y 209.

Locus Scja07: el analisis muestra que el nimero de alelos encontrados
fue de 67, con un rango de 109 a 208 pares de bases. El alelo méas
frecuente vari6 en cada poblacion, siendo los més frecuentes el 123 en
el Mar del Plata, el 125 en Gran Canaria, el 127 en la poblacion de
Almeria, el 139 en La Gomera y Vigo, el 143 en Tenerife y en Sines,
el alelo 150 en la de Ondarroa, el 154 y 156 en las poblaciones de La
Palma y Faial respectivamente. En las poblaciones siguientes hay
varios alelos que aparecieron con la misma frecuencia: en la poblacion
de Vilanova los alelos 119, 127, 133, 141, y 158, en Fuerteventura los
alelos 127, 135, 139, 141, 168 y 185, en la de Melilla los alelos 129 y
141 y en la poblacién de Sdo Miguel los alelos 150 y 152.

Locus Scja08: el nimero de alelos encontrados para este marcador fue
de 30, con una variacién de 170 a 209 pares de bases. Por otro lado, el
alelo mas frecuente vari6 en funcion de la poblacién tratada, siendo el
alelo mas frecuente el 179 en Vigo y Melilla, el 181 en Faial, el 186
en Fuerteventura, Almeria y Vilanova, el 187 en Portugal, el 188 en
las poblaciones de Tenerife, La Palma, La Gomera y S&o Miguel, el
alelo 199 para Mar del Plata. Las poblaciones de Ondarroa y la de
Gran Canaria tuvieron varios alelos con la misma frecuencia. Los
alelos 186, 188 y 198 para la primera y el 188 y 191 para la segunda

poblacion.

Locus Scja09: se encontraron 36 alelos en este locus, con una

variacion de 215 a 310 pares de bases. El alelo mas frecuente vario en




cada poblacién, siendo los méas frecuentes el 235 en La Palma y La
Gomera, el 241 en las poblaciones de Tenerife, Sines, Vigo y S&o
Miguel, el 243 para Gran Canaria y Mar del Plata y el 245 en la de
Faial. Variando de nuevo el alelo més frecuente segun la poblacion,
siendo los mas frecuentes el 235y 245 en Melilla, el 241y 249 en la
poblacion de Almeria, los alelos 243 y 245 en Vilanova y los alelos
243y 252 para la poblacion de Ondarroa.

Los alelos que se detectaron por poblacion fueron los

siguientes:

Gran Canaria: se encontro un total de 161 alelos, considerando todos
los loci. En el locus Scja06 se detectdé un mayor ndmero de alelos
(35), mientras que en los loci Scja01 y 03 se detectd el menor nimero
de alelos (13). El alelo més frecuente es el 220 (0,500) se encontrd en
el locus Scja03.

Tenerife: se encontré un total de 171 alelos, considerando los ocho
loci. En el locus Scja06 se detectd el mayor nimero de alelos (33) y

en el Scja03 se detect6 el menor nimero (11).

La Palma: se encontr6 un total de 181 alelos. En el locus Scja06 se
detectd el mayor nimero de alelos (37) y el menor nimero de alelos
se detectd en los loci Scja01, 03 y 08 (14).

Fuerteventura: se encontrd un total de 164 alelos. En el locus Scja06
se detectd el mayor namero de alelos (32) y en el locus Scja03 se

detect6 el menor nimero de alelos (11).
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La Gomera: en ésta poblacion se detectd un total de 126 alelos. En el
locus Scja04 se encontrd el mayor nimero de alelos (23) mientras que
el locus Scja03 se detect6 el menor ndmero (8).

Almeria: se encontr6 un total de 212 alelos, siendo este el mayor
namero de alelos dentro del area del Mediterraneo (ME). EI mayor
numero de alelos (41) fue detectado en el locus Scja04, en el locus

Scja03 se detectd el menor nimero de alelos (12).

Vilanova: se encontré un total de 197 alelos. EI mayor nimero de
alelos (38) se detectd en el locus Scja06, mientras que en los loci

Scja01 y 03 se detect6 el menor nimero de alelos (14).

Melilla: en ésta poblacidn se detect6é un total de 146 alelos, siendo el
menor nimero en el area del Mediterraneo (ME). En los loci Scja06,
07 se encontrd el mayor nimero de alelos (27) mientras que el locus

Scja01 se detectd el menor nimero (14).

Vigo: se encontrd un total de 199 alelos, siendo la poblacién con el
menor nimero del area del Atlantico Noreste. En el locus Scja06 se
detectaron el mayor nimero de alelos (42) y en el locus Scja03 el

menor (14).

Ondarroa: se detectd un total de 202 alelos. EI mayor nimero de
alelos (42) fue detectado en el locus Scja04, mientras que el menor

numero de alelos (10) fue detectado en el locus Scja03.

Sines: se encontré un total de 204 alelos, siendo ésta poblacion la que
mas alelos present6 en el area de la costa Norte Noroeste Peninsular.
En el locus Scja06 se detectaron el mayor nimero de alelos (39) y en

el locus Scja03 el menor (12).
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S0 Miguel: se detecté un total de 217 alelos. Esta poblacion mostrd
el mayor nimero de alelos del area de Azores. El mayor nimero de
alelos (43) fue detectado en el locus Scja06, mientras que el menor
numero de alelos (12) se encontro en el locus Scja03.

Faial: se detectd un total de 80 alelos en ésta poblacién, siendo el
menor en el archipiélago de Azores (AZ). En los loci Scja04 y 06 se
encontraron el mayor nimero de alelos (15) y en el locus Scja0l el

menor nimero (4).

Mar del Plata: se detectd un total de 120 alelos. En el locus Scja04 se

detect6 el mayor nimero de alelos (23) y en el locus Scja03 el menor

).

En la Tabla 7 se muestra el nimero de alelos exclusivos y sus
frecuencias por locus y por poblacion. La que mas alelos exclusivos
presentd fue la de Sdo Miguel (8 alelos) mientras que la de Faial no
presenta ningdn alelo exclusivo. Las poblaciones que presentaron un
mayor nimero de alelos exclusivos en un mismo locus fueron la de La
Palma (locus Scja04 con 3 alelos) y la de Ondarroa (locus Scja0l1 con
3 alelos). Las frecuencias de los alelos exclusivos fueron en general
bajas, no superando el 3,3%, lo cual indica que aparecieron en un

escaso numero de individuos.
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Haciendo una descripcién de la frecuencia alélica por area

geografica (Anexo I):

El area del Archipiélago Canario (CA) presentd un total de
239 alelos y el mayor nimero de alelos exclusivos detectados (15), al

compararla con las demas areas.

El area de la Costa Mediterranea (ME) present6 un total de

555 alelos y 13 alelos exclusivos.

El &rea de la Costa Norte y Noroeste Peninsular (NNP)
presentd el mayor nimero de alelos (605) al compararla con las demas
areas y 10 alelos exclusivos.

En el area del Archipiélago de Azores (AZ) presentd un total
de 297 alelos y 8 alelos exclusivos.

El area de la Costa de Mar del Plata (MP) presenté el menor

numero de alelos (120) y de alelos exclusivos (4).

4.3.1. Alelos nulos

La frecuencia de alelos nulos para cada poblacion y locus se
estimoé utilizando dos metodologias: 1) los algoritmos de Chakraborty
et al. (1997) y de Brookfield (1996) incluidos en el programa
MICRO-CHECKER v.2.2.3; y 2) el algoritmo Expectativa de
Maximizacion (EM) de Dempster et al. (1977) del programa
FREENA. El segundo método obtiene mejores resultados que los
estimadores de frecuencia de alelos nulos que proporciona MICRO-
CHECKER (Chapuis y Estoup 2007), se muestran por locus y por

poblacion en la Tabla 8.




El programa MICRO-CHECKER descartd errores en la
asignacion de genotipos debido a otros artefactos, tales como la
pérdida completa de uno de los dos alelos en la amplificacion (allelic
dropout) o la presencia de elevados porcentajes de bandas tartamudas
(stuttering), pero encontrd evidencias de alelos nulos en todas las
poblaciones.

Se encontr6 la presencia de alelos nulos a través de las
poblaciones analizadas, en las dos metodologias, lo que explicaria el
significativo déficit de heterocigotos encontrado, excepto en el locus
Scja05 y el locus Scja08, lo cual coincide con el analisis del equilibrio
HW, pues fueron los Unicos que no presentaron una desviacion

significativa (Tabla 12).

Los loci con una mayor incidencia y frecuencia de alelos
nulos en todas las poblaciones muestreadas fueron el Scja01, Scja07,
los demas loci presentan en general, unas frecuencias de alelos nulos

menores al 18% (Tabla 8 y Figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de alelos nulos por locus y localidad usando el algoritmo
Expectativa de Maximizacion (EM) (Dempster et al. 1977).

4.3.2. Locusbajo seleccion

La prueba de neutralidad detectd que los loci Scja0l y Scja03

se encontraron bajo seleccion natural positiva o direccional. Los

demé&s microsatélites analizados se encontraron en la region que se

refiere a loci neutrales. Los resultados obtenidos fueron similares tanto

en el modelo mutacional de alelos infinitos como en el modelo de

mutacion por pasos, por lo que en la Figura 8 se muestran los

resultados del primero.
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4.3.3. Niveles de variabilidad genética

El nivel de variabilidad genética de la especie se estimé
teniendo en cuenta el total de muestras analizadas (Tabla 9). También
se determind por poblacion (Tabla 10) y por cada una de las areas
geograficas consideradas (Tabla 11). En general, la diversidad
genética detectada fue considerablemente elevada en todos los indices

de diversidad utilizados.

1. Variabilidad genética por locus

Todos los loci analizados fueron polimoérficos. EI ndmero
medio de alelos per locus (A) fue muy elevado, variando entre 32,14
(Scja06) y 11,21 (Scja03). La heterocigosidad esperada presento
valores altos, siendo la heterocigosidad observada inferior a la
esperada, lo cual explica el defecto de heterocig6ticos detectados. La
heterocigosidad observada media para todos los loci fue de 0,730,
oscilando entre 0,937 (Scja05) y 0,328 (Scja0l1). EI valor de la
heterocigosidad esperada media fue 0,888, con valores muy similares
en los ocho loci analizados, oscilando entre 0,949 (Scja04 y Scja06) y
0,727 (Scja03).

i1. Variabilidad genética por poblacion

El nimero medio de alelos per locus (A) fue también alto en
todas las poblaciones, variando entre 27,1 (S&o Miguel) y 10,6 (Faial)
(Tabla 10 y Figura 9). Al estimar la riqueza alélica por rarefaccion
(Ar), la cual hace un ajuste considerando un tamafio de muestra
reducido, los valores resultaron similares entre las poblaciones,
oscilando entre 8,81 (Sdo0 Miguel) y 7,85 (La Gomera). La

heterocigosidad observada media para todas las poblaciones fue de
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0,730, oscilando entre 0,789 (Melilla) y 0,662 (Faial). El valor de la
heterocigosidad esperada media para todas las poblaciones fue 0,888,

con valores muy similares en las catorce poblaciones estudiadas, con

méaximos en S&o Miguel (He = 0,915) y minimos de nuevo en Faial
(He = 0,857) (Tabla 10.)

Tabla 9. Diversidad genética de los ocho loci microsatellites analizados en la
especie Scomber colias. NUmero de individuos analizados por locus (N),
nimero medio de alelos por locus (A), riqueza alélica corregida por
rarefaccion (Ag), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada
(He) y proporcidn de loci polimorficos (P).

Locus N A Ag H, Hy P
Scja01 37 14,143 14,398 0,328 0,822 100%
Scja03 40 11,214 10,382 0,651 0,727 100%
Scja04 42 30,429 24,269 0,775 0,949 100%
Scja0s 41 19,500 17,334 0,937 0,924 100%
Scja06 41 32,143 26,810 0,861 0,949 100%
Scja07 38 28,780 24,730 0,712 0,948 100%
Scja08 40 16,143 12,718 0,849 0,891 100%
Scja09 40 18,143 16,099 0,725 0.896 100%
PROMEDIO 40 21,313 18,342 0,730 0,888 100%




Tabla 10. Parametros de diversidad genética para las poblaciones de la
especie Scomber colias. Nimero de individuos analizados por poblacion (N),
nimero medio de alelos por locus (A), riqueza alélica corregida por
rarefaccion (Ar), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada
(He) y proporcion de loci polimoérficos (P).

