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RESUMEN

Se ha analizado las causas de la distribucion espacial de la variabilidad genética del ADN mitocondrial en
poblaciones de trucha comin de la cuenca del Duero y de los Pirineos Orientales. En total se han
analizado de novo 49 localidades, 13 en la cuenca del rio Duero y 36 en los principales rios del Pirineo
oriental. Ademas se analizaron las fluctuaciones temporales en 14 de las localidades del Pirineo Oriental.

Estudios previos indican un marcado contraste de los patrones de diversidad entre ambos territorios.

En la cuenca del rio Duero los analisis confirmaron la presencia de los dos linajes matriarcales descritos
previamente, el linaje Atlantico (AT) y el linaje Duero (DU). Los analisis de la varianza molecular (AMOVA)
siguiendo una jerarquia hidrografica sugirieron una alta estructuracién de las poblaciones coincidente con
los patrones ictiolégicos observados en la cuenca. El linaje DU parece haber estado presente
permanentemente en la cuenca interior del Duero, mientras que las zonas mas préximas a la
desembocadura han padecido diversas colonizaciones de trucha del linaje AT, que reflejarian los cambios
climaticos ocurridos en el Cuaternario. Se ha detectado una discrepancia en el limite entre ambos grupos
definidos por genes nucleares (alozimas) y el ADN mitocondrial. Estas discrepancias pueden ser debidas
a un efecto mas severo de la deriva genética en el ADN mitocondrial que en los marcadores nucleares.
Sin embargo, en este trabajo se han observado evidencias a favor de selecciéon en el ADN mitocondrial

del linaje DU que también explicaria estas discrepancias.

El andlisis mas exhaustivo en las cuencas de los Pirineos orientales, permitié detectar nuevos haplotipos
mitocondriales de los linajes Adriatico (AD) y Mediterraneo (ME). En esta region, los AMOVAs confirmaron
que las diferencias entre poblaciones dentro de rio son mas importantes que las diferencias entre rios. No
obstante se observo un patrén de aislamiento por distancia en toda la zona, reflejo de la estructuracion de
las poblaciones en la cuenca del rio Ebro. Ademas, aunque los AMOVAs mostraron que el componente
temporal de la variacion es inferior al espacial, las fluctuaciones temporales en la comparacion matriarcal
de las poblaciones resultaron estadisticamente significativas. Estas fluctuaciones estan asociadas tanto a
la deriva genética como a procesos de flujo génico entre poblaciones préximas. Dentro de las cuencas,
los componentes de diferenciacion entre afluentes son, en general, superiores a los obtenidos dentro de
cada afluente, patron que parece estar extendido en la trucha comun. Los estudios a escala
microgeografica en la Noguera Vallferrera y Noguera Cardés (afluentes del Noguera Pallaresa)
reprodujeron este patron de diferenciacion. Los tamafios efectivos y la tasa de migracion entre ambos rios
fueron similares a los descritos en poblaciones noratlanticas. Los tamafios efectivos de las hembras (Nef),
calculados a partir del ADN mitocondrial fueron menos de la mitad del tamafo efectivo total tanto en la
Noguera Vallferrera como en el resto de localidades pirenaicas estudiadas. Estos bajos tamafios efectivos
de las hembras serian también responsables de las fluctuaciones temporales observadas. Los ejemplares
repoblados parecen hibridar poco con los nativos, pero su presencia podria intensificar indirectamente los

procesos de deriva genética y complicar la conservacion de los patrimonios genéticos nativos.

Con la salvedad de la existencia de seleccion que favorece a los haplotipos del linaje DU, los procesos
poblacionales que regulan la distribucion de la variabilidad genética en la cuenca del Duero y en los
Pirineos Orientales podrian ser parecidos y caracterizados por la existencia de mdltiples demes

interconectados a lo largo del curso fluvial.



RESUM

S’han analitzat les causes de la distribucié espacial de la variabilitat genética al ADN mitocondrial en
poblacions de truita comuna de la conca del riu Duero i dels Pirineus Orientals. En total s’han analitzat per
primer cop 49 localitats, 13 a la conca del Duero i 36 als Pirineus Orientals. A més es van estudiar
mostres temporals en 14 de les localitats del Pirineus Oriental per a analitzar 'estabilitat temporal de
I'estructura geografica. Estudis previs indiquen un marcat contrast dels patrons de diversitat entre els dos

territoris.

A la conca del riu Duero es va confirmar la presencia dels dos llinatges matriarcals descrits préviament, el
linatge Atlantic (AT) i el llinatge Duero (DU). Les analisis de la varianga molecular (AMOVA) seguint una
jerarquia hidrografica suggereixen una elevada estructuracié de les poblacions coincident amb els patrons
ictiologics observats a la conca. El llinatge DU sembla que s’ha conservat permanentment a la conca
interior del Duero pero les zones més properes a la desembocadura han patit diverses colonitzacions de
truita del llinatge AT, que reflexarien els canvis climatics del Quaternari. S’han detectat discrepancies en
els limits per ambdds grups definits pels gens nuclears (al-lozims) i el ADN mitocondrial. Aquestes
discrepancies poden ser degudes a un efecte més sever de la deriva genética al ADN mitocondrial que als
gens nuclears. En aquest treball s’han observat evidencies a favor de la seleccié al ADN mitocondrial del

linatge DU, que també explicaria aquestes discrepancies.

L’analisi més exhaustiva de les conques dels Pirineus Orientals, va permetre detectar nous haplotips
mitocondrials dels llinatge Adriatic (AD) i Mediterrani (ME). En aquesta regio, els AMOVAs confirmaren
que les diferéncies entre poblacions dins de riu son més importants que les diferéncies entre rius. No
obstant es va observar un patr6é d’aillament per distancia a tota la zona, reflex de I'estructuracié de les
poblacions a la conca del riu Ebre. A més, els AMOVAs van mostrar que la component temporal de la
variacio tot i ser inferior a la espacial era estadisticament significativa. Aquestes fluctuacions estan
associades tant a la deriva genética com a processos de flux génic entre poblacions properes. Dins de les
conques, les components de diferenciacié entre els afluents sén, en general, superiors als obtinguts dins
de cada afluent, patré que sembla estar estés a la truita comuna. Els estudis a escala microgeografica a la
Noguera Vallferrera i la Noguera de Cardés (afluents del Noguera Pallaresa) van reproduir aquest patré
de diferenciacié. Les grandaries efectives i la taxa de migracié entre els dos rius van ser similars a les
descrites a poblacions nord-atlantiques. Les grandaries efectives de les femelles (Nef), calculats a partir
del ADN mitocondrial van ser menys de la meitat de la grandaria efectiva total tant a la Noguera
Vallferrera com a la resta de localitats pirenaiques estudiades. Aquestes baixes grandaries efectives de
les femelles contribueixen també a les fluctuacions temporals observades. Els exemplars repoblats
semblen hibridar poc amb els natius, perd la seva preséncia podria intensificar indirectament els

processos de deriva genética i complicar la conservacié dels patrimonis genétics natius.

Amb la diferencia de I'existéncia de seleccié que afavoreix als haplotips del llinatge DU, els processos
poblacionals que regulen la distribucié de la variabilitat genética a la conca del Duero i als Pirineus
Orientals podrien ser semblants i caracteritzats per I'existéncia de mdultiples demes interconectats al llarg

del curs fluvial.



SUMMARY

Brown trout populations from the River Duero basin and from Eastern Pyrenees rivers were analyzed to
assess the reasons for contrasting patterns of genetic diversity. Altogether genetic diversity has been
analyzed in 49 new collections, 13 from the River Duero basin and 36 from the main rivers of Eastern
Pyrenees. Moreover, temporal samples from 14 Pyrenean locations were sampled to analyse temporal
stability of the described structure. In these two areas previous studies indicated a strong contrast among

diversity patterns in both territories.

Results in the Duero basin confirmed the presence of the Atlantic (AT) and the Duero (DU) matriarchal
lineages both previously described in this river basin. The analyses of molecular variance (AMOVA) based
on the hydrographical hierarchy indicated a high level of population structuring, in accordance with the
icthiological pattern observed in this basin. The DU lineage permanently occupied the internal area of the
River Duero basin, whereas zones close to the mouth of the river have suffered diverse waves of
colonisations of trout belonging to the AT lineage, which would reflect the changes happened in the
Quaternary. Discrepancies in the limits between both groups defined by nuclear genes (allozymes) and
mitochondrial DNA have been detected. These discrepancies could be due to a more intense effect of
genetic drift in mitochondrial DNA than in nuclear markers. Nevertheless, evidences in favour of selection
in the mitochondrial DNA of the DU lineage have been described in this work, which also would explain

this discrepancy.

A detailed analysis of brown trout populations from rivers in the Eastern Pyrenees detected new
mitochondrial haplotypes of the Adriatic (AD) and the Mediterranean (ME) lineages. In this region, the
AMOVAs indicated that differences between populations within river were larger than differences between
rivers. Nevertheless, a pattern of isolation by distance was observed in the whole zone, reflecting
population structure within the River Ebro. The AMOVAs showed that the temporal component of the
variation is lower than the spatial component, but the temporal fluctuations in the matriarchal comparison
of the populations were statistically significant. These fluctuations were associated to both genetic drift and
gene flow among close populations. Generally in the river basins, higher differentiation between than
within stream was observed. This pattern seems to be widespread in brown trout. The studies on
microgeographical scale undertaken in the Noguera Vallferrera and Noguera Cardos (tributaries of
Noguera Pallaresa) reproduced the above pattern of differentiation. Effective population sizes and
migration rate between both rivers were similar to those described in North-Atlantic populations. In the
Noguera Vallferrera as well as in the rest of Pyrenean populations, the female effective sizes (Nef),
calculated from mitochondrial DNA were less than a half of the total effective sizes detected. These low
female effective sizes also contribute to the observed temporal fluctuations. Hatchery individuals hybridise
poorly with the native one, but its presence could indirectly intensify genetic drift and complicate the

conservation of the native genetic resources.

In spite of selection favouring haplotypes of the DU lineage, population processes controlling the
distribution of genetic variability in the Duero and the Eastern Pyrenees river basins could be similar and

characterized by the existence of interconnected multiple demes throughout the fluvial course.
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Introduccion

La diversidad genética de las especies es crucial para mantener sus
expectativas evolutivas y representa la base que asegura su capacidad
reproductiva, su resistencia a enfermedades y su capacidad de adaptacién a
los cambios ambientales (Frankham 1995a, Hedrick 2001, Wang et al. 2002).
Trabajos clasicos ponen de manifiesto esta relacion entre variabilidad genética
y capacidad evolutiva de las especies. Por ejemplo, una revision de variabilidad
electroforética en 106 especies de teledsteos marinos detectd que se podia
relacionar el tipo de explotacién del habitat por la especie (especialista-
generalista) con la variabilidad (Smith y Fujio, 1982). Nevo et al. (1984)
detectaron correlacién entre la cantidad de heterozigosidad alozimica y las
variables ecologicas. También se ha relacionado la heterozigosidad alozimica
con la resistencia a la polucion ambiental (Nevo 1986) o la estabilidad durante
el desarrollo (Leary et al. 1984, Blanco et al. 1990), e incluso en Oncorhynchus
mykiss se ha relacionado esta estabilidad con alelos especificos (Allendorf et
al. 1983). En el salmon atlantico (Salmo salar), los individuos con mayor
variabilidad genética compiten mas eficientemente por el alimento (Primmer et
al. 2003). Una poblacion sin variabilidad genética no puede evolucionar ni
adaptarse a los cambios producidos en el ambiente, lo que aumenta su riesgo

de extincion (Frankham et al. 2002).

A partir de la década de los 80 del siglo pasado los gestores se percataron de
las aplicaciones de los datos genéticos para la gestion piscicola (Utter 1991).
Los recursos pesqueros han disminuido durante los ultimos afios, provocando
incluso el colapso de grandes caladeros marinos como los de bacalao o
arenque en los ultimos afios (Hutchings 2000). Segun el informe sobre el
estado mundial de la pesca y la acuicultura (SOFIA) de la organizacién de las
naciones unidas para la agricultura y la alimentacion (FAO) del afio 2004, el
25% de las poblaciones marinas se encuentran sobreexplotadas y en el 52%
se realizan capturas de dimensiones cercanas a los limites maximos
sostenibles. Con respecto a las especies de aguas continentales, el informe
remarca que, aunque los resultados son orientativos debido a la dificultad de
conseguir informaciones reales de estas especies, estos recursos estan
infravalorados y sometidos a la amenaza por la alteracion de habitat, la

degradacion y actividades pesqueras insostenibles. Los analisis genéticos

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 11



Introduccion

pueden contribuir a la mejora de la gestién de estos recursos identificando las
poblaciones existentes, resolviendo la estructura poblacional e incertezas
taxondmicas, definiendo unidades de conservacion dentro de las especies,
detectando hibridacion, y eligiendo las mejores poblaciones para las

reintroducciones (Frankham et al. 2002).

La cantidad de diversidad genética que pueden mantener las especies
depende del censo de sus poblaciones o, mas concretamente, del tamafo
efectivo de éstas (Frankham 1996). Introducido por Wright (1931), el tamafio
efectivo (Ne) se puede definir como el numero de individuos ideales que
mostrarian los mismos niveles de variabilidad genética que los mostrados por
la poblacién analizada. En una poblacién ideal se espera el mismo numero de
machos y hembras, que el apareamiento sea aleatorio, y que todos los
individuos tengan la misma eficacia reproductiva. Si en una poblacion todos los
individuos fuesen ideales, el tamafio efectivo (Ne) seria igual al censo (N), pero
es evidente que estas caracteristicas no se cumplen en la mayoria de
poblaciones naturales y como consecuencia, en general se tiene un tamaro
efectivo inferior al censo. El tamafo efectivo permite sin embargo estudiar los
procesos genéticos en poblaciones con diferentes caracteristicas demograficas
y es un concepto angular en los estudios de genética evolutiva y en los
encaminados a la conservaciéon de la diversidad bioldgica (véase por ejemplo
Frankham 1996, Turner et al. 1999, Nunney 2000, Waples 2002).
Generalmente, en poblaciones con tamanos efectivos pequenos, la actuacion
de la deriva genética y la consanguinidad se hacen mas severas. Como
resultado se produce una pérdida gradual de variacion genética y un aumento
de la homocigosis en la poblacion, lo que reduce su potencial evolutivo, y

posiblemente conduce a la extincién (Lande 1988, Frankham 2005).
1.1. Diferenciacion poblacional

En los peces de agua dulce una parte importante de la diversidad es el reflejo
de la diferenciacion poblacional (Ward et al. 1994, Waples 1998). La
diferenciacion entre las poblaciones es a menudo la consecuencia de una
restriccion en el flujo génico entre ellas, de manera que los diferentes grupos
poblacionales se aislan reproductivamente los unos de los otros, parcial o

totalmente, permitiendo la acumulacién por mutaciéon, deriva genética o
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seleccién de las diferencias genéticas. A pesar de su reconocida capacidad de
dispersion, los salmoénidos manifiestan elevadas diferenciaciones entre las
poblaciones por su fidelidad a las zonas de puesta (Fontaine et al. 1997,
Bernatchez et al. 1998, Castric y Bernatchez 2003). En tal situacion se pueden
hacer mas evidentes los procesos provocados por la deriva genética, pero se

favorecen también los procesos de adaptacion local (Hansen et al. 2002).

Existen diversos modelos de flujo génico que pueden explicar la diferenciacion
genética entre poblaciones que, basicamente, se diferencian por el grado de
proximidad geografica entre las poblaciones. Wright (1943, 1969) propuso el
modelo de isla (Island Model) y el de aislamiento por distancia (/solation by
Distance, |IBD), que se pueden considerar en los extremos de los patrones de
diferenciacion. En el primero, la poblacién original se divide en grupos locales
separados o islas, dentro de los cuales los individuos se cruzan aleatoriamente,
ocurriendo s6lo una pequefia cantidad de inmigracion al azar desde cualquiera
de las otras islas. En el segundo modelo, las poblaciones se encuentran
uniformemente repartidas en el espacio y la diferenciacién entre ellas depende
de la capacidad de dispersion de los individuos, de manera que el intercambio
de individuos es inversamente proporcional a su distancia geografica. En una
posicion intermedia se encontraria el modelo de stepping stone propuesto por
Kimura (1953). En éste, las poblaciones estan separadas pero linealmente
ordenadas, de forma que basicamente la migracion se produce entre

poblaciones contiguas.

La separacion geografica puede prevenir la migracion y el flujo génico entre las
poblaciones permitiendo su diferenciacion. Sin embargo la asociacién entre
diferenciacién genética y distancia geografica puede ser muy compleja para las
especies piscicolas y, por ejemplo, en un mismo territorio las relaciones
poblacionales no siempre pueden describirse en base a procesos de
aislamiento por distancia (Fraser y Bernatchez 2005a). Ademas, es posible
encontrar diferenciacién genética sin aislamiento geografico. Este es el caso de
las poblaciones simpatridas descritas tanto en la trucha comun en Suecia
(Ryman et al. 1979), Irlanda (Ferguson y Mason 1981) o Noruega (Carlsson y
Nilsson 2000), como en otros salmoénidos (Bernatchez et al. 1996, Pigeon et al.
1998, Dynes et al. 1999, Westgaard et al. 2004, Fraser y Bernatchez 2005b).
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Aunque tales poblaciones simpatridas parecen reflejar la colonizacion
postglacial desde diversos refugios que divergieron en allopatria, resulta
sorprendente que se mantengan en la actualidad (Bernatchez et al. 1996,

Tessier and Bernatchez 1999).

En otras ocasiones, la restriccion en el flujo genético no es el principal
reponsable de la divergencia entre las poblaciones, ya que dos poblaciones
podrian divergir si los mecanismos de seleccion son diferentes en sus
respectivos ambientes, aun a pesar de la existencia de un elevado flujo
genético (Allendorf 1983, Schulter 2001). Por ejemplo, procesos selectivo-
adaptativos parecen estar implicados en el origen y mantenimiento de
poblaciones simpatridas, morfolégicamente diferenciadas, del espinoso,
Gasterosteus aculeatus (Hendry et al. 2002, Kristiansson 2005, Nosil y
Reimchen 2005, Raeymaekers et al. 2005).

1.2. Contactos secundarios y zonas hibridas

Las fluctuaciones climaticas del Cuaternario han provocado importantes
cambios en la distribucion de las especies y la variabilidad genética de sus
poblaciones (Bernatchez y Wilson 1998, Hewitt 2000, Taberlet y Cheddadi
2002), que han favorecido el contacto secundario entre grupos previamente
diferenciados. En ocasiones, los grupos que entran en contacto hibridan vy
pierden su singularidad, como es el caso de algunos ciprinidos (Gilles et al.
1998a; Gilles et al. 1998b). En otros casos, los grupos permanecen
diferenciados incluso en simpatria, como en algunos corégonos (Lu vy
Bernatchez 1999; Turgeon y Bernatchez 2003) o el osmero, Osmerus mordakx,
(Saint-Laurent et al. 2003). En otros se generan zonas hibridas. Estas zonas se
definen como areas donde grupos de individuos genéticamente diferentes
interaccionan y resulta como minimo alguna descendencia de ancestralidad
mezclada, mientras que las poblaciones puras de los 2 grupos genéticamente
diferentes se encuentran fuera de la zona de interaccion (Harrison 1990,
Nielssen et al. 2003).

Las zonas hibridas han merecido intensa atencién durante las ultimas tres
décadas, lo que ha comportado un gran numero de revisiones sobre la teoria
de tales zonas (p.e. Endler 1977, Barton y Hewitt 1985, Harrison 1990, Harrison

14 Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun



Introduccion

1993). Basicamente, se consideran dos escenarios para la formacién de zonas
hibridas. En el primero, la zona hibrida se origina entre poblaciones que han
divergido en simpatria o parapatria por seleccion diferencial de ambiente,
mientras que en el segundo, la zona hibrida se origina entre poblaciones
alopatridas que entran en contacto secundario. Existen también diferentes
modelos que explican la permanencia temporal de la zona hibrida. En algunas
situaciones, la zona hibrida podria intrinsicamente perpetuarse, sin necesidad
de dispersion desde las poblaciones originales, debido a que los hibridos
poseen una mejor adaptacion al ecosistema que las formas parentales (Moore
1977). En otras, la zona se mantiene a pesar de la seleccién en contra de los
genotipos hibridos intermedios, gracias a la continua dispersion desde las
poblaciones puras y posterior hibridacion. Este ultimo caso es comunmente
conocido como zona de tension y, a menudo, se distingue de la anterior por la
existencia de desequilibrio gamético debido a la permanente dispersidon de la
combinacion de genes parentales hacia el centro de la zona (Barton y Hewitt
1985). En resumen, las zonas hibridas se pueden formar o por cruzamiento de
dos poblaciones puras que generan una zona con genotipos intermedios que
se mantiene por reproduccion intrinseca (la poblacion hibrida se encontrara en
equilibrio), o simplemente por la mezcla de individuos de las dos poblaciones

puras y en este caso se observara un déficit de heterocigotos (efecto Wahlund).

Muchas de las zonas hibridas europeas son el resultado del contacto entre
linajes consecuencia de la recolonizacion postglacial de los territorios
noreuropeos liberados de la cobertura de hielo desde los diferentes refugios
(Taberlet et al. 1998, Hewitt 2004). Dentro de la Peninsula Ibérica se han
descrito 2 zonas de sutura relacionadas con barreras fisicas (Hewitt 2000). La
primera de ellas esta localizada en los Pirineos y la segunda situada mas al
sur, alrededor de los sistemas montafiosos Ibérico y Central (Fig.1-1). La
orientacion Este-Oeste de los principales sistemas montafosos y cursos
fluviales en la Peninsula Ibérica, que han actuado como las principales barreras
para la dispersion de las especies, ha provocado de manera general una
distribucion Norte-Sur de los diferentes grupos poblacionales tanto en animales

como en vegetales (revision en Gémez y Lunt 2006).
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Figura 1-1. Posicion de las principales zonas de sutura en Europa (Figura 3 en Hewitt 2000).
Las lineas discontinuas indican las zonas de sutura. Las flechas indican las principales rutas
de recolonizacion en los periodos interglaciares.

1.3. Evaluacién molecular de la diversidad genética

Desde el desarrollo de la técnica electroforética en los afios 60 del siglo
pasado, muchos estudios para la determinacion de la diversidad genética y la
estructura poblacional de las especies estan basados en el analisis de la
variabilidad genética en marcadores moleculares (Utter 1991, Carvalho y
Pitcher 1994, Ferguson et al. 1995). El principio basico de la metodologia
electroforética es que las mutaciones nucleotidicas producidas en los genes
pueden desembocar en sustituciones aminoacidicas que pueden provocar
cambios en la conformacion y en la carga de las proteinas por ellos
codificadas. De este modo, la electroforesis permite diferenciar entre diferentes
formas de un determinado locus proteico (alozimas) y estimar el nivel de
variacion genética. La técnica es razonablemente facil de realizar, no tiene un
coste excesivo y permite analizar un gran numero de loci (Carvalho y Hauser
1994).

A pesar de sus ventajas, el método también presenta algunos inconvenientes.

Asi, unicamente el 30% de los cambios nucleotidicos en el ADN resultan en
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cambios de carga eléctrica, por lo que la técnica infraestima los niveles de
variabilidad genética. Ademas, con la electroforesis de proteinas se analizan
los difentes tejidos de un ejemplar, por lo que los individuos normalmente son
sacrificados. Estos inconvenientes han favorecido que en la actualidad, la
electroforesis de proteinas haya sido reemplazada por técnicas no destructivas
basadas en el estudio directo de los polimorfismos en las moléculas de ADN
(Frankham et al. 2002). Entre estas técnicas destacan los estudios basados en
loci microsatélites y el analisis del polimorfismo en el ADN mitocondrial
(Ferguson et al. 1995). Las muestras para el analisis de ADN se pueden
obtener a partir de biopsias no letales de tejido, excrementos, pelos, escamas e

incluso de muestras de museo (Nielsen et al. 1997).
1.3.1. Loci Microsatélites

Los microsatélites son secuencias de ADN nuclear no codificante con motivos
repetidos en tandem que se encuentran a lo largo de todo el genoma de los
eucariotas (Jarne y Lagorda 1996). Normalmente los microsatélites utilizados
en los estudios poblacionales contienen motivos de entre 2 y 4 pares de bases
(pb) de longitud, que dependiendo de la estructuracion de la secuencia de
unidades repetidas pueden definirse como (i) “perfectos” si no se interrumpe la
secuencia de unidades repetidas, como (ii) “compuestos” si se encuentran
formados por secuencias con diferentes motivos repetidos y como (iii)
“interrumpidos” cuando entre los motivos repetidos se intercala ADN no
repetitivo (Hansen 2003). En general, la formacion de nuevos alelos para un
determinado locus microsatélite se debe a posibles fallos de la polimerasa
durante su replicacion, aumentando o disminuyendo en una o Vvarias
repeticiones la longitud del microsatélite. También se ha propuesto como fuerza
conductora de la evolucion de los microsatélites la inestabilidad del
acoplamiento de las dos cadenas de ADN en individuos heterocigotos. Las
mutaciones serian mas frecuentes cuando las diferencias de tamafo entre los

dos alelos fuesen mas grandes (vease revisiéon en Chambers y MacAvoy 2000).

Una de las ventajas de los loci microsatélites con respecto a otros marcadores
nucleares como los alozimas, es su elevada tasa de mutacion, con valores
entre 10° y 10 e incluso 102 (Ellegren 2000) y en consecuencia, muestran

niveles de diversidad genética mas elevados que los alozimas. Asi, el numero
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de alelos por locus es normalmente alto, entre 5-20, mientras que la gran
mayoria de loci polimérficos electroforéticos son dialélicos. La heterozigosidad
en los microsatélites se encuentra entre 0.6-0.8, mientras que para alozimas
es, como mucho, del 0.2-0.4 (Frankham et al. 2002).

Inicialmente, se penso que la mutacidn en los microsatélites seguia un estricto
modelo de adicion o eliminacion de una unica unidad repetitiva (SMM, Stepwise
Mutation Model, Kimura y Otha 1978). No obstante, estudios posteriores han
demostrado que la mutaciéon de los loci microsatélites puede producirse
afiadiendo o eliminando mas de una unidad de repeticion. Asi, el modelo mas
aceptado de mutacion es el modelo de dos fases (TPM, Two-Phase Model)
propuesto por DiRienzo et al. (1994). Este modelo propone que hay un gran
numero de mutaciones donde tan soélo se ve involucrada una unidad repetitiva,
pero que existe una fraccion de mutaciones en las que participan diversas
unidades. Ademas, la apariciéon de un nuevo alelo no se ajustaria al modelo
mutacional de infinitos alelos (IAM, Infinite Allele Model; Kimura y Crow 1964),
sino que estaria condicionada por como era el alelo antes del proceso
mutacional. Se hace por tanto dificil discernir en cada caso el modelo
mutacional que pueda albergar los diferentes tipos de microsatélites existentes
(Angers and Bernatchez 1997), por lo que en el analisis poblacional se opta
normalmente por la estimacion de la diferenciacién interpoblacional a partir de
los estadisticos clasicos que no tienen en cuenta el modelo de mutacién (Fsr,
Wright 1951) y se comparan con otros coeficientes de diferenciacion que si
tienen en cuenta un modelo mutacional como, por ejemplo, el Rsr (Slatkin,
1995) que considera el modelo SMM (Balloux y Lugon-Moulin 2002). Sin
embargo, dado el elevado polimorfismo en estos loci, la utilizacion de
coeficientes de diferenciacion que no tienen presente el modelo de mutacién
alélica se considera que favorece los analisis de la estructura poblacional
(Hedrick 1999).

1.3.2. EI ADN mitocondrial (ADNmt)

Aunque la gran mayoria del contenido de ADN de los organismos eucariotas se

encuentra en el nucleo, algunos organulos celulares como las mitocondrias

18 Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun



Introduccion

contienen su propio cromosoma. El genoma mitocondrial es una pequefia
molécula de ADN circular de doble cadena, que en salmoénidos tiene una
longitud total de unos 16000 pares de bases (Shedlock et al. 1992).
Normalmente se hereda via materna y no manifiesta fendmenos de
recombinaciéon (Wilson et al. 1985) ya que aunque las células de los individuos
poseen diversas mitocondrias, en general todas ellas tienen idéntica
informacion genética. Estas propiedades unicas han convertido al ADN
mitocondrial en la estrella de los estudios de evolucion molecular y de

filogeografia (Avise, 1994).

El genoma mitocondrial en vertebrados esta formado por la region de control,
13 genes que codifican para subunidades de enzimas implicados en la
respiracion celular, dos genes que codifican para ARN ribosomales y 22 genes
codificantes para ARN de transferencia. La region de control se encuentra
flanqueada en su extremo 5’ por el gen del ARN de transferencia de la prolina,
y en el 3’ por el gen del ARN de transferencia de la fenilalanina. Aunque se
trata de la regidén no codificadora mas grande dentro del ADN mitocondrial, de
1013 pares de bases (pb) en la trucha comun, Salmo trutta (Cortey y Garcia-
Marin 2002), en su interior se encuentran secuencias reguladoras de la

replicacion y transcripcion del cromosoma mitocondrial (Meyer 1993).

Las diversas regiones y genes del ADN mitocondrial evolucionan a velocidad
diferente, y en general mas rapidamente que el ADN nuclear, lo que permite
elegir entre ellas la mas adecuada al estudio que se desee realizar (Brown et
al. 1982). Sin embargo, tradicionalmente, en los estudios de diversidad
intraespecifica realizados con peces se ha utilizado el extremo 5’ de la region
de control (Lee et al. 1995, Bernatchez 2001). Este extremo fue el utilizado en
los primeros estudios con trucha comun (Bernatchez et al. 1992) aunque
recientemente la secuenciacion de toda la region han demostrado que su
extremo 3’ es mas variable (Cortey y Garcia-Marin 2002, Duftner et al. 2003,
Cortey 2005).

El ADN mitocondrial ha sido, de manera general, considerado como un
marcador molecular neutro. Sin embargo, cada vez hay mas evidencias de que
en ocasiones se encuentra bajo presiones selectivas (Rand 2001, Ballard y

Withlock 2004) y se tienen indicios de una posible seleccion térmica en
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ciprinidos (Duvernell y Aspinwall 1995), salménidos (Glémet et al. 1998), la

liebre (Melo-Ferreira et al. 2005), e incluso humanos (Ruiz-Pesini et al. 2004).
1.4. La trucha comun (Salmo trutta)
1.4.1. Biologia de la especie

Una de las familias icticas mas importante a nivel comercial y recreativo es la
de los salmonidos. Originaria del hemisferio norte, ha sido ampliamente
introducida en otros lugares por su valor en la pesca deportiva y en la
acuicultura. Muchas de las especies integrantes de la familia son anadromas,
pasando parte de su vida en el mar, pero retornando a los rios para
reproducirse (Nelson 1994). El volumen mundial de las capturas de salmoénidos
en aguas continentales es de aproximadamente 134000 toneladas (FAO 2004).
Dentro de la familia de los salménidos las especies mas representativas son el
salmon atlantico (Salmo salar), los salvelinos (Salvelinus sp.) y la trucha comun

(Salmo trutta), que es la especie estudiada en este trabajo.

La trucha comun, Salmo frutta, se encuentra distribuida de forma natural a lo
largo de todo el continente Europeo desde la Peninsula Ibérica hasta los Urales
y el Mar Caspio, llegando a tener poblaciones aisladas en el Mar Aral. La
especie ha sido introducida como minimo en 24 paises, pasando a tener en la
actualidad una distribucion cosmopolita (Elliott 1994). Las primeras
introducciones se produjeron en 1852 en el este de Rusia y continuaron en
Nueva Zelanda entre 1867-1885, Estados Unidos en 1883, Canada 1887,
Australia 1888, Sudafrica 1892, Japon 1892 y Sur América entre 1904 y 1938,
convirtiendose en menos de 90 afios en una especie global (Klemetsen et al.
2003). Esta amplia distribucién geografica viene dada por su alta variabilidad
ecolégica y su extraordinaria habilidad de expansion y colonizacion de
diferentes cursos fluviales. En la Peninsula Ibérica normalmente habita en las
aguas frias de las cabeceras fluviales y lagunas de montafa (Almoddévar 2001),
donde es una de las especies de peces continentales mas importantes, tanto

econdmicamente como para la pesca deportiva (Garcia-Marin et al. 1999).

Los factores limitantes en su distribucion son la temperatura y la calidad del
agua. Las temperaturas limite son los 0 °C de minima y los 25-30 °C de

maxima, pero su crecimiento optimo se produce entre los 4 °C y los 19.5 °C
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(Elliot 1989). Las aguas idoneas para la especie han de tener un pH
comprendido entre 5 y 9.2 (normalmente alcalinas), estar oxigenadas (no
toleran niveles de saturacién de oxigeno en el agua por debajo del 80%) y
carentes de contaminacion organica. Aunque la especie no esta incluida en la
lista roja de especies amenazadas de la IUCN, en la Peninsula Ibérica su

estatus es de vulnerable (Doadrio 2001).

La apariencia fenotipica de la especie varia ampliamente con el habitat, y
también varia su ecologia (Pakkasmaa y Piironen 2001). La especie se
reproduce en otofio o invierno, reproduciéndose antes en zonas de latitud y
altitud elevada donde se requiere un periodo de incubacion de los huevos mas
largo debido a la menor temperatura del agua. En los frezaderos, la trucha
comun construye nidos en el fondo del sustrato del rio, donde la hembra
deposita sus huevos que son fecundados por el macho. Una vez realizada la
fecundacion de los huevos, la hembra tapa la puesta con piedras y grava del
lecho del rio. En esos nidos los huevos permanecen entre 1 y varios meses
(Klemetsen et al. 2003). La eclosion de los huevos se produce en primavera,
alimentandose los alevines del saco vitelino en los primeros estadios de vida
(Maisse y Blagliniére 1991). Una vez consumido el saco vitelino, el alevin de
unos 20 mm se alimenta en la zona donde ha nacido o cerca, siendo en este
periodo muy agresivo y territorial, ya que de este periodo depende la
supervivencia del individuo, que si no se alimenta puede ser desplazado aguas
abajo y probablemente morira en un periodo corto (Elliott 1994). La dieta de los
individuos adultos depende de varios factores (edad, area geografica,
ambiente, etc), pero consiste basicamente en bentos, zooplancton, insectos y

peces (Hunter 1991).

Dentro de la especie se reconocen dos ciclos de vida, residente y anadromo,
que pueden encontrarse en un mismo rio, sobretodo en aquellos tramos que se
encuentran cerca del mar (Jonsson 1985). Mientras que la forma residente se
encuentra a lo largo de todo el rango de distribucion, la forma anadroma se
distribuye actualmente en la cuenca atlantica hasta la cuenca del rio Mifo
alrededor del paralelo 42°N (Bouza et al. 1999, Weiss et al 2000). Esta forma
ha desaparecido de toda la cuenca mediterranea, aunque aun permanece en el

Mar Negro y Mar Caspio (Elliott 1994). La estrategia residente implica que los
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individuos pasan toda su vida en el rio, mientras que la estrategia anadroma
comporta el desplazamiento del individuo al mar, donde crece y madura
sexualmente para reproducirse en el rio donde nacio, gracias a la fidelidad que
muestra la especie a los lugares de puesta (homing). La proporcion de sexos
es variable en las dos estrategias. Mientras que en las poblaciones anadromas
el numero de hembras supera al de machos, en las poblaciones residentes
ocurre todo lo contrario (Jonsson 1985, Euzenat 1999, Hansen et al. 2000,
Schreiber y Diefenbach 2005). De manera general, los machos maduran antes
y con tamafos mas variables que las hembras, existiendo indicios de que esta
diferenciacién en la maduracion sexual parece tener base genética y ser
independiente de la tasa de crecimiento (Jonsson 1989). Algunos autores
consideran la forma anadroma una subespecie diferente de la forma residente.
Sin embargo, ambos tipos pueden coexistir en las mismas areas y algunos
estudios como los de Hindar et al. (1991) o Hansen et al. (2000) cuestionan el
valor taxondmico de esta diferencia ya que las dos formas no se mantienen

genéticamente aisladas.

A pesar de su aparente fidelidad (“homing”) a las areas de puesta, las truchas
anadromas pueden favorecer la homogenizacion de las poblaciones (Paaver
1989), ya que algunos individuos anadromos se reproducen en rios diferentes a
los que nacieron (Berg y Berg 1987). Ademas, estos ejemplares pueden ser los
responsables de la colonizacién de nuevos habitats recuperados natural o
artificialmente (Jstergaard et al. 2003, Schreiber y Diefenbach 2005, Ayllon et
al. 2006).