Localizacion Cadigo N A Ar H, Hg P

Gran Canaria GC 50 20,1 5,96 0,700 0,879 100%
Tenerife TN 52 21.4 5,94 0,751 0,880 100%
La Palma PA 35 22,7 6,00 0.675 0.884 100%
Fuerteventura FU 50 20,5 5.97 0,760 0.887 100%
La Gomera GO 26 15,7 5,90 0,728 0.872 100%
Almeria AL 50 264 6,27 0,780 0,901 100%
Vilanova VIL 50 247 6,28 0,739 0,910 100%
Melilla ME 49 18.2 6.05 0,789 0,899 100%
Vigo VI 50 25,0 6,20 0,698 0,899 100%
Ondarroa PV 4 252 6,25 0,751 0.895 100%
Sines PO 50 25,5 6,03 0,729 0,880 100%
Sio Miguel SM 50 27.1 6,44 0,740 0915 100%
Faial FA 12 10.6 5,97 0,662 0,857 100%
Mar del Plata AR 16 15,0 6.17 0.713 0.879 100%
PROMEDIO 43.14 213 6,10 0,730 0,888 100%

111. Variabilidad genética por drea

Los valores de riqueza alélica por areas no muestran
diferencias relevantes entre ellas. La que presenta un mayor ndmero
medio de alelos por locus, fue la de la Costa Norte y Noroeste
Peninsular (NNP) (A = 25,2) y la que presenta un menor namero de
alelos por locus fue la del Mar del Plata (MP) (A = 15,0) (Tabla 11y
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Figura 9). Siendo el area de Canarias (CA) la que posee un valor
inferior de riqueza alélica corregida por rarefaccion (Ar = 6,02) y el
area de Azores (AZ) la que posee un valor algo superior (Ar = 6,42).
El valor de la heterocigosidad media observada (Ho) para todas las
areas fue de 0,726, oscilando entre 0,769 para el Mediterraneo (ME) y
0,701 en Azores (AZ). La media de la heterocigosidad esperada (Hg)
para todas las &reas alcanzd valores muy similares en las zonas
estudiadas, con maximos en el Mediterraneo (ME) (He = 0,900) y
minimos en el area del Mar de Plata (MP) (Hg = 0,879) (Tabla 11).
Asi el Mediterraneo (ME) es el area con mayor diversidad de las cinco

gue se han analizado.

Tabla 11. Pardmetros de diversidad genética segun el area geogréfica considerada.
NUmero de individuos analizados por area (N), nimero medio de alelos por locus (A),
riqueza alélica corregida por rarefaccion (Ar), heterocigosidad observada (Hop),
heterocigosidad esperada (Hg) y proporcién de loci polimorficos (P).

Area Cédigo N A Ar Ho H; P

Canarias CA 231 21,2 6.02 0,723 0,882  100%
Atlintico NE ANE 144 25.2 6.22 0.726  0.891  100%
Mediterrineo ME 149 23.1 6.40 0,769 0,900  100%
Azores AZ 61 18.8 6.42 0,701 0,886  100%
Atlintico SO ASW 16 15.0 6,17 0,713 0879  100%
PROMEDIO 120,20 20,7 6,25 0,726 0,888  100%




30

Numero medio de alelos

€ A. Canario (CA) ¢ C. Mediterranea (ME) ¢ C. Norte y Noroeste Pens. (NNP)

¢ A. Azores (AZ) < C. Mar del Plata (MP)

Figura 9. Numero medio de alelos por poblacion y por area en Scomber colias.

1v. Equilibrio de Hardy-Weinberg y Desequilibrio de
Ligamiento

Para el ajuste de las frecuencias al equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW), que supone la union al azar de los gametos en la
poblacion analizada, y en consecuencia el apareamiento aleatorio entre
los individuos de dicha poblacion, se utilizaron tests exactos de
probabilidad segun el método de la cadena de Markov (Guo y
Thompson 1992), implementado en el programa GENEPOP v.4
(Raymond y Rousset 1995). Para conocer el sentido y la magnitud de
la desviacion respecto a las condiciones de equilibrio de HW en cada
locus (exceso o defecto de heterozigotos) se utilizdé el indice de
fijacion Fs (Wright 1969), y fue obtenido mediante el método descrito
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por Weir y Cockerham (1984). En la Tabla 12 se muestran los valores
de Fis y el grado de significacion de los mismos para las poblaciones
analizadas en los distintos loci estudiados.

Se observa que todas las poblaciones, presentaron valores de
Fis positivos (Fis > 0) significativamente distintos de cero, lo que
claramente indica que ninguna de las poblaciones se encontrd en
equilibrio de Hardy-Weinberg, mostrando un defecto de
heterocigotos. De hecho de 112 casos posibles, 53 (47,3%) estaban en
equilibrio de HW, mientras que 59 (52,6%) presentaron un déficit de
heterocigoticos, tras la correccion de Bonferroni (p < 0,006) (Tabla
12). Los loci Scja05 y Scja08 fueron los que presentaron un mayor
niamero de casos en equilibrio de Hardy-Weinberg (1 y 3,
respectivamente, de 14 poblaciones analizadas), presentando ademas
un menor nimero de alelos nulos (Tabla 8). El analisis de equilibrio
de ligamiento, que estudia la segregacion independiente de alelos de
genes diferentes, fue significativo solamente en 52 de las 392
comparaciones a pares, es decir el 13,3% (entre loci y considerando
las catorce poblaciones). Ademas, las comparaciones a pares
significativas no fueron consistentes en las catorce poblaciones
analizadas, sefialando la independencia de los microsatélites
estudiados. Basandose en estos resultados, se procedié a realizar el

resto de analisis con el total de los marcadores analizados.
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4.4. Diferenciacion y estructura genética
44.1. Coeficiente de diferenciacion genética y distancia

genetica

Para evaluar la diferenciacion genética entre las poblaciones y
las areas analizadas se emplearon el coeficiente de diferenciacion
genética (Fst) segin Weir (1996) y la distancia genética (DC) de
Cavalli-Sforza y Edwards (1967), incluidos en el método descrito por
Chapuis y Estoup (2007) para el conjunto de microsatélites con alelos
nulos. Los valores negativos obtenidos en ambos indices se

consideraron como cero.

Al realizar los célculos entre poblaciones, los valores de Fsr
corregidos variaron de -0,001 (entre Gran Canaria y La Palma, asi
como entre Ondarroa y Almeria) a 0,038 (entre Tenerife y Vilanova)
(Tabla 13). Por otro lado, los valores de DC de Cavalli-Sforza y
Edwards muestran que los valores corregidos variaron de 0,286 (entre
Gran Canaria y La Palma) a 0,573 (entre Faial y Mar del Plata) (Tabla
13).

Los andlisis por area mostraron que los valores de Fsr
corregidos variaron de 0,004 (entre el ME y AZ) a 0,013 (entre CA'y
el ME) (Tabla 14), y que los valores de DC corregidos variaron de
0,278 (entre el ME y NNP) a 0,493 (entre CA y MP) (Tabla 14).




sopens|a sew saiofe/\ [ sofeq sew saiofeA [ ]

veld pPp e - «S00°0 w0000  4€10°0 w9000  wWi00°0  #L10°0  &S10°0  wl000 100 w100 w0100  #SI0°0  wl00°0
[LILE] E = w000 #S10°0  WI10°0 WP00°0 L0000  900°0 w6000 WbI0°0 w9100 w0100 «LIO0  wTI0D

PN 0B 86H0 L6 - «L000  w€00°0  £S00°0 481070 6100 wTO0'0 w8000 wLO0'0  S00°0 %6000  »LOO0
souls  $TS0 TESD S0P = al000  wE000  «IE0°0  =S€00  oTOO0  +600°0 480070 #8000 +TIOD 6000
voLBpUQ [0S0 IS0 LLED  TOED = AS00°0  #LT0°0  #8T0°0 w1000~ #800°0 wL000 w000  +L000  wSOOD
03IA 8060  TISD  66£0  L9€°0  S6£°0 = #0700 #£T0°0  oP000  4E10°0  4TI00 1100 #SI00  #£10°0

BIPIN pES0 €€5°0  TSHO  66K0  S6F0  6LFD - L0000 %STO0  =TEOD #9200 £1T0°0 P00 +LTOO
BAOURITA  L0S°0 96F°0  6IF0  0SF0O  THO  8TFO  T6E0 - #870°0  #FE0'0  #LT00  +6T0°0 E +1€0°0
BLRWIY L0650 TES0 08€T0  SSE0 €0 S8E0 S6F0  #SH0 = wL000 €000 #9000  £L00D  %S00°0
vRWOD BT TIS0D €60 LSO OFF0  6TF0  SLF0 9¢S0  L9¥0  6TF0 = 2S00°0 %9000 #0070 wS00°0
wmuaAdINg €S0 LISTO  61F0  66£0 600 SHFO S8K0 BT 66£0  99E°0 - w000 €000 wE00°0
vwped vl L7600 1650 80K°0  TTH0 S6£°0  09F'0  69K°0  TTF0  FOP0  ILE0  6££°D = «£00°0 100
LAWY, 0PSO 9ZS0  TEF0  0sK0 60V0  tLFO TS0 8€F0  60F0  LSE0  TIED  60E°0 = w1000

3 3

BUBUB) URID  97STO  60ST0  TIFO  TIFO  T6E0  6£F0  ¥8F0 BEFO  66€0 FOE0 0I€0  98T0  66T0 -

av vd S Ood Ad IA TN TIA v 0D na Vd NL 2D

‘(luouiayuog ap aisnfe) 9000 > d i« ‘oAredIyIubIS ou :su

'Se1]09 'S 9p SepeaJisanwi sauoldejqod sej anua ‘(200z ‘dnois3 A

sindey)d) ¥NI U0I2931102 ap OpOIaW |3 opuesn (296T ‘splemp3 A zI0jS-1j[eAed ‘D) eonauab elourisSIp B ap UQIJRWIISS [euobelp B| ap BWIdUd
A (2002 ‘dnois3 A sindeyd) ¥NI u01298.1100 8p OpolawW |8 uod [euobelp e| ap ofeqap ‘(154) eongusb ugIdRIOUBIBHP Bp BUBIdB0D 'E€T B|geL

Diversidad Genética y Estructura Poblacional de Caballa
(Scomber colias, Gmelin, 1789) en aguas del Atlantico y del Mediterraneo




Resultados

De forma general, los resultados obtenidos corregidos por los
algoritmos ENA para Fsr e INA para DC, como sin corregir (Anexo II),
fueron iguales y proximos a cero en ambos indices, revelando un grado
de estructuracion bajo. Asimismo, en ambos analisis, se encontraron
diferencias entre las poblaciones del Mediterraneo (Vilanova y Melilla)
frente a las demas.

Tabla 14. Coeficiente de diferenciacion genética (Fst), debajo de la diagonal método
de correccion ENA (Chapuis y Estoup, 2007) y encima de la diagonal estimacion de la
distancia genética (DC, Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) usando el método de
correccién INA (Chapuis y Estoup, 2007), entre las areas muestreadas de S. colias.
Consulte Tabla 1 para las abreviaturas de las areas de muestreo.

CA ME NNP AZ MP

- 0326 0334 0364 m CA
0,013 _ 0278 0305 0471 ME

0,007 0,010 - 0314 0479  NNP
0,007 0,004 0005 : 0,487 AZ
0,010 0,005 0,008 0,006 : MP

[ Valores més bajos [ Valores més elevados

4.4.2. Dendrogramas de diferenciacion y distancia genética

Las matrices de valores del coeficiente de diferenciacion
genética (Fs7) y distancia genética (DC) sirvieron de base para la
construccion de dos dendrogramas poblacionales basados en el
método de agrupamiento NJ (Neighbour-joining) establecidos sobre

las poblaciones y &reas de S. colias estudiadas.

A nivel poblacional se obtuvieron dos ramas principales (I y

Il, en Figura 10), donde las poblaciones se agruparon siguiendo un

AT
M,



patrén geografico definido, a excepcion de los puntos de muestreo
correspondientes al Mar del Plata y a Faial, que son localidades
geogréaficamente lejanas a las ramas en que se enrutan, probablemente
debido a su bajo nimero de individuos. La rama que soporta mayor
numero de localidades (I1) engloba a su vez dos subgrupos, ademas
del mencionado Mar del Plata, otro donde se encuentran S&o Miguel,
Canarias y las poblaciones del norte y noroeste de la Peninsula,
ademéas de Almeria. En la otra rama principal (I) encontramos las
poblaciones pertenecientes a la costa Mediterranea, Vilanova y
Melilla, ademas de Faial.

@ Gran Canaria
@ La Palma
®Tenerife
@ Fuerteventura

@ La Gomera

Ondarroa
Vigo
Sines
(I Almeria
9 Sao Miguel

- Mar del Plata

@ Faial
0 — Vilanova

L Melilla

0.002
¢ A. Canario (CA) C. Mediterranea (CM) C. Norte y Noroeste Pens. (NNP)

¢ A. Azores (AZ) C. Mar del Plata (MP)

Figura 10. Dendrograma NJ que agrupa las poblaciones de acuerdo al grado de
diferenciacion genética (Fst), con el método de correccion ENA (Chapuis y Estoup
2007).

Diversidad Genética y Estructura Poblacional de Caballa

(Scomber colias, Gmelin, 1789) en aguas del Atlantico y del Mediterraneo



Resultados

A diferencia que con Fsr, en el dendrograma de la Figura 11,
obtenido a partir de las distancias genéticas (DC) de Cavalli-Sforza se
obtuvieron tres ramas. La primera (I) rama soporta a las poblaciones
ubicadas en el Mediterraneo. La rama central (1) contiene todas las
poblaciones de Canarias y las de la Costa Norte y Noroeste de la
Peninsula (con la excepcion de Almeria), separadas de la del Mar del
Plata. La tercera (I11) soporta la poblacién de Faial.

También se realizaron dos dendrogramas con cada una de las
matrices del coeficiente de diferenciacion genética (Fsr) y la distancia
genética (DC) obtenida para las areas geograficas.

La conformacién general del dendrograma, a partir del Fsr,
mostrd claramente dos clados diferenciados. El primero (1) incluia el
area del Archipiélago Canario (CA) y la costa Norte Noreste de la
Peninsula (NNP) y el segundo (1) el Mediterraneo (ME), Azores (AZ)
y Mar del Plata (MP) (Figura 12).

El dendrograma que se obtuvo a partir de DC, mostr6 una
estructura completamente diferente. La rama (I) que soportaba mas
peso, contenia un clado con NNP, ME y otro con AZ. Una segunda
rama (I1) con el &rea CA y la tercera (I11) soportaba el &rea del MP. En
este caso los resultados mostraron que las areas mas cercanas
geograficamente son mas parecidas genéticamente (Figura 13).

De forma general, los resultados obtenidos a partir de los dos
indices muestran diferencias evidentes, basados en los distintos
algoritmos con los que han sido analizados, pero coinciden tanto en
poblaciones como en areas en que las poblaciones del area del
Mediterraneo aparecen mas diferenciadas, con excepcién de la Figura
13.
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| C. Mediterranea (ME)
(m L C. Mar del Plata (MP)
L— @ A. Azores (AZ)

& A. Canaria (CA)

I © C. Norte y Norte Pens. (NNP)

n

0.001

Figura 12. Dendrograma NJ que agrupa las areas de acuerdo al grado de
diferenciacion genética (Fst), con el método de correccion ENA (Chapuis y Estoup
2007).

() C. Mar del Plata (MP)
() # A. Canario (CA)
51
@ A. Azores (AZ)
(N L3s
¢ C. Norte y Noroeste Pens. (NNP)
58

C. Mediterranea (ME)

0.1

Figura 13. Dendrograma NJ que agrupa las areas de acuerdo al grado de distancia
genética (DC), con el método de correccion INA (Chapuis y Estoup 2007).



4.4.3. Analisis de Coordenadas Principales

El PCoA establecid las relaciones de similitud genética para
las 14 poblaciones analizadas. En este analisis se explica un 77,11%

de la varianza genética obtenida entre las dos primeras coordenadas.

Los resultados muestran dos grandes grupos bien
diferenciados (A y B). El grupo A est4 formado por las poblaciones
del Mediterraneo (1), Melilla y Vilanova, y el grupo B constituido por
el resto de las muestras que pertenecen a las poblaciones del
Atlantico: Sado Miguel, Vigo, Sines, Ondarroa, (Il) y las de Canarias
(IlN. La poblacion de Almeria, situada geograficamente en el
Mediterraneo, es la excepcion de este patrén, ya que se integra en el
grupo de las atlanticas. Finalmente las poblaciones de Faial y Mar del
Plata (IV) se descuelgan de todos los agrupamientos quedando en un
lugar intermedio entre ambos grupos, probablemente debido al menor

namero de individuos analizados (Figura 14).

Esto coincide con los dendogramas NJ por poblaciones
basados en el coeficiente de diferenciacion (Fst) y las distancias
genéticas (DC). Los dos grupos (A 'y B) como los cuatro subgrupos (I,
I1, 111, 1V), obtenidos concuerdan con los resultados extraidos para el

andlisis bayesiano en el siguiente apartado.
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4.4.4. Analisis de Inferencia Bayesiana

El programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), identifico
la separacién de grupos genéticamente homogéneos. En la primera
evaluacion se incluyeron todos los individuos (604), correspondientes
a las 14 poblaciones de S. colias muestreadas, con el 100% de los
genotipos para los 8 loci. Se realizaron tres repeticiones
independientes del programa probando diferentes valores de grupos
genéticos posibles (K), desde K= 1 hasta K= 15. En ésta prueba, tras el
analisis de la media de la desviacién estandar del logaritmo de la
probabilidad de los datos, la tasa de variacién de la probabilidad de
distribucién (media), el valor absoluto de segundo orden de la
probabilidad de distribucién y los valores modales de Delta de K
frente a los valores de los posibles grupos genéticos, se infirio que el
numero de agrupaciones fue de K = 4 (Figura 15), el cual muestra el
valor més elevado de Delta de K = 17,804 (Tabla 15).
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Figura 15. Resultados obtenidos en STRUCTURE, graficados con Structure
Harvester. A. L(K) (media +- SD); B. Tasa de variacion de la probabilidad de
distribucién (media); C. Valor absoluto de segundo orden de la probabilidad de
distribucion D. Valores modales de AK = m (JL”K]) / sd(L(K)) para inferir K.

Los resultados de STRUCTURE, que se muestran en la Figura
16, revelan la contribucion en porcentaje de cada individuo
perteneciente a cada “pool” genético. En ¢él grafico A. se observa la
mezcla de los 4 grupos en todas las poblaciones. Las poblaciones de
AZ, PV, PO, VI y AL tienen un alto porcentaje de pertenecer al grupo
1. Las poblaciones del Mediterraneo, VIL y ME se agrupan en el
mismo grupo, el 2y GC, TN, PA, FU y GO poseen un alto porcentaje
de los grupos 3 y 4, los cuales se encuentran representados en todas

las poblaciones.
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Figura 16. Grupos estimados por STRUCTURE, para K= 4 de las poblaciones
analizadas (N =604) para Scomber colias. Consulte Tabla 1 para las abreviaturas de
las &reas de muestreo.

En la segunda evaluacion, se introdujeron los datos por areas,
segun los resultados del Fsr, DC, dendrogramas y PCoA (CA, ME,
AZ, NNP con la poblacién de AL). La base de datos para el anélisis
estaba constituida por 576 individuos y 8 loci, se descartaron las
poblaciones de FA y AR por su bajo nimero de individuos y por los
resultados obtenidos en los andlisis anteriores. Se efectuaron cinco
repeticiones independientes del programa probando diferentes valores
de grupos genéticos posibles (K), desde K= 1 hasta K= 4. La
estimacion del namero de grupos inferidos, tras el anélisis segun el
método de Evanno et al. 2005, igual que en el caso anterior, fue de K
=2 (Figura 17. D.), con un valor de AK = 33,454 (Tabla 16).



Tabla 16. Estimaciones del valor de K siguiendo el método Evanno et al. (2005) para
las &reas establecidas.

K  Reps MediaLnP(X) SDLnP(K) Ln’(K) [Ln"(K)) Deltak

1 5 -26544.800  0,406202 - - -
2 | 26115700 8280399 429,100 | 277,020  33.45
3 5 25963620 29.735618 152,080  1.41.880 4,771
4 5 -25669.660 5644289 293,960 - -
~25600) A bt i B
g-zazoo :;5.,

280) C o D

Figura 17. Resultados obtenidos en STRUCTURE de las areas analizadas, graficados
con Structure Harvester. A. L(K) (media +- SD); B. Tasa de variacion de la
probabilidad de distribuciéon (media); C. Valor absoluto de segundo orden de la
probabilidad de distribucion D. Valores modales de AK = m (|JL”K]) / sd(L(K)) para
inferir K.
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Los resultados muestran la contribucidn en porcentaje de cada

individuo perteneciente a dos “pools” genéticos (Figura 18). En ellos
se aprecian claramente la separacion del &rea del Archipiélago de
Canarias con respecto a las otras areas, no existiendo dentro de éstas
ninguna agrupacion destacable.

100%

30% -
80% -
70%
60% -
50% -

Cluster 2

40% 1 Cluster 1

30%

20% -

10%

0%

CA AZ NNP ME

Figura 18. Grupos estimados por STRUCTURE, para K= 2 de las areas analizadas (N
=576) para Scomber colias. CA: A. Canario; AZ: A. de Azores; NNP: C. Norte y
Noroeste Peninsular; ME: C. Mediterranea.

4.4.5. Analisis Molecular de la Varianza

Los resultados del andlisis jerarquico de la varianza molecular
(AMOVA) revelaron una Unica estructura genética general en las
poblaciones analizadas (Tabla 17).