1.4.2. Estudios filogenéticos y patrones de diversidad

La extraordinaria variabilidad fenotipica de la trucha comun provoca una
considerable confusién con respecto a su taxonomia. Algunos autores
defienden que cada grupo deberia tener el estatus de especie, aunque segun
Behnke (1972) se trata de una sola especie politipica. Lelek (1980) comparte
esta opinidon aunque lista algunas subespecies, mientras que Kottelat (1997)
propone mas de 20 especies diferentes e indica que podria ser una lista
incompleta. En un intento por conocer los patrones genéticos subyacentes en
esas diferencias morfoldgicas y ecoldgicas, los estudios realizados con Salmo

trutta han sido muy abundantes durante las ultimas dos décadas, en las que se
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han utilizado las diferentes metodologias genético-moleculares disponibles en
cada momento. Los analisis iniciales se realizaron mediante electroforesis de
proteinas, analizandose gran cantidad de sistemas enzimaticos (véase para
revision Ferguson 1989). Estos estudios confirmaron que la trucha es una de
las especies mas polimorficas dentro de la familia de los salménidos y que
presenta una elevada diferenciacion interpoblacional tanto a escala local como
Europea (Ferguson 1989, Garcia-Marin et al. 1999). Estos polimorfismos han
permitido definir diferentes grupos evolutivos y plantear hipétesis de como los
cambios climaticos del Cuaternario han afectado a la distribucién de la especie.
Asi, inicialmente se propuso la existencia de dos grupos en base a la
distribucion de alelos en el locus de la lactato deshidrogrenasa (LDH-C¥) ya
que en las cuencas hidrograficas accesibles tras la retirada de los hielos
abunda la llamada “raza moderna”, que presenta una elevada frecuencia del
alelo LDH-C*90, mientras que la variante LDH-C*100, que tipifica a la “raza
ancestral’, es la que domina en toda la zona Sur del continente Europeo donde
el efecto de las glaciaciones no fue tan severo (Hamilton et al. 1989).
Posteriormente, basandose en la distribucidon de las variantes alélicas del locus
LDH-C* (alelos *100 y *90) y del locus de la creatina quinasa CK-A71* (alelos
CK-A1*100 y CK-A1*115), se ha propuesto la existencia de 4 grupos en las
zonas que no fueron intensamente afectadas por los hielos en la ultima
glaciacién, aunque sélo tres (linaje I, Il y Ill) habrian participado en la

recolonizacién postglacial del norte de Europa (Garcia-Marin et al. 1999).

Los analisis basados en las secuencias de la region de control del ADN
mitocondrial definieron cinco linajes claramente diferenciados en la distribucion
de la trucha comun (Bernatchez et al. 1992, 2001). De ellos, sélo uno se
encontraria en toda la vertiente atlantica (linaje AT) y cuatro en la vertiente
mediterranea, desde la Peninsula Ibérica hasta el mar Aral: linaje Mediterraneo
sensu strictu o ME, Adriatico o AD, Danubio o DA y el linaje Marmoratus o MA
encontrado en algunas cuencas adriaticas. Sin embargo, actualmente se
plantea la posibilidad de un sexto linaje basicamente restringido a la cuenca del
rio Duero (Machordom et al. 2000, Suarez et al. 2001, Cortey 2005). Aunque
inicialmente se consideraba una distribucion alopatrica de todos estos linajes

mitocondriales (Bernatchez 2001), estudios recientes determinan que se han
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producido intensos contactos secundarios al menos entre aquéllos que se

distribuyen en los rios mediterraneos (Antunes et al. 2002, Cortey et al. 2004).

La distribucion de la variabilidad genética entre las poblaciones de trucha
comun es compleja. En ocasiones se ha observado una importante correlaciéon
entre la distancia genética y geografica entre diferentes rios aunque no dentro
de ellos (Moran et al. 1995, Hansen y Mensberg 1998). Otros estudios sugieren
sin embargo procesos de aislamiento por distancia dentro de una misma
cuenca fluvial (Estoup et al. 1998, Carlsson y Nilsson 2000), mientras que en
otros casos se ha detectado un importante aislamiento entre poblaciones
proximas, incluso simpatridas (Allendorf et al. 1976, Ferguson y Mason 1981).
En las poblaciones de rios mediterraneos, se observa una mayor diferenciacion
entre poblaciones dentro del mismo curso fluvial que entre rios, sugiriendo una
escasa correlacion entre distancia geografica y genética (Sanz et al. 2002).
Permanece todavia desconocida la estabilidad temporal de estos patrones de
diferenciacion, ya que aunque algunos analisis muestran estabilidad temporal
entre réplicas tomadas en un mismo punto en diferentes periodos (Hansen vy
Loeschcke 1996, Hansen et al. 2002), hay otros que sugieren todo lo contrario (
Laikre et al. 1998, Jstergaard et al. 2003, Jensen et al. 2005). En estos ultimos
parece que el tamafio efectivo de la poblacién es bajo, con estimaciones por
debajo de los 50 individuos (p.e. Jorde y Ryman 1996, Laicke et al. 1998,
Laikre et al. 2002, Palm et al. 2003), que son los minimos propuestos para
evitar la depresion por consanguinidad y retener la eficacia bioldgica a corto
plazo. Parece ademas que en tales situaciones los demes locales presentarian
una estructura de metapoblacion y con importantes tasas migracién entre ellos
que mantendrian elevados los niveles de polimorfismo local (Laikre et al. 2002,
@stergaard et al. 2003, Jensen et al. 2005, Ayllon et al. 2006).

1.4.3. Estructura poblacional en la Peninsula Ibérica

Los primeros analisis genéticos en truchas de la Peninsula Ibérica pusieron de
manifiesto una elevada diferenciacién entre las poblaciones (Garcia-Marin et al.
1991), destacando una significativa diferenciacion entre los rios atlanticos y
mediterraneos (Garcia-Marin and Pla 1996). En la vertiente atlantica, los
analisis del polimorfismo en alozimas, sugieren una elevada diferenciacion

entre las poblaciones que se refleja en grupos restringidos que parecen seguir
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un patrén hidrografico de aislamiento (Sanz et al. 2000, Machordom et al. 2000,
Suarez et al. 2001, Cortey 2005). Un primer grupo se distribuye a lo largo de
los rios cantabricos hasta el limite de la distribucidon de las formas anadromas
(en Galicia), un segundo grupo ocupa los rios de las costas de Portugal y
penetra hacia el interior de la cuenca del Tajo y Duero, aunque en este ultimo
ocupa territorios separados de un linaje mas antiguo (Bouza et al. 2001). El
Guadalquivir estaria ocupado por poblaciones de compleja ancestralidad,
aunque con predominancia de genes de linajes mediterraneos (Garcia-Marin y
Pla 1996, Sanz et al. 2006). Los estudios del polimorfismo en el ADN
mitocondrial han confirmado esta estructura poblacional (Machordom et al.
2000, Suarez et al. 2001) (Fig.1-2).

Estos estudios indican que en las poblaciones espafolas de la cuenca del
Duero pervive un grupo atlantico altamente diferenciado, y que podria
representar un nuevo linaje matriarcal (Cortey 2005). Esta singularidad de las
poblaciones de la cuenca del Duero ya habia sido detectada en los estudios
con alozimas (Machordom et al. 1999, Sanz et al. 2000). De acuerdo con
Bouza et al. (2001) la cuenca del rio Duero estaria ocupada por dos linajes con
distribuciones disjuntas, uno definido como ancestral y distribuido en los
afluentes del margen norte de la cuenca denominado por ello grupo Norte, y
otro mas moderno, similar al detectado en las poblaciones cantabricas y que se

distribuye en los afluentes del margen sur de la cuenca (grupo Sur).

En la cuenca mediterranea, Machordom et al. (2000) mediante el polimorfismo
de los fragmentos de restriccion del ADNmt, propusieron una distribucion
geografica separada de los dos linajes ME y AD. El linaje AD ocuparia los rios
del sur peninsular, mientras que el ME se distribuiria desde el Segura hacia el
norte, siendo la cuenca del rio Segura una zona hibrida entre ambos grupos.
Posteriormente, mediante analisis enzimaticos Sanz et al. (2002), propusieron
una distribucion en mosaico para los diferentes grupos de poblaciones
existentes en la cuenca mediterranea sin un claro patron geografico, que seria
consecuencia de multiples episodios de colonizacion por linajes diferentes,
contactos secundarios y deriva genética. Recientemente, Cortey et al. (2004),
mediante la secuenciacion completa de la region de control del ADNmt, han

confirmado esos resultados y sugieren que el patron de diversidad observado
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en los rios mediterraneos de la Peninsula Ibérica es el resultado tanto de las
expansiones poblacionales de los linajes AD y ME, que han producido intensos
contactos secundarios entre ellos, como de los procesos de deriva genética

durante el postglacial (Fig.1-2).

Grupo Cantabrico

™ srupo Miiio (Sil)

B awo Duero

™ Grupo Tajo

B Grwo Guadalquivir
B Linajes mediterraneos

B Linaje DU

8 Lmajes AD vy ME

Limaje AT

B Clado AT 3-1
Clado AT 3-2

B Clado AT 3-3

Figura 1-2 Distribucion de los linajes de trucha comun en la Peninsula Ibérica. A:
Distribucién de los grupos alozimicos segun Sanz (2000). B: Distribucion de los linajes
mitocondriales segun Cortey (2005)
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Las poblaciones nativas de trucha comun en la Peninsula Ibérica han sido
catalogadas como vulnerables (Doadrio 2001). Las mayores amenazas para
las poblaciones naturales existentes son la destruccidn de sus habitats, la
sobrepesca (la especie tiene estatus de pescable en todas las comunidades del
estado espanol) y las repoblaciones a partir de individuos procedentes de los
centros piscicolas. Los estudios genéticos realizados sobre los stocks de los
centros piscicolas comunmente utilizados en las repoblaciones indican que
provienen de un linaje diferente al de las poblaciones nativas (Garcia-Marin et
al. 1991, Martinez et al. 1993, Machordom et al. 2000, Cortey y Garcia-Marin
2002). Asi, la introduccion de estos individuos en las poblaciones naturales
provoca la pérdida de los patrimonios genéticos nativos y, dada la poca
diferenciacion entre los estocs (Garcia-Marin et al. 1991), se favorece la
homogenizacion de todas las poblaciones (Machordom et al. 1999, Araguas et
al. 2004).
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1.5. Objetivos

Como se ha indicado, la Peninsula Ibérica representa uno de los puntos de
maxima diversidad entre las poblaciones de trucha comun (Garcia-Marin y Pla
1996, Machordom et al. 2000, Presa et al. 2002). Tanto los rios de la vertiente
atlantica como los de la mediterranea han sido objeto de la colonizacién por
diversos grupos o linajes evolutivos ( Machordom et al. 2000, Sanz et al. 2000,
Sanz et al. 2002, Bouza et al. 2001, Suarez et al. 2001, Presa et al. 2002). Sin
embargo, el patron de estructura poblacional es diferente entre ambas
vertientes, mientras que en los rios atlanticos existen una diferenciacion
poblacional en la que los grupos permanecen basicamente separados
ocupando grandes territorios (Sanz et al. 2000, Bouza et al. 2001), en la
mediterranea los diferentes linajes se encuentran distribuidos a lo largo de los
diferentes rios y parecen haber hibridado (Sanz et al. 2002, Cortey et al. 2004).
En el presente trabajo de tesis doctoral se propone analizar los mecanismos
responsables de este contraste en la resolucidén del contacto secundario entre
linajes. Para ello se centrara en el estudio de la estructura poblacional en dos
territorios, cuenca del Duero y Pirineos Orientales, que caracterizan el patrén
observado en cada una de las vertientes. El trabajo que se propone se

desarrolla en los siguientes objetivos:

1-Revisibn mediante el analisis del ADN mitocondrial de la estructura
poblacional en la cuenca del rio Duero. Determinacion de los patrones y las

causas de la diferenciacion entre las poblaciones.

2-Estudio de la estructura poblacional en los rios de los Pirineos Orientales.
Determinacion de los patrones de diversidad, las causas de su distribucion y su

estabilidad temporal.
3-Valoracion del papel de los agentes evolutivos en los diferentes territorios.

La exposicién del trabajo se desarrolla en dos capitulos destinados a los
objetivos 1 y 2, y un tercer capitulo de integracién y discusién de las
conclusiones principales de ambos analisis para valorar el papel relativo de los
agentes evolutivos (migracion, seleccion y deriva genética) en el origen y

distribucion de la diversidad de las poblaciones espainolas de trucha comun.
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La practica totalidad de las 74 muestras analizadas en esta tesis se obtuvieron
en un periodo comprendido entre los afios 1990 y 2003 a partir de diferentes
proyectos de investigacion del LIG. Ademas se han incorporado algunas
muestras cedidas por otros laboratorios para completar el detalle de las zonas
estudiadas (2 muestras facilitadas por grupo del Dr. Paulino Martinez de la
Universidad de Santiago de Compostela).

En total, se han analizado 49 localidades repartidas entre la cuenca del rio
Duero (Fig.2-1, Tabla 2-1) y los principales rios del Pirineo oriental (Fig.2-2,
Tabla 2-2). El objetivo, como ya se ha indicado, era comparar los procesos
evolutivos que provocan la actual distribucion de los diferentes grupos
poblacionales en ambas zonas con marcado contraste en la estructura
poblacional (Sanz et al. 2000, 2002, Bouza et al. 2001, Cortey et al. 2004). A
continuacion, se describen mas detalladamente las dos zonas estudiadas y los

analisis realizados en cada una de ellas.

Para todas las muestras del LIG anteriores al afio 2002, se poseian los
individuos completos congelados a -80 °C, por lo que las extracciones de ADN
se realizaron a partir de una porcion de tejido muscular de la zona dorsal, que
posteriormente se guardéo en un eppendorf con alcohol al 95%. Para las
muestras de los afios 2002 y 2003 y las facilitadas por el Dr. Martinez (Tormes
y Agueda), se disponia de biopsias de la aleta adiposa conservadas en
eppendorfs con alcohol al 95% a -20 °C. La obtencién de aleta adiposa se
puede realizar “in situ” y por tanto devolver los ejemplares al medio natural, es
por tanto una técnica no destructiva, que ha permitido aumentar a mas de 25 el
numero de capturas autorizadas por la administracion en los diferentes puntos

de muestreo.
2.1. Analisis de la estructura poblacional en el rio Duero

El rio Duero nace en la vertiente meridional de los Picos de Urbién, en la
provincia de Soria. Aunque comparado con los rios europeos del Atlantico
puede considerarse como poco caudaloso, y con un importante estiaje, su
cuenca con 98160 km? de superficie es la mayor de la Peninsula Ibérica. Al

norte se encuentra delimitado por la cordillera Cantabrica, al este por el sistema
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Ibérico y al sur por el sistema Central, fluyendo hacia el oeste a través del
macizo Hespérico. Estos 4 sistemas montanosos delimitan en su interior la

depresion del rio Duero (Fig.2-1).
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Figura 2-1. Cuenca hidrografica, geomorfologia (segun Gutiérrez-Elorza 1994) y localidades
analizadas en la cuenca del rio Duero. Los numeros corresponden a los de la Tabla 2-1.

La trucha comun se encuentra presente en la mayor parte de la cuenca,
aunque se considera extinta actualmente la forma anadroma en la cuenca ya
que su limite actual se localiza en cuencas mas al norte (Bouza et al. 1999,
Weiss et al. 2000).

2.1.1. Muestras analizadas

Se ha analizado la composicion haplotipica en 10 muestras (1-Tera, 3-Duruelo,
4-Abion, 7-Pisuerga, 8-Carrion, 9-Moros, 11-Riafo, 12-Esla, 13-Villomar, 15-
Millar) repartidas a lo largo de la cuenca del rio Duero capturadas mediante
pesca eléctrica por el LIG (Tabla 2-1, Fig.2-1). Debido a que tan soélo la
localidad 9-Moros se encuentra dentro de la zona Sur, se han analizado

también 2 muestras (16-Tormes y 17-Agueda) representativas del grupo Sur
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descrito por Bouza et al. (2001) y facilitadas por el grupo del Dr. Paulino
Martinez (Universidad de Santiago de Compostela). Junto a éstas, también se
incluyeron tres poblaciones (2-Mazo, 6-Aguisejo y 14-Bernesga) analizadas en
el trabajo de Cortey y Garcia-Marin (2002).

Tabla 2-1. Poblaciones analizadas en la cuenca del rio Duero. Referencia: procedencia de los
datos.

Poblacién Rio Cuenca Coordenadas | Referencia

1-Tera A. Duero Duero  41°57'N-2°28'W | Este trabajo

2-Mazo A. Duero Duero  41°36'N-2028'W | Cortey y Garcia-Marin 2002
3-Duruelo A. Duero Duero  41°58'N-2°52'W | Este trabajo

4-Abidn A. Duero Duero  41°37'N-3°30'W | Este trabajo

5-Hinojosa A. Duero Duero  41°49'N-2°28'W | Machordom et al. 2000
6-Aguisejo Riaza Duero  41°21'N-3°21'W | Cortey y Garcia-Marin 2002
7-Pisuerga Pisuerga Duero  42°59'N-4°29'W | Este trabajo

8-Carrion Pisuerga Duero  42°56'N-4°42' | Este trabajo

9-Moros Eresma Duero  40°48'N-4°12'W | Este trabajo

10-Cega Eresma Duero  41°21'N-4°37'w | Machordom et al. 2000
11-Riafio Esla Duero  42°56'N-5°06'W | Este trabajo

12-Esla Esla Duero  42°37'N-5°14'w | Este trabajo

13-Villomar  Esla Duero  42°37'N-5°15'W | Este trabajo

14-Bernesga  Esla Duero  42°56'N-5°51'W | Cortey y Garcia-Marin 2002
15-Millar Esla Duero  42°51'N-5°39'W | Este trabajo

16-Tormes  Tormes Duero  40°22'N-5°17'W | Este trabajo

17-Agueda  Agueda Duero  40°17'N-6°50'W | Este trabajo

18-Sabor Sabor Duero  41°50'N-6°45'W | Antunes et al. 2001
19-Tuela Tuela Duero  41°51'N-6°55'W | Antunes et al. 2001
20-Tenente  Tenente Duero  40°55'N-7°52'W | Antunes et al. 2001
21-Ardena Tenente Duero  41°00'N-8°10'W | Antunes et al. 2001

22-Ufa Piscifactoria Cortey y Garcia-Marin 2002
23-Carballedo Cortey y Garcia-Marin 2002

Adicionalmente, en el analisis poblacional se incorporaron las poblaciones
portuguesas de 18-Sabor, 19-Tuela, 20-Tenente y 21-Ardena descritas en el
trabajo de Antunes et al. (2001). También se han utilizado algunas de las
poblaciones incluidas dentro del trabajo de Machordom et al. (2000), donde los
ejemplares se analizaron mediante RFLPs. La concordancia de las frecuencias
haplotipicas estimadas mediante las dos técnicas (RFLPs y secuenciacion) en
muestras compartidas entre este trabajo y el trabajo de Machordom et al.
(2000) (1-Tera, 2-Mazo, 3-Duruelo, 6-Aguisejo, 7-Pisuerga, 9-Moros)
comprobada mediante el test de Fisher de probabilidades exactas, permitid

correlacionar las clasificaciones haplotipicas mediante secuenciacién y RFLPs,
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e incorporar por tanto los datos haplotipicos de las poblaciones del Duero no
compartidas (5-Hinojosa y 10-Cega). Con todo ello, finalmente el grupo Sur de

Bouza et al. (2001) esta representado por 8 muestras y el Norte por 13.

Para evaluar la incidencia genética de las repoblaciones desde los centros
piscicolas descrita en esta zona (Machordom et al. 1999, 2000, Aimoddvar et
al. 2001), se utilizaron las muestras de los centros piscicolas de 22-Ufia y 23-
Carballedo descritas en Cortey y Garcia-Marin (2002).

2.1.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé mediante el protocolo de Fenol-Cloroformo
descrito por Sambroock et al. (1989), con las modificaciones que se describen
en Cortey y Garcia-Marin (2002). Este protocolo se basa en la capacidad de
crear dos fases, una fase superior acuosa, donde queda disuelto el ADN y una
fase inferior organica donde quedan disueltos componentes organicos celulares
no solubles en agua, como las proteinas hidrofébicas y las membranas
celulares. Una vez finalizada la extraccion se comprobaba la calidad y cantidad
de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y revelado con

Bromuro de Etidio.

La extraccion de ADN total se realizd a partir de una pequena porcion de
musculo esquelético (500 mg aproximadamente) para las muestras que se
poseian en el laboratorio, o de aleta adiposa, para las dos poblaciones que se

recibieron del laboratorio del Dr. P. Martinez.
2.1.3. Amplificacién de la region de control del ADN mitocondrial

La Reacciéon en cadena de la polimerasa conocida como PCR (Polimerase
Chain Reaction) fue descrita por Mullis (1983) y tiene como objetivo obtener un
gran numero de copias de un fragmento especifico de ADN a partir de una
extraccion de ADN gendmico total. Para que la técnica funcione se necesita
abundante suministro de desoxinucledtidos y dos cebadores o primers
especificos, que son secuencias cortas de ADN de aproximadamente veinte
nucledtidos, que delimitan la region a amplificar y son necesarias para iniciar la
reaccion de las ADN polimerasas. Los pasos basicos de la técnica son tres: un
primer paso de desnaturalizacion, donde la muestra se eleva a una

temperatura de unos 94 °C que provoca la separacion de las dos cadenas del
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ADN por la ruptura de los puentes de hidrogeno. El segundo paso es el de
hibridacion o annealing, en el cual la temperatura baja alrededor de los 45 °C-
55 °C, dependiendo de los primers utilizados, para permitir la formacién de
cebadores por union entre el primer y su secuencia complementaria dentro de
la cadena de ADN a estudiar. Finalmente, se realiza un paso de elongacion,
donde la temperatura aumenta hasta la Optima de trabajo de la ADN
polimerasa utilizada, para que se sintetice la cadena complementaria. A esta
subida de temperatura desaparecen las uniones inestables que se forman entre
los primers y otras secuencias parcialmente complementarias dentro de la
cadena de ADN y que provocarian la amplificacion de mas de un fragmento. La
temperatura de elongacion es normalmente de 72 °C, ya que se utilizan ADN

polimerasas termoresistentes derivadas de la del bacilo Thermus aquaticus.

En este estudio, la amplificacion de la region de control del ADN mitocondrial
se realiz6é siguiendo el protocolo descrito por Cortey y Garcia-Marin (2002),
pero utilizando 0.25 pl de la ADN polimerasa de Thermus aquaticus AmpliTaq
® DNA polimerase (5 unidades/ul, Applied Biosystems). Los primers utilizados
fueron el PST (5’'CCCAAAGCTAAAATTCTAAATS3’) que hibrida en la cadena
ligera en el gen del RNA de transferencia de la prolina delante del extremo 5’
de la region de control y el FST (5’GCTTTAGTTAAGCTACGC3’) que hibrida en
la cadena pesada en el gen del ARN de transferencia de la fenilalanina por
detras del extremo 3'. La amplificacion de los productos de PCR se
comprobaba mediante gel de agarosa al 1% de igual manera que en las
extracciones. Los productos amplificados de los diferentes individuos eran
limpiados mediante el kit de limpieza GFX PCR DNA and Gel Band Purification
kit (Amersham Biosciences), siguiendo las recomendaciones del proveedor. La

limpieza también era comprobada mediante gel de agarosa.
2.1.4. Secuenciacion de la region de control del ADN mitocondrial

La reaccidn de secuenciacion, adaptada a la técnica de fluorocromos del
secuenciador automatico ABIPRISM 310 (Applied Biosystems), se fundamenta
en el método propuesto por Sanger et al. (1977) que utiliza didesoxinucledtidos
como terminadores de la reaccion de polimerizacion. En cada reaccion se
utilizaron de 2 a 3 pl del producto limpio de la PCR, 4 ul del Premix

dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Perkin-
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Elmer Applied Biosystems, 3.2 uM del primer correspondiente y agua
desionizada hasta alcanzar el volumen final de 10pl. Para obtener la secuencia
completa de la regidn de control se ha seguido el protocolo de dos reacciones
complementarias, una para cada extremo de la regién de control de S.trutta, tal

y como se describe en Cortey y Garcia-Marin (2002).

Los productos de la secuenciacion se leian mediante electroforesis capilar en
un ABIPRISM 310. Todas las secuencias obtenidas eran alineadas a mano
editandolas con el programa SeqEdit (version 1.0.3; Applied Biosystems) vy
utilizando como referencia el haplotipo 1 descrito por Cortey y Garcia-Marin
(2002) (Numero de Acceso GenBank AF273086) que se renombré como ATcs1
(Cortey et al. 2004). Cada una de las diferentes secuencias detectadas se
considera como un haplotipo para la region de control del ADN mitocondrial.
Las posiciones variables se han visualizado mediante el programa MEGA

version 2.1 (Kumar et al. 2001).
2.1.5. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos

Se han realizado 3 tipos diferentes de analisis filogenéticos entre los
haplotipos: (i) Analisis de maxima verosimilitud, (ii) analisis mediante el
algoritmo de Neighbor-Joining (NJ), (iii) método de maxima parsimonia. Se ha
utilizado como outgroup para enraizar los arboles una secuencia completa de la
region de control del ADNmt de Salmo salar (N° de Acceso EMBL M81755) y el
haplotipo ADcs1 (Cortey et al. 2004).

2.1.5.1. Maxima verosimilitud

En el analisis filogenético de maxima verosimilitud se ha utilizado el algoritmo
de quartet puzzling definido en Strimmer y von Haeseler (1996). Este algoritmo
de quartet puzzling es un proceso en tres etapas. Primero se evalua la maxima
verosimilitud de todos los arboles de 4 haplotipos (cuartetos) en base a un
modelo de sustitucién nucleotidica, que en este caso ha sido el de Tamura-Nei
(1993). El cuarteto de maxima verosimilitud se utiliza como punto de partida
para ir anadiendo los otros haplotipos. La evaluacién de la rama a la que debe
adicionarse el nuevo haplotipo se basa en la maxima verosimilitud de los
cuartetos que incluyen al nuevo y tres de los haplotipos del cuarteto inicial. Este

proceso se repite hasta que se construye un arbol con todos los haplotipos
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(puzzling step). En el proceso de adicién de haplotipos, pueden ocurrir
indeterminaciones en la adicion de un haplotipo debido a la coincidencia de
maxima verosimilitud entre dos posibles ramas. En tal caso, se elige al azar
una de ellas para afadir el nuevo haplotipo. Cuando el analisis se realiza con
muchos haplotipos, esta indeterminacion puede producirse varias veces, en
consecuencia el proceso de generar arboles (puzzling step) se repite un
numero determinado de veces (1000 en este estudio) y finalmente la topologia
definitiva se obtiene a partir del arbol consenso utilizando el principio de
majority rule. Sin embargo la representacion final es un arbol de idéntica
topologia al anterior, pero con una longitud de las ramas calculada en base a
los cambios nucleotidicos en cada rama considerando el modelo de sustitucion
nucleotidica propuesto. Para la realizacién de estos analisis se ha utilizado el
programa TREE-PUZZLE (Schmidt et al. 2002).

2.1.5.2. Analisis mediante el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ)

El arbol de maxima verosimilitud anterior es comparable al obtenido mediante
el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei 1987) aplicado a una matriz
de distancias entre haplotipos. El algoritmo NJ se basa en la busqueda de las
parejas de haplotipos que genera un arbol con una longitud menor de sus
ramas. Se parte de un arbol en forma de estrella que no da ningun tipo de
informacion, a partir de éste y utilizando la matriz de distancia entre haplotipos
se van creando las parejas que minimizan la distancia de las ramas. Este
analisis se realizé con el programa MEGA version 2.1 (Kumar et al. 2001), la
robustez de las ramas del arbol generado se obtuvo mediante el método de
bootstrap (Felsenstein 1985), a partir de 1000 pseudo-réplicas de los haplotipos

por remuestreo de las posiciones nucleotidicas.

Al igual que en el método de maxima verosimilitud, el modelo utilizado para
calcular la distancia entre los haplotipos ha sido el modelo de sustitucién
nucleotidica de Tamura-Nei (1993). Este modelo considera una tasa de
mutacion diferente entre las transiciones de purinas, las transiciones de
pirimidinas y las transversiones (cambio de purina por pirimidina y viceversa), y
parece ser adecuado para explicar la evolucién de la region de control de la
trucha comun debido a su elevada composicion en pares A-T (Cortey et al.

2004). Para todos los analisis realizados con secuencias y siempre que ha sido
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posible, se ha utilizado para los calculos este modelo de sustitucion

nucleotidica.
2.1.5.3. Método de maxima parsimonia

La reconstrucciéon mediante el método de maxima parsimonia considera cada
posicion nucleotidica como un caracter discreto y genera una relacion entre los
haplotipos teniendo en cuenta el minimo numero de pasos mutacionales
necesarios para agruparlos a todos (Kluge y Farris 1969). Para la realizacion
de este analisis se utilizd un criterio heuristico, que es el sugerido cuando el
numero de haplotipos es superior a 20 ya que el tiempo necesario para el
analisis de parsimonia se vuelve enorme. La evaluacion heuristica disminuye el
tiempo de computo (Nei y Kumar 2000). En este estudio se utilizé el algoritmo
de Stepwise Addition, el cual a partir de un arbol inicial de tres haplotipos en
que los cambios nucleotidicos entre las ramas resultantes sean minimos,
anade el resto de haplotipos uno a uno eligiendo como opciéon mas correcta
aquélla que minimiza los cambios en las ramas. El arbol obtenido se evalua
mediante el algoritmo TBR (Tree Bisection-Reconnection) de permutacion de
ramas o Branch Swapping. Mediante este algoritmo el arbol inicial se divide en
dos sub-arboles que se reconectan posteriormente por cualquier combinacién
entre dos ramas, una de cada sub-arbol. Todos los nuevos arboles asi
generados con un numero de cambios igual o inferior al inicial se consideran
también como solucion de maxima parsimonia. Dadas las limitaciones de
computo, se cancel6 esta busqueda de arboles igualmente parsimoniosos
cuando se obtenia un maximo de 100. La reconstruccion mediante maxima
parsimonia se realizé utilizando el programa PAUP* version 4.0 (Swofford
2000) y la robustez del arbol se obtuvo a partir de 1000 pseudo-réplicas de

bootstrap.
2.1.6. Diversidad génica intrapoblacional

Los niveles de diversidad intrapoblacional se han analizado en base a la

diversidad haplotipica y la diversidad nucleotidica.

La diversidad haplotipica es un parametro que indica la probabilidad de que
dos haplotipos cogidos al azar en una poblacién sean diferentes. Se puede

estimar como:
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h=

k
[l—zpr Nei y Tajima (1981)

n
n—l1 i=l
Donde n es el numero de copias génicas en la muestra, k£ es el numero de
haplotipos y p; es la frecuencia del haplotipo /i en la muestra. La diversidad
haplotipica da una medida de diferentes tribus matriarcales en una poblacion.

En una poblacién monomorfica su valor es 0.

La diversidad nucleotidica es una indicacion del grado medio de divergencia
nucleotidica entre los individuos presentes en la poblacion. Se puede estimar

como.

k
ZZPz-dea

d =‘ff (Nei 1987)

Donde dij es una estimacion del numero de sustituciones nucleotidicas entre

los haplotipos i y j, k£ es el numero de haplotipos, p; es la frecuencia del
haplotipo i y L es la longitud en pares de base de la secuencia analizada. Para
la estimacion del numero de sustituciones nucleotidicas entre haplotipos se ha

utilizado el modelo de sustitucidn nucleotidica Tamura-Nei.

Tanto la diversidad haplotipica como la diversidad nucleotidica, se han
calculado utilizando el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

2.1.7. Diferenciacioén entre las poblaciones
2.1.7.1. Distancia genética entre las poblaciones

Para el analisis de las relaciones filogenéticas entre las localidades se ha
calculado una matriz de distancia de Nei (Nei y Li 1979), en base a las
frecuencias de los haplotipos y su divergencia nucleotidica:

k

1

k
2 %1%,

J=1
Donde k£ y k£’ son el numero de haplotipos en las poblaciones 1y 2, x;;y x» es la
frecuencia del haplotipo i en la poblacion 1y 2, y 6,es el numero medio de

sustituciones por posicion nucleotidica entre el haplotipo i y el haplotipo ;. La

significacion de los valores se obtiene permutando los haplotipos entre las
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poblaciones. Se realizaron 1000 permutaciones. Estos valores se calcularon
utilizando el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

A partir de la matriz de las distancias entre las poblaciones, se construyeron los

dendrogramas entre éstas utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining.

En aquellos analisis que incorporaron muestras de otros trabajos, la matriz de
distancia entre las poblaciones se calculé en base a las frecuencias de los
diferentes linajes presentes en la poblacion (DU, AT nativo y AT repoblacion) y
la matriz de distancia media Tamura-Nei entre los haplotipos de esos linajes.
Esta aproximacion también fue utilizada en los analisis de la varianza molecular

(AMOVA), que se describen a continuacion.
2.1.7.2. Analisis jerarquico de la varianza molecular AMOVA

El analisis de la varianza molecular AMOVA (Excoffier et al. 1992) es similar a
los estadisticos F descritos por Wright (1943). Inicialmente, la diversidad
genética puede distribuirse dentro (IS) y entre poblaciones (ST). El analisis de
AMOVA, permite ademas agrupar a priori las poblaciones, en diversos modelos
jerarquicos, desglosando la diferenciacion entre poblaciones en dos:
diferenciacion entre poblaciones dentro de grupo (SC) y diferenciacién entre
grupos (CT). Asi, se crean tres niveles jerarquicos donde se encuentra
distribuida la variabilidad genética: dentro de poblaciones (IS), entre
poblaciones dentro de grupo (SC) y entre grupos (CT). Las agrupaciones
realizadas pueden seguir cualquier criterio que el investigador desee
comprobar. En los analisis de AMOVA realizados, se han seguido diversos
criterios geograficos (basado en la jerarquia hidrografica, en la clasificacion de
las poblaciones segun Bouza et al. 2001) y filogenéticos (basado en la
abundancia relativa de los linajes mitocondriales). El andlisis proporciona el
porcentaje y significacion de variabilidad explicado por cada nivel jerarquico. La
significacion se realiza mediante procesos de permutacién no paramétricos
(Excoffier et al. 1992) de haplotipos o genotipos (dentro de poblaciones),
individuos (entre poblaciones dentro de grupo) y poblaciones (entre grupos). En
todos los analisis, se realizaron 1000 permutaciones. Los calculos se llevaron a
cabo con el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).
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2.1.7.3. Analisis de Clados Encajados (NCA)

Los analisis de AMOVA no utilizan la informacion temporal disponible a partir
de la filogenia entre los haplotipos. Por lo tanto, a partir de la distribucién
geografica de la diversidad genética no son capaces de discernir entre la
importancia de procesos historicos (fragmentacion o expansiones de rango), de
potencial interés biogeografico, y la de los procesos actuales de flujo génico.
Templeton et al. (1995,1998) propusieron el analisis de clados encajados
(Nested Clade Analysis, NCA) para estudiar las causas actuales o histéricas de
los patrones observados en la diversidad genética. En este analisis se necesita
un arbol filogenético de los haplotipos, que se convierte a continuacién en una
serie de clados encajados (cladograma) utilizando las reglas propuestas por
Templeton et al. (1987) y Templeton y Sing (1993), y las distancias geograficas
entre las muestras analizadas. Los cladogramas realizados fueron estimados
mediante el método de parsimonia estadistica desarrollado por Templeton et al.
(1992), utilizando el programa TCS (Clement et al. 2000). Uno de los
principales problemas de estos cladogramas es que frecuentemente se
obtienen redes o loops de haplotipos. Para generar un diseio de clados
encajados, estas redes se resuelven mediante los criterios de abundancia
relativa de los haplotipos implicados, de simplicidad en la topologia del arbol y
de proximidad geografica de los haplotipos segun sugieren Templeton y Sing
(1993). De esta manera, la red se convierte en un arbol dicotomico a partir del
cual se describen una serie de clados encajados utilizando las reglas
propuestas por Templeton et al. (1987) y Templeton y Sing (1993). El encaje de
los clados se inicia a partir de los nodos terminales del arbol (tips), que se
consideran clados de nivel 0 (haplotipos), que se encajan en clados de nivel 1
agrupandose con el haplotipo interior situado a un paso mutacional (un cambio
nucleotidico). Una vez encajados todos los nodos terminales en clados de nivel
1, pueden afadirse a estos clados de nivel 1 el resto de haplotipos interiores
del arbol respetando la regla basica de encaje de situarse a un unico paso
mutacional del clado de nivel 1 mas préximo. Dos haplotipos interiores
consecutivos y separados del resto de haplotipos por diversos pasos
mutacionales, pueden agruparse y constituir un clado propio de nivel 1. Una

vez todos los haplotipos se incluyen en un clado de nivel 1 se inicia de nuevo el
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proceso de encaje. Ahora los clados de nivel 1 se encajan en clados de nivel 2
mediante las mismas reglas. El proceso se repite hasta englobar todos los

clados de nivel n-1 en un Unico clado de nivel n.