Se analizaron cuatro escenarios diferentes, basandonos en los
resultados anteriores. En el primero se obtuvo un coeficiente de
diferenciacion bajo (Fsr = 0,007; P < 0,01), siendo a su vez el
porcentaje de variacion intrapoblacional elevado (99,32%; P <0,01).
En el segundo escenario se tomé como referencia los resultados

obtenidos en el PCoA, por poblaciones, se hicieron dos grupos en el

=
—



gue se comparé el océano Atlantico frente al mar Mediterraneo
excluyendo a Almeria, la cual y dada su posicion en el analisis de
coordenadas principales (PCoA) podria enmascarar los valores de
diferenciacion genética. La potencial estructuracion geografica entre
las dos éareas fue considerablemente baja y poco significativa (Fcr =
0,004; P < 0,04), con un porcentaje de variacion reducido (0,44%).
Ademas, de una baja diferenciacion entre las poblaciones dentro de
cada una de las regiones (0,59%; P < 0,01). La mayor parte de la
variacion genética (98,97%) se encontro, significativamente dentro de
las poblaciones. En el tercer escenario se compararon el Atlantico
Noreste (VI, PV, PO) versus Macaronesia (GC, TN, PA, FU, GO,
SM) versus Mediterraneo (ME, AL, VIL). Tampoco se observd una
estructuracion geogréafica entre regiones (Fcr = 0,004; P < 0,01), con
un porcentaje de variacién (0,41%) similar al encontrado entre el
océano Atlantico y el mar Mediterrdneo y una baja diferenciacion
entre las poblaciones (0,40%; P< 0,01). La variacion encontrada en
este caso, al igual que en los escenarios anteriores fue a nivel
intrapoblacional (99,19%; P < 0,01). Por ultimo, en el cuarto
escenario se compar® Canarias frente al resto de poblaciones. De
nuevo, no se mostrd una estructuracion geografica entre regiones (Fcr
= 0,005; P < 0,01). Del mismo modo que en los otros escenarios, el
coeficiente de diferenciacion (Fst = 0,004; P <0,01) y el porcentaje de
variacion intrapoblacional fueron bajos (0,39%; P < 0,01). La
variacion encontrada a nivel intrapoblacional fue elevada (99,06%; P
< 0,01). En estos analisis no se tuvieron en cuenta las muestras
correspondientes a las poblaciones de Faial y Argentina, debido al

bajo nimero de individuos muestreados en las mismas.
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4.4.6. Aislamiento por distancia

Con el objetivo de vislumbrar si existia una relacion directa
entre las distancias geograficas de las poblaciones y las distancias
genéticas, se procedid a averiguar si la posible relacién estuviese
integrada en un modelo de aislamiento por distancia (IBD). Para ello,
se realiz6 un test de Mantel segun el cual, se correlaciona la distancia
genética determinada por Fst/ (1-Fs7) y la distancia geogréfica (km),
de las poblaciones muestreadas. En esta ocasion el coeficiente de
correlacion fue bastante bajo (r = 0,282, R* = 0,079) y significativo P
= 0,004 (Figura 19) por lo que se concluydé que no hay un claro
aislamiento por distancia. Se realiz6 también un test de Mantel para
las poblaciones de la costa Norte y Noroeste de la Peninsula junto con
Almeria y otro con las poblaciones del Archipiélago Canario, ya que
en ambos casos aparecian muy relacionadas entre si en el analisis de
coordenadas principales (PCoA). En ambos casos se obtuvo un bajo
coeficiente de correlacion, r = 0,34, R* = 0,116, P = 0,189 para las
poblaciones de Canarias y r = 0,42, R = 0,182, P = 0,229 para las
poblaciones de la costa Norte y Noroeste de la Peninsula-Almeria,
siendo no significativos (Figura 20 y 21). Por lo que muestran la

inexistencia de un patron de aislamiento por distancia.
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Figura 19. Relacion entre distancia genética (Fst / (1-Fs7)) frente a la distancia
geogréfica (Km) para todas las poblaciones de Scomber colias analizadas.



0.0070

00062

0.0054

0.0046

ética (Fsr/1-Fs7)

0.0038

0.0030

Distancia Gen

0.0014

0.0006

0.00224+ [

o]

T T T T T T 1
3600 5400 7200 9000
Distancia Geografica (km)

Figura 20. Relacion entre distancia genética (Fsr / (1-Fs7)) frente a la distancia
geografica (Km) para las poblaciones de Scomber colias analizadas en el Archipiélago

Canario.
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Figura 21. Relacion entre distancia genética (Fst / (1-Fs7)) frente a la distancia
geografica (Km) para todas las poblaciones de Scomber colias analizadas en la costa
Norte y Noroeste de la Peninsula-Almeria.

4.4.7. Deteccidn de cuellos de botella

El analisis demografico realizado con el programa
BOTTLENECK reflej6 que en el modelo de dos fases (TPM) no se
detect6 evidencias de cuellos de botella en ninguna de las poblaciones
(Tabla 18).



Tabla 18. Probabilidad de excesos de heterocigosidad segln el Test de Wilcoxon
asumiendo que los loci se ajustan a un modelo de dos fases (TPM), con el ajuste de
Bonferroni P < 0,006; ns: no significativo.

Poblaciones Probabilidad exceso Hy
TPM

Gran Canaria 0.371™
Tenerife 0.320™
La Palma 0.371™
Fuerteventura 0,191™
La Gomera 0.371™
Almeria 0.371™
Vilanova 0,980™
Melilla 0,004 ™
Vigo 0,578 ™
Ondaroa 0,371™
Sines 0,578"™
Siao Miguel 0.423™
Faial 0,125™
Mar del Plata 0,578 ™

Ademas los resultados del anélisis de la distribucion de
frecuencias alélicas sefialaron una distribucion “en forma de L” para
todas las poblaciones, descartando la existencia de cuellos de botella
reciente, es decir que hay una mayor proporcion de alelos en
frecuencias alélicas bajas (rango 0,001-0,1) que en frecuencias alélicas
intermedias. El caso contrario seria el esperado para una poblacion

que hubiese pasado por un cuello de botella (Figura 22.A. y 22. B.).
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Figura 22. A. Distribucién de frecuencias alélicas acumuladas frente a los intervalos
de frecuencias alélicas de todos los microsatélites analizados en las poblaciones
muestreadas para Scomber colias. Se observa una distribucion “en forma de L”. Los
valores a lo largo del eje X representan el valor maximo para cada clase de frecuencia
de los alelos (la primera clase representa alelos con frecuencias entre 0 y 0,1; la
segunda, entre 0,1y 0,2; etc.).
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Figura 22. B. Distribucion de frecuencias alélicas acumuladas frente a los intervalos
de frecuencias alélicas de todos los microsatélites analizados en las poblaciones
muestreadas para Scomber colias. Se observa una distribucion “en forma de L”. Los
valores a lo largo del eje X representan el valor maximo para cada clase de frecuencia
de los alelos (la primera clase representa alelos con frecuencias entre 0 y 0,1; la
segunda, entre 0,1y 0,2; etc.)
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5.1. Eleccion del tejido y tamano muestral

Uno de los procesos méas importantes en el analisis genético es
estandarizar la conservacion del tejido para obtener un ADN de
calidad, que permita una correcta amplificacion de los marcadores
moleculares a utilizar. Asahida et al. (1996) establecen que el tampén
de urea es adecuado para conservar muestras de tejido de higado y
mulsculo a temperatura ambiente de Clupea harengus (arenque
atlantico) y Paralichthys olivaceus (falso halibut japonés). Sin
embargo, en este trabajo, tras los ensayos realizados, se establecio el
etanol al 96% como el producto que mejor conserva el tejido
(Lamprea et al. 2004; Astorga 2005; Nagy 2010). Ademas se puso de
manifiesto una apreciable degradacion o disolucion de los tejidos
conservados en el tampon de urea, como observé Dawson et al.
(1998) especialmente acentuada en las muestras de higado (Figura5y
6). Por otra parte, las condiciones a las que son sometidas las
muestras, desde la captura en mar abierto hasta que se procesan en el
laboratorio, hacen que el higado no sea el tejido mas adecuado, ya que
es un 6rgano que sufre una intensa autolisis post mortem (Ortloff et al.
2011), por lo que en términos de calidad de la muestra y resultados
analiticos posteriores es mas adecuado el uso de tejido muscular
(Weber et al. 2003; Chakraborty et al. 2006). Este ultimo tejido ha
sido empleado satisfactoriamente en estudios similares con muestras
de escombridos y otros peces (Appleyard et al. 2001; Lamprea et al.
2004; Infante et al. 2007; Astorga 2005; Tzeng et al. 2009; Tang et al.
2009).

Los valores de absorbancia a 280/260 nm (ADN/proteina =
1,8 a 2,2) medidos en nuestras muestras de S. colias después del

proceso de extraccion, mostraron la inexistencia de proteinas en
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exceso (Lopera-Barrero et al. 2008) (Tabla 4), lo cual es indicativo de
la presencia de ADN de buena calidad (Aljanabi y Martinez 1997,
Wasko et al. 2003; Ferrara et al. 2006).

El tamafio minimo de la muestra necesaria para detectar la
variabilidad  genética  representativa  mediante  marcadores
codominantes como los microsatélites, depende criticamente de la
escala de aproximacién requerida, ya sea a nivel individual (relacion
de genotipos y parentesco), de poblaciones, especies o0 grupos sociales
(Chakraborty 1992; Bruford et al. 1996; Jones y Avise 1997; Shaw
1997). Obviamente, tamafios muestrales pequefios pueden ser
insuficientes para proporcionar conclusiones fiables, y un ndmero
elevado es a veces inviable ya sea por su coste econdmico o por las
caracteristicas propias de la especie. Basandose en simulaciones, Hale
et al. (2012) sugieren que tamafios muestrales de 25 a 30 individuos
por localidad son suficientes para estudios de genética de poblaciones
si se basan en marcadores variables como los microsatélites, ya que
permiten una estimacion correcta de las frecuencias alélicas (de alelos
con una frecuencia >0,05 y alelos representativos de la poblacion).
Ademas, muestran con precision el nivel de heterocigosidad esperada
y asegura que la muestra refleja, con considerable precision, la
composicién genética global de las poblaciones de la especie. Asi, en
este trabajo se cumplen estos parametros, con excepcion de las
muestras pertenecientes a las poblaciones de Faial y Mar del Plata, en
las que no se pudo controlar su nimero, debido a que eran colecciones
cedidas de otros grupos de investigacion. Por tanto, entendemos que
los resultados y conclusiones en estas poblaciones se encuentran

condicionados por el menor tamafio muestral.




5.2. Microsatélites utilizados

El segundo objetivo de este trabajo ha sido establecer el uso y
puesta a punto de una metodologia de vanguardia basada en
marcadores moleculares muy variables (microsatélites) que
permitiesen comprender mejor la genética de poblaciones naturales de
S. colias en el océano Atlantico y mar Mediterraneo, contribuyendo en

la gestién de su pesqueria.

Los microsatélites utilizados fueron marcadores creados para
la especie S. japonicus, desarrollados por Yagishita y Kobayashi
(2008). No se utilizaron marcadores especificos para S. colias ya que
fueron descritos por Catanese et al. (2010) y el presente trabajo ya se
encontraba considerablemente avanzado. Pero, como se ha
demostrado en diversos estudios, para especies del mismo género
(agishita y Kobayashi 2008; Tang et al. 2009; Zeng y Cheng 2012) y
otros peces marinos (Rico et al. 1996), como salmdn (Scribner et al.
1996) o arenque atlantico (Shaw et al. 1999), no es necesario que los
microsatélites sean especificos para que amplifiquen con éxito y se
obtengan buenos resultados. Evidentemente, cuanto mas proximas
sean filogenéticamente las especies, mas posibilidades hay de
disponer de una adecuada amplificacion interespecifica, como ha sido

el caso de S. colias y S. japonicus.

Se testaron nueve loci microsatélites del genoma de S. colias
(‘agishita y Kobayashi 2008), ocho de los cuales mostraron productos
de amplificacion adecuados. EI microsatélite Scja02, se descartd del
andlisis por la baja reproducibilidad de los resultados de
amplificacion. Cheng et al. (2015) analizaron la estructura genética de

las poblaciones de S. japonicus utilizando, entre otros, los mismos
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marcadores moleculares que los empleados en este trabajo, obviando
sin justificacion los microsatélites Sja0l, Scja02 y Scja07,
probablemente debido al mismo motivo. Del mismo modo, Zeng et al.
(2012) omiten los microsatélites Sja0l1, Scja02, Scja04, Scja07 y
Scja09 para el analisis de la estructura poblacional y los patrones de
migracion de S. japonicus en el este y sur de los mares de China.

5.3. Alelos bajo seleccion y alelos nulos

Globalmente las variaciones genéticas (alelos) que se
encuentran sometidas a seleccion natural sufren un incremento en las
poblaciones, produciéndose huellas distintivas en sus patrones de
variacion (Sabeti et al. 2006). Los analisis realizados para detectar si
los loci estudiados se encontraban bajo seleccion indicaron que dos de
ellos (Scja01 y Scja03) eran candidatos a encontrarse bajo ésta fuerza
evolutiva, en este caso seleccion positiva o direccional (Figura 8).
Dichos loci muestran diferencias en la relacion entre el coeficiente de
diferenciacion y la heterocigosidad (Fst - Hg), no siendo la que se
espera bajo una distribucion neutral. Pero hay que destacar que los
microsatélites no son en general, las regiones sobre las que actta dicha
seleccidn, si no que se encuentran bajo seleccién indirecta o seleccion
hitchhiking. Es decir, que estan fisicamente ligados a genes selectivos
0 adaptativos (Slatkin 1995; Nielsen et al. 2006; Kasapidis et al.
2012). Diferentes procesos pueden generar la seleccion de los genes y
para su estudio se requieren de analisis dirigidos a regiones

particulares (Palo et al. 2003).