Las distancias geograficas entre las muestras se cuantifican en dos parametros
relativos al rango geografico de los clados: la distancia de clado (Dc) y la
distancia del clado de encaje (Dn). La primera indica la distancia media que los
individuo portadores de un determinado clado de nivel n-1 se separan del
centro geografico de este clado, mientras que la segunda mide la distancia
promedio de los individuos portadores del clado de nivel n, donde se encaja el
anterior, al centro geografico de ese clado de nivel n. El contraste de los
valores obtenidos para ambas distancias entre los clados interiores y
terminales en un determinado nivel n de encaje nos puede informar sobre los
agentes causales de la distribucion geografica de la diversidad genética
(Templeton et al. 1995). La significacion estadistica de las diferentes distancias
y de los contrastes entre clados interiores y terminales se realiza mediante
permutaciones aleatorias de los clados entre las muestras, manteniendo todos
los valores marginales, y utilizando el programa GeoDis (Posada et al. 2000).
Un valor significativo sugiere que los clados dentro de un determinado nivel de
encaje no se distribuyen de manera aleatoria. La causa de esta significacion
puede inferirse a partir de las claves suministradas en el manual del programa
GeoDis, que actualizan a las de Templeton (1998). Se realizaron dos NCA, el
primero utilizando unicamente datos propios y el segundo integrando las
poblaciones descritas en el rio Duero por Antunes et al. (2001). La distancia
entre las poblaciones se calcul6 a partir de las coordenadas geograficas (latitud

y longitud) de cada una de ellas.
2.7.1.4. Demografia histérica (Mismatch distribution)

El analisis de la Mismatch distribution construye un histograma que describe la
variacion en la cantidad de diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos,
que puede aportar informacién sobre la historia de las poblaciones (Rogers y
Harpending 1992). Si el tamafio de la poblacién se ha mantenido constante, el
numero de diferencias apareadas entre los haplotipos describira una
distribucién que convergera a una curva de equilibrio (Watterson 1975). En

cambio, si la poblacion ha padecido alguna perturbacion la curva descrita se
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asemejara a una distribucion unimodal, similar a una distribucion de Poisson.
Aunque este anadlisis ha recibido criticas porque diferentes historias
poblacionales pueden dar patrones similares del histograma (ver Polanski et al.
1998), la distribucion Mismatch se ha utilizado para estimar tanto el momento
(t) como los tamafios poblacionales antes (6y) y después (61) de las principales
explosiones poblacionales que seguramente sufrieron las poblaciones de
trucha como respuesta a los cambios climaticos del Cuaternario (ver
Bernatchez 2001, Cortey et al. 2004). En este trabajo se ha realizado este
analisis para cada uno de los dos linajes nativos detectados en la cuenca del
rio Duero. Los calculos se han realizado con el procedimiento implementado en
el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

2.7.1.5. Deteccion de aislamiento por distancia (IBD)

Cuando se trabaja con marcadores moleculares neutros y en un corto periodo
de tiempo (pocas generaciones), las principales fuerzas evolutivas causantes
de la diferenciacion o semejanza poblacional son la deriva genética y la
migracion, respectivamente. Para especies con una baja tasa de dispersion, se
espera encontrar una similitud genética mas elevada entre poblaciones
cercanas geograficamente, que con aquéllas que se encuentran mas alejadas.
Este patrén de estructura genética basado en el “aislamiento por distancia”
(IBD) fue definido por primera vez por Wright (1943). Cuando la deriva genética
y la migracion se encuentran en equilibrio en una poblacién, se espera que
haya una relacién positiva entre la distancia geografica y la distancia genética

entre las poblaciones (Slatkin 1993).

En este trabajo, se han comparado mediante un test de mantel (Mantel 1967) la
matriz de distancia genética y la de distancia geografica entre las poblaciones.
La distancia geografica entre las poblaciones se ha calculado como la distancia

lineal (en Km) entre las dos poblaciones siguiendo el curso de los rios.

Estos analisis se llevaron a cabo con el programa NTSYS versién 2.1 (Applied
Biostatistics Inc, Rohlf et al. 1993).
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2.2. Analisis de la estructura poblacional en los Pirineos orientales

2.2.1. Muestras analizadas

En este estudio se analizaron 36 localidades. Distribuidas de este a oeste, las
cuencas analizadas fueron las del rio Tech (la unica en el Pirineo francés, 1
localidad), el rio Ter (3 localidades), el rio Llobregat (6 localidades) y los
afluentes del rio Ebro, Noguera Pallaresa (11 localidades) y Noguera
Ribagorzana (15 localidades) (Tabla 2-2, Fig.2-2). Ademas, se afadieron las
localidades de 3-Massanes, 4-Queralbs, 24-Contraig, 40-Aciron y 41-Otal (las
dos ultimas del rio Cinca, también afluente del rio Ebro) descritas en Cortey et
al. (2004). En 14 de las 36 localidades se obtuvieron réplicas temporales para
el analisis de la estabilidad temporal en esta zona y la estimacion del tamarno
efectivo de las poblaciones,. En 5 de estas 14 localidades (2a-Vallter 90, 9a-
Riutort 90, 21a-Ainet Cardés 93, 23a-Manyanet 93 y 26a-Cavallers 93) se
utilizé como réplica inicial las muestras analizadas por Cortey et al. (2004)
(Tabla 2-2). Todos los ejemplares se obtuvieron mediante pesca eléctrica a
partir de los proyectos que el LIG de la UdG ha realizado en la zona durante los

ultimos 15 afos.
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Figura 2-2. Situacion geografica de las localidades analizadas en el Pirineo Oriental. Los numeros
corresponden a los mostrados en la Tabla 2-2.
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Como se ha comentado anteriormente, las cuencas mas ampliamente
analizadas en el Pirineo oriental, fueron las cuencas del Noguera Pallaresa y
del Noguera Ribagorzana. Los puntos de muestreo del Noguera Pallaresa se
localizaron principalmente en los rios de la Noguera de Vallferrera y Noguera
de Cardods, que se obtuvieron para la realizacion del proyecto REN2000-0740-
C02-01 del Ministerio de Ciencia y Tecnologia Esparol (MCYT), que llevd por
titulo “Incidencia de la repoblacion y la pesca deportiva sobre los recursos
genéticos nativos de la trucha comun de Espafa”. Por su parte, los puntos de
muestreo del Noguera Ribagorzana, formaron el grueso de las muestras
analizadas en el proyecto ITT-CTP 2001-3 de la Direccido General de Recerca
del DURSI de la Generalitat de Catalunya, que llevo por titulo “Avaluacié de la
diversitat poblacional de la truita comuna, Salmo trutta, en el Massis Pirinenc’,
realizado conjuntamente con el Servicio de Investigacion Agrario (SIA) del

Gobierno de Aragon.

Para tipificar los haplotipos de repoblacion en la zona y evaluar la incidencia
genética de las repoblaciones se incluyé en el estudio dos muestras del centro
piscicola de Baga (42a-Baga-R, 42b-Baga 03). Segun los registros de
repoblacion de la Generalitat de Catalunya, los individuos criados en este
centro piscicola se han utilizado habitualmente para la repoblacién en todas las

cuencas pirenaicas analizadas.

Tabla 2-2. Muestras analizadas en la regién mediterranea. Referencia indica la procedencia
de los datos.

Poblacion Rio Cuenca Coordenadas  Afo captura Referencia
1-Tech Tech Tech 42°29'N-2°47'E 2002 Este trabajo
2a-Vallter 90 Ter Ter 42°23'N-2°18'E 1990 Cortey et al. 2004
2b-Vallter 99 Ter Ter 42°23'N-2°18'E 1999 Este trabajo
2c-Vallter 01 Ter Ter 42°23'N-2°18'E 2001 Este trabajo
2d-Vallter 02 Ter Ter 42°23'N-2°18'E 2002 Este trabajo
2e-Vallter 03 Ter Ter 42°23'N-2°18'E 2003 Este trabajo
3-Massanes Freser Ter 42°17'N-2°09'E 1993 Cortey et al. 2004
4-Queralbs Freser Ter 42°20'N-2°08'E 1993 Cortey et al. 2004
5a-Ndria 98 Freser Ter 42°22'N-2°09'E 1998 Este trabajo
5b-Nuria 01 Freser Ter 42°22'N-2°09'E 2001 Este trabajo
6-Rigart 99 Freser Ter 42°19'N-2°02'E 1999 Este trabajo
7-Riera Monells Llobregat Llobregat 42°16'N-1°99'E 2002 Este trabajo
8-Arija Llobregat Llobregat 42°17'N-1°99'E 2002 Este trabajo
9a-Riutort 90 Llobregat Llobregat 42°15'N-1°55'E 1990 Cortey et al. 2004
9b-Riutort 99 Llobregat Llobregat 42°15'N-1°55'E 1999 Este trabajo
9c-Riutort 02 Llobregat Llobregat 42°15'N-1°55'E 2002 Este trabajo
10-Castellar Cardoner Llobregat 42°06'N-1°45'E 2002 Este trabajo
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Tabla 2-2. Continuacion

Poblacién Rio Cuenca Coordenadas  Afo captura Referencia
11-Aiguadeval | Cardoner Llobregat 42°07'N-1°39'E 2002 Este trabajo
12-Aiguadeval i Cardoner Llobregat 42°08'N-1°40'E 2002 Este trabajo
13a-Pla Boet 93 Vallferrera Pallaresa 42°37'N-1°23'E 1993 Este trabajo
13b-Pla Boet 99 Vallferrera Pallaresa 42°37'N-1°23'E 1999 Este trabajo
13c-Pla Boet 02 Vallferrera Pallaresa 42°37'N-1°23'E 2002 Este trabajo
13d-Pla Boet 03 Vallferrera Pallaresa 42°37'N-1°23'E 2003 Este trabajo
14a-Vallferrera | Vallferrera Pallaresa 42°36'N-1°19'E 2002 Este trabajo
14b-Vallferrera | Vallferrera Pallaresa 42°36'N-1°19'E 2003 (Abril) Este trabajo
14c-Vallferrera | Vallferrera Pallaresa 42°36'N-1°19'E 2003 (Julio) Este trabajo
15a-Vallferrera Il Vallferrera Pallaresa 42°34'N-1°19'E 2002 (Feb) Este trabajo
15b-Vallferrera Il Vallferrera Pallaresa 42°34'N-1°19'E 2002 (Dic) Este trabajo
15c-Vallferrera Il Vallferrera Pallaresa 42°34'N-1°19'E 2003 (Abril) Este trabajo
15d-Vallferrera Il Vallferrera Pallaresa 42°34'N-1°19'E 2003 (Julio) Este trabajo
16a-Vallferrera Ill Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2002 (Feb) Este trabajo
16b-Vallferrera lll Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2002 (Dic) Este trabajo
16c¢-Vallferrera 11l Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2003 (Abril) Este trabajo
16d-Vallferrera Ill Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2003 (Julio) Este trabajo
17-Areu | Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2003 Este trabajo
18-Areu Il Vallferrera Pallaresa 42°35'N-1°19'E 2003 Este trabajo
19-Alins Vallferrera Pallaresa 42°33'N-1°19'E 2002 Este trabajo
20a-Tor 93 Tor Pallaresa 42°33'N-1°20'E 1993 Este trabajo
20b-Tor 99 Tor Pallaresa 42°33'N-1°20'E 1999 Este trabajo
21a-Ainet Carddés 93 Cardos Pallaresa 42°35'N-1°14'E 1993 Cortey et al. 2004
21b-Ainet Cardés 99 Cardos Pallaresa 42°35'N-1°14'E 1999 Este trabajo
21c-Ainet Cardds 02 Cardoés Pallaresa 42°35'N-1°14'E 2002 Este trabajo
22a-Cardos Cardos Pallaresa 42°33'N-1°13'E 2003 (Abril) Este trabajo
22b-Cardos Cardos Pallaresa 42°33'N-1°13'E 2003 (Julio) Este trabajo
23a-Manyanet 93 Pallaresa Pallaresa 42°23'N-0°53'E 1993 Cortey et al. 2004
23b-Manyanet 99 Pallaresa Pallaresa 42°23'N-0°53'E 1999 Este trabajo
24-Contraig Contraig Ribagorzana 42°34'N-0°56'E 1993 Cortey et al. 2004
25a-Nicolau 93 Sant Nicolau Ribagorzana 42°32'N-0°53'E 1993 Este trabajo
25b-Nicolau 99 Sant Nicolau Ribagorzana 42°32'N-0°53'E 1999 Este trabajo
26a-Cavallers 93 N. Tort Ribagorzana 42°35'N-0°51'E 1993 Este trabajo
26b-Cavallers 99 N. Tort Ribagorzana 42°35'N-0°51'E 1999 Este trabajo
26¢-Cavallers 02 N. Tort Ribagorzana 42°35'N-0°51'E 2002 Este trabajo
27-Malpas Malpas Ribagorzana 42°24'N-0°47'E 2002 Este trabajo
28a-P.Conangles 93 Ribagorzana Ribagorzana 42°37'N-0°45'E 1993 Cortey et al. 2004
28b-P.Conangles 99 Ribagorzana Ribagorzana 42°37'N-0°45'E 1999 Este trabajo
28c-P.Conangles 02 Ribagorzana Ribagorzana 42°37'N-0°45'E 2002 Este trabajo
29-N.Ribagorzana | Ribagorzana Ribagorzana 42°36'N-0°45'E 2002 Este trabajo
30-N.Ribagorzana Il Ribagorzana Ribagorzana 42°33'N-0°45'E 2002 Este trabajo
31-N.Ribagorzana lll Ribagorzana Ribagorzana 42°31'N-0°44'E 2002 Este trabajo
32-N.Ribagorzana IV Ribagorzana Ribagorzana 42°15'N-0°43'E 2002 Este trabajo
33-Salenques | Salenques  Ribagorzana 42°35'N-0°44'E 2002 Este trabajo
34-Salenques I Salenques  Ribagorzana 42°36'N-0°43'E 2002 Este trabajo
35-Llauset Llauset Ribagorzana 42°33'N-0°43'E 2002 Este trabajo
36-Estet Estet Ribagorzana 42°31'N-0°42'E 2002 Este trabajo
37-Ribera Baliera Ribagorzana 42°29'N-0°38'E 2002 Este trabajo
38-Baliera Baliera Ribagorzana 42°27'N-0°39'E 2002 Este trabajo
39-SanSilvestre Baliera Ribagorzana 42°31'N-0°38'E 2002 Este trabajo
40-Aciron Cinca Cinca 42°39'N-0°13'E 1993 Cortey et al. 2004
41-Otal Ara Cinca 42°42'N-0°08'E 1993 Cortey et al. 2004
42a-Baga-R Piscifacoria Baga 2002 Este trabajo
42b-Baga 03 Piscifactoria Baga 2003 Este trabajo
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2.2.2. Extraccion ADN

A diferencia de las extracciones de ADN realizadas en los individuos
analizados en la cuenca del Duero, el protocolo de extraccion de ADN seguido
para todas las muestras analizadas en los Pirineos Orientales fue el descrito
por Estoup et al. (1996) con chelex. La unica modificacion fue el uso de 20 pl
de proteinasa K (20 mg/ml) en vez de los 15 pl (10 mg/ml) propuesto por los
autores anteriores. La técnica del chelex, se empez6 a utilizar a principio de los
afios noventa para la extraccion de ADN forense a partir de muestras de
museos (Walsh et al. 1991, Ellegren 1994). El chelex es una resina que inhibe
la degradacién del ADN ya que es un quelante catidnico y es facilmente
precipitado mediante una rapida centrifugacion, quedando el ADN extraido en

el sobrenadante.

El método de chelex presenta una serie de ventajas respecto al de Fenol-
Cloroformo. Primero, la extraccion es muchisimo mas rapida ya que el tiempo
estimado es de aproximadamente 2 horas, mucho menor a los 2 dias que
habitualmente requiere el método de Fenol-Cloroformo. Segundo, se evitan los
pasos de pipeteo para la adicion y eliminacion de los solventes organicos que
pueden provocar la contaminacion de la muestra. Y, por ultimo, el chelex es
una sustancia no téxica, a diferencia de los solventes organicos utilizados que
son altamente nocivos. La unica ventaja del método de Fenol-Cloroformo es
que posee un mayor rendimiento en la extraccion, obteniéndose gran cantidad
de ADN, aunque mediante el método de chelex la concentracion de ADN que
presenta la muestra es optima para la amplificacion mediante PCR. Una vez
finalizada la extraccion se comprobaba la calidad y cantidad de ADN mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% y revelado con Bromuro de Etidio.
2.2.3. Identificacion de los haplotipos y sus relaciones filogenéticas

Las relaciones filogenéticas de los haplotipos mediterraneos (linajes AD y ME)
en la Peninsula Ibérica han sido objeto de un extenso estudio en el Laboratorio
de Ictiologia Genética (Cortey et al. 2004), por lo que en el presente trabajo tan
s6lo se ha construido un nuevo cladograma de parsimonia estadistica y un
disefio de clados (ver apartado 2.1.7.3) incorporando los nuevos haplotipos

detectados en las localidades de la cuenca del rio Llobregat (7-Riera Monells,
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8-Arija, 9-Riutort, 10-Castellar, 11-Aiguadeval |, 12-Aiguadeval Il), la Unica de
las cuencas estudiadas que era objeto de analisis detallado por primera vez. En
estas localidades se obtuvo la secuencia completa de la region de control
siguiendo los protocolos de amplificacion y secuenciacién tal y como se han
descrito en los apartados 2.1.3 y 2.1.4. La revision de la estructura de clados
sugiere que la simple secuenciacion del extremo 3’ de la region de control (464
pb) es suficiente para identificar a los haplotipos y asignarlos a los clados de
nivel 2. En este sentido, para agilizar el estudio en el resto de localidades, los
haplotipos se identificaron y asignaron a clados de nivel 2 mediante la
secuencion de Unicamente este extremo 3’. Asimismo, debido a una averia en
los ultracongeladores del LIG, las muestras pirenaicas del afio 1999 que se
querian utilizar en el analisis de la estabilidad temporal de la composicidon
matriarcal en los Pirineos Orientales, padecieron un proceso de descongelacion
y consiguiente degradacion, que impidié amplificar toda la regién de control con
una unica reaccion de PCR. En estas muestras se amplificaron so6lo 220 pb en
el extremo 3 de la regibn de control utiizando los primers f+
(5TTCCTGTCAAACCCCTAAACCAGGZ, Shedlock et al. 1992) y FST.
Mediante el analisis de este fragmento, se puede también detectar la practica
totalidad de clados de nivel 2 de los linajes autéctonos AD y ME, y distinguirlos
de los haplotipos del linaje AT presentes en los estocs de los centros
piscicolas. Como se comenta a continuacion, las frecuencias de los clados de
nivel 2 presentes en las muestras y una adecuada matriz de diversidad
nucleotidica entre esos clados parece suficiente para estimar correctamente la

diversidad en y entre las poblaciones.
2.2.4. Diversidad génica intrapoblacional

Por lo expuesto en el apartado anterior, la diversidad haplotipica (h) y la
diversidad nucleotidica (d), definidas en el apartado 2.1.6, fueron calculadas en
la cuenca Pirenaica a partir de la frecuencia relativa de los clados de nivel 2 y
la matriz de distancia Tamura-Nei entre esos clados. Estos calculos se
realizaron utilizando el programa DA (Nei y Tajima 1981) incluido dentro del
paquete estadistico REAP (McElroy et al. 1991).

Un analisis preliminar basado principalmente en las poblaciones analizadas en

Cortey et al. (2004) sugiere que tal aproximacion es ligeramente mas adecuada
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que aquélla directamente basada en la frecuencia de las secuencias de los
ultimos 220pb del extremo 3’ (Tabla 2-3). Asi, los valores de diversidad
nucleotidica intrapoblacional obtenidos utilizando la matriz de distancia entre
los clados se correlacionan mejor (R=0.978, P<0.01) con los obtenidos
mediante la secuencia completa de la region de control que aquéllos obtenidos

mediante la secuencia de los 220pb del extremo 3’ (R=0.937, P<0.01).

Tabla 2-3. Comparacioén entre los niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica (desviacion
estandar) a partir de los tres métodos utilizados. SC: analisis utilizando la region de control
completa. 220pb: resultados considerando tan sélo los ultimos 220 pares de bases. CL:
resultados utilizando los clados de nivel 2 y su frecuencia. Asterisco indica las localidades
analizadas en Cortey et al. 2004.

Diversidad Haplotipica (h) Diversidad nucelotidica (d)

Poblacion sC 220pb CL SC 220pb CL

1-Tech 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) 0.0000 (0.0000) | 0.00000 (0.00000) 0.00000 (0.00000) 0.00000
2a.Vallter 90* 0.8000 (0.0711)  0.3619 (0.1148)  0.6381 (0.0931) | 0.00165 (0.00115)  0.00228 (0.00226)  0.00183
2e-Vallter 03 0.3298 (0.0843) 0.3298 (0.0843) 0.3298 (0.0843) | 0.00188 (0.00122) 0.00364 (0.00294) 0.00197
3-Massanes* 0.4667 (0.1318)  0.4667 (0.1318)  0.4667 (0.1318) | 0.00232 (0.00156) 0.00416 (0.00350)  0.00251
4-Queralbs* 0.5926 (0.0878) 0.5926 (0.0878) 0.5317 (0.0829) | 0.00364 (0.00211)  0.00837 (0.00546)  0.00307
5b-Nuria 01 0.3250 (0.1251)  0.3250 (0.1251)  0.3250 (0.1251) | 0.00227 (0.00147)  0.00583 (0.00427) 0.00216
7-RieraMonells 0.5072 (0.0929) 0.4638 (0.0695) 0.5072 (0.0929) | 0.00062 (0.00056) 0.00204 (0.00206)  0.00086
9a-Riutort 90* 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00000 (0.00000) 0.00000 (0.00000)  0.00000
10-Castellar 0.8000 (0.0711) ~ 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00023 (0.00003)  0.00000 (0.00000)  0.00000
11-Aiguadeval | 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00000 (0.00000)  0.00000 (0.00000)  0.00000
12-Aiguadeval Il 0.8000 (0.0711)  0.7500 (0.0965)  0.7500 (0.0965) | 0.00267 (0.00180) 0.00239 (0.00249)  0.00316
21a-AinetCardés* | 0.7233 (0.0447) 0.5733 (0.0632) 0.4800 (0.0600) | 0.00306 (0.00183) 0.00510 (0.00388) 0.00258
23a-Manyanet* 0.7154 (0.0719)  0.6324 (0.0645) 0.6324 (0.0645) | 0.00326 (0.00194)  0.00630 (0.00443)  0.00295
24-Contraig* 0.6286 (0.0923)  0.5143 (0.1015)  0.5143 (0.1015) | 0.00221 (0.00142) 0.00368 (0.00304)  0.00222
28a-Conangles* 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00000 (0.00000) 0.00000 (0.00000)  0.00000
40-Aciron* 0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) 0.0000 (0.0000) | 0.00000 (0.00000) 0.00000 (0.00000) 0.00000
41-Otal* 0.1111 (0.0964)  0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00011 (0.00021)  0.00000 (0.00000)  0.00000
Ordisa* 0.1333 (0.1123) 0.1333 (0.1123)  0.0000 (0.0000) | 0.00013 (0.00023) 0.00058 (0.00103)  0.00000
Alto Ara* 0.6000 (0.1753)  0.0000 (0.0000)  0.0000 (0.0000) | 0.00059 (0.00065) 0.00000 (0.00000)  0.00000

2.2.5. Diferenciacién entre las poblaciones

En todos los analisis realizados en los Pirineos orientales, la diferenciacion en
la composicién haplotipica entre las poblaciones utilizé idénticos analisis a los
aplicados en el estudio de la cuenca del Duero (distancia genética, AMOVA vy
aislamiento por distancia). En estos analisis se utilizaron como datos de partida
las frecuencias de los clados de nivel 2 en cada una de las muestras y una

matriz de divergencia nucleotidica entre estos clados. Esta matriz de distancia
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entre los 8 clados de tipo 2 detectados en el Pirineo, se construyo teniendo en
cuenta la frecuencia de aparicion de cada haplotipo en la zona a partir de los
resultados de Cortey et al. (2004) y los de las poblaciones analizadas por

primera vez en este estudio.

A partir de la distancia genética entre los clados y su abundancia relativa en las
poblaciones se calcul6 una matriz de distancia que fue utilizada para la
realizacion de dendrogramas mediante el algoritmo de Neighbor-Joining.
Ademas, debido a que las representaciones multidimensionales de las matrices
de distancia pueden ser mas informativas que los dendrogramas, en este
trabajo se ha realizado también un Analisis de Componentes Principales (PCO,
Gower 1966). Este analisis se llevo a cabo con el programa NTSYS version 2.1
(Rohf 1993).

2.2.6. Estudios con loci microsatélites en la Noguera de Vallferrera

2.2.6.1. Relacion y genotipado de los loci microsatélites

Los estudios de diferenciacion microgeografica en la Noguera Vallferrera
incorporaron analisis basados en loci nucleares, del tipo microsatélites. Se
utilizaron los 8 loci que se describen en la Tabla 2-4. El genotipado de los
individuos se llevd a cabo en el grupo de genética de poblaciones del Dr. M.M.

Hansen, en el Danish Institute for Fisheries Research (DIFRES).

Se utilizaron reactivos estandares para la realizacion de las reacciones de
amplificacion de los distintos microsatélites (PCR). La amplificacion de los
productos de PCR se comprobaba mediante gel de agarosa al 3% y revelado

con bromuro de Etidio.

Uno de los primers utilizados para amplificar cada uno de los loci, normalmente
el primer forward, estaba marcado con el fluorescente dye Cy5. Después de la
amplificacion, se procedia al genotipado de los individuos mediante la
electroforesis en gel en un ALF Express Automated Sequencer siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech). El tamafio de
los alelos se obtenian por comparacién con un estandar externo de longitud
conocida y teniendo combinaciones de estandares internos de 100, 200, 250 y
300 pares de base (pb) en cada muestra. Aunque las reacciones de

amplificacion se realizaban por separado para cada locus, pueden genotiparse
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conjuntamente varios de ellos en una unica electroforesis si no hay
solapamiento entre la longitud de los alelos de los diferentes loci. Asi, los loci
Str 73, SsaHaelll14.20, SsoSL 417 y Str 15 se analizaban en un unico gel,
SsoSL 438 y Ssa 197 en otro, y finalmente los genotipos para los loci Ssa 85 y
T3-13 se obtenian de manera individual (Ruzzante et al. 2001 y Hansen et al.
2002). La longitud de los diferentes alelos para los 8 loci era confirmada
mediante el programa Allele Locator (Amersham Pharmacia Biotech, 1998) que

proporciona un archivo con los genotipos multilocus de los individuos.

Tabla 2-4. Relacion de loci microsatélites utilizados en los analisis de la Noguera de Vallferrera.
Entre paréntesis, el nimero de alelos observados y su tamafio en este estudio.

Temperatura No. de alelos Tamaiio

Microsatélit: Annealing observados (pb) Motivo Secuencias de primers Referencia
Str15 58°C 10 192-224 CcT 5-TGCAGGCAGACGGATCAGGC-3 Estoup et al. 1993
8) (214-228) 5-AATCCTCTACGTAAGGGATTTGC-3'
Str73 54°C 11 139-161 GT 5'-CCTGGAGATCCTCCAGCAGGA-3' Estoup et al. 1993
7) (133-149) 5-CTATTCTGCTTGTAACTAGACCTA-3'
SsaHaelll14.20 54°C 18 300-336 GT 5'- QCTGCTATCACCTTGCTCTA -3' Goodier (no publicado)
(21) (296-346) 5- ATCTCTTCCTGGCTATTTG -3' N°Genebank:U10050
T3-13 54°C 21 175-235 GT 5-CCAGTTAGGGTTCATTGTCC-3' Estoup et al. 1993
(29) (177-241) 5'-CGTTACACCTCTCAACAGATG-3'
Ssa197 54°C 18 106-176 GTGA  5-GGGTTGAGTAGGGAGGCTTG-3' O'Reilly et al. 1996
(11) (126-166) ¢+Cen 5-TGGCAGGGATTTGACATAAC-3'
Ssa85 Touch Down 9 104 -120 GT 5-AGGTGGGTCCTCCAAGCTAC-3' O'Reilly et al. 1996
(54°C a 49°C) 8) (102-116) 5'-ACCCGCTCCTCACTTAATC-3'
SsoSL417 52°C 15 161-197 GT 5-TTGTTCAGTGTATATGTGTCCCAT-3' Slettan et al. 1995
(27) (163-219) 5-GATCTTCACTGCCACCTTATGACC-3'
SsoSL438 Touch Down 7 103-115 GT 5'-GACAACACACAACCAAGGCAC-3' Slettan et al. 1996
(54°C a 49°C) (7) (101-113) 5-TTATGCTAGGTCTTTATGCATTGT-3'

2.2.6.2. Diversidad intrapoblacional

Las frecuencias alélicas se han obtenido por cuenta directa a partir de las
frecuencias genotipicas observadas en cada una de las muestras (ver Tabla 2-
5). La diversidad poblacional se ha estimado en términos del numero medio de
alelos por locus (Na), la heterocigosidad media observada (ho) y la esperada
en situaciéon de equilibrio de Hardy-Weinberg (he). Todos estos calculos se han

realizado mediante el programa Pop100Gene (CGBP-Software).
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Tabla 2-5. Muestras analizadas en el rio Noguera de Vallferrera y Noguera de Cardés. La cruz
indica el marcador molecular (ADNmt o loci microsatélites) analizado en la muestra. N: tamafio
muestral.

Muestra Afo Captura N ADNmt Loci microsatélites
13c-Pla Boet 02 | 2002 32 X X
14a-Vallferrera | | 2002 16 X X
14b-Vallferrera | | 2003 (Abril) 9 X
14c-Vallferrera | | 2003(Julio) 8 X
15a-Vallferrera Il | 2002 (Feb) 36 X X
15b-Vallferrera 1l | 2002 (Dic) 19 X
15c-Vallferrera Il | 2003 (Abril) 29 X
15d-Vallferrera Il | 2003 (Julio) 30 X X
16a-Vallferrera Ill | 2002 (Feb) 18 X X
16b-Vallferrera 11l | 2002 (Dic) 5 X
16c-Vallferrera Il | 2003 (Abril) 17 X
16d-Vallferrera Ill | 2003 (Julio) 40 X X
19-Alins 2002 14 X X
22a-Cardos 2003 (Abril) 31 X
22b-Cardos 2003 (Julio) 42 X X

2.2.6.3. Test de equilibrio de Hardy-Weinberg

El equilibrio de Hardy-Weinberg es el modelo mas simple de la genética de
poblaciones y predice las proporciones genotipicas esperadas en una
poblacion genéticamente estable en la que la reproduccion de los individuos se
produce al azar. Cuando una poblacion no sigue las proporciones genotipicas
de Hardy-Weinberg se puede suponer que ha sufrido alguna perturbacion
genética en tiempos recientes. El indice de fijacidon Fs (Wright, 1943), calculado

como:

ho
F]S :l_h_

es una medida del desequilibrio. Los desequilbrios pueden ser debidos tanto a

un exceso (Ho>He) como a un déficit de heterocigotos (Ho<He).

Para comprobar si las muestras capturadas provienen de poblaciones en
situacion de equilibrio se ha utilizado el test de probabilidades exactas
(Haldane 1954, Weir 1990, Guo y Thompson 1992). Recientemente, pueden
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aplicarse variantes de este test para comprobar si el desequilibrio se produce
por un deéficit o un exceso de heterocigotos (test U, Raymond y Rousset
1995a). Todos estos calculos se han realizado mediante el programa
GENEPOP v.3.3 (Raymond y Rouset 1995b).

2.2.6.4. Efecto de las repoblaciones

El efecto de las repoblaciones se ha analizado en base a la estima del grado de
introgresion de genes de repoblacion en cada uno de los ejemplares
capturados, medido mediante el coeficiente de hibridacion (q). Este coeficiente
mide la proporcion del genoma de un individuo que pertenece a la poblacién
nativa original. La distribucién de los valores de q es informativa de la presencia
de los genes de repoblacidon. Si g es igual a 1 se considera un ejemplar de
genotipo totalmente nativo, mientras que g vale 0 cuando el ejemplar tiene su
origen en el centro piscicola. Una determinada poblacion puede seguir tres
tipos principales de distribuciones de q. En la primera, todos los individuos de la
poblacion tienen el valor 1 (o 0), indicando que todos los individuos forman
parte de la misma unidad poblacional nativa (o de repoblacién). En la segunda,
algunos individuos presentan el valor 1 y otros el 0, lo que indica que en la
muestra analizada existen dos unidades poblacionales independientes (nativa y
repoblada). Finalmente, en la tercera, los valores de q se distribuyen entre 0 y
1, encontrandose valores intermedios de @, indicando que las dos unidades

poblacionales que han entrado en contacto ya han hibridado.

La situacion ideal para estimar la introgresion es tener informacioén genética de
la poblaciones naturales originales, que no han entrado en contacto con el
centro piscicola y que son las utilizadas para conocer la proporcion del genoma
nativo. El principal problema es definir las poblaciones base nativas cuando ya
se ha producido la introgresién, como parece ser el caso en algunos puntos del
Noguera Vallferrera (Pla de Boet, Araguas et al. 2004). Sin embargo, Pritchard
et al. (2000) han desarrollado un método bayesiano para la estima de g que no
precisa de muestras representativas de las poblaciones parentales. En este
trabajo, se ha utilizado ese método incorporando unicamente la muestra del
centro piscicola de Baga (42a-Baga-R) como poblacion parental de base. El
coeficiente de hibridacién (q) de los ejemplares se calculd mediante el
programa STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al. 2000) y considerando un modelo
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de hibridacion entre dos poblaciones, una nativa y la otra la del centro
piscicola. Sin embargo, se fuerza a que el programa considere a todos los
individuos del centro piscicola como no hibridos (véase Hansen et al. 2001). En
la ejecucion del programa se aplicaron 50000 pasos de burning seguidos de

200000 pasos para la estimacion del valor g de cada individuo
2.2.6.5. Diferenciacion interpoblacional

La diferenciacién entre las muestras de la Vallferrera para los loci microsatélites
se ha analizado mediante tablas de contingencia de las frecuencias alélicas tal
y como se describe en Raymond y Rousset (1995a). Este test es analogo al
test exacto de Fischer de una tabla de contingencia de 2x2, extendido a una
tabla de contingencia de r poblaciones x k alelos. La significacion se calculo
mediante aproximaciones basadas en cadenas de Markov. Estos calculos se
llevaron a cabo con el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

2.2.6.6. Distancia genética entre las poblaciones

De manera similar a la indicada en el apartado 2.1.4, se ha calculado la

distancia de Nei entre poblaciones (Nei y Li, 1979), como:

k k'
D=m,= ZanxzjﬁU

i=1 j=l

Donde ky &k’ son el numero de alelos distintos en las poblaciones 1y 2, x;;y x5
es la frecuencia del alelo i en la poblacién 1 y del alelo j en la poblacién 2, y

o, es la diferencia de tamano entre el alelo i y el alelo j, siguiendo el modelo

mutacional de infinito numero de alelos (IAM, Crow y Kimura 1964), que a
pesar de sus limitaciones para loci microsatélites, parece ser adecuado en
situaciones de baja diferenciacién como las esperadas en este estudio (Balloux
y Lugon-Moulin 2002). La significacién de los valores se obtuvo permutando
alelos entre las poblaciones. Se realizaron 1000 permutaciones. Estos valores
se calcularon utilizando el programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

A partir de la matriz de las distancias entre las poblaciones, se construyeron los
dendrogramas entre éstas utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining. Ademas

para comprobar los posibles patrones de aislamiento por distancia en la zona,
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se comparé mediante un test de Mantel (1967) con la matriz de distancia

geografica lineal a lo largo del curso fluvial.
2.2.7. Estimacion del tamano efectivo
2.2.7.1. Estimacion de censos (N)

El censo es el numero total de individuos que forman parte de una poblacién
natural. Para conocerlo, lo mejor seria capturar todos los individuos que forman
parte de la poblacién, pero en las poblaciones naturales esta tarea se vuelve
bastante complicada, lo que hace necesario el uso de métodos para su
estimacion. Los mas habituales son los métodos de captura-recaptura (Krebs
1999). La idea basica consiste en obtener una primera muestra de la poblacién
que una vez marcados los individuos se devuelve a la misma. Estos individuos
marcados se mezclan con los individuos de la poblacion que no se han
capturado. Al cabo de un tiempo se vuelve a muestrear y se considera que la
proporcion de individuos marcados capturados en el segundo muestreo
representa su proporcién en la poblacion en total (Pedersen 1896, Lincoln
1930). Asi, si M representa el numero de individuos capturados y marcados en
el primer muestreo, C es el tamafno de la segunda muestra, R el numero
individuos recapturados en el segundo muestreo y N es el censo de la

poblacion, se espera que se cumpla la relacion:

52% y por tanto N:%
C N R

Las asunciones de esta aproximacién son: (i) la poblacién es cerrada, no hay
migracion ni mortalidad de los individuos y por tanto N permanece constante
entre la captura y la recaptura, (ii) todos los animales tienen la misma
probabilidad de ser capturados en el primer muestreo, (iii) el marcaje de los
individuos no afecta a su posterior capturabilidad (iv) los individuos no pierden
la marca durante el periodo de tiempo entre los dos muestreos, y (v) los

individuos recapturados son facilmente detectables.