No obstante, la presencia de microsatélites bajo seleccion se
ha citado en distintas especies (Slatkin 1995; Nielsen et al. 2006;




Kasapidis et al. 2012). Estos loci posiblemente ligados a genes
adaptativos pueden afectar las estimaciones de algunos parametros
poblacionales, como el indice de diferenciacion (Fsr) en un 30-50%
(Allendorf y Seeb 2000; Luikart et al. 2003; Storz 2005), asi como la
topologia y ramificacion de dendrogramas y arboles evolutivos
(Landry et al. 2002; Giger et al. 2006). Por ello, en este estudio, y con
el proposito de determinar el grado y el rango de desviacion y
variacion de los resultados, se procedi6 a comparar los analisis de
asignacion bayesiana utilizando los ocho loci mostrados en los
resultados (los neutrales y los que estaban bajo seleccién) y, por otro
lado, usando solo los 6 loci neutrales (Anexo Ill). Ya que los
resultados obtenidos no mostraron importantes diferencias en el
coeficiente de diferenciacion (Fst), ni en la topologia o asociacion de
las poblaciones analizadas, se incluyeron los mismos en todos los

andlisis realizados.

Un problema generalizado que tienen los microsatélites es la
presencia de alelos nulos, que son causados por mutaciones en la
region de union de los cebadores flanqueantes, lo cual evita su anclaje
y la amplificacién posterior de los alelos afectados (Pemberton et al.
1995; O’Connell y Wright 1997, Selkoe et al. 2006; Chapuis y Estoup
2007). Segin O’Connell y Wright (1997) y posteriormente, Chapuis y
Estoup (2007) plantearon que una de las posibles causas de la
presencia de alelos nulos es el uso de cebadores que originalmente se
han desarrollado para otras especies. No obstante, la frecuencia de
alelos nulos es considerablemente alta en determinadas especies de
peces aunque se hayan utilizado cebadores especificos para la especie
(Dakin y Avise 2004).
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Las opiniones del efecto que tienen la presencia de estos
alelos en la identificacién de la estructura genética en las poblaciones
son muy diversas. En este estudio, la frecuencia encontrada de alelos
nulos es menor del 20% en el 88,4% de los casos, estando acorde con
lo reportado por Dakin y Avise (2004). Tras una amplia revision
bibliografica, estos autores encontraron que las frecuencias de alelos
nulos eran casi siempre < 0,40 y, normalmente, < 0,20. En especies
del género Scomber, en los que se han usado los mismos
microsatélites que en el presente trabajo, se han descrito alelos nulos
en S. japonicus (Scja02, Scja03 y Scja07) y S. australasicus (Scja01,
Scja02, Scja03, Scja05, Scja07, Scja09) (Yagishita y Kobayashi
2008), pero los autores no indican en qué frecuencias.

El 90% de los articulos con microsatélites que citan alelos
nulos incluyen estos loci en sus analisis sin correcciones (Dakin y
Avise 2004). Sin embargo, los alelos nulos pueden afectar las
estimaciones de la diferenciacion genética (Fs7), de la distancia
genética (DC) (Chapuis y Estoup 2007) y del grado de equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW) de las poblaciones. Para comprobar las
diferencias existentes al usar loci con alelos nulos, se corrigieron los
datos con el algoritmo ENA para Fsr e INA para DC segun el método
descrito por Chapuis y Estoup (2007). Los resultados se compararon
con los valores no corregidos, comprobando que eran muy similares
entre ambos (Anexo I1). Lo mismo ocurri6 cuando se hizo el andlisis
eliminando los microsatélites Scja0l1 y Scja07, los cuales presentaron
una mayor incidencia y frecuencia de alelos nulos (Anexo 1V). Por
tanto, los alelos nulos detectados en las poblaciones naturales de S.
colias no estan afectando la estimacion de la diferenciacién genética y

se utilizaron en todos los analisis posteriores.




5.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Todas las poblaciones se encontraban en desequilibrio de
Hardy-Weinberg (HW), presentando un déficit de heterocigéticos
(Tabla 12). El déficit de heterocigéticos en las poblaciones naturales
de una especie puede ser consecuencia de diversos factores entre los
cuales se encuentra la presencia de alelos nulos, como se menciono
anteriormente, el cruzamiento frecuente de ejemplares genéticamente
emparentados, que haria aumentar el grado de endogamia en las
poblaciones analizadas, el efecto Wahlund, consecuencia de existencia
de estructuracién genética intrapoblacional o la presencia de seleccion
contra individuos heterocigéticos (Hartl y Clark 2007).

La presencia de alelos nulos, principalmente en el locus
Scja0l, debido a la no amplificacion de algunos de ellos (Dakin y
Avise 2004; Chapuis y Estoup 2007) conduciria a una menor
deteccion de alelos, ya que estando presentes en la poblaciéon no se
ponen de manifiesto y, por tanto, generarian unos valores de
frecuencias alélicas que no estarian en equilibrio de HW. Sin
embargo, encontramos defecto de heterocig6ticos en la mayoria de los
loci que no presentan alelos nulos (Tabla 8 y 12), por lo que podemos
descartar la presencia de alelos nulos como causa principal de la

existencia del defecto de heterocig6ticos.

En varios estudios se han encontrado que las poblaciones de
peces marinos pueden presentar deficiencia de heterocig6ticos
consecuencia de un alto grado de endogamia (Zarraonaindia et al.
2009; Anderson y Karel 2012; McCairns et al. 2012; O’Leary et al.
2013; Cheng et al. 2014). En estos estudios el defecto de

heterocigoticos es generalmente atribuido a la técnica o errores de
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muestreo, y no suelen incluir explicaciones bioldgicas alternativas
como la endogamia. Asi autores como Hoarau et al. (2005) y O’Leary
et al. (2013) sugieren que la endogamia deberia ser considerada mas
frecuentemente como una posible causa de la desviacion del equilibrio
de HW en peces marinos sobreexplotados y con alta importancia
comercial. Por lo que no podemos descartar el posible efecto de la
endogamia en el desequilibrio de HW detectado en S. colias, sin hacer
un analisis de parentesco apropiado, y disponer asi de una evaluacion
menos sesgada de la magnitud y las causas de las desviaciones del
equilibrio de HW (O’Leary et al. 2013). Sin embargo, los elevados
niveles de variacién genética mostrados en las poblaciones analizadas,
nos hacen concluir que la endogamia no es el fendbmeno bioldgico que
hace que exista un defecto de heterocig6ticos. Por Gltimo, no podemos
descartar que el desequilibrio de HW sea consecuencia de la
existencia de una subestructuracion de las poblaciones, ya que durante
las migraciones de los peces pelagicos tienen lugar la formacion de
cardimenes, los cuales estdn constituidos por el reclutamiento de
ejemplares de distintas cohortes (al menos en las fases adultas cuando
existe una cierta convergencia de las talla). Es posible que en nuestras
muestras se hayan analizado subestructuras genéticas inapreciables e
indetectables de otra forma, y por tanto no podemos descartar el efecto
Wahlund. Resultados similares se han descrito en otras especies de

peces pelagicos (Gonzélez et al. 2008).




5.5. Diversidad Genética

El estudio de la variacion genética de poblaciones naturales de
especies de peces pelagicos marinos ha demostrado ser
particularmente dificil. Esto es debido a las peculiaridades biol6gicas
de los mismos, incluyendo grandes tamafios efectivos de poblacion y
altas capacidades de dispersion, asi como por la aparente falta de
barreras fisicas para el flujo de genes en el medio marino (Ward et al.
1994; Avise 1998; Graves 1998; Hauser y Ward 1998; Cowen y
Sponaugle 2009).

El nivel de variabilidad genética encontrada en las
poblaciones de S. colias, fue globalmente alta, y similar a los niveles
descritos en la bibliografia para otras especies del mismo género
(YYagishita y Kobayashi 2008; Tang et al. 2009; Tzeng et al. 2009),
siendo mayores a los que utilizan los mismos microsatélites (Cheng et
al. 2015) (Tabla 19). Incluso, los niveles de variabilidad han sido
superiores a los encontrados en otras especies tales como atin rojo,
Thunnus thynnus, jurel del Pacifico sur o chileno Trachurus murphyi o
caballa espafiola Scomberomorus commerson (Carlsson et al. 2004;
Cardenas et al. 2009; Fauvelot y Borsa 2011) (Tabla 20).

Estamos, por tanto, ante una especie con elevados niveles de
diversidad genética, los cuales parecen distribuirse mas o menos
homogéneamente entre todas las regiones o areas estudiadas. Al
comparar la diversidad genética por areas geograficas se aprecia que
las poblaciones pertenecientes a la costa Mediterranea (ME) poseen
una diversidad levemente superior (He = 0,900), siendo la segunda con
valores mas elevados en riqueza alélica (Ar = 8,69) y nUmero de alelos

exclusivos (13). Posiblemente la separacion de las poblaciones
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estudiadas del Mediterrdneo hace que tengan dichos niveles (ver

apartado 5.6. Diferenciacion y estructura genética).

Tabla 19. Comparativa de la diversidad genética encontrada en distintas especies del
género Scomber. Nimero de individuos analizados (N), nimero medio de alelos por
locus (A), heterocigosidad esperada (Hg).

Taxon N A He Fuente
Scomber japonicus 213 8,49 0,929 Cheng et al. 2015
Scomber japonicus 18,00 0,906 Tang et al. 2009
-m 05

Scomber japonicus 18.40 0,886  Yagishita y Kobayashi 2008
Scomber australasicus 20 18,50 0,885  Yagishita y Kobayashi 2008
Secomber australasicus 159 3345 0,879 Tzeng et al. 2009
Scomber australasicus 27 16,70 0.827 Tang et al. 2009

Scomber japonicus 127 29,28 0,796 Tzeng et al. 2009

Scomber japonicus 319 10.89 0.746 Cheng et al. 2014

Scomber japonicus 169 8.03 0.701 Zeng et al. 2012

Los niveles de diversidad genética en cualquier especie son
consecuencia de numerosos factores biolégicos, evolutivos, histéricos
0 geograficos, destacando la capacidad de migracion, el grado de
cruzamiento y la historia evolutiva de la especie (Amos y Harwood
1998). Por tanto, entendemos que los niveles de variabilidad genética
detectados son posiblemente debidos a que S. colias es una especie
con una alta capacidad migratoria, asi como con una alta dispersion a
nivel larval y por ende con un flujo genético considerable. Esto hace
gue mantenga un proceso de conectividad muy elevado, eliminando la
estructuracion genética, reduciendo los efectos estocasticos de la

accion de la deriva genética y, por tanto, elevando el nivel de

/
P



variabilidad genética intrapoblacional. Hecho que se ve refrendado
porque no hubo evidencias de cuellos de botella cuyo efecto haya

perdurado hasta las poblaciones actuales.

Tabla 20. Comparativa de la diversidad genética encontrada en distintas especies de
tele6steos. Numero de individuos analizados (N), nimero medio de alelos por locus
(A), heterocigosidad esperada (Hg).