Cuando no se cumplen estas condiciones el problema de esta aproximacién es
que produce un estimador sesgado, que tiende a sobreestimar la poblacién.
Este sesgo puede ser muy importante en poblaciones pequenas. Seber (1982)

propuso un estimador mas adecuado en esas situaciones:
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- (MrfCH1) . -\ (M 1) C+1)\M -R)C-R)
N_W_l siendo su varianza var(N) (R+1)2(R+2)

En este caso se obtiene una estima insesgada si M+C>N, y casi sin sesgo

cuando R>7 individuos.

Schnabel (1938) extendié el modelo de Petersen para “n” muestreos de la
poblacion. En este caso, los individuos capturados en sucesivos muestreos (t)
son primero examinados para comprobar si estdn o no marcados. Si no lo
estan, se marcan y son devueltos a la poblacién. La estimacién del censo se
calcula en este caso como:

> (cm,)
[

R R
N = siendo su varianza var(i) —L

N (Sem,)f

Donde C; es el numero de individuos capturados en el muestreo ¢, R, es el

R )+1
t

numero de individuos recapturados en el muestreo ¢ y M, es el numero de
individuos marcados en la poblacién justo antes que el muestreo t se realizase

(Krebs 1999). El calculo de M, se realiza como:

-1
M, =>U,

i=1
Donde U; es el numero de individuos marcados por primera vez y soltados en el

tiempo i.

Los intervalos de confianza de las estimaciones de los censos para ambos
métodos, se calculan segun el numero de recapturas totales (Ry). Si R < 50
individuos, los limites de confianza se estiman a partir de la distribucion de
Poisson de valor R; a un intervalo de confianza deseado (p.e «=0.05). El
intervalo se obtiene sustituyendo estos valores de R; esperados segun la

distribucion en el denominador de la férmula:

zt(CtMt)
DR +1

Si R, > 50, el intervalo de confianza se estima a partir de la formula:

N =

I.C=iAtaSE donde el error standard SE(LA) = VariA
N N N
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Donde Var es la varianza y t, es el valor de la distribucion t-student a un

determinado nivel de confianza (si «=0.05, ¢,=1.96)
2.2.7.2. Estimacion del tamafio efectivo de las poblaciones (Ne)

El tamano efectivo (Ne) de una poblacion es uno de los principales factores que
determinan los procesos evolutivos de la poblacion (Waples 1991a). El tamafio
efectivo determina tanto la magnitud de los procesos de deriva génica, como el
aumento de la tasa de consanguinidad en la poblacion a pesar de
apareamientos aleatorios. El tamano efectivo de una poblacion es el niumero de
individuos de una poblacion ideal que presentaria los mismos niveles de
variabilidad genética que la poblacion estudiada. Una poblacién ideal mantiene
un tamano estable, su proporcion sexual (sex-ratio) es 1 y todos los individuos
son ideales, es decir tienen las mismas expectativas evolutivas y reproductivas.
En este caso, el tamano efectivo es idéntico al censo (N). Sin embargo, en la
naturaleza las poblaciones presentan individuos de diferentes categorias
evolutivas (mejor y peor adaptados) y reproductivas (reproductores, alevines,
senescentes), de manera que, en lineas generales, el tamano efectivo es
menor que el censo (Ne<N). La estimacion del tamano efectivo de una
poblacion precisa de informacidén sobre sus parametros demograficos, que no
siempre estan disponibles. Sin embargo, en los ultimos tiempos se han
desarrollado métodos indirectos que estiman el tamafo efectivo actual de la

poblacion a partir de su constitucion genética.

Entre estos métodos, uno de los mas utilizados se basa en la fluctuacion
temporal de las frecuencias alélicas. En este caso son necesarias dos
muestras de un mismo punto separadas t generaciones. Inicialmente propuesto
por Krimbas y Tsakas (1971) se basa en el hecho que las fluctuaciones alélicas
ocurridas en una poblacion son, en el corto plazo, funcidén de la deriva genética
asociada a su tamafio efectivo, ya que la mutacion es negligible y se asume

una tasa de migracion constante o nula.

Para estimar la varianza del cambio alélico por locus se ha seguido la
metodologia sugerida por Waples (1989), basada en el coeficiente F; de Pollak

(1983) calculado como:
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1 k
k 1; x10+x )
2
Donde k es el numero de alelos, x;, es la frecuencia del alelo i en la poblaciéon x
a tiempo 0y x; es la frecuencia del mismo alelo en la misma poblacién a tiempo
t. Una vez conocida la variacion de las frecuencias alélicas, Ne se estima a

partir de la relacion:

Ne = | (Krimbas y Tsakas 1971)

Donde S, es el tamafio muestral de la poblacién a tiempo 0, S; es el tamafio
muestral de la poblacion a tiempo ¢, siendo t el tiempo en generaciones
transcurridas entre ambas muestras. Los cocientes 1/25,y 1/2S; representan los
errores muestrales, que aumentan cuando el tamafio muestral es pequefio y
son sustraidos de la variacion alélica total. En caso de trabajar con haplotipos
mitocondriales, la estimacion de la varianza del cambio haplotipico se estima

como:

1 &(x,—x,)
hlZ j

i=1 XIO+X

Donde % es el numero de haplotipos diferentes. La estimacion de Ne en este

Ccaso es:
t
gl L
SO St

Todos estos calculos se han realizado con el programa NeEstimator (Peel et al.
2004).

Ne =

Recientemente, Wang y Whitlock (2003) han optimizado mediante un método
de maxima verosimilitud la estimacion del tamano efectivo a partir de muestras
temporales, en el que es posible incorporar también el efecto de la migracion
desde poblaciones con composicidn genética conocida. Este método se
encuentra implementado en el programa MLNE de estos autores, que se puede

acoplar al programa NeEstimator.
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Ademas de los métodos basados en la fluctuacion temporal de las frecuencias
alélicas, se puede también estimar el tamafo efectivo de una poblacién
considerando el desequilibrio gamético entre los loci en una unica muestra (Hill
1981). Obviamente, esta aproximacion no es adecuada para los datos
haplotipicos del ADNmt ya que este genoma se comporta como una unica
unidad de transmision y no parece sufrir recombinacion (Wilson et al. 1985).
Sin embargo, en este trabajo se ha utilizado para el calculo del tamario efectivo
mediante loci microsatélites en la cuenca de la Noguera de Vallferrera, en la
que se ha realizado un seguimiento de la poblacién en varios puntos a lo largo
de los afios 2002 y 2003. En general, el desequilibrio de ligamiento es
complicado de estimar a partir de muestras con un reducido numero de
ejemplares, sin embargo, Waples (1990) considera que la precision aumenta
rapidamente aumentando el numero de loci en estudio. ElI programa
NeEstimator implementa el método del desequilibrio de ligamiento desarrollado
por Bartley et al (1992) a partir del indice de desequilibrio compuesto de Burrow
(D*, Campton 1987). El programa estandariza este indice de manera similar a
una correlacién génica clasica (r, Hill 1975), y a partir del valor medio de r?

entre pares de loci se puede estimar Ne como:

Ne:;1 (Bartley et al. 1992)

siendo S el tamano de la muestra.

Vitalis y Couvet (2001a) han desarrollado un método que se basa también en
esta aproximacion, a partir de las identidades alélicas (identity in state o |IS) en
uno y dos loci. La primera de ellas es un parametro asociado al coeficiente de
consanguinidad de la poblacion estudiada y depende tanto del tamario efectivo
como de las tasas de migracion. La segunda de ellas esta estrechamente
relacionada con el desequilibrio gamético y la tasa de consanguinidad en la
poblacién (Vitalis y Couvet 2001b). El método se encuentra implementado en el
programa ESTIM 1.2 (Vitalis y Couvet 2001c). El programa estima el tamafo
efectivo (Ne) y la tasa de migracion entre las muestras (m). Para la estimacion
de estos parametros, el programa trata a las diferentes muestras como sub-

poblaciones de una metapoblacion. De esta manera, todos los individuos
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analizados forman la metapoblaciéon a partir de la cual proceden los posibles
migradores para cada una de las sub-poblaciones. Segun Vitalis y Couvet
(2001a), la metodologia puede ser aplicada en situaciones donde sea facil
estimar el desequilibrio de ligamiento, por tanto en situaciones de tamaros
muestrales grandes, elevado numero de loci polimoérficos (minimo 8) y gran
numero de alelos. En este trabajo se ha aplicado esta aproximacion de
estimacion de Ne y m a los datos genotipicos obtenidos en loci microsatélites

en muestras capturadas en la Noguera de Vallferrera los afios 2002 y 2003.
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3. ESTRUCTURA POBLACIONAL EN LA CUENCA DEL
RIO DUERO






La cuenca del Duero

3.1. RESULTADOS
3.1.1. Analisis haplotipicos

En los 342 ejemplares analizados dentro de la cuenca hidrografica del Duero
se detectaron un total de 30 haplotipos atlanticos (linajes AT o DU) y un
haplotipo tipicamente mediterraneo (ADcs1) observado en un unico ejemplar
(Tabla 3-1). Este ejemplar con el haplotipo ADcs1 se ha excluido de todos los
analisis poblacionales porque posiblemente refleja una translocacién puntual
desde la cuenca Mediterranea de origen antropico ya que la localidad de 3-

Duruelo donde se encontré esta proxima a cabeceras de rios mediterraneos.

Los haplotipos atlanticos poseian un contenido de A-T del 63%, valor muy
similar al descrito por Cortey y Garcia-Marin (2002) y ligeramente inferior al
68% encontrado por Bernatchez et al. (1992) en sus estudios con 310 pb de la
region de control. Estos haplotipos diferian de 1 a 7 pasos mutacionales de la
secuencia de referencia ATcs1. Las transiciones (19) superaron a las
transversiones (15) y tan solo se observo un indel detectado en el haplotipo
ATcs43. Los haplotipos mas abundantes encontrados en las poblaciones
naturales de la cuenca fueron del linaje DU (278 ejemplares), siendo DUcs1 (en
112 ejemplares y 8 muestras) y DUcs2 (en 49 ejemplares y 6 muestras) los
mas abundantes. Segun Suarez et al. (2001) estas secuencias constituirian un
grupo diferenciado del resto y se ha considerado un nuevo linaje (Cortey 2005).
Tan so6lo 39 individuos presentaron haplotipos del linaje AT, basicamente en
poblaciones mas proximas a la desembocadura. En 28 individuos salvajes se
detectaron haplotipos tipicos de los centros piscicolas (ATc1, ATcs2, ATcs3 y
ATcs4) (Tabla 3-2).

Los arboles filogenéticos de maxima verosimilitud, N-J y parsimonia dieron
como resultado una topologia muy similar de la relacidén entre los haplotipos.
Las confianzas mas altas se obtuvieron con el método de maxima verosimilitud
y las mas bajas mediante la maxima parsimonia. Con esta ultima metodologia y
utilizando Salmo salar como outgroup se obtuvieron 100 arboles igualmente

parsimoniosos que necesitaban 112 pasos.
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Este elevado numero de pasos refleja el patron de evolucion de la regidén de
control observado por Cortey (2005), donde un reducido numero de posiciones
acumula la mayoria de los cambios nucleotidicos produciendo fenémenos de
saturacion de las mutaciones que complican la inferencia filogenética. Por este
motivo, se repitié el analisis utilizando para enraizar la filogenia la secuencia
ADcs1 del linaje Adriatico que representa un outgroup mas proximo y reduce
por tanto las sefales de saturacién. De esta manera se obtuvieron 75 arboles
igualmente parsimoniosos que necesitaban tan solo 44 pasos mutacionales. En
la topologia de todos los arboles obtenidos destaca la clasificacién en ramas
separadas de los haplotipos AT y DU (Fig.3-1). La diferencia principal entre
ambos linajes la constituyen tres transiciones detectadas en el extremo 3’, en
las posiciones 709, 899 y 902. En este extremo, se concentra la mayoria de
cambios que originan la diversidad del linaje DU, sin embargo, los cambios
detectados en los haplotipos nativos del linaje AT se distribuyeron mas o

menos por igual entre ambos extremos de la region de control.

El numero medio de cambios nucleotidicos entre los haplotipos nativos del
linaje AT y los del linaje DU es de 8.098 y la distancia media Tamura-Nei entre
ellos es de 0.008060. Estos valores son similares a los que se observan entre
estos linajes con respecto al linaje AD representado por el haplotipo ADcs1, y

superiores a los que se observan dentro de los respectivos linajes (Tabla 3-3).

Tabla 3-3. Matriz de distancias Tamura-Nei entre los linajes mitocondriales observados en el
rio Duero. Entre paréntesis se indica la desviacion tipica. En la diagonal se indica la diversidad
dentro de cada linaje. Linaje AT nat y linaje AT rep hacen referencia, respectivamente, a los
haplotipos nativos y de repoblacién del linaje AT. Del linaje AD se detectdé unicamente la
secuencia ADcs1.

Linaje DU Linaje ATnat Linaje AT rep Linaje AD
Linaje DU 0.002795 (0.000780)

Linaje AT nat | 0.008060 ( 0.002153)  0.004821 ( 0.001445)
Linaje Atrep | 0.005440 ( 0.001887) 0.003968 ( 0.001233) 0.001651 ( 0.000913)
Linaje AD 0.008506 ( 0.002725) 0.009541 ( 0.002628) 0.006967 ( 0.002377)  0.000000

El numero medio de substituciones nucleotidicas dentro del linaje DU es de
2.819 y la distancia media Tamura-Nei es de 0.002795, mientras que entre los

haplotipos nativos del linaje AT es 4.857 y la distancia de 0.004821. También
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son elevados los valores calculados dentro del linaje AT entre los haplotipos
nativos y los presentes en los centros piscicolas, confirmando que el linaje AT
es un grupo diverso (Cortey 2005).

ADcs1
ATosl
ATcsd
ATosda
g7 |."3'.TI352Ei
= L ATcs27
a3 pATes?
g% — ATcsd
a2 ATocead
41| 19
T2 ATCsN
B ATesd2
ATosd
Dlcst 2
Dzt
Duucs23
gg Dllcs21
dE; Dlcs18
Dllcs T
Dllcst4
Dllcsh
Dlcss
Dllcsd
Dlcs2
4|7DUE53
Ducsd2
Dlcs14
Dlcs1 3
Dlcs20
Dllcs11
Dllcs19

Figura 3-1. Arbol de méaxima verosimilitud de los haplotipos hallados en la cuenca del rio
Duero. Los numeros de las ramas indican sus valores de confianza. Los dos siguientes valores
indican los valores de distancia y de maxima parsimonia respectivamente. Se ha utilizado como
outgroup la secuencia ADcs1.

La mayoria de sustituciones nucleotidicas observadas en los haplotipos nativos

del linaje AT coinciden con las detectadas por Antunes et al. (2001) en su
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estudio de las poblaciones portuguesas de trucha comun. Este autor tan sélo
analizaba los primeros 464 nucledtidos del extremo 5’ por lo que la correlacién
entre los haplotipos de ambos estudios se ha realizado mediante las relaciones
filogenéticas usando unicamente esos 464 nucleétidos que tienen en comun los
dos trabajos (Fig.3-2). Es de remarcar que con esta aproximacion se pierden
las diferencias entre el linaje DU y los haplotipos del linaje AT presentes en los

centros piscicolas.
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Figura 3-2. Arbol Neighbor-Joining, utilizando el modelo de substitucién nucleotidica de
Kimura 2 parametros, que incorpora los haplotipos hallados en la zona del Duero por Weiss et
al. (2000) y Antunes et al. (2001). Este analisis utiliza Unicamente los primeros 464 pb del
extremo 5' de la region de control. Actuan de outgroups los haplotipos Me1 y Me2 descritos en
Bernatchez et al. (1992) y Da1 y Da 2 descritos por Weiss et al. (2000). La confianza de las
ramas se obtuvo a partir de 1000 réplicas bootstrap.
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El haplotipo Atéw, el mas abundante en las poblaciones portuguesas del rio
Duero analizadas por Antunes et al. (2001) se relaciona con el haplotipo
ATcs43 de este estudio. Este haplotipo Atéw es ademas, el haplotipo mas
abundante en todas las cuencas portuguesas analizadas (rios Mino, Lima,
Vouga, Mondego, Tajo) representando practicamente el 70% de los haplotipos
portugueses nativos (71 individuos de 104). Por su parte, el haplotipo At9w,
quedd agrupado con los haplotipos ATcs26 y ATcs27, y fue localizado
unicamente en un haplotipo de 21-Ardena. Finalmente, el haplotipo At12ant se
relaciond con haplotipos del linaje DU (DUcs5 y DUcs6) detectado sélo en 5

individuos de 18-Sabor.
3.1.2. Analisis poblacionales
3.1.2.1. Diversidad genética dentro de las poblaciones

En 28 ejemplares capturados en los rios se detectaron haplotipos
mitocondriales idénticos a los observados en los centros piscicolas que se
consideraron, por tanto consecuencia de las repoblaciones efectuadas. Los
individuos portadores de esos haplotipos se han eliminado de los analisis. Esta
eliminacién sélo parece ser grave en la muestra 13-Villomar ya que esos
individuos representan 17 ejemplares, el 90% de la muestra. En el resto de
muestras (1-Tera, 4-Abion, 9-Moros, 12-Esla y 15-Millar) los ejemplares con

haplotipos de repoblacion no superan el 25% (Tabla 3-2, Fig.3-3).

La diversidad haplotipica (h) varié entre el monomorfismo observado en 4
muestras y el valor mas elevado (0.8406) encontrado en la muestra de 9-
Moros, donde se detectaron 8 haplotipos del linaje DU y uno del linaje AT
nativo (Tabla 3-4). Otra muestra con elevada diversidad haplotidica es la 3-
Duruelo, donde también se detectan 6 haplotipos, 4 AT nativos y 2 del linaje
DU, y en la que ademas se detecto el unico individuo con el haplotipo ADcs1.
En las restantes 13 muestras analizadas en la cuenca tan sélo se detectdé uno
de los dos linajes. El rango de diversidad nucleotidica (d) esta entre el 0
observado en las muestras monomodrficas y el 0.004109 detectado en la
muestra de 3-Duruelo, sin embargo, la mayoria de los valores encontrados no
superan el 0.001 y se encuentran por debajo de los valores medios descritos
en poblaciones noratlanticas (0.003306, Hynes et al. 1996), pero dentro del

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 69



La cuenca del Duero

rango observado en poblaciones portuguesas (0-0.0026, Antunes et al. 2001)
(Tabla 3-4).

Tabla 3-4. Diversidad haplotidica (h) y nucleotidica (d) (desviacion estandar) en las muestras
naturales analizadas en la cuenca del rio Duero.

Poblacién h d
1-Tera 0.3250 (0.1359) 0.000452 (0.000468)
2-Mazo 0 0
3-Duruelo 0.7355 (0.0712) 0.004109 (0.002360)
4-Abion 0.1895 (0.1081) 0.000376 (0.000414)
6-Aguisejo 0 0
7-Pisuerga 0.4900 (0.1058) 0.000542 (0.000512)
8-Carrion 0.7275 (0.0365) 0.000994 (0.000767)
9-Moros 0.8406 (0.0507) 0.002586 (0.001596)
11-Riafio 0.6923 (0.0923) 0.000881 (0.000733)
12-Esla 0.5303 (0.1359) 0.000570 (0.000556)
13-Villomar 0 0
14-Bernesga 0.3526 (0.1227) 0.000365 (0.000407)
15-Millar 0.3824 (0.1132) 0.000379 (0.000420)
16-Tormes 0 0
17-Agueda 0.5333 (0.0515) 0.000527 (0.000520)

3.1.2.2. Diferenciacion genética entre las muestras

Las relaciones filogenéticas entre las poblaciones analizadas se resumen en el
arbol de Neighbor-Joining de la Fig.3-4A y sefalan la diferenciacion de la
poblacién 17-Agueda. En esta poblacion, situada fuera de la depresion del
Duero (Fig.3-3), se detectan exclusivamente haplotipos nativos del linaje AT.
Un patrén similar se obtiene al incorporar en el analisis las muestras estudiadas
por Machordom et al. (2000) y Antunes et al. (2001) (Fig.3-4B). La inclusion de
estas 6 muestras confirma la existencia de dos ramas principales en el arbol
filogenético, a una primera se asignan las poblaciones de la depresién del
Duero, donde abunda el linaje DU, mientras que a la otra pertenecen las
poblaciones de aguas abajo, en el Macizo Hespérico y Portugal, donde

basicamente se detectan haplotipos nativos del linaje AT, como en 17-Agueda.
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Figura 3-3. Distribucion de los diferentes linajes de trucha comun detectados en la cuenca del rio
Duero. Los numeros corresponden a los indicados en la Tabla 3-2.
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En todos los AMOVA (Tabla 3-5), los valores de diferenciacién nucleotidica
(Pst) fueron inferiores a los de diferenciacion haplotipica (Fst) como
consecuencia del método utilizado que, para incorporar las muestras de otros
autores, simplificd las distribuciones haplotipicas dentro de las poblaciones a
los dos linajes observados. De esta manera, se utilizé la distancia nucleotidica
de la Tabla 3-3 como estima de la divergencia entre y dentro de los linajes AT y
DU. Esta aproximacion provoca que se considere la diversidad dentro de linaje
como diversidad dentro de las poblaciones, por lo que se sobreestima la
diversidad nucleotidica interna de las poblaciones con baja diversidad
haplotipica. No obstante lo anterior, la importancia relativa (%) de los niveles
jerarquicos (SC y CT) aplicados a cada modelo es practicamente idéntica

mediante los dos analisis.

Todos los modelos de AMOVA presentaron un elevado coeficiente de
diferenciacién haplotipica entre las poblaciones (Fst > 0.78) debido a que en
practicamente todas las poblaciones (excepto 3-Duruelo, 9-Moros y 19-Tuela)
se detectd unicamente uno de los dos linajes nativos, en consecuencia, el
modelo jerarquico que asignd la minima diferenciacién entre las muestras
dentro de grupos fue el “modelo filogenético”, en el cual las muestras se
agruparon segun el linaje mitocondrial (AT o DU) mas abundante (Porcentaje
de diferenciacion poblacional asignado a ®sc : 2.4, porcentaje asignado a Fsc :
2.3). El modelo “afluente” (las muestras se agruparon segun el afluente del
Duero al que pertenecian, véase Tabla 2-1 en pagina 33), indica que existe una
alta diferenciacion entre los afluentes (Porcentaje asignado a ®¢r : 86.5,
porcentaje asignado a Fcr : 86.3), comparada con las divergencias
poblacionales en su interior (porcentaje de diferenciacion poblacional asignado
a ®sc : 13.4, porcentaje asignado a Fsc : 13.7), lo que sugiere una
estructuracién hidrografica en la distribucion de los haplotipos. En el alto Duero
y Pisuerga predominan haplotipos DU del clado 2-1, mientras que en el Esla
abundan los haplotipos DU del clado 2-2 y en el bajo Duero (Portugal incluido)
predomina los haplotipos del clado AT 3-2 (Tabla 3-1). No obstante esta
estructuracién no parece corresponderse con el patron alozimico descrito por
Bouza et al. (2001). La distribucién de las poblaciones de acuerdo con el

modelo de Bouza et al. (2001) resulta en mayores diferencias dentro (60%) que
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entre grupos (40%), por lo que parece un modelo poco adecuado para explicar
la estructura jerarquica de la diversidad mitocondrial en las poblaciones

analizadas.

Tabla 3-5. AMOVAs realizadas aplicando diferentes modelos de estructura poblacional. “®”
hace referencia a los resultados teniendo en cuenta la diversidad nucleotidica y “F” la
diversidad haplotipica (* P< 0.01, *** P< 0.001).

Modelo Estadistico Coeficiente de % dif. entre % dif. entre
diferenciacion total | poblaciones dentro grupos
(ST) de grupo (SC) (CT)
General O] 0.19548*** - -
F 0.78856*** - -
Afluente o} 0.21451*** 13.4%** 86.5*
F 0.80734*** 13.7% 86.3*
Bouza o} 0.23622*** 63.2** 36.8*
F 0.82637*** 62.8*** 37.2*
Filogenético o} 0.53887*** 2.4 97.6***
F 0.92572** 2.3 97.7***

El analisis del aislamiento por distancia que incorpord las muestras propias y
las de otros autores resultd altamente significativo (P< 0.001, Tabla 3-6). Para
poder integrar las poblaciones de otros autores en la cuenca, de manera similar
al procedimiento utilizado en los AMOVA, en el analisis se ha calculado la
distancia genética entre las poblaciones a partir de la abundancia relativa de
cada linaje y la distancia Tamura-Nei entre linajes. La significacion observada
de esta manera en toda la cuenca del Duero, parece reflejar la distribucidon
disyunta de los linajes AT y DU. Sin embargo, también se ha observado
aislamiento por distancia en la zona dominada por el linaje DU en un analisis
en el que la distancia entre las poblaciones se calculé directamente utilizando
las frecuencias haplotipicas obtenidas en este estudio y la distancia genética
entre los haplotipos (Tabla 3-6). Para la zona dominada por el linaje AT, no se
pudo realizar analisis utilizando directamente los haplotipos debido a que sélo

se poseia una poblacion propia en la zona (17-Agueda).
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Tabla 3-6. Resultados del aislamiento por distancia (IBD) en la Cuenca del Duero. “Duero”
corresponde a los resultados utilizando todas las poblaciones. (a) analisis realizados con las
muestras propias de este estudio y la distancia entre poblaciones mediante la tasa de
sustitucion nucleotidica de Tamura-Nei, incluyendo los haplotipos de manera individual.

Area analizada P (Zazar 2Zobs) R (indice de correlacién)
Cuenca Duero 0.0007*** 0.32333
Zona de dominio DU 0.3179 NS 0.06145
Zona de dominio DU? 0.0001*** 0.57987
Zona de dominio AT 0.4900 NS 0.10706

El disefio de clados aplicado a la parsimonia estadistica detecté 12 clados de
nivel 1 (Fig.3-5), con diversa distribucion geografica. Algunos clados
relacionados con el linaje DU se presentan en varias poblaciones (clados 1-1,
1-3 y 1-4), mientras que todos los relacionados con los haplotipos nativos del
linaje AT se observan restringidos a una sola poblacion, lo que produjo en este
linaje resultados estadisticamente no significativos de la distribucion geografica
(Tabla 3-7a). Los haplotipos portugueses descritos en Antunes et al. (2001) se
asociaron a los clados anteriores basandose en su semejanza de secuencia y
las relaciones haplotipicas observadas en la Fig.3-2. El haplotipo At9w,
aparentemente relacionado con los haplotipos ATcs26 y ATcs27, fue el mas
dificil de asignar, optandose por una solucion que maximiza la inferencia
estadistica del haplotipo y que consiste en considerarlo un clado propio
terminal (1-13), que se incluyé en el mismo clado de nivel 2 que los haplotipos
ATcs26 y ATcs27 (Fig.3-5).
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Figura 3-5. Cladograma de parsimonia estadistica y disefio de clados incluyendo los
haplotipos descritos por Antunes et al. (2001). Cada linea representa un paso mutacional. Las
lineas discontinuas indican los haplotipos portugueses. Los ceros indican la posible ubicacién
de un nodo interno en el disefio de clados que no se ha detectado. Los haplotipos de este

estudio estan definidos en la Tabla 3-1.

El patrén espacio-temporal definido por el NCA basicamente es idéntico se

consideren, o no, los haplotipos portugueses, incluso para el clado 1-8, al que

se incorpora el haplotipo At6w muy extendido en Portugal (Tabla 3-7a y b).
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Tabla 3-7a. Mested Clade Analysis en base a las poblaciones propias de este estudio. Mo
indica &l nombre del clado. Los clados en negrita son interiores, las abreviaturas
cormesponden a; Aislamiento por Distancia (IBD), Colonizacion a Larga Distancia (LDC),
Expansion de Rango (RE), Expansién de Rango a zonas Contiguas (CRE), Flujo Genético
Restringido (RGF) vy test Mo Significativo (MNS). “S" indica que la distancia es
significativaments pequefia, v “L° que la distancia es significativamente grande en un nivel

de significacidn de «= 0.05.

Haplotipo clado nivel 1 clado nivel 2 clado nivel 3
Mo [ D Cin Mo [Dc [On Mo [De [Cn Mo [De [Cn
Diles? 78147 87.80°
DUes23 0 14220%
DUcs2z 0% 14220°
Dlos21 o 134.53
DUcs17 u] 47.24°
DUcs13 7.86° 140.04%
IT 7504% -52.3af
23561314 CRE/LDC 14 8560 85,10
OUcs15 O ] 1-2 o 5.28
Clcsil 11032 12558°
OUcs1d O 0061
OUcs12 O 8081
IT 11032 3787"
211174 RAGFcon IBD 13 11288% 12554t
T  -s00% -26.41%
1.2.11 RE.12 CRE 2-1 BE.50° 12320
DUczZ 3338 3320
DUcs3 7542 8544
DUcs4 2877 2744
IT 33.60% -27.78
1211 RE.1ZCRE 14 236.85°  T71.03
DUcz13 O 0143
OUcs20 O 156.95
IT o 5554
1. NS -5 11553 115.84
DUc=6 BB.18° D367
DUcs5 0 15726
IT BE.18  -52.60° )
1.2.11 RE.12.CRE -5 4455% 2ppsat
Clcsiz 1833 1609
OUcs14 O 13.58
IT 18.33 482 )
1. NS 17 17.13%  gass®
IT  -1534 -12455%
1.2.11RE.12 .12.14 CREABD 2-2 90.12% 13184
IT 232 544
1.211RE.12CRE 34 127.30° 12073°
ATcs42 O 0 1-5 0 0 24 0 12404
ATos41 0 i 1-8 il ]
ATeail O ]
ATos42 O o 1-10 o ] 23 0% o2g07%
ATcaZE [1] ]
ATes2T O 0 0 1] 25 0% 111238
ATocsad . O 0 12 0 ] 26 0 260.78
T o 10547 )
1.2.3.5.15.18.18 32 184.00% 23080%
REF/IBDICRE
T -2752% -101.08%
1211 RE.12. CRE
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Tabla 3-7b. Mested Clade Analysis incluyendo los haplotipos descritos en Antunes ef al.
(2001) (en cursiva).

Haplotipo clado mivel 1 clado nivel 2 clado nivel 3
Mo | De Oini Mo | Dc | Dm [Me] De | Dn [He] De | Onm
DUssi 78.14% B7.60°
DUcsz3 0 142.20°
DUes22 0%  14220"
DUcsz1 O 134.53
DUzs17 0O 147.24°
CUcsis 7.86% 14004
IT 7EO1" -mz.Ea®
1232561214 CRE/LDC 11 9580 ©510°
DUcsi6 O 0 1-2 0 25.25
DUcs71 110,32 12858°
DUcsi8 O 5051
DUzsi8 O 0.0
IT 110,32 37687C
1.211.17.4 RGFcon IBD  1-2 11282% 125854 °
T -500% 2641%
1211 RE12CRE 21 BBB0° 12047
DUgsZ 3235 3320
DUcs? 7542 B5.44
Dlcsd 2877 2744
IT -3360% -27.78
1.2.11 RE.12 CRE 14 3685° 7545°
ClUzs13 O 0143
DUzs20 O 15695
I ] 5554
1. NS -5 11558 12280
DUcs® 38.76° §344°
DUcsE o 128.0"
Atizant 0%  12513"
IT 3878 -32.38%
1.2.11 RE.12.12 LDC -5 10804 1Ea72t
ClUcs1Z 1832 1509
DUcs14 O 13.56
I 12.33 452 i )
1. NS 17 17.13% 7287%
IT 7422 8707
1211 RE12CRE  2-2 104.31% 12203
IT 75 248
1211 REA2CRE 31 131.78° 14288°
AtEw G272 B339
ATesd42 O 20553
I 6272 -223.14
1. NS 18 i 0 24 B5EE° 2874
ATcs41 ] i 1B il ]
ATesTd o i
ATcs42 O o 10 O 0 23 0% gs7art
ATcs26 O i
ATes27 O 0 1-11 i 23.02
AfTw ] 0 1-12 0 147 )
1. NS 25 3830% goart
ATcss8 O i EF 0 26 O 35757
IT -40.88° 21175 )
1.2.34 AGFcon IBD 22 112.21% 22183t
IT 1857 -78.58°
1.2.11 RE.12.13LDC
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En general, la distribucion geografica de los clados de nivel 1 a los que se
incorporan los haplotipos del linaje DU parece ser consecuencia de
expansiones de rango (RE), por expansién a las zonas contiguas (CRE) o
colonizacion a larga distancia (LDC), tal y como se observa para los clados de
mayor abundancia como el 1-1, distribuido basicamente desde el Pisuerga al
alto Duero en la zona mas interior de la depresion del Duero, o el clado 1-4 que
se extiende a lo largo de la cuenca del Esla. Estos modelos de dispersion
parecen haberse repetido a lo largo del tiempo ya que son los que se infieren
para los clados de nivel superior. Asi, los clados 2-1 y 2-2, cronolégicamente
mas antiguos, se expandieron también de manera ordenada en la cuenca. El 2-
1 se extiende en la parte oriental de la depresion del Duero y el 2-2 en la
occidental, ocupando también parte del macizo Hespérico. Tan sodlo la
distribucion del clado 3-2, que incluye todos los haplotipos nativos del linaje AT
podria ser consecuencia de una disminucién del flujo génico entre las
poblaciones, ocurrida con posterioridad a una expansion de rango (RE) en toda
la cuenca que se infiere para el total del cladograma. El mecanismo por el que
se efectud esta primera expansion varia de expansién de rango a zonas
contiguas (CRE) si se analiza el cladograma sin los haplotipos portugueses a

colonizacion a larga distancia (LDC) cuando se incluyen dichos haplotipos.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de la distribucién de Mismatch,
también indicaron que tanto para el total de los haplotipos, como dentro del
linaje DU y el linaje AT se han producido expansiones poblacionales (Tabla 3-8,
Fig.3-6). Sin embargo, los resultados obtenidos en el analisis de los haplotipos
nativos del linaje AT deberia tenerse en cuenta con reservas, ya que se han
utilizado unicamente los 7 haplotipos del presente trabajo, que no representan

la totalidad de la variabilidad haplotipica del linaje en la zona (ver Cortey 2005).
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Tabla 3-8. Demografia histérica de los linajes DU y haplotipos nativos del linaje AT. Pd indica
el numero de diferencias aparejadas dentro de los grupos, S es el numero de posiciones
polimérficas detectadas. t: edad de la expansién en unidades de tiempo mutacional, 0y:
tamafo poblacional de las hembras antes de la expansién y 04: tamano poblacional de las
hembras después de la expansion. Los intervalos de confianza al 95% se indican dentro de
paréntesis. P(SSD,,s) : probabilidad de observar al azar una peor concordancia entre la
distribucion observada y la distribucion esperada bajo una expansién poblacional definida por
los parametros demograficos estimados t, 6y 61. P(Ragops): probabilidad de observar al azar
un valor mas elevado de indice de Raggedness que el observado bajo la hipétesis de
expansion poblacional.

Pd S 1 0o 0 P(SSD.s) | Raggedness | P(Ragops)
Total |5.1(2.8-10.1) | 30(27-52) | 1.9(0.4-6.6) | 4(0-14) | 6645(30-7239) | 0.139 0.029 0.310
'E)'Ba‘e 2.8 (2.1-3.9) | 15(19-37) | 2.9(0.6-4.1) | 0(0-2) | 7000(44-9145) | 0.080 0.088 0.110
";\'ﬂzt 4.9(2.0-7.7) | 13(6-22) | 6.5(2.5-10.1) | 0(0-3) | 19 (6-6624) 0.830 0.045 0.920

Distribucion Mismatch linaje DU

© 0,4

g 0,3 - === T[0bs

% 0,2 - Fesp eq
o 0,1 Fesp crto
“ o

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
Diferencias Apareadas

Figura 3-6. Distribucién de Mismatch para el linaje DU. "Fobs" indica la distribucion de
diferencias apareadas entre haplotipos observada, "Fesp eq" indica la distribucion esperada
en equilibrio y "Fesp crto" indica la distribucién esperada bajo una expansion poblacional.
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3.2. DISCUSION
3.2.1. Relacion filogenética entre los haplotipos detectados

Los primeros trabajos sobre variabilidad mitocondrial realizados mediante
secuenciacion del extremo 5’ de la regidén de control (310pb) en 53 ejemplares
capturados en 8 localidades a lo largo de la vertiente atlantica europea
detectaron un unico haplotipo (Bernatchez et al. 1992). Estudios posteriores de
poblaciones noreuropeas corroboraron la falta de variacion en este segmento
de la regidén de control (Hansen y Loeschke 1996a). Solo en poblaciones
atlanticas mas al sur, basicamente ibéricas, se han detectado nuevos
haplotipos ligeramente diferenciados (1-3 pasos mutacionales) (Apostolidis et
al. 1997, Weiss et al. 2000, Suarez et al. 2001, Cortey y Garcia-Marin 2002).
Los dos grupos de haplotipos nativos observados en este estudio se
corresponden con los que Suarez et al. (2001) detectaron en los rios atlanticos
de la Peninsula Ibérica denominados suratlantico y Duero, mientras que los
observados en los centros piscicolas se relacionan con el grupo que estos
autores denominaron noratlantico. Recientemente Cortey (2005) ha confirmado
la validez del grupo Duero (DU) como un linaje diferente del resto, y ha
distinguido tres grandes grupos dentro del linaje AT, denominados AT3-1
(restringido a poblaciones noreuropeas), AT3-2 y AT3-3, siendo estos dos
ultimos los que Suarez et al. (2001) englobaban dentro de su grupo

suratlantico.

En este trabajo se ha constatado la presencia en el rio Duero de los clados
AT3-2 (haplotipos: ATcs11, ATcs26, ATcs27, ATcs39, ATcs41, ATcs42,
ATcs43) y AT3-3 (haplotipo ATcs43), unidos en el clado 3-2 de la Fig.3-5.

La distancia media utilizando la tasa de sustitucién nucleotidica Tamura-Nei
observada entre estos 2 grupos del linaje AT fue de 0.003991+0.001224, muy
similar al 0.004659+£0.001120 observado por Cortey (2005) e inferior al valor
descrito entre el linaje AT y el linaje DU (0.007475+0.001959). Este hecho
indicaria que la divergencia entre los grupos del linaje AT es de época mas
reciente. Segun Cortey (2005), los haplotipos del linaje AT detectados en la
Peninsula Ibérica serian los mas modernos del linaje. Asi, los haplotipos del

clado AT3-2 que se detectan en el norte de Europa y en los centros piscicolas
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ibéricos (haplotipos ATcs2 y ATcs4) no son los mismos que hay de forma
nativa en la zona analizada en este estudio. Entre los haplotipos nativos del
linaje AT observados en este estudio, ATcs39 se situa en la posicibn mas
interna del cladograma (Fig.3-5), pero su baja frecuencia (Unicamente 1
individuo) y la ausencia de haplotipos observados para los nodos interiores
(indicados como 0 en la Fig.3-5) dificultan considerarlo como el haplotipo
ancestral de ese grupo. Como se ha indicado (Fig.3-2), estos haplotipos se
relacionan con los descritos en Portugal (rios Lima, Montego y bajo Tajo) por
Antunes et al. (2001), quien postulé como ancestral el haplotipo At6 descrito
por Weiss et al. (2000), nombrado aqui como Atéw. Sin embargo, este
haplotipo At6w no se coloca en el centro del Clado 3-2 de la Fig.3-5, que
incluye todos los haplotipos nativos del linaje AT en la regién, lo que sugiere
también la existencia de otros haplotipos centrales y mas antiguos. De acuerdo
con los resultados de Cortey (2005), la estructura de clados del linaje AT en la
Peninsula Ibérica es mucho mas compleja de aquello que se puede detectar
con el estudio de una sola cuenca y, de hecho, los haplotipos de los nodos
internos que no se han detectado en este estudio, se hallarian en las
poblaciones mas al norte, y corresponderian a su grupo AT3-1y al clado 2-4 de

su grupo AT3-2.

En el linaje DU, los haplotipos DUcs1 y DUcs2 son los que presentaron una
mayor frecuencia y un rango de distribucion mas elevado, lo que unido a su
posicion central en, respectivamente, los clados 2-1 y 2-2 de la Fig.3-5 sugiere

que se trata de los mas antiguos para el grupo.
3.2.2. Estructura poblacional de la trucha en el rio Duero

Tanto el AMOVA basado en la jerarquia hidrografica (Modelo “Afluente”) v,
especialmente el modelo de AMOVA “Filogenético” sugieren una alta
estructuracién de las poblaciones de trucha en la cuenca del rio Duero. La
elevada diferenciacion entre grupos observada en este ultimo modelo de
AMOVA (®crt = 97.6%, Fcr = 97.7%), es reflejo de una distribucion disjunta de
los dos linajes, AT y DU, en la cuenca del Duero. Sélo 3 de las 21 muestras (3-
Duruelo, 9-Moros y 19-Tuela) coexisten ambos linajes, aunque incluso en estos
casos, el linaje dominante en las poblaciones geograficamente mas proximas

presentaba una frecuencia superior al 60% (Fig.3-3, pagina 71). El linaje DU se
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extiende principalmente por las poblaciones de trucha de la depresidon del
Duero, mientras que el linaje AT domina en las poblaciones del macizo
Hespérico, situadas mas hacia la desembocadura, basicamente en afluentes

portugueses (Fig.3-3).

Los analisis filogenéticos realizados sefialan que la divergencia entre ambos
linajes se inicié en un rango entre 290000 y 765000 anos antes del presente
(a.a.p.) dependiendo de la tasa de sustitucion nucleotidica aplicada (Cortey
2005). Este valor es muy similar al rango estimado (170000-612000) para el
origen de la diferenciacion parapatrica de las poblaciones de trucha en la
cuenca del Duero detectada mediante electroforesis enzimatica de genes
nucleares (Bouza et al. 2001). Es bien conocido que la Peninsula Ibérica ha
sido una zona menos sensible que el norte de Europa a los periodos glaciares
del Cuaternario (Hewitt 1996, Willis y Whittaker 2000) y por lo tanto, no debe
extrafar que se conserven en ella linajes antiguos (Sanz et al. 2000). Una
situacion similar se ha descrito para el salmon atlantico del cantabrico (S.salar),
aunque en esta especie sus haplotipos nativos, claramente distintos de los

noreuropeos, se han extinguido en los ultimos tiempos (Consuegra et al. 2002).

Curiosamente, la distribucion de linajes aqui obtenida encaja con el patrén
ictiologico descrito en la cuenca del Duero. Se ha observado que dentro de
esta cuenca se pueden definir claramente dos areas ictioldgicas, una interior y
otra inferior cerca de la desembocadura. La distribucién del linaje DU se ajusta
al area ictiolégica de la cuenca interior caracterizada por la presencia de
especies residentes y endémicas de la Peninsula Ibérica como por ejemplo la
bermejuela (Rutilus arcasii) o la lamprehuela (Cobitis calderoni) (Doadrio 2001).
Por su parte, el linaje AT se distribuye en la parte inferior donde, curiosamente,
son abundantes las especies anadromas como el sabalo (Alosa alosa), la
anguila (Anguilla anguilla) o el esturion (Acipenser sturio) (Kottelat 1997),
aunque la presencia actual de las dos ultimas es muy reducida debido al
deterioro de su habitat en la cuenca del Duero (Doadrio 2001). Es por tanto
posible que la distribucién de los haplotipos nativos del linaje AT en la cuenca
del Duero podria estar relacionada con la migracién de ejemplares de trucha
anadroma procedentes de cuencas vecinas situadas mas al norte. En este

sentido apunta también la presencia de haplotipos similares en los rios
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portugueses cercanos (Antunes et al. 2001). De hecho, haplotipos de este
linaje AT muy relacionados a los observados en el Duero, parecen distribuirse a
lo largo de la costa atlantica desde el Cantabrico hasta Marruecos (Machordom
et al. 2000, Antunes et al. 2001, Suarez et al. 2001, Cortey 2005). Aunque el
limite actual de distribucion de las truchas anadromas se encuentre en cuencas
mas al Norte, alrededor del paralelo 42 (véase por ejemplo Bouza et al. 1999,
Antunes et al. 2001), segun Berg (1948) existian en el siglo pasado
poblaciones anadromas de trucha en la cuenca del Duero, que desde la
desembocadura se extendian hasta Palencia. El registro fosil sugiere la
expansion y contraccion de las poblaciones de trucha en los rios ibéricos
durante las fluctuaciones climaticas del Cuaternario (Mufioz y Casadevall
1997), e incluso parece que poblaciones anadromas podrian haber existido en
la cuenca mediterranea durante los periodos glaciares (Berg 1948). Estas
dinamicas de expansion y contraccion de rango deberian facilitar los contactos
entre linajes y aumentar la heterogeneidad de los haplotipos distribuidos en las

poblaciones.

El presente estudio es el mas amplio realizado hasta la fecha sobre diversidad
haplotipica en y entre las poblaciones del linaje DU. De hecho, si se comparan
las tablas 3-7a y 3-7b, las conclusiones relativas a este linaje varian muy poco
ya que tan solo se ha incorporado un unico haplotipo de los trabajos previos de
otros autores (At12ant, Antunes et al. 2001). De acuerdo con los andlisis de
clados encajados (NCA), la distribucion actual de la diversidad haplotipica de
este linaje en la cuenca del Duero parece ser basicamente el resultado de
procesos de expansion de rango repetidos en los diferentes niveles de clado.
Los estudios de la distribucion de Mismatch indican que la expansion
poblacional mas antigua, aquélla que afecta al clado 3-1, ocurri6 hace 2.9
unidades de tiempo mutacional (t) (Tabla 3-8). Este valor es similar al estimado
para las expansiones poblacionales mas antiguas que se detectan en la
Peninsula Ibérica para los linajes ME y AD (Cortey et al. 2004), lo que sugiere
que la expansion poblacional de todos estos linajes fue probablemente el
resultado de un proceso que afecté de manera general a todos los rios ibéricos
hace unos 70000-200000 a.a.p. Otros procesos no tan intensos (tanto

expansiones poblacionales como cuellos de botella), y mas recientes, pueden
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haber quedado enmascarados por el impacto de estas expansiones (Rogers
1997).

La dominancia del clado 2-2 en las cuencas del Esla y del Tormes, sugiere su
aislamiento de la parte mas interior de la depresion del Duero, dominada por el
clado 2-1. De hecho, se observa entre las poblaciones donde predomina este
linaje un patrén de aislamiento por distancia (Tabla 3-6), que se ve refrendado
por el alto valor de la diferenciacion entre afluentes que se observa en el
“modelo afluente” de AMOVA (proporcién de ®cr=86.5%).

Respecto al linaje AT, tanto los NCA del presente estudio (clado 3-2, en Tabla
3-7b) como los desarrollados por Antunes et al. (2001) sugieren que la
estructura poblacional en la parte de la cuenca donde domina este linaje seria
consecuencia de la restriccion del flujo génico (RGF con IBD, Tabla 3-7b)
ocurrida con posterioridad a las expansiones de rango. Sin embargo, el
cladograma para el linaje AT presenta una gran cantidad de clados de nivel
cero no detectados (haplotipos representados con un 0 en la Fig.3-5). Este
hecho podria reflejar tanto el reducido numero de muestras en la zona baja del
Duero, como el reducido numero de ejemplares analizados (35 ejemplares
distribuidos en 5 muestras), lo que provoca la pérdida de resolucién de la
técnica del NCA por falta de nodos internos (Turner et al. 2000) y, en general,
una mala inferencia de los procesos implicados en la diferenciacién poblacional
(Masta et al. 2003).

29 AT3-3

27—28
!
\

25 —26

|
24 AT3-2

Figura 3-7. Distribucién de los clados de nivel 2 y nivel 3 para el linaje AT en Cortey (2005).

Segun Cortey (2005), con un muestreo mas intenso de la cuenca atlantica, la
distribucion de su clado 2-5 incluido en el clado AT3-2, y al que pertenecen los

haplotipos ATcs26 y ATcs27 observados en 17-Agueda, refleja procesos de
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fragmentacioén entre las poblaciones que los contienen. Este clado ademas de
presentarse en el Duero, se ha descrito en poblaciones de la cornisa
cantabrica. Sin embargo, la distribucion de su clado 2-6, también incluido en el
clado AT3-2 (Fig. 3-7), y al que pertenecen los haplotipos ATcs11, ATcs39,
ATcs41 y ATcs42 del presente estudio, seria el reflejo de una expansion de
rango mediante una colonizacion a larga distancia. Este clado también se ha
observado en poblaciones del cantabrico. Segun este mismo autor, la
separacion de los clados de nivel 2 en el grupo AT3-2, seria consecuencia de
procesos de expansion de rango mediante colonizacion a larga distancia.
Como ya se ha comentado, a este grupo AT3-2 pertenecen también haplotipos
observados en el norte de Europa (clado 2-4 en Cortey 2005) y que, su
posicion interior en el cladograma, hace considerarlos como mas antiguos. Es
por tanto probable que los clados 2-5 y 2-6 reflejen la expansion indicada por el
NCA, que expandio al grupo desde el norte hasta las cuencas ibéricas. Segun
los resultados de Mismatch presentes en ese trabajo, la expansion ocurrié hace
unas 3.8 unidades de tiempo mutacional y es por tanto, anterior a la que se

detecta en el linaje DU.

El haplotipo ATcs43 detectado en 9-Moros perteneceria al clado 2-7 de Cortey
(2005) que es el clado interior de su grupo AT3-3 (Fig-3-7). Lamentablemente,
tampoco el trabajo de este autor pudo discernir entre los diferentes procesos
demograficos e histéricos que explicarian su actual distribucion. Ademas de en
el Duero, el clado es abundante en la cuenca del Tajo. El haplotipo ATcs43 se
relaciona con el Atéw descrito por Weiss et al. (2000), que es el mas abundante
en las cuencas portuguesas de los rios Mifio, Lima, Cavado, Ave, Duero,
Vouga, Mondego y Tajo (Antunes et al. 2001). Segun los datos de Cortey
(2005), 6 haplotipos de su clado 2-9 y dos de su clado 2-7 tienen los 464 pb del
extremo 5’ idénticos a este haplotipo Atéw. Ademas de con el Até6w, el
haplotipo ATcs43 parece relacionado con los haplotipos At7w y At14w (Fig.3-
5). El primero de ellos es un haplotipo abundante en la unica muestra del Tajo
analizada por Antunes et al. (2001) y se relaciona con el clado 2-8 de Cortey
(2005), el segundo tan sélo se ha detectado en un ejemplar de la cuenca del rio
Lima y al igual que el At6w se considera un haplotipo del clado 2-9. Todo ello

indica que el grupo AT3-3 se distribuye mayoritariamente en las cuencas
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ibéricas desde Galicia hasta el Tajo, pero se encuentra también presente mas
al norte en rios cantabricos, basicamente el clado 2-9. Los resultados apuntan
también a que el clado 2-8 se distribuye principalmente a lo largo de la cuenca
del Tajo. EI NCA realizado por Cortey (2005) muestra que la distribucién de
estos clados del grupo AT3-3 es consecuencia de una expansion de rango
mediante colonizacion a larga distancia. Asi mismo, el analisis de Mismatch
sugiere que esta expansion se habria producido hace 2.5 unidades de tiempo
mutacional y seria, por tanto, un poco posterior a la sufrida por los clados del

linaje DU.

En resumen, la cuenca interior del Duero habria estado permanentemente
ocupada por poblaciones del linaje DU, sin embargo, las zonas mas proximas a
la desembocadura, en el Macizo Hespérico, y que principalmente incluyen la
parte portuguesa de la cuenca parece haber sufrido diversas colonizaciones

por truchas del linaje AT (Fig.3-8).

Fragmentacidn Principal expansion del grupo AT 3-3

Figura 3-8. Secuencia temporal de colonizacion de la cuenca atlantica por los diferentes
grupos de trucha comun.
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Entre estas expansiones parece haber habido periodos dominados por el
aislamiento de las poblaciones. Es probable que tanto las expansiones
poblacionales como las posteriores restricciones de flujo génico reflejen los

cambios climaticos ocurridos en el Cuaternario.
3.2.3. Congruencia con estudios alozimicos

A pesar de la presencia de los dos linajes (AT y DU) en poblaciones tan
distantes como 3-Duruelo y 19-Tuela, resulta sorprendente la importante
separacidn que, en general, se observa en su distribucidon. Sin embargo, la
presencia de linajes diferentes entre territorios de la Peninsula Ibérica ha sido
descrita en un numero elevado de especies tanto animales como vegetales.
Por ejemplo, diversos estudios filogeograficos en especies de peces indican
que, a lo largo del Cuaternario, han existido en la Peninsula Ibérica diferencias
poblacionales y endemismos locales asociados a las principales cuencas

hidrograficas (ver Gémez y Lunt 2006).

En la trucha comun, Sanz et al. (2000) describieron mediante alozimas la
presencia de hasta 4 grupos poblacionales diferentes para la zona noroeste de
la Peninsula Ibérica, siendo destacable las importantes diferencias observadas
entre las poblaciones analizadas en la cuenca del Tajo respecto a las
estudiadas en la cuenca del rio Duero (Machordom et al. 1999). Los resultados
obtenidos en el presente estudio, juntamente a los observados por Cortey
(2005) para aquellas poblaciones compartidas con Sanz et al. (2000) (7-
Pisuerga, 8-Carrién, 11-Riafo, 12-Esla, 13-Villomar, 14-Bernesga y 15-Millar en
el Duero y Hoceseca, Pelagallinas y Bornova en el Tajo), indican que el linaje
DU se corresponderia con el grupo Duero propuesto por Sanz et al. (2000) y
los haplotipos del clado AT3-3 estarian asociados con el grupo Tajo propuesto

por estos autores.

Lamentablemente el estudio de Sanz et al. (2000) no incluia poblaciones de la
zona inferior cercanas a la desembocadura del rio Duero. Un analisis alozimico
mas exhaustivo de la cuenca del rio Duero fue desarrollado por Bouza et al.
(2001). Estos autores definieron la existencia de dos grupos divergentes de
poblaciones dentro de la cuenca, que denominaron como grupo Sur y grupo

Norte. En el grupo Norte se encuentra practicamente fijado el alelo sMDH-
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B1,2*75, lo que coincidia con los resultados de las poblaciones analizadas en
la cuenca del Duero por Sanz et al. (2000) y en consecuencia, este grupo Norte
quedaria relacionado también con el linaje DU. El grupo Sur (practicamente
fijado para el alelo sMDH-B1,2*100) se encuentra relacionado con las
poblaciones de los rios atlanticos proximos al Duero donde Cortey (2005)
indica la presencia del linaje AT. En el grupo Norte se incluirian segun Bouza et
al. (2001) las poblaciones de trucha del Alto Duero, de la cuenca del Pisuerga y
del Esla, mientras que al grupo Sur se asignarian las poblaciones del Cega, el
Eresma, el Tormes y la cuenca baja del Duero. El AMOVA basado en una
estructura jerarquica de las poblaciones segun este modelo asigna, sin
embargo, una importante proporcion de la diferenciacion poblacional (63.2%) a
las poblaciones dentro del territorio de cada uno de los grupos de Bouza et al.
(2001), en claro contraste con la proporcién que asigna el modelo Afluente
(13.4%, Tabla 3-5). Parece haber por tanto una incongruencia entre los
resultados obtenidos mediante las dos técnicas. El patron de diferenciacion
observado entre las poblaciones en base a la distribucion de los linajes del
ADN mitocondrial no coincide plenamente con la estructura poblacional descrita
por los alozimas ya que en el Cega, Eresma y Tormes predominan los
haplotipos del linaje DU. Sin embargo, este trabajo y el de Bouza et al. (2001)
llegan a conclusiones similares, es decir, que la cuenca del Duero ha sido
colonizada por dos linajes de trucha que actualmente se distribuyen de manera

parapatrica.

Una situacion parecida ha sido descrita en la salamandra rabilarga (Chioglossa
lusitanica), especie endémica del noroeste de la Peninsula Ibérica y en la que
se han descrito dos unidades evolutivas genéticamente diferenciadas y también
con ligeras diferencias ecolégicas (Arntzen y Alexandrino 2004). Sequeira et al.
(2005) han definido mediante analisis electroforéticos y mitocondriales la
barrera entre ambas unidades poblacionales de la salamandra. Aunque dicha
barrera se encuentra alrededor de la cuenca del rio Mondego, resulta mas
estrecha y situada ligeramente mas al norte para los respectivos haplotipos
mitocondriales. Segun estos autores, estas discrepancias entre marcadores
nucleares y mitocondriales podrian ser debidas, principalmente, a la deriva

genética. Sugieren, ademas, que estos contactos entre diferentes unidades
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poblacionales podrian ser comunes durante el Pleistoceno en los refugios
glaciares del Sur de Europa. Efectivamente, el menor tamafo efectivo (Ne) que
para el ADN mitocondrial tienen las poblaciones aumenta su sensibilidad a los
procesos de deriva y lo convierten también en un peor marcador para detectar
los contactos secundarios entre linajes ya que se pierden rapidamente los
haplotipos involucrados en el proceso (Lu et al. 2001). No obstante, en tal
situacion no se esperan patrones geograficos tan claros de la distribucion de

haplotipos como los observados en este trabajo (Sanz et al. 2006).

Otras hipdtesis que podrian explicar esta discordancia entre marcadores
nucleares y mitocondriales serian: (i) cruzamientos asimétricos entre los dos
linajes de manera que machos AT se cruzan con hembras DU y no a la inversa,
(i) migracion selectiva de los sexos en el grupo AT vy (iii) procesos selectivos
favoreciendo al linaje DU en las zonas de contacto. Aunque no se dispone de
evidencias sobre los cruzamientos entre ejemplares de ambos linajes, en
general se observa que las poblaciones de trucha de la cuenca se encuentran
en equilibrio de Hardy-Weinberg (Sanz et al. 2000, Bouza et al. 2001) por lo
que no parece que existan dinamicas de apareamientos clasificados. Asi
mismo, tampoco parece probable una migracién selectiva de los machos del
linaje AT hacia el interior de la cuenca. Como ya se ha comentado, la presencia
del linaje AT en la cuenca del Duero estaria asociada a procesos de
colonizacion a partir de ejemplares anadromos y, en la trucha comun, las
hembras son generalmente mas migradoras que los machos (ver Klemetsen et
al. 2003); por lo que se deberia esperar un resultado contrario al observado, es

decir, una mayor penetracion del linaje AT en la depresion del Duero.
3.2.4. Evidencias de seleccion

Algunos autores han observado que cuando hibridan especies de climas frios y
calidos, el ADN mitocondrial que persiste en las poblaciones hibridas es el ADN
de la especie del clima frio. Asi Glémet et al. (1998) observaron una
introgresion del ADN mitocondrial del salvelino (Salvelinus alpinus), que tiene
una distribucion en zonas mas frias, sobre la trucha de fontana (S. fontinalis),
pero no a la inversa. Entre ciprinidos |la especie adaptada al frio es también la
donadora del ADN mitocondrial (Duvernell y Aspinwall 1995). En la Peninsula

Ibérica, Alves et al. (2003) detectaron en las poblaciones de liebre europea
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(Lepus europaeus) y liebre ibérica (Lepus granatensis) haplotipos de Lepus
timidus, especie que actualmente no presenta poblaciones naturales en la
peninsula. Segun Melo-Ferreira et al. (2005), la persistencia de los haplotipos
de la especie nordica Lepus timidus en las especies ibéricas de liebre podria
reflejar la ventaja selectiva de sus portadores en los periodos frios de la zona

norte de la peninsula.

Aunque no esta claro si por procesos adaptativos o estocasticos, en la trucha
comun los factores climaticos como la temperatura o las precipitaciones juegan
un papel critico en el reclutamiento de las poblaciones y por tanto en su
supervivencia (ver por ejemplo Lobodn-Cervia y Rincén 2004, Borgstrem vy
Museth 2005, Lobdén-Cervia y Mortensen 2005). En este contexto es
remarcable que la distribucion de los dos linajes de truchas en la cuenca del
Duero coincide con diferencias en el rango de temperatura. El linaje DU se
encuentra distribuido a lo largo de la depresion del Duero donde la temperatura
media anual es de unos 5 °C inferior a la de la zona del macizo hespérico
donde se encuentra el linaje AT, debido a la influencia en la zona mas costera
del océano Atlantico, que suaviza las temperaturas en los periodos invernales
(Font-Tullot 2000).

Evidencias a favor de procesos selectivos pueden obtenerse mediante la
comparacién de los datos mitocondriales con datos de genes nucleares. En
este trabajo ha sido posible analizar los desequilibrios entre la constitucion
haplotipica y nuclear de las poblaciones con evidencias de contactos entre los
linajes (3-Duruelo y 9-Moros), gracias a la existencia de datos alozimicos para
los loci mas significativos (sMDH-B1, BGLUA y PEPLT, Sanz et al. 2000)
recogidos previamente en estas muestras. Aunque los tests de probabilidades
exactas en el caso de 3-Duruelo soélo detectan una significacion marginal
(Tabla 3-9), la proporcion de haplotipos del linaje DU supera a la frecuencia de
los genes nucleares asociados a este linaje (SMDH-B1*75, BGLUA*150 y
PEPLT*70). En 9-Moros dos de los tests resultaron altamente significativos en
especial el del locus sSMDH-B1 para el que se observa una mayor proporcion
del linaje AT que la supuesta en base a los datos mitocondriales. En general
parece que en estas poblaciones hibridas los haplotipos del linaje DU estarian

favorecidos respecto a los genes nucleares del linaje.
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Tabla 3-9. Comparacién de la distribucion de los dos linajes de trucha comun de la cuenca del
Duero mediante alozimas y ADNmt. Significacién indica la probabilidad que las proporciones

calculadas con los alozimas sea diferente a la estimada con el ADN mitocondrial.

Localidad/locus DU origen AT origen Significacion
3-Duruelo

ADNmt 0.609+0.100 0.391+0.100

sMDH-B1 0.3750.063 0.6250.063 0.081
BGLUA 0.370+0.063 0.630+0.063 0.079
PEP-LT 0.389+0.063 0.611+0.063 0.087
9-Moros

ADNmt 0.958+0.045 0.042+0.045

sMDH-B1 0.339+0.063 0.661+0.063 0.000
BGLUA 0.714+0.063 0.286+0.063 0.016
PEP-LT 0.8750.045 0.125+0.045 0.424

Contribuye también a sospechar dinamicas selectivas relacionadas con los
haplotipos mitocondriales el hecho de que no se obtenga idéntica distribucion
de las posiciones variables a lo largo de la region de control en los haplotipos
nativos del linaje AT y DU. Asi, mientras que en el linaje DU se detectan sélo 3
posiciones variables en el dominio izquierdo y 9 en el derecho (Tabla 3-10), en
los doce haplotipos analizados del linaje AT, la acumulacion de posiciones
variables en ambos dominios es muy parecida (3 en el izquierdo y 5 en el
derecho), un patrén que también se observa en los linajes AD y ME (haplotipos
de los linajes AD y ME descritos en la Peninsula Ibérica por Cortey et al. 2004).
Tan solo para el linaje DU parece existir una ligera significacion en la
distribucion de posiciones variables-invariables entre los dominios 5 y 3
(P=0.071, en el Test de Fisher, Tabla 3-10).

Discernir si la cantidad de variacién genética en una poblacién es mantenida
por seleccidn natural o por deriva genética representa uno de los principales
problemas de la genética de poblaciones. Tajima (1989) propuso un método
estadistico para estudiar si el numero de diferencias nucleotidicas entre las
secuencias de ADN se ajustaban a las esperadas segun un modelo de cambios
neutros (no selectivos) en equilibrio mutacion-deriva. Posteriormente, Fu y Li
(1993) propusieron nuevos tests estadisticos para comprobar si la distribucién

de mutaciones en las secuencias de ADN eran selectivamente neutras.
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Tabla 3-10. Tests de neutralidad para la distribucién de las posiciones variables (S) en los
linajes de trucha. Los calculos de los estadisticos se realizé6 con el programa DNAsp 4.0
(Rozas et al. 2003). Los calculos realizados utilizan los haplotipos de la Peninsula Ibérica
descritos en este trabajo (DU y AT) y en Cortey et al. (2004) (AD y ME).

Linaje N° S S Test D Tajima Tests de Fu D Tajima Tests de Fu
haplotipos (extremo (extremo Fisher 5’ y Li 3 y Li
5" 3" 5 3

1-315 700-1014

DU 23 3 9 P=0.0711 D=-1.7313 D*=-2.4937 D=-1.0304 D*=-1.0774
0.10>P>0.05  0.10>P>0.05 NS NS

F*=-2.6306 F*=-1.2368
*P<0.05 NS

AT 12 3 5 P=0.3624 D=-0.8288 D*=-0.9342 D=0.4967 D*=-0.1352
NS NS NS NS

F*=-1.0255 F*=0.0292
NS NS

AD 17 4 9 P=0.1309 D=-1.5768 D*=-1.5691 D=-1.5138 D*=-1.5531
NS NS NS NS

F*=-1.8022 F*=-1.7765
NS NS

ME 15 4 5 P=0.5000 D=-1.2203 D*=-0.5961 D=-1.4512 D*=-1.7470
NS NS NS NS

F*=-0.8694 F*=-1.9077
NS NS

La aplicaciéon de estos tests a las secuencias detectadas en la Peninsula
Ibérica para los diferentes linajes autdctonos de trucha comun produce
resultados significativos para el dominio 5’ del linaje DU, especialmente para el
estadistico F* de Fu y Li (1993). El valor negativo obtenido en todos los
estadisticos para los tres tests, sugiere mecanismos selectivos actuando contra

mutaciones deletéreas en este dominio.

El método de ventanas deslizantes (sliding window) implementado en el
programa DNAsp 4.0 (Rozas et al. 2003) permite ver el comportamiento del
valor del estadistico F* a lo largo de toda la secuencia de la regiéon de control.
En este método, un segmento de ADN (ventana) de una determinada longitud
se desplaza en saltos sucesivos de n nucleétidos (salto de ventana) a lo largo
de la secuencia. En cada paso se calcula el valor del estadistico que se asigna
al nucledtido del punto medio de la ventana. En este trabajo la longitud de la
ventana fue de 314 pb, que aproximadamente se corresponde con la del primer
dominio de la regién de control y el salto entre ventanas fue de 10 pb. Los
analisis realizados en cada uno de los linajes nativos indican un
comportamiento mutacional diferente en la cuenca del Duero del linaje DU

respecto de los haplotipos del linaje AT (Fig.3-9).
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Figura 3-9. Distribucion del estadistico F*. Esta distribucion se ha realizado con el programa
DNAsp (Rozas et al. 2003) mediante el método de Sliding window que incorpora el programa y
que permite estimar la evolucion del estadistico a lo largo del fragmento analizado.

En el extremo 5’ se encuentran localizadas 4 Secuencias de Terminacion (TAS,
Terminated Associated Sequences) implicadas en los sefiales de terminacion
para la formacién del D-loop (Shedlock et al. 1992, Suarez et al. 2001, Cortey
2005). Ademas, tres de estas TAS se caracterizan por la presencia de
repeticiones complementarias que generarian estructuras secundarias estables
(Cortey 2005). Martin y Palumbi (1993) propusieron que las zonas con

estructuras secundarias son menos susceptibles a almacenar cambios.

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 93






4. PATRON DE DIVERSIDAD GENETICA DE LA
TRUCHA EN LOS PIRINEOS ORIENTALES






Los Pirineos Orientales

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos mitocondriales

En total se han observado 29 haplotipos diferentes pertenecientes a uno de los
dos linajes nativos mediterraneos (AD y ME), de los cuales 9 no habian sido
descritos con anterioridad, 1 del linaje AD y 8 del ME (Tabla 4-1). En esta zona
se han observado tan solo el 50% de todos los haplotipos del linaje AD
descritos hasta la fecha (incluyendo los descritos por Cortey et al. 2004), pero

cerca del 80% de los pertenecientes al linaje ME.

Entre los diferentes haplotipos AT, AD y ME analizados se han detectado 48
posiciones variables para la regién de control. El cladograma de parsimonia
estadistica que reconstruyé las relaciones filogenéticas entre los haplotipos del
linaje AD y ME de la Tabla 4-1 (Fig.4-1) defini6é un total de 18 clados de nivel 1
(7 clados para el linaje AD y 11 para el ME), 8 clados de nivel 2 (2-1, 2-3 y 2-4
del linaje AD y 2-5, 2-6, 2-7, 2-8 y 2-9 del linaje ME) y 3 clados de nivel 3 (uno
que agrupaba a todos los haplotipos AD y dos para los haplotipos ME).

La nomenclatura de los clados de nivel 1 y 2 respeta la utilizada por Cortey et
al. (2004). El clado 3-3 definido por primera vez en este trabajo parece estar
restringido a la cuenca del rio Llobregat. Es la primera vez que se ha
muestreado con cierto detalle esta cuenca, en total 134 ejemplares de 6
muestras que incluian al propio Llobregat y a su afluente el Cardoner lo que
seguramente ha permitido la deteccion de este nuevo grupo de haplotipos. La
formacion de este nuevo clado de nivel 3 es debida a una deleccién de dos
nucledtidos en las posiciones 932 y 933, tratada como un unico episodio
mutacional (Unicamente se indica un 0 en el cladograma de la Fig.4-1) comun a
todos los haplotipos del clado. Destaca también en este clado de nivel 3 la

singularidad de los haplotipos del clado 2-9 que se comenta mas abajo.
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Tabla 4-1. Haplotipos de la regidn de control del ADN mitocondrial de trucha comin

detectados en la cuenca mediterranea. indica posicion idéntica y indica indels. Los
haplatipos descritos por primera vez en este trabajo se indican en negrita. Se indican con “a"
los haplotipos de los lingjes AD v ME descritos en Cortey et al. (2004) v no observados en este
estudio.
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Tabla 4-1. Continuacién.
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Figura 4-1. Disefio de clados entre los haplotipos detectados en la cuenca mediterranea.
Cada linea representa un paso mutacional. Los ceros indican un nodo interior no detectado en
las poblaciones. Los haplotipos estan descritos en la Tabla 4-1.

La distancia Tamura-Nei entre haplotipos del linaje AD fue de
0.001046+0.000772, y de 0.002573+0.001530 entre haplotipos del linaje ME.
La divergencia promedio ente haplotipos de ambos linajes fue de 0.006306.
Los clados de nivel dos mas abundantes fueron el 2-5 con 195 individuos

distribuidos en 17 poblaciones y el 2-1 con 157 individuos distribuidos en 16
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poblaciones (Tabla 4-2). Estos dos clados incluyen respectivamente a los
haplotipos centrales del linaje ME (MEcs1) y AD (ADcs1), que son los mas
abundantes en este estudio y en la cuenca mediterranea en general (Cortey et
al. 2004). El clado 2-3, que ha sido el tercero en abundancia con 82 individuos,
se encuentra restringido a la cuenca del Ribagorzana. La distancia Tamura-Nei
dentro de los 8 clados de tipo 2 definidos en la zona varié entre 0 para aquellos
clados con un unico haplotipo (por ejemplo el clado 2-8, formado unicamente
por el haplotipo MEcs25) y 0.000905 para el clado 2-7 (Tabla 4-3). Los valores
mas reducidos de las distancias entre clados de nivel 2 se obtuvieron entre los
clados pertenecientes al mismo linaje mitocondrial (0.000200 entre el clado 2-5
y 2-8), produciéndose los valores mas elevados entre pares de clados de dos
diferentes linajes mitocondriales (0.008610 entre el 2-3 y el 2-6). Es de
destacar, la gran distancia detectada entre el clado 2-9 del linaje ME,
restringido a la cuenca de Llobregat, y el resto de clados. En este caso, los
valores de diferenciacion son elevados con respecto a los clados del linaje AD
(0.006325-0.007907), pero es también importante la divergencia de este clado
con los otros del propio linaje ME (rango entre 0.005051-0.006810), que supera

ampliamente la divergencia promedio obtenida entre clados del mismo linaje.

Tabla 4-3. Matriz de distancia Tamura-Nei entre los clados de tipo 2 detectados en los Pirineos
Orientales. AD y ME corresponden, respectivamente, a los linajes Adriatico y Mediterraneo.