Taxon N A He Fuente
Gadus morhua 186 46,00 0,900  O’Connell y Wright 1997
Gadus morhua 54 41,00 0,898 O’Connell y Wright 1997
Salmo salar 59 37.00 0,890 O’Connell y Wright 1997
Clupea harengus 50 33,00 0,889 O’Connell y Wright 1997
Gadus morhua 60 20,00 0,864 O’Connell y Wright 1997
Dicentrarchus labrax 24 8,00 0,860 O’Connell y Wright 1997
Trachurus murphyi 219 36,3 0.850 Cirdenas ef al. 2009
Merluccius merluccius 600 20,41 0,845 Lundy et al. 2000
Pagellus bogaraveo 123 10,08 0.833 Piiiera et al. 2007
Rhomboplites aurorubens 301 26,00 0,828 Bagley et al. 1999
Merluccius merluccius 483 27.59 0,785 Lundy et al. 1999
Gadus morhua 127 25 0,757 O’Connell y Wright 1997
Dicentrarchus labrax 172 - 0,792 Garcia de Leon et al. 1997
Salme salar 32 24 0,730 O’Connell y Wright 1997
Thunnus thynnus 280 8.49 0.680 Carlsson et al. 2004
Scomberomorus commerson 212 - 0,531 Fauvelot y Borsa 2011
Salmo salar 33 4 0.351 O’Connell y Wright 1997
Oncorhynchus tschawytscha 28 5 0,244 O’Connell y Wright 1997
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Los procesos oceanogréaficos y las condiciones climaticas son
los responsables de limitar la distribucion espacio-temporal de los
individuos, larvas y huevos a distinta escala. De este modo la
diversidad intra e interpoblacional en S. colias estd influida por
barreras fisicas creadas por la circulacion de las masas de agua, los
regimenes de temperatura y la topografia costera, que dificultan el
movimiento de los peces y sus larvas (Dawson et al. 2001).
Obviamente, la distancia geogréafica y las caracteristicas batimétricas
existentes en las areas estudiadas constituyen también condicionantes
en la posible diferenciacion y separacion genética de la especie, pero
las barreras fisicas impuestas como los gradientes de salinidad-
temperatura y las profundidades (3.000 metros entre algunos puntos
de muestreo) pueden impedir la migracién de adultos, sin influir en la
deriva de huevos y larvas (Cuyas et al. 2004). Debido a que las fases
larvarias de la caballa son planctonicas, esta especie presenta un alto
potencial de dispersion pasiva durante un periodo relativamente
amplio (alrededor de 29 dias de periodo larval pasivo) (Cheng et al.
2015), durante el cual las larvas y huevos pueden ser transportados
facilmente por corrientes y flanquear barreras discernibles (Palumbi

1992), alcanzando asi regiones distantes.

En este contexto los resultados obtenidos para S. colias son
consistentes con su naturaleza cosmopolita y con estudios previos
sobre la filogeografia de la especie (Scoles et al. 1998, Zardoya et al.
2004, Infante et al. 2007, Catanese et al. 2007, 2010). Ademas, las
caracteristicas biologicas de la especie apoyan los resultados
obtenidos, ya que aungque no se conocen muy bien las zonas de desove
y migracion de esta especie en las aguas atlanticas europeas (Castro-

Hernandez y Santana-Ortega 2000; Zardoya et al. 2004; Martins et al.




2013), se sabe que el reclutamiento de S. colias es claramente
diferente al de otros escombridos. Las larvas exhiben un
comportamiento voraz con raciones diarias altas (87% del peso
corporal) (Hunter y Kimbrell 1980). Presenta una alta tasa de
fecundidad (una hembra de 47 cm puede llegar a poner mas de 800
mil huevos por periodo reproductivo (Ciechomski y Capezzani,
1969)) el doble que el de S. scombrus (400.000 huevos por afio) (Metz
y Myers 1969). La alta fecundidad y el comportamiento mas voraz de
las larvas puedan actuar contra el reclutamiento local de la especie y
prevenir la estructura genética de sus poblaciones (Zardoya et al.
2004).

5.6. Diferenciacion y estructura genética

Los valores medios bajos (0,02) en las estimaciones del
coeficiente de diferenciacion (Fsy) en peces marinos pueden ser
debidas a errores aleatorios de muestreo (ruido) o tener significado
bioldgico (sefial), y es importante determinar la contribucion relativa
de cada componente (Ward et al. 1994; Waples 1998). Waples (1998)
dictd una serie de directrices para determinar la importancia relativa
del ruido asociado con estas sefiales débiles de diferenciacién. Explicd
que la contribucidn relativa del muestreo intra-locus a la proporcion
de sefial o ruido puede ser estimada con 1/(2S), donde S es el tamafio
de la muestra. Para una muestra de 25 individuos, esta proporcion es
0,02, valor idéntico a la estimacion del Fsr medio de los peces
marinos. En nuestro caso los valores de Fst son inferiores a la media
estimada para el conjunto de peces marinos, pero es una conclusion
erronea pensar que estimaciones de Fsr <0,02 no son biol6gicamente

significativas (Hinton y Bremer 2007). Para este estudio, considerando
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S= 604 y un Fst medio de 0,007, significativo entre poblaciones
(Tabla 17), se estim6 que el nivel de ruido para el tamafio de muestra
fue de 0,0008, menos del 12% de la sefial. Esto implica que el error de
muestreo intra-locus no juega un papel importante en la explicacion
del valor reportado de Fgsr. Asi, el tamafio de muestra usado se
considera suficiente para reducir el error de muestreo intra-locus
(ruido), y permitio detectar la sefial genética. Hay que tener en cuenta
que discernir poblaciones bioldgicas frente a las estadisticas es
complicado, ya que muestras de la misma poblacion tomadas en
diferentes momentos pueden ser significativamente diferentes
genéticamente (Jorde y Ryman 1996). Ademas de tener en cuenta las
limitaciones propias de los algoritmos empleados en los andlisis

estadisticos.

En general, las especies marinas muestran poca 0 ninguna
diferenciacion genética, en escalas geograficas de cientos o incluso
miles de kilémetros, debido a la gran dispersién de las larvas
pelagicas, y a la falta de barreras fisicas obvias que en general se
aprecian en las areas oceénicas. (Palumbi 1994; Grant y Bowen 1998;
Hellberg et al. 2002). Ademas, los peces pelagicos muestran
habitualmente menor diferenciacion genética entre poblaciones que el
resto de peces marinos, debido a que presentan una amplia
distribucion  geografica, grandes tamafios poblacionales y

movimientos migratorios (Hauser y Ward 1998).

En algunas especies de peces pelagicos marinos se ha
detectado una pequefia diferenciacion genética, pero altamente
significativa estadisticamente, lo que demuestra que las poblaciones

diferenciadas genéticamente pueden surgir y persistir en ausencia de




barreras fisicas aparentes o de grandes distancias (Knutsen et al. 2003;
Nielsen et al. 2004; Bekkevold et al. 2005; André et al. 2011). En este
mismo sentido, hemos detectado un bajo nivel de diferenciacion entre
las unidades poblacionales estudiadas de S. colias (0,007), muy
inferiores a los valores descritos para S. japonicus (Zeng et al. 2012;
Cheng et al. 2015) (0,064 y 0,049 respectivamente). Ademés el
99,32% de la variacion genética se encontrd entre los individuos
dentro de las poblaciones (Tabla 17), que son resultados también
superiores a los dados por Zeng et al. (2012), con un 93,5% de la
variacion entre los individuos dentro de las poblaciones para S.

japonicus.

Estos bajos valores de diferenciacién genética y elevados
niveles de variabilidad intrapoblacional son un fuerte indicativo de
gue el flujo genético, en general, es continuo en esta especie y, por
tanto, la conectividad y migracion de sus genes es un acontecimiento
generalizado en las areas estudiadas. Se ve igualmente refrendado en
el nimero de alelos exclusivos, ya que de un total de 380 alelos
detectados s6lo 56 fueron privados. Resultados similares se han
descrito en otras especies de peces marinos (Slatkin 1981a, 1985b;
Ruzzante et al. 1997; Pifiera et al. 2006; Roberts y Ayre 2010).

Sin embargo, a pesar de la importante continuidad genética
que existe entre las poblaciones y areas, se aprecian distintas
agrupaciones que demuestran la presencia de ciertas barreras a este
flujo  génico, manteniendo las poblaciones diferenciadas
genéticamente. Este fendmeno también se ha descrito en otros casos
de peces pelagicos (Knutsen et al. 2003; Nielsen et al. 2004;
Bekkevold et al. 2005; André et al. 2011).

Diversidad Genética y Estructura Poblacional de Caballa

(Scomber colias, Gmelin, 1789) en aguas del Atlantico y del Mediterraneo



Discusion

De hecho, los resultados del analisis de inferencia bayesiana
por poblaciones establece como nimero de grupos méas probable K =
4. Estos se corresponderian con las poblaciones del (I) Archipiélago
Canario, (I) el conjunto de isla Sdo Miguel-costa norte y noroeste
peninsular y Almeria, (111) Vilanova-Melilla y (1V) el resto (Faial y
Mar del Plata) (Figura 16).

Los valores de diferenciacion genética (Fst) mas elevados, es
decir las mayores distancias genéticas, se encontraron entre las
poblaciones de Vilanova y Melilla y el resto (Tabla 13). La
diferenciacion de estas dos poblaciones fue confirmada por los
dendrogramas poblacionales NJ (Neighbour-Joining) (Figura 9), por el
analisis de coordenadas principales (PCoA) (Figura 13) y apoyada

también por los resultados de la varianza molecular (AMOVA).

El estrecho de Gibraltar se ha citado con frecuencia como una
barrera biogeografica para especies con distribucion Atlantico-
Mediterranea (Galarza 2007; Galarza et al. 2009a, Galarza et al.
2009b; Sala-Bozano et al. 2009). Numerosos estudios basados en
marcadores genéticos han dado evidencias de diferenciacion genética
entre el Mediterraneo y el Atlantico para especies como el pez espada
(Xiphias gladius) (Kotoulas et al. 1995), la merluza europea
(Merluccius merluccius) (Lo Brutto et al. 2004; Castillo et al. 2005),
el sargo comun (Diplodus sargus) (Bargelloni et al. 2005), el
pejeverde (Thalassoma pavo) (Costagliola et al. 2004), la cigala
(Nephrops norvegicus) (Stamatis et al. 2004) y diferentes esparidos
(Bargelloni et al. 2003).




Por otro lado, en el analisis de la diferenciacion genética entre
las poblaciones del océano Atlantico y mar Mediterraneo cabe
destacar que la poblacion de Almeria aparece mas relacionada con las
poblaciones del Atlantico que con las del Mediterraneo. Este hecho se
fundamenta en el comportamiento propio de la especie, ya que son
altamente migradores y se desplazan por la plataforma sin abandonar
las aguas neriticas (Castro-Herndndez y Santana-Ortega 2000). Por
ello, es muy posible que los individuos adultos de esta especie sean
incapaces de atravesar el mar de Alboran, cuyas profundidades
alcanzan mas de 1000 m. en algunas zonas (Masqué et al. 2003), y
llegar asi hasta aguas del norte de Africa (i.e.: Melilla). Ademas, el
transporte larvario esta facilitado por la corriente de Portugal, desde
las zonas de puesta de las costas portuguesas hasta las aguas del Golfo
de Céadiz (Martins et al. 2013). Resultados similares han sido citados
por Cimmaruta et al. (2005), que relacionan la merluza europea de la
costa de Malaga mas con las presentes en costas de Galicia y la Bahia
de Vizcaya, que con otras poblaciones mediterraneas. De hecho, se ha
declarado como limite biogeografico el &rea comprendida entre
Almeria (Espafia) y Oran (Marruecos), conocido como frente Almeria-
Oran (AOF), debido a su oceanografia (Galarza 2007). Aqui se
produce un elevado flujo genético a través del estrecho de Gibraltar
entre el océano Atlantico y el mar Mediterraneo. Este flujo ha sido
confirmado también por Velasco et al. (2011), mediante estudios
biolégicos de edad y crecimiento en la caballa, cuyos resultados
sugieren que el estrecho de Gibraltar no supone una barrera geografica
para el normal desarrollo del ciclo vital de S. colias y que es una via
de comunicacion importante que permite la existencia de un flujo

larval entre el Atlantico y el Mediterraneo. Partanello et al. (2007),
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tras realizar una revision bibliografica de 20 estudios genéticos en
distintas especies de peces en éste area, identificaron una ruptura
filogeogréfica entre el Mediterraneo y el Atlantico asociado al frente
Almeria-Oran y no con el estrecho de Gibraltar.