Clados | 2-1(AD) 2-3(AD) 2-4(AD) 2-5(ME) 2-6(ME) 2-7(ME) 2-8(ME) 2-9(ME)
(/2{5) 0.000432

(i'g) 0.003105 0.000261

(i'g) 0.001428 0.003991 0.000330

(fﬂ'é) 0.005397 0.006975 0.006286 0.000380

(f,l'g) 0.006992 0.008574 0.007885 0.002162 0.000427

(ﬁ;) 0.006706 0.008041 0.007541 0.001755 0.001784 0.000905

(f/ﬁg) 0.005246 0.006827 0.006137 0.000200 0.001965 0.001558 0.000000

(fﬂ'g) 0.006325 0.007907 0.007215 0.005253 0.006810 0.006256 0.005051 0.000165

De acuerdo con los resultados de Bernatchez et al. (1992) y Cortey et al.
(2004), el analisis de 220 nucledtidos del extremo 3’ de la region de control,

permite diferenciar tanto los tres linajes mitocondriales detectados, AD, ME y
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AT, como a la practica totalidad de los clados de nivel 2 de los linajes AD y ME.
Asi, una transicion A-G en la posicion 900 permite separar los haplotipos de
piscifactoria de los haplotipos nativos, y la insercion de una T en la posicidon
941 permite discriminar entre haplotipos del linaje AD y ME (Tabla 4-1). De esta
manera, un simple estudio restringido a estos ultimos 220 nucledtidos resulta
ya informativo sobre la distribuciéon de los linajes nativos en la zona y la
incidencia de las repoblaciones con ejemplares noreuropeos. Ademas, esta
aproximacion permite también practicamente distinguir entre los clados de nivel
2, tan sélo los 4 haplotipos del clado 2-6, caracterizados por una transicion C-T
en la posicidn 679 pasan inadvertidos y son asignados erroneamente a los
clados 2-5 (haplotipos MEcs5 y MEcs12) o 2-7 (haplotipos MEcs4 y MEcs21).
No obstante, esta fuente de error resulta de menor importancia si se tiene en
cuenta que, tanto en los analisis anteriores de Cortey et al. (2004) como en el
presente estudio, este clado es sdlo abundante en la poblacion de 2-Vallter en
la cuenca del rio Ter. Fuera de esta cuenca sélo se han detectado 2 ejemplares
en 7-Riera Monells y uno mas en 26c¢c-Cavallers 02. Es decir, esta fuente de
error solo seria relevante en la identificacion de los clados presentes en la
poblacion de 2-Vallter, aunque en ella la presencia de los clados 2-5 y 2-7 es

baja o nula.
4.1.2. Variabilidad genética entre y dentro de cuencas fluviales

El analisis de la variabilidad matriarcal de los Pirineos Orientales incorpora los
datos de 905 individuos de 41 localidades (Tabla 4-2). Para las localidades con
mas de una muestra se ha incorporado al analisis la muestra mas reciente,
salvo en 14-Vallferrera | donde se eligio la muestra de 2002 porque duplica en
numero de ejemplares a la de 2003 (16 versus 8), y 20-Tor y 23-Manyanet en
la que se analizan las muestras de 1993 y no las de 1999 debido al ya citado
problema de descongelacion que afectd a estas ultimas. En total se han
detectado haplotipos del linaje AT tipicos de repoblacién en 83 ejemplares
(9.17% del total) de 12 muestras: 7-Riera Monells, 8-Arija, 9c-Riutort 02, 13c-
Pla de Boet 02, 15d-Vallferrera Il, 17-Areu |, 18-Areu |l, 22a-Cardos, 25b-
Nicolau 99, 28c-P.Conangles 02, 29-N.Ribagorzana |, 30-N.Ribagorzana I
(Tabla 4-1). Ademas destaca la muestra 8-Arija (N= 39 individuos), donde

todos los individuos capturados poseian haplotipos de repoblacion. Esta
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muestra, al igual que el resto de individuos con haplotipos de repoblacién, no
se tuvo en cuenta en los analisis poblacionales realizados posteriormente. De
los 804 ejemplares con haplotipo nativo, 315 tenian haplotipos del linaje AD y
489 del linaje ME.

Aunque en general la diversidad haplotipica (h) fue baja, con un valor medio de
0.2649+0.0016 (rango entre 0 en las muestras monomorficas hasta
0.7500£0.0965 en la muestra de 11-Aiguadeval Il), 26 de las 40 muestras (se
elimind la muestra introducida de 8-Arija) presentaron 2 o0 mas clados de nivel
2. Ademas, en la mayoria de las muestras polimorficas (23 de 26, 88.46%) se
detectaron ambos linajes mitocondriales, AD y ME (Tabla 4-2 y 4-4). Sin
embargo, a pesar de la presencia de dos linajes en numerosas poblaciones,
también fueron bajos en general los valores de diversidad nucleotidica (valor

medio d = 0.001368+0.0000000, rango 0.000000-0.003938).

Tabla 4-4. Diversidad haplotipica (h), diversidad nucleotidica (d) y clados de tipo 2 detectados
en las localidades del Pirineo oriental. Entre paréntesis se indica la desviacion estandar.

Poblacion h d Clados nivel 2
1-Tech 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
2e-Vallter 03 0.3298 (0.08435) 0.001903 2-1, 2-5, 2-6
3-Massanes 0.4667 (0.13176) 0.002519 2-1,2-5
4-Queralbs 0.5317 (0.08287) 0.003104 2-1, 2-5, 2-7
5b-Ndria 01 0.3250 (0.12510) 0.002179 2-1, 2-7
6-Rigart 99 0.3680 (0.10017) 0.002468 2-1, 2-7
7-Riera Monells 0.5072 (0.09287) 0.000939 2-5, 2-6, 2-7
9c-Riutort 02 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
10-Castellar 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-9
11-Aiguadeval | 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-9
12-Aiguadeval Il 0.7500 (0.09650) 0.002814 2-5, 2-8, 2-9
13c-Pla de Boet 02 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
14a-Vallferrera | 0.1250 (0.10644) 0.000675 2-1,2-5
15d-Vallferrera |l 0.2956 (0.09300) 0.001595 2-1,2-5
16d-Vallferrera lll 0.0974 (0.06212) 0.000526 2-1,2-5
17-Areu | 0.2965 (0.06956) 0.001600 2-1,2-5
18-Areu Il 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
19-Alins 0.4396 (0.11198) 0.002372 2-1,2-5
20a-Tor 93 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
21c-Ainet Cardos 02 0.4923 (0.05127) 0.002657 2-1,2-5
22a-Cardos 0.3701 (0.08414) 0.001998 2-1,2-5
23a-Manyanet 93 0.6324 (0.06452) 0.002955 2-1,2-4, 2-5
24-Contraig 0.5143 (0.10149) 0.002222 2-1,2-3, 2-5
25b-Nicolau 99 0.1176 (0.10115) 0.001009 2-3
26c¢c-Cavallers 02 0.0833 (0.07493) 0.000714 2-3, 2-6
27-Malpas 0.6250 (0.09343) 0.002569 2-1, 2-4, 2-5
28c-P.Conangles 02 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-1
29-N.Ribagorzana | 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-1
30-N.Ribagorzana I 0.1333 (0.11230) 0.000414 2-1, 2-3
31-N.Ribagorzana Il 0.5817 (0.06075) 0.003112 2-1,2-3, 2-5
32-N.Ribagorzana IV 0.6889 (0.10384) 0.003938 2-1,2-3, 2-5
33-Salenques | 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-1
34-Salenques I 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-1
35-Llauset 0.1429 (0.11881) 0.000444 2-1, 2-3

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 105



Los Pirineos Orientales

Tabla 4-4. Continuacion

Poblacion h d Clados nivel 2
36-Estet 0.7111 (0.08600) 0.003711 2-1,2-3, 2-5
37-Ribera 0.1000 (0.08799) 0.000697 2-3,2-5
38-Baliera 0.4583 (0.09535) 0.003197 2-3,2-5
39-San Silvestre 0.1457 (0.07240) 0.001017 2-3,2-5
40-Aciron 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-5
41-Otal 0.0000 (0.00000) 0.000000 2-1
Promedio 0.2582 (0.00161) 0.001368 (0.0000000)

Total 0.6867 (0.01200) 0.003570

La presencia de los dos linajes en mas de la mitad de las muestras confirma el
elevado grado de contactos secundarios entre linajes de trucha producidos en
la zona (Sanz et al. 2002, Cortey et al. 2004). En general, y después del
presente estudio que elevo a 6 las localidades estudiadas en la cuenca del rio
Llobregat, esa cuenca parece la unica libre de contactos entre linajes ya que
sélo se detecto el linaje ME. Se puede ver también que alguno de los afluentes
del Ebro, como el Noguera Ribagorzana es dominio casi exclusivo del linaje

AD, con la excepcion de su tributario Baliera (muestras 37, 38 y 39).

Todos los AMOVA realizados ponen de relieve una elevada diferenciacién
entre las poblaciones pirenaicas de trucha comun (Tabla 4-5). Asi, en el
AMOVA “General” practicamente 2/3 de la diversidad génica total (63.50%), es
debida a la diferenciacién entre poblaciones. El analisis basado en la jerarquia
hidrografica (AMOVA “Pirineos-1") indica que una parte importante de esta
diferenciacién se encuentra entre las diferentes poblaciones de un rio
(54.22%), siendo de menor cuantia (11.60%) las que se observan entre los 4
rios analizados en este estudio (Tech, Ter, Llobregat y Ebro). Resultados
similares se obtienen si se consideran los grandes afluentes del Ebro (Noguera
Pallaresa, Noguera Ribagorzana y Cinca) como cuencas “independientes” y al
mismo nivel que los rios Tech, Ter y Llobregat (AMOVA “Pirineos-II”). En este
caso, sin embargo, se duplica y convierte en estadisticamente significativa la
diferenciacion entre cuencas, sugiriendo algun nivel de aislamiento entre las
poblaciones de los afluentes del Ebro. No obstante, el AMOVA realizado en
dicha cuenca (AMOVA “Ebro”) puso de manifiesto que sélo el 26.32% de la
diversidad respondia a la diferenciacion entre los afluentes estudiados
(Pallaresa, Ribagorzana y Cinca). De hecho, en la cuenca del Ebro vy,
especialmente en la del Ter (AMOVA “Ter”), es donde se observa que la mayor

parte de la diversidad se encuentra dentro de las poblaciones.
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Por el contrario, el AMOVA con las muestras nativas de la cuenca del Llobregat
indica que es poca la diversidad intrapoblacional, pero muy elevada la
diferenciacion interpoblacional. Asi, las muestras de tributarios del curso
principal (7-Riera Monells y 9c-Riutort 02) forman un grupo poblacional
diferenciado al observado en el afluente Cardoner (10-Castellar, 11-Aiguadevall
I y 12-Aiguadevall Il) (Fig.4-2). Como ya se ha indicado, estas poblaciones del
Cardoner presentan en alta frecuencia haplotipos del clado 2-9, clado que

ademas parece restringido a este afluente.

Entre los afluentes del Ebro (Noguera Pallaresa, Noguera Ribagorzana y
Cinca) también se detectan diferencias en el patron de distribucion de la
diversidad. En la Noguera Pallaresa, es alta la variabilidad intrapoblacional y
baja la diferenciacién interpoblacional (®c1=33.68%). En la Noguera
Ribagorzana y el Cinca predomina el aislamiento entre los tributarios (®ct

=55.78%) y es menor la diversidad intrapoblacional.

Tanto en el dendrograma (Fig.4-2) como en el analisis de PCO (Fig.4-3), las
muestras quedaron generalmente agrupadas segun el linaje con presencia mas
abundante, independientemente de su localizacion hidrografica. Asi, las
muestras como 1-Tech, 9c-Riutort 02, 13c-Pla de Boet 02, 18-Areu II, 20-Tor
93, 40-Aciron, pertenecientes a distintas cuencas hidrograficas quedaban
unidas debido a que todas ellas poseian unicamente el clado 2-5 del linaje ME.
En el otro extremo, se encuentran las muestras 28c-P.Conangles 02, 29-
N.Ribagorzana, 33-Salenques | y 34-Salenques Il, o las de 25b-Sant Nicolau
99, 26c¢c-Cavallers 02 y 35-Llauset, donde respectivamente estan fijados o
practicamente fijados los clados 2-1 y 2-3 del linaje AD. La importancia de la
abundancia relativa de cada uno de los linajes en las agrupaciones de las
poblaciones se pone de manifiesto en la alta variacién (77%) explicada por la
primera coordenada del PCO, y que distribuye las muestras analizadas de
acuerdo al patron de minima (valores negativos) a maxima (valores positivos)
abundancia de linaje ME (o a la inversa para el caso de linaje AD). La segunda
coordenada del PCO destaca la singularidad de las poblaciones del Cardoner
(muestras 10, 11 y 12), afluente del Llobregat, como resultado de la ya citada

presencia exclusiva del altamente divergente clado 2-9 del linaje ME.
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—— 37-Ribera
—— 16d-Vallferrera Ill
14a-Vallferrera |
39-San Silvestre
— 7-Riera Monells
2e-Vallter 03
_| 6-Rigart 99
15d-Vallferrera Il
17-Areu |
22a-Cardos
19-Alins
— 12-Aiguadeval Il

| 10-Castellar
1 11-Aiguadeval |

38-Baliera
21c-Ainet de Cardos 02
32-N.Ribagorzana IV
31-N.Ribagorzana IlI
36-Estet
4-Queralbs
23a-Manyanet 93
3-Massanes

27-Malpas

5b-Nuria 01

25b-Nicolau 99
F 35-Llauset
26¢c-Cavallers 02

——— 24-Contraig

30-N.Ribagorzana Il
28c-P.Conangles 02
33-Salenques |
41-Otal
57-N.Ribagorzana |

34-Salenques Il

0.001

Figura 4-2. Dendrograma Neighbor-Joining entre las poblaciones de trucha comun del Pirineo
Oriental utilizando la matriz de distancia apareada (Tamura-Nei) entre ellas. Los codigos de las
poblaciones se indican en la Tabla 4-2.
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Figura 4-3. Analisis de Componentes Principales. AD y ME hacen referencia a los linajes
Adriatico y Mediterraneo, respectivamente. Los niumeros hacen referencia a las muestras de
la Tabla 4-2. Los 6valos incluyen muestras con mas del 5% de haplotipos del linaje.

En general, existe una baja aunque significativa correlacién entre la distancia
geografica y genética de las muestras (R=0.17426, P=0.0117). Esta
significacidon entre ambas distancias parece ser reflejo del patron de
diferenciaciéon entre las poblaciones del Ebro ya que en los rios de la cuenca
interna, Ter y Llobregat, aunque la correlacion entre ambas distancias es
superior, no resulta significativa (Tabla 4-6). La correlacion mas alta se obtuvo
para las 10 muestras estudiadas de la Noguera Pallaresa a lo largo de 85Km
de curso fluvial. En este caso, la correlacion parece reflejar el cambio en la
abundancia relativa de los linajes ME y AD. Asi, el primero es muy abundante
en la cuenca alta de la Noguera Vallferrera (muestras 13c-Pla de Boet 02 y

14a-Vallferrera |) mientras que a medida que se desciende por el curso fluvial
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aumenta el numero individuos con haplotipos del linaje AD (por ejemplo en

22a-Cardés y 23a-Manyanet).

Tabla 4-6. Correlacion entre distancias genéticas y geograficas en el Pirineo. “Pirineos”
corresponde a los resultados utilizando todas las poblaciones. Ter, Llobregat, Ebro, Pallaresa
y Ribagorzana hacen referencia a los resultados utilizando las localidades (N) dentro de las
cuencas o afluentes correspondientes indicados en la Tabla 4-2. Gmax: maxima distancia
hidrografica lineal entre dos muestras

Area geografica N  Gmax (Km) R (indice de correlacion) P
Pirineos 40 793 0.17426 0.0117*
Ter 5 56 0.51725 0.1277 NS
Llobregat 5 135 0.58852 0.1811 NS
Ebro 28* 342 0.23813 0.0027***
Pallaresa 11 85 0.88583 0.0075***
Ribagorzana 16 55 0.27327 0.0227*

* incluye ademas de las muestras de el Noguera Ribagorzana y el Nogera Pallaresa y las dos muestras

del Cinca.

4.1.3. Estabilidad temporal de la estructura geografica

Este analisis se realiz6 sobre un conjunto de localidades en las cuencas
fluviales de las que el Laboratorio de Ictiologia Genética disponia de diferentes
muestras recogidas en un periodo de aproximadamente 10 afios. Sin embargo,
dados los problemas de descongelacion que han afectado a las muestras de
1999, en primer lugar y para agilizar el genotipado de los individuos, se
comprobd si la identificacidn de los haplotipos y su asignacién a clados de nivel
2 de acuerdo con la secuencia en los 220 nucledtidos finales del extremo 3’ de
la regién de control tal y como se indica en el apartado 4.1.1 (ver también Tabla
2-3) reproducia de manera correcta los patrones de diferenciacion. Para ello se
utilizaron 6 muestras capturadas por el laboratorio entre los afios 1990 y 1993
(2a-Vallter 90, 4-Queralbs, 9a-Riutort 90, 21a-Ainet de Carddés 93, 23a-
Manyanet 93, 28a-Conangles 93) de las que se disponia de las secuencias
completas de los ejemplares capturados. Segun se observa en la Tabla 4-7, los
resultados obtenidos mediante ambas aproximaciones son muy parecidos y

practicamente idénticos en el caso de ®sr y Fst (0.432 y 0.459 utilizando los
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haplotipos de la secuencia completa de la region de control, 0.457 y 0.463

utilizando los clados de tipo 2).

Tabla 4-7. Componentes de diversidad mitocondrial y diferenciaciéon entre muestras
seleccionadas del Pirineo. N: muestras analizadas en cada caso, ds:diversidad nucleotidica
media entre las muestras y dt: diversidad nucleotidica total.

Diferenciacion entre las muestras
N ds dt Pst Fst
Pirineos-93 °| 6 |0.001925 | 0.003491 0.432 0.459
Pirineos-93° | 6 |0.001778|0.003310 0.457 0.463
Pirineos-93° | 10 | 0.001067 | 0.003160 0.578 0.575
Pirineos " 40 °|0.001368 | 0.003570 0.635° 0.635

a: Calculos a partir de los haplotipos de secuencia completa de la region de control del ADNmt
b: Calculos a partir de la distancia Tamura-Nei entre los clados de nivel 2 (Tabla 4-3)
c: Calculados con todas las localidades de la Tabla 4-4

No obstante, los patrones de diversidad y diferenciacién de estas 6 localidades
son sensiblemente diferentes a los obtenidos en el analisis del Pirineo Oriental,
las diversidades nucleotidicas de las muestras (ds) estan sobrestimadas,
mientras que la diferenciacion (®sty Fsr) esta infraestimada. Por esta razon,
en el analisis de la estabilidad temporal se utilizé el maximo de localidades (10)
de las que el LIG disponia de muestras temporales (Tabla 4-8). En este
contexto, se considerd que las muestras 5a-Nuria 98 y 5b-Nuria 01, capturadas
no mas de 100 m aguas arriba del punto 4-Queralbs y en el mismo curso
fluvial, representan réplicas temporales de esta localidad. Lamentablemente, de
las localidades 20-Tor, 23-Manyanet y 25-Nicolau, no se disponia de réplicas
en el afno 2002. De la primera de ellas (20-Tor) puede dar una idea la muestra
de 19-Alins (Tabla 4-2), capturada en 2002 unos 1000 metros aguas abajo de
la muestra de 20-Tor, aunque en este caso se opté por no incluirla en los
analisis por situarse ya en la Noguera de Vallferrera a la que vierte sus aguas
la Noguera de Tor. Los analisis sobre diversidad y estructura poblacional en el
Pirineo Oriental con estas 10 localidades de 4 cuencas fluviales (Ter,
LLobregat, Noguera Pallaresa y Noguera Ribagorzana) se ajustan mejor al

patrén obtenido con el conjunto de 40 muestras utilizadas en el apartado 4.1.2.
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Tabla 4-8. Fluctuaciones temporales en poblaciones del Pirineo catalan. Dif: coeficientes de
diferenciacion nucleotidica (®st) y haplotipica (Fsr).

Nativos Repoblacién

Poblacién Cuenca Linaje AD Linaje ME Dif. Dif

2-1 2-3 24|25 2-6 2-7| Qg Fst |AT| O@sr Fst
2a-Vallter 90 Ter 1 5 8 1
2b-Vallter 99 Ter 4 1 10 4 |0.050° 0.060° - -
2d-Vallter 02 Ter 14 1 23
4-Queralt (93) 18 3 7
5a-Nuria 98 Ter 14 1 1 0.043 0.067° - -
5b-Nuria 01 Ter 13 3
9a-Riutort 90 Llobregat 20 1
9b-Riutort 99 Llobregat 1 14 0.017 0.017 | 10 | 0.125b 0.124b
9c-Riutort 02 Llobregat 19 7
13a-Pla de Boet 93 Pallaresa 3
13b- Pla de Boet 99 Pallaresa 8 0.000 0.000 | 5 | 0.041 0.041
13c-Pla de Boet 02 Pallaresa 16 16
20a-Tor 93 Pallaresa 18
20b-Tor 99 Pallaresa 7 13 0.301° 0.301°| 2 | 0.271c 0.281c
21a-Ainet Cardos 93  Pallaresa 9 16
21b-Ainet Cardos 99  Pallaresa 7 1115 0.000 0.000 - -
21c-Ainet Cardos 02  Pallaresa | 10 16
23a-.Manyanet 93 Pallaresa 4 12| 7
23b-Manyanet 99 Pallaresa 3 16| 5 0.000 0.000 - -
25a-Nicolau 93 Ribagorzana | 21 2
25b-Nicolau 99 Ribagorzana 16 1.000° 1.000°| 1 |0.709d 0.865d
26a-Cavallers 93 Ribagorzana | 7
26b-Cavallers 99 Ribagorzana| 2 21 0.826" 0.826° - -
26¢-Cavallers 02 Ribagorzana 23
28a-P.Conangles 93 Ribagorzana | 19 3
28b-P.Conangles 99 Ribagorzana | 14 0.000 0.000 | 10| 0.056 0.056
28c-P.Conangles 02 Ribagorzana | 18 6

a: 0.1>P>0.05; b: 0.05>P>0.01; c: 0.01>P>0.001; d: P<0.001

El AMOVA en el que no se incluyen los haplotipos de repoblacion detecta
fluctuaciones temporales significativas en la composicion matriarcal de las
localidades analizadas, aunque la diferenciacion geografica entre localidades
es claramente muy superior (53%, Tabla 4-9). Esta diferenciacién entre réplicas
temporales representa mas del 8% de la diversidad nucleotidica de la region, y
se mantiene en valores similares cuando al analisis se incorporan los
ejemplares portadores de haplotipos de repoblacion. No parece, por tanto, que
las posibles repoblaciones realizadas en los rios de la zona sean las principales

responsables de los cambios detectados. De hecho, tan s6lo en 9-Riutort, los
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cambios temporales estan asociados a un aumento significativo de los
haplotipos de repoblacion, principalmente en el periodo 1990-1999 (Tabla 4-8).
Las repoblaciones si que parecen haber contribuido a un aumento de la
diversidad presente en la zona y a una ligera disminucién de la diferenciacién

poblacional (Tabla 4-9).

Tabla 4-9. AMOVAs para el analisis de la estabilidad temporal en los Pirineos Orientales. df:
grados de libertad.

Sumade Componentes % Estadisticos
Fuente de Variacion df cuadrados Varianza Variacion ) P
Solo Haplotipos Nativos
Dentro de 486 0.362 0.00074 38.49 0.61512 <0.001
muestras (DsT)
Entre réplicas 17 0.064 0.00017 8.66 0.18361 <0.001
temporales (Dsc)
Entre 0.52856
localidades 9 0.505 0.00102 52.86 (Per) <0.001
Total 512 0.932 0.00193 100
Todos los haplotipos
Dentro de 549  0.726 0.00132 54.72 0.45285 <0.001
muestras (DsT)
Entre réplicas 47 95 0.00021 8.69 0.13708 <0.001
temporales (Dsc)
Entre 0.36593
localidades 9 0.511 0.00088 36.59 (@cr) <0.001
Total 575 1.332 0.00242 100

Resulta remarcable que en las tres localidades con cambios mas significativos
(20-Tor, 25-Nicolau y 26-Cavallers) en el periodo analizado, se ha producido
una alteracién en la composicién de los haplotipos del linaje AD. Asi, en 25-
Nicolau y 26-Cavallers, el clado 2-1 ha sido sustituido por el clado 2-3, ambos
del linaje AD. En 20-Tor, de no detectarse haplotipos del linaje AD en 1993, su
frecuencia fue del 35% en 1999. Curiosamente, en 2-Vallter, las ligeras, pero
significativas fluctuaciones ocurridas entre 1990-2002, también reflejan un

aumento de la frecuencia de haplotipos del linaje AD.

Aunque como resultado de estos cambios en la abundancia de los diferentes
haplotipos nativos en las poblaciones en el periodo analizado no se han
producido aumentos significativos de diversidad, si que parece aumentar la

diferenciacién poblacional debido a estos haplotipos (Tabla 4-10).
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Tabla 4-10. Fluctuacién temporal del patrén de diferenciacion entre poblaciones de trucha
comun en el Pirineo Oriental. N muestras analizadas en cada caso, ds:diversidad nucleotidica
media entre las muestras, dt: diversidad nucleotidica total.

Sdlo haplotipos nativos Todos los haplotipos
Diferenciacion Diferenciacion
entre las muestras entre las muestras
N ds dt (DST FST ds dt (DST FST

Pirineos-93 | 10 | 0.00107 | 0.00316 | 0.578 0.575 | 0.00147 | 0.00363 | 0.502 0.513
Pirineos-99 | 10 | 0.00133 | 0.00384 | 0.624 0.609 | 0.00290 | 0.00493 | 0.439 0.473
Pirineos-02 7 | 0.00117 | 0.00378 | 0.641 0.702 | 0.00294 | 0.00510 | 0.423 0.527

4.1.4. Diferenciacion microgeografica en los Pirineos

Los patrones de diversidad descritos en los apartados anteriores se refieren en
general a los resultados obtenidos en toda la zona de estudio, pero como
indicaban diversos estudios previos, una parte importante de la diversidad
genética es consecuencia de la diferenciacion entre las distintas poblaciones
presentes dentro de los rios mediterraneos (Garcia-Marin et al. 1999, Sanz et
al. 2002, Cortey et al. 2004, véase también Tabla 4-5). En esos trabajos
realizados previamente, se analizaba la diferenciacion dentro de rios a un nivel
de macro y mesoescala, es decir entre afluentes o localidades distantes varias
decenas de kilometros. En esta tesis se planteé un analisis de la diferenciaciéon
poblacional entre localidades separadas tan solo unos pocos kildmetros dentro
de un mismo curso fluvial. El tramo elegido se localiza en la cuenca de la
Noguera de Vallferrera, afluente del Noguera Pallaresa. En el Noguera
Pallaresa, los analisis indican un cierto grado de aislamiento por distancia de

las poblaciones de trucha (ver Tabla 4-6).

Entre los pueblos de Areu y Alins se eligieron 4 puntos de muestreo (14-
Vallferrera |, 16-Vallferrera Ill, 15-Vallferrera 1l y 19 Alins) en un tramo de unos
6.5 km de rio, lo que significa una separacion media entre puntos de poco mas
de 2 Km (Fig.4-4). A unos 7.5 Km por encima de esta zona, separado por
saltos de agua y un azud de captacion de aguas, se encuentra el 13-Pla de
Boet, donde la poblacion de truchas esta afectada por las repoblaciones
(Araguas et al. 2004) y los ejemplares nativos presentan haplotipos del linaje

ME (ver Tabla 4-1). Unos 6.5 Km aguas abajo de 19-Alins, la Noguera de
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Vallferrera confluye con la Noguera de Cardéds, en la que segun los analisis, la
poblacion de truchas presenta en moderada frecuencia haplotipos del linaje AD
(Cortey et al. 2004, ver también 21-Ainet Cardds en Tabla 4-8). De este ultimo
rio se incluy6 también una muestra en este analisis (22-Cardés). La muestra se
capturé a 2 Km de la confluencia con la Noguera de Vallferrera. Finalmente,
para analizar la incidencia de las repoblaciones que se realizan en esta zona,
se incorpord al estudio una muestra de los reproductores que la Generalitat de

Catalunya mantiene en el centro piscicola de Baga (muestra 42a, Tabla 2-2).

2000 m
n"ﬁl o
Tavascan
Anl —
\ ——
Pla de Boet
\allierrera | 5'?;0
A
Binet Cardds vallferrera 11
allferrera 1l
W
8 TOR
[
e
[&]
g Aline
5 Cardos
=]
=
HNOGUERA VALLFERRERA

Figura 4-4. Cuenca de la Noguera de Vallferrera y de la Noguera de Cardés, indicando los
puntos de muestreo realizados en la zona. Los rectangulos en el mapa superior indican saltos
de agua. La flecha en el mapa inferior indica la situacion de ambas cuencas en el Pirineo

oriental.
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Debido a que no existen estudios previos sobre el patron de diversidad para los
genes nucleares en esta zona, ademas de los analisis de haplotipos
mitocondriales, en estas muestras se analizé el patron de diversidad génica
también para 8 loci microsatélites. En estos loci microsatélites, el numero de
alelos detectado por locus varié desde los 7 encontrados en el locus SsoSL
438 hasta los 29 alelos detectados en el locus T3-13. El numero de alelos
medio por locus y muestra vario desde los 3 en el locus Str 15 hasta los 13.167
detectados en el locus T3-13. La heterocigosidad mas baja observada
correspondié al locus Str 73, con un valor de 0.368, mientras que el valor
maximo (0.977) lo mostré el locus T3-13 (Tabla 4-11).

Tabla 4-11. Variabilidad génica en las poblaciones de la Vallferrera. N: tamafo de muestra
(gametos), Na: numero de alelos detectados, Ho: Heterocigosis observada, He: diversidad
génica, H-W equilibrio de Hardy-Weinberg, h: diversidad haplotipica, d: diversidad nucletidica.
Los codigos corresponden a los de la Tabla 4-2. NS: No Significativo.

Locus 13c 14a 15a 16a 19 22b  Media 42a
Microsatélites

Str 15 (N) 58 30 64 32 26 84 76
Na 4 2 4 2 2 4 3 6
He 0.345 0.267 0.375 0.313 0.538 0.452 0.382 0.632
Ho 0.501 0.497 0.434 0417 0.471 0.637 0493 0.767
H-W NS NS NS NS NS NS NS
SsaHaelll14.20 (N) 58 32 66 36 28 92 78
Na 9 3 3 3 3 11 5.333 12
He 0.517 0.188 0.333 0.222 0.571 0.391 0.371 0.667
Ho 0.816 0.546 0.573 0.565 0.532 0.718 0.625 0.838
H-wW NS NS NS NS NS P<0.001 P<0.001
Str 73 (N) 60 32 62 36 28 92 80
Na 5 3 5 5 2 4 4 5
He 0.633 0.063 0258 0.5 0429 0326 0368 0.5
Ho 0.69 0502 0.585 0525 0.349 0481 0.522 0.571
H-wW NS P<0.001 P<0.001 NS NS NS NS
Str 85 (N) 62 32 68 34 28 88 78
Na 7 4 5 6 5 6 5.5 4
He 0.742 0.875 0.471 0.588 0.786 0.523 0.664 0.487
Ho 0.748 0.657 0.697 0.567 0.767 0.678 0.686 0.63
H-wW NS NS NS NS NS NS NS
Str 197 (N) 64 32 60 36 28 90 72
Na 7 7 8 6 7 10 7.5 8
He 0.813 0.625 0.833 0.833 0.643 0.711 0.743 0.694
Ho 0.749 0.827 0.825 0.783 0.794 0.79 0.794 0.748
H-W NS NS NS NS NS NS NS
SsoSL 417 (N) 64 32 68 36 28 86 80
Na 9 10 15 8 13 17 12 11
He 0.813 0.813 05 0.611 0.714 0.605 0.676 0.8
Ho 0.843 0.875 0.876 0.721 0.913 0.889 0.853 0.865
H-W NS NS P<0.001 NS NS P<0.001 NS
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Tabla 4-11. Continuacién

Locus 13c 14a 15a 16a 19 22b  Media 42a
SsoSL 438 (N) 62 32 72 36 28 92 80
Na 5 4 4 4 4 7 4.667 5
He 0.806 0.375 0.361 0.667 0.571 0.543 0.554 0.625
Ho 0.751 0425 0433 0.594 0.561 0.711 0.579 0.683
H-W NS NS NS NS NS NS NS
T3-13 (N) 58 30 64 36 28 88 76
Na 13 11 13 12 9 21 13.167 17(3)
He 0.931 1 1 1 1 0.932 0.977 0.947
Ho 0.894 0908 0.873 0.887 0.889 0.921 0.895 0.899
H-W NS NS NS NS NS NS NS
Fis 0.063 0.2043 0.2266 0.0649 0.053 0.2328 0.1900
Media

Na 7.375 55 7125 575 5.625 10 8.500
He 0.749 0.655 0.662 0.632 0.659 0.728 0.750
ADNmt (N) 32 16 36 18 14 46 40

h 0.6552 0.1250 0.2460 0.3072 0.4396 0.5237 0.5090
d 0.0044 0.0005 0.0011 0.0015 0.0019 0.0031 0.0019

En varios loci microsatélite se detectaron diferencias importantes entre las
muestras naturales y el centro piscicola de Baga. En este sentido cabe
destacar el locus SsaHaelll14.20, en el que son diferentes los alelos presentes
en uno u otro tipo de muestras; los loci Str 73 y Str 197, en los que el alelo
comun en el centro piscicola (Str-73*147 y Str-197*134) practicamente no se
observa en las poblaciones naturales y; el locus SsoSL 438 en el que el alelo
comun en el medio natural (SsoSL-438*107) esta practicamente ausente en los
ejemplares del centro piscicola (ver Apéndice, pagina 191). Basandose en las
diferencias en los loci microsatélite se obtuvo el coeficiente de hibridacion
(admixture coefficient, q) para cada uno de los ejemplares capturados en el
medio natural (Fig.4-5). Cuanto mas se aproxima g a 1 mas genoma nativo
cabe suponer en el ejemplar, mientras que si el valor es proximo a 0, el
genoma nativo que conserva el ejemplar es practicamente nulo. Para la
mayoria de muestras naturales a excepcion de 13c-Pla de Boet 02, los valores
de g fueron muy similares a 1 mostrando la poca o nula incidencia de los
ejemplares repoblados sobre el acervo genético nativo de las truchas de la
Vallferrera. En esta localidad de 13c-Pla de Boet 02, se observé una
distribucion sigmoidal de los valores de q. Esta es la forma tipica que muestran
las poblaciones donde se ha introducido material genético exdgeno

consecuencia de la hibridacién entre individuos naturales y los de piscifactoria.
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En 22b-Cardds, dénde también se detectaron ejemplares con valores bajos de
g, no existe una distribucién continua de los valores, sino que se observa un
cambio brusco de los valores de g en 4 ejemplares respecto al resto de los
ejemplares de la muestra. Estos 4 ejemplares, que ademas presentan haplotipo
de repoblacién del linaje AT, son seguramente individuos liberados desde el
centro piscicola. La eliminacion de estos 4 individuos de piscifactoria en la
muestra 22b-Carddés provoc6 que la diversidad génica para los loci
microsatélites disminuyera ligeramente de 0.728 a 0.697, y que disminuyera
también el numero medio de alelos de 10 a 8.375. Ademas, entre las muestras
del medio natural, la maxima diversidad génica se detectdé en 13c-Pla de Boet
02 (He=0.749, h=0.6552, d=0.0044; Tabla 4-11), seguramente reflejo de los

genes atlanticos introducidos por las repoblaciones.
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Figura 4-5. Distribuciones del coeficiente de hibridacion (g) en las muestras de la Noguera
Vallferrera y de la Noguera Cardés. La barras verticales indican los limites de probabilidad al
90% de los valores q. Los individuos se ordenaron de menor a mayor valor de q.
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Los valores diversidad haplotipica en la muestra de 13c-Pla de Boet 02 también
fueron altos y responden a la presencia de 4 haplotipos diferentes, incluyendo a
los de repoblacion. Esta muestra fue la unica en la que no se detectaron
haplotipos del linaje AD, mientras que el resto de localidades presentaron los
dos linajes mitocondriales nativos (AD y ME). El linaje mas abundante fue el
Mediterraneo (ME) con un 79.7% vy solo el 13.7 % de individuos tipificados en
las muestras naturales presentaban haplotipos del linaje Adriatico. El resto de
haplotipos (6.6%) se identificaron como pertenecientes al linaje Atlantico y se

localizaban principalmente en la muestra de 13c-Pla de Boet 02 (Tabla 4-12).

Tabla 4-12. Distribucion de los clados de nivel 2 en las localidades de la Noguera Vallferrera y
la Noguera Cardos. AT: numero de individuos que mostraron haplotipos de repoblacién (linaje
AT).

Muestra 2-1(AD) 2-5(ME) AT
13c-Pla Boet 02 16 16
14a-Vallferrera | 1 15
14b-Vallferrera | 1 8
14c-Vallferrera | 1 7
15a-Vallferrera Il 5 31
15b-Vallferrera Il 3 14 1
15c-Vallferrera ll 1 28
15d-Vallferrera Il 5 21 1
16a-Vallferrera lll 3 15
16b-Vallferrera lll 1 4
16c¢-Vallferrera lll 1 16
16d-Vallferrera lll 2 38
19-Alins 4 10
22a-Cardos 7 23 1
22b-Cardos 12 28 4

Total 47 274 23

En las 6 localidades estudiadas y para los 8 loci microsatélites, se detectaron 5
desajustes de las proporciones de equilibrio de Hardy-Weinberg después de
aplicar la correccion secuencial de Bonferroni. En todos los casos, los
desequilibrios fueron debidos a un déficit de heterocigotos. Dos de los
desequilibrios se detectaron en la muestra 14a-Vallferrera Il y dos mas en la

22b-Cardés. En esta ultima los desequilibrios perduraron incluso después de
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descartar del analisis a los presuntos ejemplares originados en el centro
piscicola. Los valores de F|s estuvieron en un rango entre 0.0053 en la muestra
19-Alins hasta 0.2328 en la muestra de 22b-Cardés, siendo todos los valores

positivos (Tabla 4-11).
4.1.4.1. Diferenciacion interpoblacional mediante loci microsatélites

Los coeficientes de diferenciacion (Fst) entre las muestras de la Vallferrera
analizadas en los 6.5Km de rio que separan Areu y Alins fueron muy bajos, y
sélo la comparacién entre 16a-Vallferrera Ill y 19-Alins resulté estadisticamente
significativa (Tabla 4-13). Curiosamente, la muestra de 19-Alins no fue
significativamente diferente a la muestra de 22b-Cardés, capturada aguas
abajo en el rio Noguera de Cardos (Fig.4-4). Esta muestra de la Noguera de
Cardés se diferencié claramente del resto de muestras de la Noguera de

Vallferrera.

Tabla 4-13. Diferenciacion (Fst) entre localidades de la Noguera de Vallferrera y Noguera
Cardés utilizando loci microsatélites.

Poblacién 13c 14a 15a 16a 19 22b 42a

13c-Pla Boet 02 -

14a-Vallferrera | 0.13916*** -

15a-Vallferrera Il | 0.15399***  0.00241 NS -
16a-Vallferrera lll | 0.15537***  0.00984 NS  0.01503 NS -

19-Alins 0.16950*** 0.01730 NS 0.02088 NS  0.02695* -

22b-Cardos 0.13031*** 0.03846* 0.05357***  0.06599***  0.02008 NS -
42a-Baga-R 0.08551***  0.24186*** 0.25232***  0.26016***  0.25383***  0.18636***
NS: No Significativo

* P<0.05

*** P<0.001

Todas las muestras naturales resultaron significativamente diferentes de la
muestra de piscifactoria. Sin embargo el coeficiente de diferenciaciéon entre
13c-Pla de Boet 02 y 42a-Baga (Fst=0.08551) es menos de la mitad del
observado en el resto de comparaciones entre poblaciones del rio y el estoc del
centro piscicola, confirmando los efectos de las repoblaciones en este punto de
Pla de Boet (Araguas et al. 2004). Esta relacion entre la poblacion del Pla de
Boet y el estoc del centro piscicola de Baga queda también de manifiesto en el

dendrograma calculado a partir de la matriz de distancias de Nei entre las

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 121



Los Pirineos Orientales

muestras (Fig.4-6A). El dendrograma también muestra la diferenciacién entre la
poblacion de 22b-Cardds y las muestras de la Vallferrera. La eliminacion de las
muestras de 42a-Baga y 13c-Pla de Boet 02, asi como los individuos que en
22b-Cardoés presentaban un coeficiente de hibridacion que los relacionaba con
la muestra de piscifactoria, produjo un dendrograma que sugiere una cierta
relacion entre las muestras 19-Alins y 22b-Cardos (Fig.4-6B). Ademas, en este
ultimo caso, se detecté un aislamiento por distancia al analizar todas las
muestras conjuntamente (R= 0.76561, P = 0.0090), probablemente reflejo de la

singularidad de la muestra de 22b-Cardos.
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Figura 4-6. Dendrogramas Neighbor-Joining entre las localidades de la Noguera de Vallferrera
y de la Noguera de Cardds, mediante la matriz de distancia de Nei apareadas entre éstas
utilizando los loci microsatélites. A: todas las localidades. B: eliminando el efecto de la
introgresion.
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4.1.4.2. Diferenciacion matriarcal

La secuenciacion de 464pb de bases del extremo 3’ de la region de control
permiti6 asignar el haplotipo de todos los ejemplares estudiados a su
correspondiente clado de nivel 2 (Tabla 4-12). En la zona de estudio de la
Valferrera y la Noguera de Cardds soélo se detectaron los clados 2-1 (linaje AD)
y 2-5 (linaje ME). Los valores de diferenciacion interpoblacional entre los pares
de muestras (®st) fueron en general no significativos, exceptuando aquéllos
que incluian a la muestra del Pla de Boet o al estoc del centro piscicola (Tabla
4-14). Mediante el analisis del ADN mitocondrial también se observé un cierto
grado de diferenciacidon entre la muestra de 22b-Cardos y las de 14a-Vallferrera

|y 15a-Vallferrera Il.

Tabla 4-14. Diferenciacion mitocondrial (Pst) entre localidades del rio Noguera de Vallferrera y
Noguera de Cardés.

Poblacién 13c 14a 15a 16a 19 22b 42a

13c-Pla Boet 02 -

14a-Vallferrera | 0.29510*** -

15a-Vallferrera Il | 0.29881*** -0.01762 NS -

16a-Vallferrera Ill | 0.22394*** -0.00826 NS  -0.03454 NS -

19-Alins 0.14893* 0.10463 NS  0.02213 NS  -0.02382 NS -
22b-Cardos 0.09905* 0.10719* 0.07497* 0.03265 NS  -0.02602 NS -
42a-Baga-R 0.29510***  0.84032*** 0.83149** 0.80145*** 0.77021***  0.67378** -
NS: No Significativo
* P<0.05
*** P<0.001

La clara diferenciacion entre 13c-Pla de Boet 02 y el resto de muestras
naturales analizadas es debida, como ya ha sido comentado, a la elevada
introgresidon procedente de la piscifactoria que ha sufrido esta muestra. En ella,
el 50% de los haplotipos son del linaje AT, el unico linaje presente en los

individuos del centro piscicola (Tabla 4-12).

Todos estos resultados confirman los obtenidos mediante el andlisis de loci
microsatélites, y son reproducidos claramente en el dendrograma realizado a
partir de la matriz de distancias Tamura-Nei entre las muestras (Fig.4-7). La

muestra de 13c-Pla de Boet 02, se aleja del resto de muestras del rio y se
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acerca a la muestra de la piscifactoria. Asi mismo, la muestra de la Noguera de
Cardds, genera una rama separada de las muestras de la Noguera de
Vallferrera, ya que el linaje AD es mas abundante en ese rio. Sin embargo, en
el analisis de los haplotipos no se detecté aislamiento por distancia entre las
poblaciones (R=0.42279, P= 0.2383).

— 14a-Vallferrera |

— 15a-Vallferrera Il

16a-Vallferrera Il
19-Alins
22b-Cardos

— 13c-Pla de Boet 02

42a-Baga-R

0.5

Figura 4-7. Dendrograma Neighbor-Joining entre las localidades de la Noguera de Vallferrera y
de la Noguera de Cardds a partir de la matriz de distancia apareadas (Tamura-Nei) entre éstas
utilizando haplotipos de la regién de control del ADNmt.

4.1.4.3. Estabilidad temporal

No se detectaron diferencias significativas entre las muestras temporales
capturadas en la Noguera de Vallferrera en el periodo 2002-2003 ni en los
analisis que utilizaron los loci microsatelites, ni en los que utilizaron los
haplotipos mitocondriales. En 15-Vallferrera Il la Fst con microsatélites fue de
0.01415 (P=0.0820) y la ®st con el ADN mitocondrial -0.01437 (P=0.4326),
mientras que en 16-Vallferrera Ill los valores fueron de 0.00841 (P=0.2744)
para Fsty 0.04490 (P=0.2549) para ®gr.

En las muestras del rio Vallferrera, se pudo disponer de la edad de los
ejemplares gracias a la colaboracién de la Dra. A. Almodévar (Universidad
Complutense Madrid), por lo que fue posible analizar la estabilidad temporal
también a partir de las fluctuaciones alélicas entre las cohortes. En esta
aproximacion, y como consecuencia de la baja o nula diferenciacion geografica
y temporal entre los puntos de muestreo 14-Vallferrera I, 15-Vallferrera Il, 16-
Vallferrera Ill y 19-Alins (ver Tablas 4-13 y 4-14), se agruparon todas las

capturas para, de esta manera, aumentar las muestras de cada cohorte de
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edad. La cohorte mas antigua fue la de 1996, de la que sdélo se capturd un
ejemplar, y la mas moderna la cohorte del 2003, también con un unico
representante. A la cohorte de 1997 se asignaron 4 individuos, a la de 1998 6
individuos, a la de 1999 19 individuos, la del 2000 presenté 28 individuos, la del
2001 presentd 41 individuos y la del 2002 presentd 53 individuos. Las cohortes
marginales de 1996 y 2003, no se tuvieron en cuenta en los analisis genéticos.

En total se detectaron 18 desequilibrios de Hardy-Weinberg para las seis
cohortes analizadas y los 8 loci microsatélites testados, aunque después de la
correccion secuencial de Bonferroni, los desequilibrios pasaron a ser 5 y
siempre debidos a un déficit de heterocigotos (Tabla 4-15). La cohorte que
mostré mas desequilibrios fue la cohorte de 2002, que mostré 3 desequilibrios
después de la correcciéon de Bonferroni. Los valores de Fis variaron entre
—-0.0455 de la cohorte 1997 hasta 0.2523 detectado en la cohorte de 1998.

Tabla 4-15. Variabilidad génica en cohortes de trucha comun de la Vallferrera. N: tamafio de
muestras (gametos, Na: numero de alelos diferentes detectados, Ho: Heterozigosis observada,
He: diversidad génica, H-W: equilibrio de Hardy-Weinberg, h: diversidad haplotipica, d:
diversidad nucleotidica. NS: No Significativo.

Locus 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Microsatélites

Str15 (N) 6 12 38 56 80 96
Na 2 2 3 3 2 6
He 0.667 0.167 0.421 0.286 0.25 0.188
Ho 0.533 0.53 0411 0468 0.404 0.409
H-W NS NS NS NS NS P<0.001
SsaHaelll14.20 (N) 8 12 38 58 80 102
Na 3 3 3 4 4 10
He 0.75 0.333 0.368 0.241 0.15 0.255
Ho 0.607 0.53 0.511 0.625 0.596 0.72
H-W NS NS NS P<0.001 P<0.001 P<0.001
Str73 (N) 8 12 38 58 78 100
Na 3 4 4 4 5 7
He 0.5 0.5 0421 0.345 0.308 0.44
Ho 0.464 0.561 0.609 0493 0448 0.612
H-W NS NS NS NS NS NS
Str85 (N) 6 12 36 58 82 104
Na 4 5 5 6 5 7
He 1 0.5 0.778 0.69 0.512 0.577
Ho 0.867 0.833 0.725 0.772 0.63 0.73
H-wW NS NS NS NS NS NS
Str197 (N) 8 12 34 58 78 102
Na 4 3 6 10 9 8
He 1 0.833 0.824 0.586 0.641 0.784
Ho 0.821 0.727 0.756 0.828 0.806 0.805
H-W NS NS NS NS NS NS
SsoSL417 (N) 8 12 38 58 80 104
Na 5 6 13 18 14 15
He 0.5 0.5 0.632 0.793 0.525 0.615
Ho 0.893 0.803 0.872 091 0.746  0.794
H-W NS NS NS NS NS P<0.001
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Tabla 4-15. Continuacion.

Locus 1997 1998 1999 2000 2001 2002
SsoSL438 (N) 8 12 38 58 82 106
Na 4 2 4 5 4 4
He 0.75 0.333 0474 0483 0.537 0.415
Ho 0.75 0485 0.393 0475 0.531 0.517
H-W NS NS NS NS NS NS
T3-13 (N) 8 12 38 54 76 92
Na 7 5 11 15 15 16
He 1 0.833 1 1 0.974 0.978
Ho 0.964 0.758 0.866 0.91 0.906 0.854
H-wW NS NS NS NS NS NS
Media

Na 4,000 3.750 6.125 8.125 7.250 9.125
He 0.738 0.653 0.643 0.685 0.633 0.680
Fis -0.0455 0.2523 0.0480 0.1986 0.2352 0.2240
ADNmt (N) 4 6 19 28 41 53

h 0.5000 0.3330 0.4094 0.1402 0.2561 0.1742
d 0.0022 0.0014 0.0018 0.0008 0.0011 0.0008

Todos los valores de diferenciacion entre pares de cohortes, tanto mediante el
analisis de la variacion en los loci microsatélites (Fst) como el polimorfismo de
la regiéon de control del ADN mitocondrial (®st) resultaron no significativos
(Tabla 4-16), confirmando la estabilidad temporal dentro de la Noguera de

Vallferrera.

Tabla 4-16. Diferenciacion entre cohortes de trucha comun del rio Vallferrera. ®g7 utilizando la
region de control del ADNmt (debajo diagonal) y Fsr utilizando loci microsatélites (encima
diagonal) entre cohortes.

Cohorte 1997 1998 1999 2000 2001 2002
1997 - -0.06217 NS  0.00679 NS -0.02568 NS -0.00618 NS 0.00455 NS
1998 | -0.23577 NS - 0.01603 NS  -0.00591 NS -0.00212 NS 0.00660 NS
1999 | -0.17773 NS -0.09403 NS - 0.00040 NS  0.01023 NS 0.00089 NS
2000 0.01428 NS  0.05540 NS  -0.08698 NS - 0.00841 NS  0.00824 NS
2001 -0.10847 NS -0.10371 NS  0.00639 NS  -0.00214 NS - 0.00741 NS
2002 -0.00826 NS -0.06947 NS 0.07894 NS -0.02111 NS -0.00882 NS -

NS: No Significativo

4.1.4.4. Estimacion del censo y el tamario efectivo

La estimacion de los censos en la Noguera Vallferrera se pudo llevar a cabo

gracias a la colaboracion durante las campafas de muestreo de las cuencas de
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la Noguera Vallferrera y Noguera Cardds del grupo de la Dra. A. Almoddvar
(UCM). Los censos obtenidos en los puntos de muestreo de 15-Vallferrera Il,
16-Vallferrera 1l y 22-Cardds junto con el método utilizado para su estimacion

se muestran en la Tabla 4-17.

Tabla 4-17. Estimacion de los censos poblacionales en la Noguera Vallferrera y la Noguera de
Cardés.

Punto Muestreo Método utilizado Censo estimado

15-Vallferrera Il Schnabel 164.18 (135.01-246.51)
16-Vallferrera lll Schnabel 220.59 (177.73-457.92)
22-Cardos Pettersen 177.88 (114.54-285.24)

Los tamanos efectivos calculados en la Noguera de Vallferrera se muestran en
la Tabla 4-18. Mediante el método temporal se estimd el tamafo efectivo (Ne)
en los dos unicos puntos donde habia réplicas temporales entre el afio 2002 y
2003 (15-Vallferrera Il y 16-Vallferrera Ill). Los valores de Ne estimados en
estos puntos fueron bastante bajos y en general los margenes para los
intervalos de confianza fueron muy amplios, especialmente para la estimacién
con datos mitocondriales, reflejo seguramente de los reducidos tamaros
muestrales. Por este motivo y dada la baja diferenciacién detectada entre las
muestras de estos dos puntos, se procedid a repetir el analisis agrupando las
muestras anuales de ambos puntos, para partir asi de tamafios muestrales mas
grandes. En este caso se obtuvieron estimas algo superiores de los tamanos
efectivos tanto en general (Ne=51.5, método de Waples 1989) como de las
hembras (Nef = 12.8, también segun Waples), pero los margenes de error
fueron también elevados. Finalmente, se realizé un ultimo analisis agrupando
en sendas muestras todos los genotipos del afio 2002 y 2003 en los diferentes
puntos de muestreo de este rio, entre 14-Vallferrera | y 19-Alins. En este caso
los valores de Ne y Nef fueron muy similares a las anteriores estimas, excepto
para el método del desequilibrio de ligamiento de Bartley et al. (1992), en el
que la estima de Ne del afio 2002 casi se duplica respecto de la obtenida con la

simple agrupacién de las muestras de Vallferrera Il y Ill.
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Resulta sorprendente que las estimas obtenidas por los métodos de maxima
verosimilitud son en todos los casos bastante superiores a las obtenidas
mediante las otras aproximaciones. En especies con generaciones solapadas
como es el caso de la trucha, Waples (2005) sugiere que tanto el método del
desequilibrio como los de las fluctuaciones temporales basados en Waples
(1989) o Nei y Tajima (1981), probablemente estiman el numero efectivo de
reproductores por afio (Nb) y no el tamano efectivo (Ne) de la poblacion. La
relacion entre ambos parametros parece ser compleja para especies que
solapan generaciones en el momento de la puesta, sin embargo, en el salmén
del pacifico (Oncorhynchus tshawytscha), parece haber una sencilla relacién en
la que Ne seria como maximo igual al producto entre el tiempo de generacion
G (medido como edad media de los reproductores) y el valor medio de Nb en
los diferentes afios necesarios para el paso de una generacion: Ne = G Nb
(Waples 2002). Aunque el salmén del pacifico es una especie semélpara y la
trucha es iterépara, por lo que la relacién podria no ser idéntica, se debe
destacar que la ratio entre el Ne obtenido por las aproximaciones de maxima
verosimilitud y las demas aproximaciones se situa en valores entre 3 y 4 (Tabla
4-18). Esta indicacion sobre el posible tiempo de generacién de la trucha
comun en la Noguera de Vallferrera se corresponde bastante bien con la edad
media de los reproductores en ese rio (3.2 afos, Tabla 4-19). Ademas, la
distribucion de las clases de edad en este rio es muy similar al observado en
otras poblaciones ibéricas (Garcia de Jalon et al. 1986, Nicola y Almodévar
2002, y Lobon-Cervian et al. 1997).

Tabla 4-19. Distribucién de clases de edad en la Noguera de Vallferrera en el afio 2002. G:
edad media de los reproductores (clase de edad superior a 0+)

14a-Vallferrera | 15a-Vallferrerall 16a-Vallferrera Il 19-Alins  Total
N 16 36 18 14 84
Edad
1(0+) 2 13 2 - 17
2(1+) 3 10 8 4 25
3(2+) 6 3 2 6 17
4(3+) 5 8 2 1 16
5(4+) - - 2 4
6(5+) - - 3 1 4
7(6+) - - 1 - 1
G 3.142 3.086 3.437 3.285 3.224
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Para organismos que solapan generaciones en el momento de la reproduccion,
el estudio de las fluctuaciones alélicas entre dos cohortes consecutivas deberia
informar sobre el numero efectivo de reproductores (Nb) que han generado las
cohortes en cuestion (Waples 1991b), mas concretamente sobre la media
harménica de numero efectivo de reproductores que han generado las dos
cohortes (Waples 2005). Las cohortes utilizadas en estos estudios fueron las
cohortes desde 1999 hasta 2002 ambas inclusive, ya que el resto de cohortes
(1996, 1997, 1998 y 2003) tenian pocos representantes en las muestras
analizadas. Los resultados se presentan en la Tabla 4-20. Las estimas de Nb
son diferentes segun la metodologia utilizada. Aparentemente, salvo en la
comparacioén de las cohortes 2000-2001, el método de maxima verosimilitud de
Wang (2001) es incapaz de obtener un resultado que no se ajuste al valor
maximo de Ne introducido en el programa para el calculo, por lo que se
consideré que estos resultados eran poco informativos. El resto de valores
obtenidos mediante las clasicas estimas de fluctuacion alélica entre cohortes
(W y NT) son, en este caso, inferiores a los calculados mediante el
desequilibrio de ligamiento. Sin embargo, si se exceptua la comparacién entre
las cohortes de 1999 y 2000, ambas representadas por un reducido numero de
ejemplares, los valores de Nb obtenidos mediante las técnicas de fluctuacién
de las frecuencias alélicas (W y NT) son similares (entorno a 50-55) a los
calculados para el conjunto de la Vallferrera comparando las capturas del afio
2002 y 2003 (ver Tabla 4-18). Cuando se compara las cohortes del afio 99 y
2002, entre las que practicamente ha pasado una generacion, los valores
calculados estimarian el Ne de la poblacién (Waples 2005), los valores son en
este caso de 417 (método de Waples 1989) y 464 (método Nei y Tajima, 1981).

Los valores obtenidos mediante la técnica del desequilibrio gamético en 1999
(Nb=50) y 2000 (Nb=35) fueron similares a los valores que se obtuvieron con
los métodos de la fluctuacién de las frecuencias alélicas, pero claramente
inferiores a los calculados en 2001 (Nb=304) y 2002 (Nb=250).
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Finalmente, las aproximaciones en las que se considerd la migracion entre la
Noguera de Vallferrera, la Noguera de Cardos y los aportes desde los centros
piscicolas (Tabla 4-21), dieron estimaciones de Ne entre 30 y 70 individuos
segun las diferentes metodologias aplicadas, muy parecidas por tanto a los
resultados descritos en la Tabla 4-18. Seguramente, al tratarse de una especie
con generaciones solapadas estas estimas reflejan de nuevo el numero
efectivo de reproductores. Los resultados sugieren ademas la existencia de
flujo génico y por ende movimiento de reproductores entre las poblaciones de
la Noguera de Vallferrera y Noguera de Cardds. Las estimas de flujo se
reducen cuando se incorporan al analisis los individuos de Baga, reflejo de que

en esta zona las repoblaciones han tenido un reducido impacto genético.

Tabla 4-21. Estimacion de los Tamarios efectivos (Ne) y las tasas de migracion (m) en la
Noguera de Vallferrera. FT: Métodos temporales implementados en el programa MLNE (Wang
y Whitlock 2003): NT, segun Nei y Tajima (1981). En este caso s6lo se admite una fuente de
migracion (22b-Cardés). 11S: aproximaciones a partir de la identidad en estado segun Vitalis y
Couvet (2001a Genetics), en este caso es posible calcular la situacién en los afios 2002 (11S-
2002) y 2003 (I1I1S-2003) y se admite la combinacion de mas de una fuente de individuos
migradores.

Ne m
Vallferrera - Cardos
FT-NT 37.1 0.0743

53.2 0.1432
FT-MLNE (37.6-89.2) (0.0542 - 0.2549)

38.4 0.0614
11S-2002 ©.1- ) (0 - 0.2497)

34.7 0.0755
11S-2003 (29-=) (0 - 0.4904)
Vallferrera - (Cardds + Baga)

68.9 0.0140
11S-2002 (25.9- %) (0 - 0.0452)

62.8 0.0175
11S-2003 (16.1 - =) (0 - 0.0760)
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4.2. DISCUSION
4.2.1. Relaciones entre los haplotipos

La deteccidn de 9 nuevos haplotipos, basicamente del linaje ME (8), aumenta
la diversidad del cladograma descrito en Cortey et al. (2004) que relaciona a
este linaje con el linaje AD. Los analisis previos de ese autor agrupaban todas
las secuencias de ambos linajes en un unico clado de nivel 3 y todos los
haplotipos del linaje ME constituian un unico clado de nivel 2. Sin embargo, los
nuevos haplotipos aumentan la diversidad del linaje y reestructuran las
relaciones haplotipicas en 5 clados de nivel 2 para el linaje ME (Fig.4-1). Dos
de estos clados de nivel 2 (2-8 y 2-9) se agruparon en un nuevo clado de nivel
3 del linaje Mediterraneo (ME). Este nuevo clado de nivel 3 se origina a partir
de la doble deleccién en la posiciones 932 y 933 que caracteriza a una gran
parte de individuos del rio Cardoner, cuenca del Llobregat. El haplotipo
MEcs25, que integra el clado 2-8, se diferencia unicamente del haplotipo
MEcs1 por la doble deleccidon anteriormente citada. Sin embargo, los haplotipos
del clado 2-9 se encuentran como minimo a 4 pasos mutacionales de ese
haplotipo del clado 2-8 y del que son claramente divergentes (distancia
Tamura-Nei = 0.005051). Un muestreo mas exhaustivo de la cuenca del
Llobregat, podria ayudar a detectar haplotipos intermedios entre los dos clados,
provocando una genealogia mas profunda del clado 3-3. De hecho, en los
Pirineos Orientales, y considerando este estudio, se han detectado el 80% de
los haplotipos del linaje ME descritos hasta la fecha y sélo el 50% de los
descritos para el linaje AD. Este aumento de la diversidad detectada dentro del
linaje ME estaria de acuerdo con la propuesta de que la zona del Rosellén, en
el sur de Francia, y proxima a la zona estudiada en este trabajo, es el area de

aparicion del linaje ME (Bernatchez 2001).
4.2.2. Variabilidad intrapoblacional

Las diversidades haplotipica (valor medio h=0.264) y nucleotidica (valor medio
d=0.001368) se encuentran dentro de la parte alta del rango descrito para las
poblaciones mediterraneas de la Peninsula Ibérica (Cortey et al. 2004) y son
claramente superiores a los valores detectados en las poblaciones del sur de la

peninsula, en Sierra Nevada (Sanz et al. 2006). Sin embargo, se encuentran
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por debajo de los detectados en poblaciones noratlanticas (Hansen y Mensberg
1998, Laikre et al. 2002) y, aunque los de diversidad nucleotidica son similares
(rango 0.0005-0.0044) a los observados en las poblaciones francesas de los
Pirineos atlanticos, los de diversidad haplotipica en esas poblaciones atlanticas
son superiores (rango 0.22-0.80). Se debe resaltar que en esa zona francesa
del Pirineo occidental tan so6lo se han descrito haplotipos del linaje AT (Aurelle
y Berrebi 2001).

Las muestras con valores mas elevados de diversidad haplotipica coincidian
con valores mas elevados de diversidad nucleotidica (Tabla 4-4) ya que en su
mayoria se encontraron clados pertenecientes a los dos linajes autéctonos (ME
y AD). Este patron es el habitual de las poblaciones en rios mediterraneos de la
Peninsula Ibérica (Cortey et al. 2004) y se ha descrito también en diversos rios

europeos de la vertiente mediterranea (Giufra et al. 1994, Berrebi et al. 2000a).
4.2.3. Diferenciacién interpoblacional

La estructura de las poblaciones mediterraneas de trucha comun de la
Peninsula Ibérica ha sido objeto de diversos estudios tanto mediante genes
nucleares como mitocondriales (Machordom et al. 2000, Suarez et al. 2001,
Sanz et al. 2002, Cortey et al. 2004). En general, estos estudios ponen de
manifiesto una elevada diferenciacién entre las poblaciones tanto dentro como
entre rios. Por ejemplo, Sanz et al. (2002) mediante loci alozimicos detectaron
una elevada diferenciacion poblacional (Fsr=0.615) que se distribuia
practicamente en partes iguales dentro de rios (Fsc=0.316) y entre rios
(FcT=0.299). Mas recientemente, mediante el estudio de la variacion de las
secuencias de la region de control del ADNmt se ha observado que mas del
80% de la diversidad es consecuencia de la diferenciacion poblacional, aunque
en este caso las diferencias entre rios (Pc1=0.15691) son mucho menores que
las observadas dentro de rios (Psc=0.67096) (Cortey et al. 2004). Los estudios
con genes nucleares sugieren también una importante diferenciacion entre las
poblaciones de los Pirineos, tanto occidentales (Fst=0.1744, Cagigas et al.
2002) como orientales (Fst=0.396, Araguas et al. 2004). Todo ello
probablemente reflejo de la citada mezcla de diferentes linajes evolutivos en los
rios mediterraneos (Sanz et al. 2002, 2006, Cortey et al. 2004, Madeira et al.

2005). Los resultados del presente trabajo encajan plenamente con estos
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estudios, el patrén de diferenciacion mitocondrial observado en el Pirineo
oriental es un fiel reflejo del descrito previamente para toda la vertiente
mediterranea peninsular. En general, las poblaciones tienen una baja
proporcion de diversidad, y son mucho mas importantes las diferencias dentro
que entre rios (ver Modelo Pirineos-l, Tabla 4-5). Exceptuando la cuenca del
Llobregat, las demas presentan haplotipos tanto del linaje AD como del ME vy el
patrén de diferenciacion poblacional parece la consecuencia légica de la
abundancia relativa de cada uno de estos linajes (Fig.4-2, Fig.4-3). No
obstante, sobre el conjunto del territorio analizado se detecta un cierto patrén
de aislamiento por distancia (Tabla 4-6), nunca antes descrito para rios
mediterraneos, pero que si se ha observado en poblaciones atlanticas tanto
ibéricas como noreuropeas (Moran et al. 1995, Hansen y Mensberg 1998,
Bouza et al. 1999, Ruzzante et al. 2001). En esas poblaciones atlanticas, el
patron macrogeografico de diferenciacion que refleja el aislamiento por
distancia de los diferentes cursos fluviales es la consecuencia del flujo génico
asociado con los errores de retorno de los ejemplares anadromos (Moran et al.
1995). Sin embargo, en la cuenca mediterranea los individuos anadromos se
extinguieron como minimo hace 13000 anos, al final del periodo glacial (Munoz
y Casadevall 1997), o incluso antes (300000 afos, Berg 1948).

El andlisis detallado de las cuencas estudiadas sugiere un patron diferente en
cada una de ellas. Asi, por ejemplo, en el Ter predomina la diversidad
intrapoblacional (52.40%) mientras que en el Llobregat predomina la
diferenciacion interpoblacional (89.37%) (Tabla 4-5). De igual manera, aunque
el estudio en toda la cuenca del Ebro asigna la mayor parte de la diversidad a
la diferenciacion entre poblaciones (60.80%), en alguno de sus afluentes
predomina también la diversidad intrapoblacional (63.93% en el Noguera
Pallaresa). Todo ello sugiere un comportamiento diferencial de los agentes
evolutivos en las poblaciones. Mas alla del contacto secundario entre linajes,
los procesos evolutivos que desde el final de la glaciacion predominan en las
poblaciones de truchas mediterraneas parecen ser la deriva genética y la
restriccion del flujo génico como consecuencia de la contraccion de las
poblaciones a las cabeceras de los cursos fluviales (Sanz et al. 2002, 2006,

Cortey et al. 2004). Los analisis realizados en este trabajo no han detectado
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indicios de aislamiento por distancia entre las poblaciones de trucha dentro de
los rios Ter y Llobregat. Sin embargo, si que se ha observado este patron entre
las poblaciones analizadas en la cuenca del Ebro, siendo muy marcado dentro
de su afluente Noguera Pallaresa (Tabla 4-6). En este ultimo caso, la
correlaciéon parece reflejar cambios en la abundancia relativa de los linajes AD
y ME (Tabla 4-2).

Adaptando las conclusiones de las poblaciones atlanticas (ver Hansen y
Mensberg 1998) a las poblaciones de trucha de la cuenca mediterranea,
existen diversas situaciones que podrian explicar la falta de correlacion entre
flujo génico y distancia geografica que se observa en las cuencas del Ter y el
Llobregat: (i) muestreos no representativos de las poblaciones de los rios; (ii)
estructura jerarquica del flujo genético, donde el flujo genético dentro del curso
fluvial se produce mediante un modelo de isla, mientras que el flujo genético
entre cursos (afluentes) sigue un modelo stepping-stone; y (ii) tamanos
poblacionales efectivos pequefos en las poblaciones de los tributarios
provocando una fuerte deriva genética que podria enmascarar los patrones de
flujo génico. Sin embargo, la primera opcién no parece estar implicada en este
caso ya que la extension de rio analizado en el Ter y el Llobregat no es
diferente a las extensiones analizadas en los afluentes del rio Ebro, donde si se
ha observado aislamiento por distancia. Las opciones mas probables serian por
tanto las otras dos, o una combinacion de ambas. Como se discute mas
adelante, las poblaciones pirenaicas parecen tener tamanos efectivos similares
a los de algunas poblaciones noreuropeas y existen dinamicas de flujo génico

entre poblaciones proximas.

Los salmoénidos tienden a presentar una estabilidad temporal en sus
composiciones genéticas (Nielsen et al. 1997, 1999a, 1999b, Tessier y
Bernatchez 1999, Carlsson y Nilsson 2000, Hansen et al. 2002), pero estudios
en poblaciones noreuropeas de trucha comun han detectado fluctuaciones
alélicas en cortos lapsus de tiempo que se consideran el resultado de la deriva
génica consecuencia de los reducidos tamafos efectivos de las poblaciones
(Jorde y Ryman, 1996). En las poblaciones de la isla Gotland (Mar Baltico,
Suecia), donde el tamafio efectivo de las hembras no es superior a 30, se ha

observado que entre el 4-5% de la diversidad mitocondrial corresponde a
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cambios en la composicion haplotipica entre cohortes (Laikre et al. 2002). En
otras ocasiones, las fluctuaciones temporales reflejan la inestabilidad del
habitat. En estos casos parecen tener un papel importante los procesos locales
de extincion y recolonizacion asociados a una estructura de metapoblacién en
las zonas de estudio (Jdestergaad et al. 2003, Ayllon et al. 2006). Cuando las
poblaciones son grandes y los habitats estables, no suelen producirse
alteraciones en las frecuencias alélicas (Hansen et al. 2002).

En lineas generales, los analisis de AMOVA en el Pirineo oriental mostraron
que el componente temporal de la variacion es bastante inferior al espacial
(Tabla 4-9). Este patron ha sido detectado también en otros estudios con
salmoénidos (Moran et al. 1995, Carlsson et al. 1999, Nielsen et al. 1999a,
Laikre et al. 2002, Palm et al. 2003). Sin embargo, la distribucién espacial
refleja en general procesos ocurridos a lo largo de miles de anos, mientras que
las fluctuaciones temporales se han analizado habitualmente en términos de, a
lo sumo, unas decenas de afios. En el Pirineo, los cambios haplotipicos afectan
a un 8% de toda la diversidad descrita (Tabla 4-9), proporcion que aunque
pueda parecer pequena, esta asociada a un periodo de tiempo de tan sélo
unos 10 afios. Asi, en la cuenca del rio Ter los estudios alozimicos han
detectado fluctuaciones significativas de las frecuencias alélicas en el periodo
de 1990-1999 que se han considerado el reflejo de procesos de deriva génica
(Araguas et al. 2004). Los analisis del presente trabajo sugieren que tales
procesos afectan también en algun grado a la composicion haplotipica, en la
que se ha producido un aumento de los haplotipos del linaje AD en la localidad
de 2-Vallter. Una situacion parecida se observa en 20-Tor. En conjunto, la
mitad de las poblaciones han sufrido algun tipo de alteracion en la composicion
haplotipica (Tabla 4-8), y s6lo los cambios ocurridos en 9-Riutort parecen
reflejar el impacto de las repoblaciones. Por tanto, se puede concluir que en
cortos periodos de tiempo evolutivo pueden producirse notables cambios

genéticos en estas poblaciones mediterraneas.
4.2.4 Flujo génico

A pesar de su alta capacidad de dispersién, la trucha comun manifiesta una
elevada diferenciacion poblacional (Ferguson, 1989, Garcia-Marin et al. 1999,
Grant et al. 1999, Bernatchez 2001, Cortey et al. 2004). La presencia de
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ejemplares anadromos favorece la cohesion entre las poblaciones noreuropeas
(Hansen et al. 2002), pero a medida que tales ejemplares desaparecen
aumenta la diferenciacion poblacional al restar en los rios unicamente
poblaciones residentes (Moran et al. 1995, Bouza et al. 1999, Sanz et al. 2000).
La diferenciacion poblacional es especialmente notable entre las poblaciones
mediterraneas (Apostolidis et al. 1996, Giuffra et al. 1996, Poteaux et al. 1999,
Berrebi et al. 2000a, Sanz et al. 2002, 2006, Cortey et al. 2004). En general, la
diferenciacion poblacional resulta del balance entre la divergencia generada por
los procesos de deriva asociados al tamafo efectivo de las poblaciones (Ne) y
la fuerza homogenizadora del flujo génico (m). El producto Nem mide el
numero efectivo de migradores entre las poblaciones, siendo una regla
comunmente aceptada que un valor de 1 es suficiente para que la migracién
evite la completa diferenciacion de las poblaciones (Wright 1969, Slatkin 1987).
Valores inferiores a la unidad se relacionan con una interrupcion del flujo
geénico y bajos tamanos efectivos, en tal situacion, la deriva génica conduce a
la diferenciacién poblacional (Allendorf y Phelps 1981, Allendorf 1983, Mills y
Allendorf 1996, Frankham et al. 2002). La magnitud del numero efectivo de
migradores se puede estimar a partir de los coeficientes de diferenciacion
poblacional, ya que en poblaciones donde existe un equilibrio entre la
migracion y la deriva genética, la diferenciacion poblacional es inversamente
proporcional al numero efectivo de migradores. En el caso de datos

matriarcales:

1

=————— (Takahata y Palumbi 1985)
1+2N,m,

ST

donde N, es el tamafo efectivo de las hembras, m, la tasa de migracion, y su

producto representa el numero efectivo de hembras migradoras.