El AOF es un frente situado a unos 400 km al este del
estrecho de Gibraltar, que constituye un limite semipermanente entre
las masas de aguas superficiales formadas por la convergencia del
océano Atlantico y el mar Mediterraneo (Figura 23). Esta formado por
una termohalina confinada en los 300 metros superiores de la columna
de agua y que se caracteriza por fuertes gradientes de densidad en

algunas zonas de surgencia (Tintore et al. 1988).

Melilla

Figura 23. Flujo de corrientes superficiales en el Mediterrdneo. AOF: Frente Almeria
Oréan. Fuente: NASA/Global Change Master Directory (GCMD) Earth Science
Keywords. 2013.

La combinacion de las propiedades de la densidad del agua

(resultado de los gradientes de temperatura-salinidad) y los procesos

T
AT



del viento, confieren al Mediterraneo de unos peculiares patrones de
circulacion superficiales (Figura 23), generdndose en el mar de
Alborén unos giros (remolinos) que probablemente impiden que los
huevos y larvas de la poblacion de Almeria sean distribuidos hacia las
las areas mas al este de la Peninsula y con Melilla. No obstante, la
poblacion de Vilanova y Melilla se pueden encontrar relacionadas
entre si, debido a que las poblaciones de caballa del este de la
Peninsula estan relacionas con las norteafricanas primero por el flujo
larvario a través del AOF, hacia el este de la costa norteafricana, y
luego por la migracion troficas de adultos en sentido inverso, a lo
largo de las aguas neritica de ésta costa, alcanzando incluso Melilla.
Estos resultados no coinciden con los descritos por Zardoya et al.
(2004), quienes dan evidencias de un extenso flujo genético entre las
cuencas del Mediterraneo y Atlantico para S. japonicus (reconocida
como S. colias) mediante el andlisis de ADN mitocondrial, en el cual
no encontraron niveles significativos de estructura genética entre las
poblaciones, indicando que se comporta como una unidad panmictica.
Las posibles diferencias encontradas entre ambos estudios pueden ser
debidas a que estos autores utilizaron marcadores moleculares
diferentes, siendo los microsatélites marcadores mas variables, con
una herencia nuclear (O’Connell y Wright 1997). Ademas, analizaron
muestras del Mediterraneo con una Unica poblacion atlantica, en

Portugal, lo cual podria estar condicionando los resultados.

La poblacion de Sdo Miguel, en Azores, también muestra
menos diferencias con las poblaciones atlanticas de la Peninsula
Ibérica que con otras, teéricamente mas relacionadas, como serian las
del Archipiélago Canario. No obstante, es posible que el frente de

Azores, un corredor que va de oeste a este, perpendicular a la costa
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peninsular, esté generando estructuras mesopelagicas, remolinos
(Sangra et al. 2009), que provoquen un transporte de las fases
larvarias producidas en Azores hacia el este. Los remolinos aqui
producidos retendrian los huevos y larvas, siendo transportados hasta
llegar a las costas de la Peninsula Ibérica, mediante la Corriente de
Azores, conectando ambas unidades poblacionales (Figura 24).

A medida que la Corriente de Azores se acerca al margen este
del Atlantico Norte, gira hacia el sur forzada por los vientos y el
blogqueo del continente africano, constituyendo la Corriente de
Canarias (Moyano 2009). De este modo cabria esperar una mayor
relacién entre estas poblaciones, pero en los dendrogramas (Figura
11), PCoA (Figura 14), asi como en STRUCTURE (Figura 18), se
aprecia como las poblaciones del Archipiélago Canario, dentro de la
homogeneidad descrita (Tabla 13), constituyen un grupo

genéticamente diferenciado.

Hay varios hechos que podrian explicar esta situacion: en
primer lugar, el mantenimiento de la asociacion de larvas de peces con
estructuras fisicas mesoescalares, las cuales dependen de la presencia
de condiciones que favorezcan el crecimiento y la supervivencia de las
mismas, asi como de procesos fisicos que causarian la disrupcion de
esas asociaciones, como son los flujos ciclonicos (Werner et al. 1993),
los frentes (Galarza et al. 2009), los procesos fisicos dispersivos, los
remolinos de ndcleo calido (Drinkwater et al. 2000), los filamentos de
afloramiento (Rodriguez et al. 2004), procesos de difusion (Fortier y
Legget 1985), ademas de factores biol6gicos como son la

metamorfosis y la predacion (Moyano 2009), reduciendo en gran




medida el flujo larvario desde el Archipiélago de Azores hasta el

Archipiélago Canario.

En segundo lugar, las caracteristicas oceanogréficas propias
del Archipiélago Canario, destacando la presencia del afloramiento
africano del cual se desprenden masas de agua, en forma de
filamentos, que alcanzan cientos de kilémetros, que influye
principalmente a las islas de Lanzarote, Fuerteventura y Gran Canaria
(Bas et al. 1995; Rodriguez et al. 1999), llegando incluso a la isla del
Hierro en alguna ocasion (Pacheco & Herndndez-Guerra, 1999;
Pelegri et al. 2005), y que permiten la dispersion de huevos y larvas
entre las islas y su entorno (Rodriguez et al. 1999; Hernandez et al.
2007; Bécognée, 2009). Asi, Moyano en 2009, observo la presencia de
larvas de S. colias en estas estructuras que se desprenden del
afloramiento, demostrando que hay un transporte larvario de esta
especie, entre Africa y las islas, actuando como una fuente
complementaria de individuos del stock existente. En este contexto,
las poblaciones canarias estardn mas relacionadas con las de la costa

noroeste de Africa que con las del norte del Atlantico.

Ademas, Sangra et al. (2009) describen un tipo de estructura
permanente llamada “Canary Eddy Corridor”, corredor de remolinos
canarios, el cual es un corredor zonal de remolinos mesoescalares, al
sur del Archipiélago Canario, de vida larga (>3 meses), que surge de
la perturbacion del flujo de la Corriente de Canarias y los vientos
Alisios, siendo desplazados hacia el oeste (Figura 24). Esto unido a las
zonas de retencion de huevos y larvas neriticas a barlovento y
sotavento en la estela calida de las islas, puede hacer que queden

atrapados en los remolinos. De esta manera, actlan, bajo las
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condiciones adecuadas, como guarderias que asociados con los

filamentos, pueden llegar a las costas de las diferentes islas,

suponiendo un aporte para las poblaciones larvarias locales (Moyano

2009). Esto da lugar a una homogeneizacion de las poblaciones,

eliminando asi el aislamiento por distancia entre las islas (Figura 20).
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Figura 24. Mapa esquematico de las principales corrientes en el noroeste del
Atléntico subtropical. Flecha azul celeste: corrientes de superficie; flechas azul
marino: CPO: Corriente de Portugal, CA: Corriente de Azores, CC: Corriente de
Canarias, CEN: Corriente Ecuatorial del Norte, CP: Corriente de Pendiente. Areas de
retencion (naranja) y dispersion (verde) larval. También se representan los corredores
que constituyen la localizacion de origen de los remolinos de mas de 6 meses.
Modificado de Aristegui et al. 2009 y Sangra et al. 2009.



Por tanto, estas razones, de forma general, serian las causas
mas probables de la diferenciacion genética de las poblaciones de
Canarias respecto a las demas.

5.7. Recomendaciones para la conservacion y gestion

Las especies marinas por lo general exhiben baja
diferenciacion genética poblacional (Ward et al. 1994), pero estudios
recientes han revelado estructuracion genética entre las poblaciones
que se pensaba que exhibian una estructura homogénea. Esto es
incluso valido para especies altamente migratorias, con una amplia
distribucion espacial y alto potencial de dispersion (Jorstad et al.
1991; Hutchinson et al. 2001). Por lo tanto, aungue los gestores
pesqueros se enfrentan a estructuras de poblaciones complejas y
dinamicas, las herramientas de gestién establecidas y unidades de

gestién espaciales siguen siendo bastante estaticas (Reiss et al. 2009).

Aunque existe una gran cantidad de bibliografia acerca de la
estructura genética de las poblaciones de peces marinos, pocos
estudios abordan especificamente la gestion pesquera y la genética de
poblaciones (Ryman y Utter 1987; Ward 2000; Smedbol y Stephenson
2001; Kenchington et al. 2003; Laikre et al. 2005; Waples et al.
2008). Estos estudios manifiestan el potencial de los datos genéticos
para mejorar la comprensién de la estructura de las poblaciones, junto
con la diversidad intraespecifica, y en consecuencia el desarrollo de

estrategias especificas de gestion.

A pesar de que S. colias posee un alto valor econémico en las
pesquerias de varios paises (Castro-Herndndez y Santana Ortega

2000), y es una de las especies méas capturadas a nivel mundial (FAO
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2011), la Unica medida de gestion existente es la talla minima de
captura (TCM), la cual es distinta en funcién del caladero del que se

extraiga dicha especie.

En el caladero canario, la talla legal de captura es de 18 cm
(segun Real Decreto 560/1995, de 7 abril, por el que se establecen las
tallas minimas de determinadas especies pesqueras en Canarias), no
coincidiendo ésta con su talla de primera madurez, que se alcanza a
los 20 cm (Lorenzo y Pajuelo 1996). En el Mediterraneo Occidental
esta talla también esta fijada en 18 cm, mientras que en el Cantabrico
no esta sujeta a medidas de gestion (Alvarez et al. 2015), debido a que
no es una especie objetivo. No obstante, la TCM se establece en 20
cm para los caladeros del Cantabrico, noreste peninsular y Golfo de
Cadiz, tanto para S. scombrus como para S. colias (DOCE L125, 27-
04-98).

El hallazgo de homogeneidad genética entre regiones, es
relativamente poco informativo para los gestores pesqueros, ya que tal
homogeneidad refleja un nivel de flujo genético suficiente para
generar panmixia (Hauser y Ward 1998), lo cual no influye en las
estrategias de gestion de las pesquerias. Los resultados de este estudio
han revelado leve estructuracion genética entre las poblaciones que se
pensaba exhibian una estructura homogénea. Teniendo estos,
importantes implicaciones para el manejo de las pesquerias de S.
colias en el Atlantico Norte y Centro Oriental, al igual que en el
Mediterraneo Occidental. Por tanto, es necesario definir los limites
geogréaficos de las poblaciones en escalas relevantes para la gestion

pesquera, ya que la identificacion de los patrones de flujo genético es




importante a la hora de disefiar el esfuerzo de la conservacion de los

recursos marinos (Galarza 2007).

Se proponen, por tanto, tres estructuras poblacionales
diferenciadas. Por un lado, la de Canarias, por otro la del Atlantico
Norte (Azores y costa norte, noreste y sur de la Peninsula, hasta
Almeria), y una tercera a partir del frente Almeria-Oran (AOF) para el
Mediterraneo Occidental (Melilla y Vilanova). Teniendo en cuenta
siempre que los datos genéticos deben observarse como una
herramienta complementaria a otras disciplinas y que se pretende
mantener el nivel maximo de las variaciones genéticas en las
poblaciones, al ser vital para la preservacion de los recursos genéticos,
estds medidas deben tomarse con cautela. Por ello, las
recomendaciones para la conservacion y la gestion de este recurso, se
suman a las ya dadas por otros autores (Castro et al. 2001; Gonzalez
2008). Estas deben incluir un seguimiento regular y continuo de las
actividades pesqueras a través de una red de informacién estable de
pesca (captura y esfuerzo), ya que por ejemplo en las Islas Canarias se
desconoce su abundancia y estado de explotacion por ausencia de
evaluaciones continuadas y estadisticas pesqueras (Hernandez-Garcia
et al. 1998; Gonzalez 2008; Martinez 2011). Ademas, es necesario
realizar evaluaciones periddicas con técnicas hidroacusticas, asi como
determinar los parametros biolégicos y poblacionales que permitan un
mejor conocimiento de zonas de desove y patrones de migracion de
esta especie en las aguas atlénticas europeas. Es més, S. colias es una
de las 22 especies de escombridos sobre la que se aconseja que se
priorice una mayor investigacion de su ciclo de vida, en las proximas
décadas, debido a que hay pocos datos de ella y soporta una

importante pesqueria (Juan-Jordd 2013), cuyas capturas han
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aumentado considerablemente en las Ultimas décadas y a menudo son
mal clasificadas en los registros de estadisticas pesqueras de los
distintos paises (FAO 2010, 2013). También se requieren mas analisis
genéticos con marcadores moleculares de alta resolucion, como los
desarrollados por Catanese et al. (2010), o con los recientes avances
en la caracterizacion genomica en la estructuracion poblacional

(Bradbury et al. 2012), para corroborar los resultados aqui mostrados.



CONCLUSIONES







1.- De los 9 marcadores moleculares (cebadores de microsatélites)
desarrollados especificamente para Scomber japonicus por Yagishitay
Kobayashi (2008), ocho amplificaron correctamente y se mostraron
polimoérficos en muestras de Scomber colias, lo cual demuestra la
importante relacion genética entre ambas especies del género

Scomber.

2.- El musculo conservado en etanol (96°) fue el tejido con el cual
se obtuvo las mejores condiciones de conservacion y extraccion de
ADN vy fue, por tanto, el procedimiento elegido para realizar los

analisis genéticos.

3.- Se detectaron 30 alelos para el locus Scja08 y 70 para el locus
Sca06, siendo la poblacién de Sdo Miguel, en Azores, la que mayor

namero de alelos diferentes (217) se detectaron.

4.- Se detectd un importante nimero de alelos nulos con una
frecuencia considerable en los loci Scja0l1 y Scja07, lo cual puede ser
consecuencia de que los cebadores moleculares utilizados no fueran
especificos de Scomber colias. No obstante, la presencia de alelos

nulos es un hecho frecuente en los estudios moleculares en peces.

5.- Las poblaciones de Azores (Sdo Miguel y Faial) mostraron los
mayores y menores niveles de diversidad genética respectivamente.
En el caso de la poblacion de Faial, estos niveles tan bajos

posiblemente sean debido al reducido nimero de muestras analizadas.

6.- Existe un desvio significativo de las frecuencias alélicas del
equilibrio de Hardy Weinberg en la mayoria de las poblaciones

analizadas, detectandose un defecto de heterocigotos en las mismas.




Conclusiones

Consideramos que este déficit no es consecuencia de la endogamia, ya
que la especie presentd elevados niveles de diversidad genética. Al
mismo tiempo, podemos descartar que sea debido al efecto de los
alelos nulos, ya que dicho déficit afecté a la mayoria de los loci,
independientemente de la presencia de estos.

7.- Posiblemente el defecto de heterocigéticos sea consecuencia del
efecto Wahlund, es decir, de la existencia de una subestructuracion
genética de las poblaciones, ya que durante las migraciones de los
peces pelégicos tienen lugar la formacion de cardimenes, los cuales
estan constituidos por el reclutamiento de ejemplares de distintas
cohortes (al menos en las fases adultas cuando existe una cierta
convergencia de las talla), por lo que es posible que las muestras se
hayan analizado subestructuras genéticas inapreciables e indetectables

de otra forma.

8.- En general, los niveles de diversidad genética detectados en la
especie Scomber colias en las areas estudiadas son considerablemente
elevados y similares a los niveles reportados para otras especies de

escombridos.

9.- La variabilidad genética de Scomber colias en el mar
Mediterraneo Occidental es levemente superior que la encontrada en
otras areas, debido posiblemente a un flujo de genes hacia el interior
del Mediterraneo desde las poblaciones del Atlantico lo cual hace que
las poblaciones del interior del Mediterraneo alberguen mayor niveles

de variabilidad genética.

10.- Los marcadores moleculares no permitieron detectar una

diferenciacion genética elevada entre las poblaciones y areas
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estudiadas, lo cual se traduce en la existencia de un elevado nivel de
flujo genético entre las poblaciones de Scomber colias en el océano
Atléantico y mar Mediterrdneo Occidental.

11.- A pesar del considerable flujo génico encontrado, los andlisis
realizados detectaron la presencia de cuatro grupos genéticamente
diferenciables y que correspondian con las poblaciones de Canarias,
por un lado, las poblaciones atlanticas de la Peninsula Ibérica (junto
Almeria) incluyendo Azores, y las poblaciones de Melilla y Vilanova.
Las diferencias encontradas en las muestras procedentes de Faial y
Mar del Plata pueden estar muy condicionadas por el reducido nimero

de muestras analizadas.

12.- La oceanografia de las areas estudiadas constituye el elemento
fundamental que explica la existencia de estas agrupaciones genéticas,
ya que juega un papel predominante en la distribucion de huevos y
larvas de Scomber colias. La dindmica marina permite la
homogeneizar genéticamente poblaciones procedentes de zonas
alejadas y entre las cuales existe grandes profundidades, como en el
caso de Azores y la Costa Norte y Noroeste de la Peninsula, y
diferenciar otras geograficamente mas préximas como ocurre entre

Almeria y Vilanova o Melilla.

13.- Las caracteristicas biologicas de Scomber colias, dada su gran
capacidad migratoria, permite que exista un flujo genético efectivo
derivado del movimiento de ejemplares adultos, que se desplazan
alrededor de la Peninsula, haciendo que estas poblaciones se

mantengan genéticamente homogénea.




14.- Las poblaciones de Vilanova y Melilla se diferencian

genéticamente del resto de las poblaciones del Mediterraneo, debido a
los remolinos que se generan en el mar de Alboran, que
probablemente impiden que los huevos y larvas de la poblacion de
Almeria sean distribuidas hacia las areas mas al este de la Peninsula y
norte de Africa (i.e.: Melilla).

15.- Desde la perspectiva de la gestion pesquera estamos ante tres
unidades poblacionales (demos), donde los diferentes stock alrededor
de la Peninsula Ibérica y Azores, deben ser gestionados de forma
conjunta. Del mismo modo, el &rea del Mediterraneo Occidental debe
gestionarse como otra unidad poblacional diferenciada. La poblacion
del Archipiélago Canario constituye una Unica unidad, posiblemente
relacionada con el stock de la costa africana proxima. No obstante, es
necesario tener en cuenta que esta estructuracién esta basada en datos
genéticos que deben tomarse como una herramienta complementaria a

otras disciplinas.
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Anexo I. Frecuencias alélicas en Scomber colias
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Anexo III. Asignacion bayesiana sin /oci bajo seleccion

Tabla 23. Estimaciones del valor de K siguiendo el método Evanno et al. 2005 para
las éreas establecidas sin los loci bajo seleccion Scja01 y Scja03.

K Reps Media LnP(K) SDLnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K

1 5 -21804.980 1308 — — —
2 21583620 9.106 221360 |
3 5 -21720.220 145542 -136.600 342680 2354
4 5 -21514.140 46,9155 206.080 — —
A
~21500 B
200
5 -21600
g 100
g
Efznm g
C D
o i

Figura 26. Resultados obtenidos en STRUCTURE, graficados con Structure
Harvester sin los loci Scja0l y Scja03. A. L(K) (media +- SD); B. Tasa de variacion
de la probabilidad de distribucién (media); C. Valor absoluto de segundo orden de la
probabilidad de distribucion D. Valores modales de AK = m (|JL”K]) / sd(L(K)) para
inferir K.
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Figura 27. Grupos estimados por STRUCTURE, para K= 2 de las areas analizadas (N
=576), sin los loci Scja0l y Scja03, para Scomber colias. CA: A. Canario; AZ: A. de
Azores; NNP: C. Norte y Noroeste Peninsular; ME: C. Mediterranea.
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Anexo IV. Resultados sin los lociScjaO1 y ScjaO7

sopens|a salofeA [ sofeq sasoen [

[LILT S 0000 1000 TOOTD 00070 0000 TIOTD  800°0D 6000 9100 FIOD LOD'0 SI0'D 6000

ele[d [P 1B] S 1Z0°0 610°0  900°0 0100 SI0'D 90070 L000 LI0'0 1100 TIO'0 FIO'D 800°0

EIIPI - LOO'D 8100 IT0'0 TEO'D 9T0T0 0£0°0 TEO0 8TO'0 TTO'0 FE0D ST00

LICULI (VN = €200 STO'0 8E00 KEQ'0  TEO'0  BEO'D  TEOD  €E0°0 E £60°0

[onSIp ues S SO0 900D TOO'0 €00'0 600D 8000 SOO'O 6000 900°0

0314 - €000 €000 SOO'0 TIO0  EL0'0 €10'0 €100 €100

saulg - 100°0 1000 LO00 6000 0100 1100 TI0W

eLIdWY 2 000°0 LOOTD LOO'0 900°0  SO0'0 9000

BOLIEPUQ S 8000  LOO'0  LOO'D 9000 LOOTO

rIowos e - SO0'0 SO0 FOD'0 S00°0

RINJUIAILIIN | = POO'O TOO'D £00°0

vwed v = €000 0000

CIELEN S 000°0
eLeue) uern =

vd WS AN TIA WS 1A od IV Ad 09 na vd NL 29

'J0elos A Toelos 190] SO| uls ‘se1jod °S ap sepeaisenw

sauoloe|qod se| anua ‘YNIJH- eweboid |2 uod ‘[euchelp e| ap olfegap ‘(154) vanguab UQIdRIJUBIBLIP 3P B1UBIIS0D "¥Z BlgeL



‘(ALA 1 ‘11) 0onuepy ap sauotoejgod ap odnib :*g *(1) oaueLIaupaN |ap sauoide|qod ap odnlb : "y ‘sepezijeue seljod Jaquiods
ap sauoioejgod T se| ap ‘/0efos A Toelds 1901 soj uls ‘saediourid sepeuspio0d ap Sisijeue [ap eayelb ugioriuasaiday gz eanbi4q

(dIN) e1eld |9p 1B\ "D (zv) ses0zy v &
(dNN) "suad @1sapioN A a1ON D (W) esuesmupay D ¢ (vD) oueued 'y ¢

(%29°LS) epeuspioo) 1

eueyueln ¢

euijed e] ¢
eimuanayany 4 OHPUWL ¢

(11D

EIIIPN @

elawon el ¢

Ele|d [9pJBN

(%0£°8T) epeUaPIO0] 5T

ieres & (A
EUETTRVINPS
IFETI
(1D couepuo 8
;)
ofin sauls

sajeddulid Sepeuapioo) ap sisijeuy

Diversidad Genética y Estructura Poblacional de Caballa
(Scomber colias, Gmelin, 1789) en aguas del Atlantico y del Mediterraneo




Tabla 25. Estimaciones del valor de K siguiendo el método Evanno et al. 2005 para
las éreas establecidas sin los loci Scja01 y Scja07, que presentan alelos nulos.

K Reps Media LnP(K) SD LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K

1 3 -21001,966 0,230 — — —
2 3 -20899,533 22,801 102,433 111,133 4,874
3 3 -20685,966 13,027 213,566 149,266 11.458
4 -20621,666 3,550 758,366 213,617
5 3 -21315,733 501,523 -694.,066 943,600 1,881
6 3 -21066,200 80,823 249,533 206,366 2,553
7 3 -21023.,033 122,640 43,166 169,066 1,378
8 3 -21148,933 184,382 -125,900 283,233 1,536
9 3 -20991,600 40,905 157,333 354,233 8,659
10 3 -21188,500 150,865 -196,900 2,800 0,018
11 3 -21388,200 77,589 -199.700 257,466 3,318
12 3 -21330,433 120,262 57,766 334,100 2,778
13 3 -21606,766 187,873 -276,333 291,366 1,550
14 3 -22174,466 698,317 -567,700 196,233 0,281
15 3 -22545,933 104,008 -371.466 — —
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Figura 29. Resultados obtenidos en STRUCTURE, graficados con Structure
Harvester sin los loci Scja0l y Scja07. A. L(K) (media +- SD); B. Tasa de variacion
de la probabilidad de distribucién (media); C. Valor absoluto de segundo orden de la

probabilidad de distribucion D. Valores modales de AK = m (|JL”K]) / sd(L(K)) para
inferir K.
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