Los valores obtenidos en el Pirineo oriental son en general inferiores a 1 (Tabla
4-22), y confirman el aislamiento actual entre los diversos rios, por la falta de
ejemplares anadromos y la contraccion de las poblaciones a las cabeceras. En
el analisis particular de cada cuenca, no resulta sorprendente el reducido valor
de hembras migradoras obtenido para el Llobregat, ya que su curso principal y
el Cardoner confluyen aguas abajo de Manresa (Barcelona), en zona de

ciprinidos y donde no existen en la actualidad poblaciones de truchas, por lo

138 Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comtn



Los Pirineos Orientales

que es de suponer un largo periodo de aislamiento entre las poblaciones de
ambos cursos fluviales. Si son sorprendentes los bajos valores obtenidos en el
Ter y la Noguera Ribagorzana, porque el territorio estudiado en ambos rios
constituye un continuo de poblaciones truchicolas. En el caso del Ter, los
resultados encajan con los del analisis del aislamiento por distancia (Tabla 4-6)
que no detectaron un patron de flujo génico entre las poblaciones de esa
cuenca. Desde finales del siglo XIX, esta cuenca, y la del Llobregat estan
altamente afectadas por captacidon de aguas mediante azudes y pequefas
presas (ACA 2005), que en el periodo estival pueden provocar que se seque el
cauce del rio aguas abajo, produciéndose perturbaciones en el ambiente, lo
que seguramente ha favorecido la fragmentacién y el aislamiento de las
poblaciones (Heath et al. 2002, Jestergaad et al. 2003, Yakamoto et al 2004,
Van Houdt et al. 2005). En la Noguera Pallaresa la estima del numero efectivo
de hembras migradoras es practicamente 1, valor que estaria de acuerdo con

el patrén de aislamiento por distancia observado.

Tabla 4-22. Diferenciacion poblacional (Fs7) y Numero efectivo de hembras migradoras (Nesmy)
en el Pirineo oriental. Ngsms= (1 - Fs7)/2FsT.

Territorio/Cuenca Fsr Ngimy
Pirineos Orientales 0.636 0.29
Ter 0.575 0.37
Llobregat 0.776 0.14
Ebro 0.651 0.26
Noguera Pallaresa 0.322 1.05
Noguera Ribagorzana 0.696 0.21

A pesar de las diferencias anteriores, la estructura poblacional que se concluye
de las distribuciones haplotipicas (Tablas 4-5 y 4-9) sugiere sin embargo un
patron comun y coherente en todas las cuencas: las componentes de
diferenciacion entre afluentes son en general superiores a las obtenidas dentro
de cada afluente. Asi en el Ter (2-Vallter) predomina el clado 2-6 del linaje ME,
mientras que en su afluente Freser (3-Massanes, 4-Queralbs, 5-Nuria)
predominan haplotipos del clado 2-1 del linaje AD, y en el afluente de éste, el
Rigart (6-Rigart), es abundante el clado 2-7 del linaje ME. En el Llobregat (7-
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Riera Monells, 9-Riutort) el clado predominante es el 2-5, mientras su afluente
Cardoner (10-Castellar, 11-Aiguadevall I i 12-Aiguadevall Il) presenta los clados
singulares 2-8 y 2-9. En la Noguera Pallaresa, las muestras analizadas se
localizan principalmente en su afluente Noguera de Vallferrera donde abunda el
clado 2-5 del linaje ME, siendo escasos los haplotipos del linaje AD. Sin
embargo, en la Noguera de Cardods (21-Ainet Cardds, 22-Cardds) que confluye
con la Noguera de Vallferrera pocos kilometros antes de que desemboque en la
Pallaresa, se encuentra en frecuencia moderada los haplotipos del clado 2-1
del linaje AD. Ese linaje (clado 2-4) es el predominante en otro afluente de la
Pallaresa, el Flamicell (23-Manyanet). En el curso principal de la Noguera
Ribagorzana (muestras 28-P Conangles a 32-Ribagorzana IV) predominan los
haplotipos del clado 2-1 (linaje AD), siendo también este clado el unico
presente en su afluente Salenques (muestras 33 y 34). Sin embargo en sus
afluentes Noguera de Tor (24-Contraig, 25-Sant Nicolau y 26-Cavallers) y
Llauset predomina el clado 2-3, también del linaje AD, mientras que en el
Baliera (37-Ribera, 38-Baliera y 39-San Silvestre) los haplotipos mas
abundantes son los del clado 2-5 del linaje ME. Este patréon con diferentes
demes locales en tributarios separados por una escasa distancia hidrografica
parece estar extendida en la trucha comun. En la cuenca mediterranea se han
detectado diferencias entre dos tributarios proximos del rio Orb en Francia
(Poteaux et al. 1999). Ademas, estos patrones de diferenciacion también se
han detectado en estudios de la cuenca atlantica. En el analisis realizado sobre
una extension de 200 Km del fiordo Limfjord situado en la Peninsula de
Jutlandia (Dinamarca), Ruzzante et al. (2001) observaron que en regiones
donde las poblaciones eran nativas existian diferencias significativas entre los
tributarios que las formaban. Hansen et al. (2002) observaron una
diferenciacién clara entre poblaciones anadromas de 5 rios daneses diferentes
situados también en Jutlandia. Ademas, también se han descrito a escala
microgeografica, ya que se ha observado una diferenciacion significativa entre
localidades del rio Nordre Finnvikelv (Noruega) alejadas tan sélo unos 500

metros pero situadas en tributarios diferentes (Carlsson et al. 1999).

Los analisis temporales (Tabla 4-8) sugieren también que algunos de los

cambios en la composicion genética de las poblaciones encajan con posibles
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migraciones desde poblaciones proximas. Los cambios mas significativos han
ocurrido en 25-Sant Nicolau y 26-Cavallers, en la cuenca del la Noguera de Tor
afluente del Noguera Ribagorzana. En estas dos localidades los haplotipos del
clado 2-1 han sido reemplazados por haplotipos del clado 2-3 en tan sélo 10
afos (1993-2002, Tabla 4-8). Este clado 2-3 era el mas representativo en 24-
Contraig, la otra localidad analizada en 1993 en el rio Noguera de Tor. En la
cuenca de la Noguera de Vallferrera, en 20-Tor se obtiene también un cambio
significativo entre 1993 y 1999 debido a la irrupcién de haplotipos del clado 2-1
del linaje AD. Esos haplotipos son escasos (10%) en el resto de la cuenca del
Vallferrera, pero gozan de una abundancia moderada (30%) en el Noguera de
Cardés (21-Ainet Cardos). Rodriguez (2002) indica, que aunque el movimiento
general de los salmonidos en rios europeos y norteamericanos es de unas
decenas de metros durante los periodos no reproductivos, existe un porcentaje
de individuos en las poblaciones (alrededor del 20%) que pueden realizar

desplazamientos de varios kilbmetros.

Estudios de las poblaciones noreuropeas, indican que en habitats inestables, la
trucha comun parece constituir un sistema de poblaciones pequenas y
altamente interconectadas, que intercambian ejemplares de manera continuada
(Laikre et al. 2002, Ostergaard et al. 2003, Jensen et al. 2005). Esta dinamica
poblacional se ha observado también en poblaciones atlanticas del noroeste
peninsular (Ayllon et al. 2006) y no es descartable que sea la responsable de
los resultados obtenidos en los rios mediterraneos, los de regimenes hidricos
mas inestables en toda la distribucion de la trucha comun, debido a la marcada
estacionalidad del clima Mediterraneo (Gasith y Resh 1999, Font-Tullot 2000),
con periodos de sequia mas frecuentes que la vertiente atlantica (Martin-Vide y
Goémez 1999). El régimen hidrico puede controlar la demografia de las
poblaciones de salménidos durante la mayor parte de su vida (Milner et al.
2003).

A pesar de que los andlisis temporales, tanto aquéllos basados en las
comparaciones interanuales como los que compararon las diferentes cohortes
de edad sugieren una estabilidad en la composicién genética de la Noguera de
Vallferrerra en un periodo de 6 afos (1997-2002) (ver apartado 4.1.4.3 y Tabla

4-16), los analisis realizados indican una pequefia diferenciacién entre las 4
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muestras analizadas en la Vallferrera y la de la Noguera de Cardds tanto en la
composicién haplotipica como en la estructura revelada por los loci
microsatélites (Tablas 4-13 y 4-14) que podria encajar en la dinamica
poblacional y el patrén de flujo génico anterior. El andlisis con loci
microsatélites, marcadores mas sensibles, sugiere una ligera diferenciacion del
punto 19-Alins con respecto a las otras 3, y su proximidad con las muestras del
22-Cardds. De esta manera, los loci microsatélites indican un patron de
aislamiento por distancia que pasa desapercibido con el analisis de las
distribuciones haplotipicas. Los microsatélites son muchisimo mas variables y
por tanto mas apropiados para la deteccion de aislamiento por distancia entre
poblaciones altamente relacionadas (Estoup et al. 1998). Estudios realizados
en un tramo de 11 Km del rio Farsan (Suecia), detectaron diferenciacién
geografica entre los diferentes puntos de muestreo utilizando el analisis de 5
loci microsatélites, incluso entre localidades separadas sélo 1.5 Km, a pesar de
que sus datos de marcado-recaptura indicaron que en ausencia de barreras
hidrograficas el movimiento de las truchas rio arriba era de como minimo 7 Km.
En ese rio, se considera que la trucha comun presenta una estructura
poblacional compleja mantenida por una alta fidelidad al puesto de fresa y un
limitado, pero importante, flujo génico entre las secciones mas cercanas dentro
del rio (Calsson y Nilsson 2000).

4.2.5 Tamaio efectivo

La distribucidn de las clases de edad a lo largo de las 4 localidades estudiadas
en el tramo de 6.5 km de la Noguera de Vallferrera no es homogénea
(X2=38.77; gdl=18; P<0.01). Asi, en 16a-Vallferrera Ill se detectd la principal
contribucion de individuos de mas de 4 afios (5+ y 6+) y, aunque es conocida la
dificultad de capturar con pesca eléctrica los individuos pequefnos de clase 0+
(Lobén-Cervia 1991, Nordwall 1999) y por tanto su abundancia debe ser
relativamente considerada, la clase 0+ fue la mas abundante en 15a-Vallferrera
II (Tabla 4-19). Milner et al. (2003) propusieron que las discrepancias en
abundancia de las clases de edad entre determinados tramos, puede ser
habitual, debido a que existen habitats mas propicios para determinadas clases
de edad. Estos autores recomendaron el muestreo de diferentes puntos dentro

de un mismo curso fluvial para conocer la estructura poblacional. La
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distribucion de las clases de edad en este rio son parecidas a las de otros rios
de la Peninsula Ibérica donde predominan las clases 1+ y 2+ (Garcia de Jalon
et al. 1986, Lobon-Cervia et al. 1997, Nicola y Almodovar 2002), en la
Vallferrera, sin embargo, hay una mayor presencia de ejemplares de edad

superior a 3+.

El tamafio efectivo (Ne) de las poblaciones de trucha es de capital importancia
para determinar la viabilidad a corto término de tales poblaciones. La pérdida
de variabilidad genética por deriva depende de Ne y no del censo (N) actual de
la poblacion (Kalinowski y Waples 2002). Los principales factores que provocan
una diferenciacion entre Ne y N son un sex-ratio desigual, una elevada
varianza en los tamafios familiares y fluctuaciones de los tamafios
poblacionales a lo largo de las generaciones (Frankham et al. 2002). El factor
mas comun en la reduccién de la relacion Ne/N es la fluctuacion en el tamafio
poblacional a lo largo de las generaciones, seguido de la variacion en el
tamafo familiar, y siendo la variacion en el sex-ratio un factor menos habitual
(Frankham 1995b). En poblaciones con tamafios efectivos pequefios se espera
que la actuacién de la deriva sea mucho mas severa que en poblaciones con
tamanos efectivos superiores, provocando la pérdida de variabilidad genética y
aumentando la diferenciacion entre las poblaciones (Wright 1969, Nei et al.
1975). Ademas, esta situacion provoca problemas en la poblacién que pueden
llevar a su extincion (Richards y Leberg 1996, Newman y Pilson 1997). Las
estimas del tamafio efectivo de reproductores por ano (Nb) obtenidos a partir
de la comparacion interanual se situan en torno a los 50 individuos (rango 25.7
- 55.3), muy parecidas a las que se obtienen con la aproximacion de Bartley et
al. (1992) a partir del desequilibrio de ligamiento (Tabla 4-18). De acuerdo con
Waples (2005) y considerando un tiempo de generacién (G) de 3 afos en la
trucha comun en este rio (Tabla 4-19), estos valores sugieren unos tamafios
efectivos por generacion de alredor de 150 ejemplares (Nb x G). La estimacién
a partir de la comparaciéon entre las cohortes de 1999 y 2002 indica sin
embargo valores superiores (417 ejemplares), muy proximas al censo

estimado.

La estimacion del tamafio efectivo a partir de datos genéticos resulta todavia

complicada ya que muchas de las técnicas desarrolladas se basan en suponer

Variaciones espaciales y temporales de la diversidad genética en la trucha comun 143



Los Pirineos Orientales

generaciones discretas y especies que se reproducen una sola vez
(semélparas). Para especies con generaciones solapadas y puestas en varios
afos (iteréparas), como es el caso de la trucha comun, las estimas obtenidas
deben considerarse con precaucion. Por ejemplo, las estimas basadas en
comparaciones interanuales en donde el plazo de tiempo transcurrido entre la
obtencion de las dos muestras es inferior a dos veces el tiempo de generacion
representan en general infraestimaciones (Palm et al. 2003, Waples 2005).
Jorde y Ryman (1995) desarrollaron una aproximacion a partir de la

comparacion entre cohortes donde Ne=C/2GFk', siendo G el tiempo de

generacion, Fk’ una modificacion del coeficiente Fk de Pollak (1983) utilizado
para estimar las fluctuaciones alélicas entre cohortes consecutivas de tamafo
reducido (Jorde comunicacion personal) y C es un factor de correcion asociada
a los patrones demograficos y reproductivos de la poblacion. En este estudio
no se dispone de datos para estimar C, sin embargo, los estudios de
poblaciones noreuropeas indican que, en general, el cociente C/G tiene un
valor de apréximadamente 2 (Jorde y Ryman 1996, Palm et al. 2003). Dada

esa situacion, Ne~1/Fk' puede representar una aproximacion en ausencia de

datos reproductivos y demograficos (Jorde, comunicacion personal). Los
valores calculados en la Vallferrera son Fk’=0.0040591 y Ne=246 si se
consideran todas las cohortes con mas de un ejemplar analizado, o 0.0070250
y 142 si solo se tienen presentes aquellas cohortes con mas de 10 individuos
capturados (1999, 2000, 2001, 2002). Ambos valores se situan dentro del
rango descrito para poblaciones residentes en lagos de Suecia (52-480, Jorde
y Ryman, 1996), aunque sorprendentemente son superiores a los observados
en poblaciones residentes en el afluente Haravattsan del rio Indalsalven (19-
48) de ese pais (Palm et al. 2003), afluente con un caudal medio de 1.3 m*/s
idéntico al caudal medio de la Noguera de Vallferrera en la estacion de aforo de
Alins en el periodo 1965-2001. Estas estimas de tamafo efectivo son
claramente inferiores a las detectadas en las poblaciones anadromas (rango
49-1087, Hansen et al. 2002).

Como ya se ha comentado, en la trucha comun (Laikre et al 2002, Jstergaard
et al. 2003, Jensen et al. 2005), como en otros salmonidos (Consuegra et al.

2005, Ayllon et al. 2006) se especula con que la estructura poblacional podria
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estar compuesta por un sistema de pequefios demes temporalmente
inestables, pero altamente interconectados. En tal situacion, los tamanos
efectivos locales de los demes podrian estar sobrestimados si no se considera
el efecto de la migracion entre ellos (Jensen et al. 2005). El estudio simultaneo
del tamano efectivo y la migracion en la Vallferrera sugiere que en esta
poblacion mediterranea se podria reproducir ese patron de estructura
poblacional (Tabla 4-21), con una tasa de migracién de entre el 7 y el 14%
entre las truchas de la Noguera de Vallferrera y la Noguera de Cardéds. Estos
niveles de flujo génico son inferiores a los que se detectaron entre las
poblaciones de la isla de Bornholm (m=0.23-0.99, Jestergaad et al. 2003), pero
no muy diferentes a las observadas entre los tributarios de lago Hald (m=0.13-
0.36, Jensen et al. 2005). Se situan ademas ligeramente por encima de las
estimas de flujo entre poblaciones anadromas danesas de los rios Karup, Vejle
y Kovads (m=0.01-0.09, Jstergaad et al. 2003).

Los tamarfos efectivos de las hembras reproductoras estimados en la
Vallferrera fueron bastante bajos (Tabla 4-18) pero en concordancia con las
estimas obtenidas en otras localidades pirenaicas (Tabla 4-23). Estas estimas
deben valorarse con precaucion ya que reflejan sélo informacion de un unico
locus, por ello, no es extrafio que los intervalos de confianza vayan de 0 a
infinito. En el mismo sentido, una estimacién de tamafio infinito no debe
valorarse en el sentido biolégico de una poblacion enorme, sino que sélo
informa de la imposibilidad de detectar el efecto de la deriva con la metodologia
aplicada (ver Laikre et al. 2002). Sin embargo, el hecho de que la mayoria de
estimaciones indican un reducido grupo de hembras reproductoras en las
poblaciones del Pirineo sugiere que la estructura poblacional podria ser
semejante en los diferentes rios. Ademas, tamanos reducidos pueden justificar
los cambios significativos en la composicidn de haplotipos detectados en esas

poblaciones en tan solo 6 afios (Tabla 4-8).

Los valores de tamarfios efectivos de hembras son similares a los estimados
por generacion para trucha anadroma en la isla de Gotland (Suecia), que no
superaron las 30 hembras (10-80, Laikre et al. 2002) y donde también se
detectan fluctuaciones temporales. Sin embargo, en poblaciones residentes del

lago Blanktjarnen, también de este pais, se ha estimado un tamafio efectivo de
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hembras de 58 (Laikre et al. 1998), practicamente la mitad del tamano efectivo

de la poblacion (97, Jorde y Ryman 1996).

En la Noguera Vallferrera el tamafo efectivo de hembras reproductoras es
mucho menor a la mitad del valor total de reproductores (Nb) estimado
mediante loci microsatélites. Parece que, de manera general, el numero de
machos supera al de hembras durante el periodo reproductivo de la trucha
comun (Bagliniere et al. 1989).

En las poblaciones atlanticas, donde conviven poblaciones de truchas
anadromas y residentes comunmente se ha observado que el numero de
machos supera al de las hembras en las poblaciones residentes (Euzenat
1999, Hansen et al. 2000, Schreiber y Diefenbach 2005). La presencia de
machos juveniles sexualmente maduros en las poblaciones de salmoénidos que
se reproducen es habitual (Martinez et al. 2000, Klemetsen et al. 2003,
Consuegra et al. 2005), lo que explicaria, ademas, que el tamafio efectivo de

hembras sea inferior al de machos.
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4.2.6 Impacto de las repoblaciones

La introgresion de genes exdgenos como consecuencia de las repoblaciones
con estocs originarios de centroeuropa pueden alcanzar niveles alarmantes en
las poblaciones mediterraneas (Almoddvar et al. 2006). En el Pirineo catalan,
se han detectado valores medios superiores al 10% (Araguas et al. 2004,
Aparicio et al. 2005). Araguas et al. (2004) mediante el analisis de loci
enzimaticos encontraron que en tan solo 6 afos (1993-1999) las repoblaciones
han provocado un aumento de la diversidad intrapoblacional, pero una
disminucién de la diferenciacion de las poblaciones en la misma zona que se
analizé en este estudio. Estos efectos quedan claramente de manifiesto en el
anterior analisis de la Noguera de Vallferrera donde las relaciones
poblacionales y los niveles de diversidad intrapoblacional varian si se tienen en

cuenta, o no, los ejemplares repoblados (Tabla 4-8, Fig.4-5, Fig. 4-6, Fig. 4-7).

El locus LDH-C* ha sido utilizado como marcador genético de gran importancia
en el seguimiento de las repoblaciones de trucha comun tanto en la Peninsula
Ibérica como en otros paises mediterraneos. Aparentemente, las poblaciones
mediterraneas antes de iniciarse las repoblaciones se encontraban fijadas para
el alelo LDH-C* 100 (Hamilton et al. 1989). En cambio, las poblaciones de
piscifactoria utilizadas en esta region son de origen noreuropeo y se
encuentran fijadas para el alelo LDH-C*90 (Garcia-Marin et al. 1991, Martinez
et al. 1993). De esta manera, la simple frecuencia del alelo LDH-C*90 se
considera una estima del impacto de las repoblaciones en esas poblaciones
naturales (Moran et al. 1991, Martinez et al. 1993, Garcia-Marin et al. 1999,
Antunes et al. 2001, Aimoddévar et al. 2001, Poteaux et al. 2001, Marzano et al.
2003, Caputo et al. 2004).

McMeel et al. (2001) propusieron el estudio de los alelos del locus mediante la
digestion de un fragmento del gen de 464pb amplificado mediante PCR.
Mediante esta técnica, la frecuencia del alelo LDH-C*100 en la muestra del
centro piscicola de Baga de los ejemplares usados para las repoblaciones
(42c-Baga 03) fue de 0.026, mucho menor que la observada en el grupo de
reproductores (42a-Baga) (Tabla 4-24). Esta presencia del alelo*700 en el
centro piscicola parece la consecuencia de los intentos de cruzar individuos de

piscifactoria con individuos nativos que se han realizado durante los ultimos 10
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anos. Aunque se ha conseguido un grupo de reproductores con una moderada
frecuencia del alelo nativo, la menor frecuencia del alelo en los ejemplares
destinados a la repoblacién, podria reflejar el bajo éxito reproductor de los
individuos hibridos segun el responsable del centro (Antonino Clemente,
comunicacion personal). De hecho, Aparicio et al. (2005) no detectaron el
alelo*700 en una muestra obtenida el aino 2001 en el mismo centro piscicola,
por lo que se puede suponer que su incorporacion es relativamente reciente y
no ha podido afectar a las muestras de este estudio capturadas con
anterioridad a ese afio. Dada la baja frecuencia del alelo nativo en el estoc del
centro piscicola, en adelante se considerara que la frecuencia del alelo*90 en
las poblaciones nativas sigue aun proporcionando una idea aproximada del
impacto genético de las repoblaciones. Ademas, debido a que generalmente
los intentos de hibridacion en el centro piscicola entre ejemplares de su estoc y
los nativos capturados en el rio han sido del tipo hembra estoc x macho nativo
(A. Clemente comunicacion personal), la aparicion del alelo nativo LDH-C*100
no vino acompanada de la presencia de haplotipos pertenecientes a los linajes
ME o AD tipicos de las poblaciones nativas de la region. Una situacién similar
se ha descrito en el centro piscicola de Canourgue en el sur de Francia, la
frecuencia del alelo nativo LDH-C*100 fue de 0.030, sin embargo todos los
haplotipos mitocondriales descritos en ese centro también pertenecian

exclusivamente al linaje AT (Poteaux et al. 2001).

Tabla 4-24. Porcentaje del alelo LDH-C* 90 y proporcién de haplotipos del linaje AT en el
Pirineo Oriental. Con asterisco se indican muestras analizadas en Sanz et al. (2002) para LDH-
C*y en Cortey et al. (2004) para haplotipos mitocondriales.

Poblacion Cuenca LDH-C*90 | AT ADNmt
1-Tech Tech 0.000 0.000
2e-Vallter 03 Ter 0.000 0.000
3-Massanes Ter 0.000 0.000
4-Queralbs Ter 0.000 0.000
5b-Nuria 01 Ter 0.000 0.000
6-Rigart 99 Ter 0.000 0.000
7-Riera Monells Llobregat 0.479 0.111
8-Arija Llobregat 1.000 1.000
9c-Riutort 02 Llobregat 0.440 0.269
10-Castellar Llobregat 0.000 0.000
11-Aiguadeval | Llobregat 0.000 0.000
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Tabla 4-24. Continuacion

Poblacion Cuenca LDH-C*90 | AT ADNmt
12-Alguadeval Il Llobregat 0.111 0.000
13c-Pla de Boet 02 Pallaressa 0.516 0.500
14a-Vallferrera | Pallaressa 0.000 0.000
15d-Vallferrera Il Pallaressa 0.033 0.033
16d-Vallferrera Il Pallaressa 0.000 0.000
17-Areu | Pallaressa 0.037 0.037
18-Areu Il Pallaressa 0.028 0.028
19-Alins Pallaressa 0.000 0.000
21c-Ainet Cardos 02 Pallaressa 0.000 0.000
22a-Cardos Pallaressa 0.025 0.032
23a-Manyanet 93* Pallaressa 0.000 0.000
24-Contraig* Ribagorzana - 0.000
25b-Nicolau 99* Ribagorzana  0.180 0.056
26¢c-Cavallers 02 Ribagorzana  0.308 0.000
27-Malpas Ribagorzana  0.000 0.000
28c-P.Conangles 02 Ribagorzana  0.130 0.250
29-N. Ribagorzana| Ribagorzana 0.079 0.200
30-N. Ribagorzana Il Ribagorzana 0.357 0.100
31-N. Ribagorzana lll Ribagorzana 0.075 0.000
32-N. Ribagorzana IV Ribagorzana 0.156 0.000
33-Salenques | Ribagorzana 0.023 0.000
34-Salenques Il Ribagorzana 0.175 0.000
35-Llauset Ribagorzana 0.000 0.000
36-Estet Ribagorzana 0.000 0.000
37-Ribera Ribagorzana 0.000 0.000
38-Baliera Ribagorzana 0.000 0.000
39-San Silvestre Ribagorzana  0.000 0.000
40-Aciron* Cinca - 0.000
41-Otal* Cinca 0.167 0.000
Promedio 0.113 0.065
42a-Baga-R Piscifactoria 0.775 1.000
42c-Baga 03 Piscifactoria 0.974 1.000

En general, el impacto genético medio de las repoblaciones en el Pirineo
oriental, medido como la frecuencia promedio del alelo LDH-C*90, es bajo
(valor medio 0.113, rango 0.000-1.000) y muy similar al 0.124 (rango 0.000-
1.000) descrito por Aparicio et al. (2005), aunque estos autores detectaron una
mayor proporcién de muestras afectadas (65% versus 50%). En cualquier caso,
las poblaciones espafiolas de la zona estan mucho menos afectadas que las
francesas, ya que en estas ultimas, la frecuencia media del alelo LDH-C*90
(0.203) casi duplica a la detectada en la vertiente espafiola y la proporcion de

poblaciones afectadas es superior (83%, Berrebi et al. 2000b). En el presente
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estudio, la incidencia mas elevada se ha detectado en poblaciones aisladas,
como la localidad de 8-Arija (fijada para el alelo LDH-C* 90) o la del 13-Pla de
Boet. En 8-Arija se localiza un coto con muerte que es intensamente repoblado
cada ano, posiblemente la sobrepesca y la intensidad de las repoblaciones
pueden haber favorecido la desapariciéon de los genes nativos. De manera
similar, 13-Pla de Boet es un punto en la cabecera de la Noguera de
Vallferrera, que se situa aguas debajo de unos lagos de montafia repoblados
en 1993. En las poblaciones francesas de la region se ha observado que tales
lagos actuan de reserva de ejemplares de repoblacién que favorecen la
permanente penetracion de los genes exogenos (Berrebi et al. 2000b).
Afortunadamente en la Vallferrera diversos saltos de agua y un azud aislan

esta zona del Pla de Boet de las poblaciones aguas abajo.

Los niveles de introgresion estimados a partir de la frecuencia del alelo LDH-
C*90 fueron en general superiores a los estimados a partir de la frecuencia de
los haplotipos atlanticos (AT) de la region de control del ADNmt (Tabla 4-24).
Estas diferencias en el grado de introgresion entre genes nucleares y
haplotipos mitocondriales se han observado en diversos estudios (Hansen et al.
2000, Poteaux et al. 2001). Recientemente, un estudio en la zona sur de la
Peninsula Ibérica (Sanz et al. 2006) ha atribuido esta discordancia entre
estimas a la mayor intensidad de la deriva genética sobre el genoma
mitocondrial, debido al menor tamano efectivo de las poblaciones para ese

genoma.

Sorprendentemente, en una tendencia general hacia la homogenizacion de las
poblaciones del Pirineo oriental como resultado de la liberacién de los
ejemplares de repoblacion (véase Tabla 4-9 y Araguas et al. 2004), estas
poblaciones han aumentado sus diferencias en la constitucion de los haplotipos
nativos entre el afio 1993 (Fs7t=0.575, Tabla 4-10) y el afio 2002 (Fsr=0.702).
Parece que la presencia de los ejemplares de repoblacion podria haber
intensificado los procesos de deriva. Asi, aunque el impacto directo es
reducido, por vias indirectas de competencia ecoldgica por el habitat o los
recursos durante su corta permanencia en el rio, los ejemplares de repoblacion

contribuyen a mantener tamafios efectivos reducidos en las poblaciones
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nativas que intensifican los procesos de deriva y complican la conservacion de

sus patrimonios genéticos.
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Comparacioén entre cuencas

La estructura poblacional de las especies de zonas templadas del hemisferio
Norte ha sido modulada por los cambios de distribucion producidos por las
fluctuaciones climaticas del Cuaternario (Hewitt 2004). Las poblaciones de las
peninsulas del sur de Europa (lbérica, Italica y Balcanica) son comunmente
contemplados como regiones estables debido a la menor influencia de las
duras condiciones glaciales y, sus poblaciones, basicamente habrian jugado el
papel de refugios glaciales (Taberlet et al. 1998, Hewitt 2000). Sin embargo,
empiezan a destacar los estudios que consideran las poblaciones de esas
zonas sureuropeas también como sensibles a los cambios climaticos (Sanz et
al. 2000, Melo-Ferreira et al. 2005, Gémez y Lund 2006). En este sentido, la
presencia de diversos linajes de trucha comun tanto en la cuenca del Duero
como en los Pirineos Orientales indica que ambas regiones han sufrido
diversos procesos de colonizacion y, en consecuencia, que sus poblaciones
han sido susceptibles a tales cambios climaticos. Diversas evidencias (numero
de haplotipos de los linajes, complejidad de los cladogramas, distancias entre
los linajes, 0 momento de las expansiones poblacionales de los principales
clados, ver Tabla 5-1) sugieren también que los procesos evolutivos que
generan y mantienen la diversidad probablemente han actuado en paralelo en
ambas zonas. Sin embargo, la foto final de la distribucion de la diversidad no es
igual. Asi, mientras que en la cuenca del Duero existe una clara separacion
geografica de los principales linajes (Fig.3-3, pagina 71), en los Pirineos se
obtiene el patrén en mosaico o reticular (Tabla 4-2, pagina 98) que caracteriza

al resto de la region mediterranea (Sanz et al. 2002, Cortey et al. 2004).

Los limites de la distribucion de los linajes mitocondriales en la cuenca del
Duero encajan con limites conocidos en la distribucidon de la ictiofauna ibérica
(Doadrio 2001), ademas en la region se han descrito zonas de sutura para
diversas especies (Fig.1-1, pagina 16). Los analisis genéticos realizados en las
posibles poblaciones “hibridas” (3-Duruelo y 9-Moros) apuntan hacia la
existencia de procesos selectivos que favorecen a los haplotipos del linaje DU
en el interior de la Depresion del Duero, en territorio espafnol (ver apartado
3.2.4). Aparentemente, hay una restriccion a las mutaciones nucleotidicas en el
extremo 5 de la region de control de ese linaje (Tabla 3-10, pagina 91).

Coincide con esta observacion el hecho de que la incidencia de las
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repoblaciones en la cuenca del Duero, medida a partir de la frecuencia de los
haplotipos de repoblacién con idéntica secuencia en su extremo 5 a la del
linaje DU (ATcs1, ATcs2, ATcs3, ATcs4, Tabla 3-1 pagina 64), duplica a la
detectada mediante el alelo LDH-C*90 (4%, Almododvar et al. 2001), y es

también mas elevada que la observada en los Pirineos Orientales (6.5%).

Tabla 5-1. Patrones de diversidad genética y causas de su distribucion en la Cuenca del
Duero y los Pirineos Orientales. TN distancia Tamura Nei. 1: edad de la expansiéon en
unidades de tiempo mutacional. Causas de la distribucion: RE: Expansiéon de rango, por
colonizacion de zonas contiguas (CRE), LDC: Colonizacion a larga distancia, PF: Antigua
fragmentacion de rango, RGF: Restriccion del flujo génico, por aislamiento por distancia (IBD)

o con dispersion a larga distancia (LDD).

Cuenca del Duero

Pirineos Orientales

Linajes ADNmt DU AT AD ME
Haplotipos nativos 19 . 1 1 18
(Tabla 3-2) (Fig 3-5) (Tabla 4-1) (Tabla 4-1)
Divergencia TN=0.007475 TN=0.006306
Clados superiores 1:3-1 2:3-2y33 1:3-1 2:3-2y3-3
(nivel 3) (Fig.3-5) (Cortey 2005) (Fig.4-1) (Fig.4-1)
Divergencia entre clados ) TN=0.0047034 ) TN=0.0058051
(Cortey 2005) (Tabla 4-2)
1229 3-2:1=3.8 t=2.5 1=2.8
Expansion del clado principal (Tabla ‘3-8) 3-3:1=25 (Cortey et al. (Cortey et al.
(Fig 3-6) 2004) 2004)
3-2: LDC
Causa Distribucion (Clados RE.CRE PF RGF
. . (Cortey et al. (Cortey et al.
superiores) (Tabla 3-7) 3-3:LDC 2004) 2004)
(Cortey 2005)
PF //LDC
(Cortey 2005)
Causa Distribucion (Clados RE.CRE RGF.LDD //
encajados en clados superiores) (Tabla 3-7) RGF.IBD RGF.IBD RGF.IBD
(Antunes et al.
2001)

Diversidad intrapoblacional (genes
nucleares)

0.029 (0.010) Sanz et al. 2000
0.020 (0.014) Bouza et al. 2001

0.022 (0.018) Sanz et al. 2002

Diversidad intrapoblacional
ADNmt (h)

0.3866 (Tabla 3-4)

0.2649 (Tabla 4-4)

Diferenciacion Macrogeografica

Dos grupos de poblaciones segiin
el dominio del linaje haplotipico.
Importante componente
hidrografica. Evidencia de IBD.

Mezcla de ambos linajes.
Importante componente
hidrografica. Evidencia de IBD.

Probable estructura de
metapoblaciones con pequefios

Diferenciacion microgeografica Desconocida
demes locales temporalmente
inestables.
Tamafio efectivo local Desconocido Probablemente: 50 -150

(machos > hembras)

Impacto de las repoblaciones LDH-
C*

Baja 4% (Almodovar ef al. 2001)

Moderada 11% (Tabla 4-24)

Impacto de las repoblaciones
ADNmt

9.8% (Tabla 3-2)

6.5% (Tabla 4-24)
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Con la importante salvedad de esos procesos selectivos que parecen ocurrir en
la parte interna de la cuenca del Duero, el patron que se detecta en los
afluentes de este rio en la zona del macizo Hespérico en territorio portugués,
no es notoriamente diferente al detectado en el Pirineo Oriental. El Pirineo ha
sido una zona sujeta a la colonizacion de los linajes AD y ME. De manera
similar, el tramo portugués de la cuenca del Duero ha sido colonizado por dos
grupos evolutivos. A una colonizacion inicial realizada por el clado AT3-2 le
siguio posteriormente la del clado AT3-3. Aunque a diferencia de los resultados
del Pirineo, sblo en una poblacién (21-Ardena) se detectan simultaneamente
ambos clados, no se debe olvidar que el reducido tamafio de las muestras
portuguesas y el gran numero de 0 en el cladograma de la Fig.3-5 (pagina 75),
indican la necesidad de un estudio mas exhaustivo en esa zona, que podria
aportar mas evidencias de la hibridacion entre ambos grupos. Los analisis de
clados encajados indican que la historia de las poblaciones en la zona
pirenaica y en la cuenca baja del Duero ha estado marcada por procesos de
fragmentacion y restriccion del flujo génico (Tabla 5-1), mientras que en la
cuenca interior del rio Duero, en el dominio del linaje DU perduran las

evidencias de las expansiones de rango.

Ell & servei Meteorologic Ell & servei Meteorolagic
de Catalunya de Catalunya

4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 19 22 24 26 5 -4 -3 2 - 0 1 2 3 4 5

Figura 5-1. Temperatura media mensual (°C) durante Julio del 2005 (A) y diferencia con
respecto a la media de afos anteriores (B)en Catalufa.
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La aportacién media interanual en la zona espafiola del rio Duero (15168 Hm®)
es ligeramente inferior a la registrada para la cuenca del Ebro (18217Hm?), en
el que la contribucion mas importante la realiza el sistema de afluentes Segre-
Cinca (6365 Hm®). Los aportes en las cuencas internas catalanas son mucho
menores (540 Hm® el Ter y 420 Hm® el Llobregat). Sin embargo, una parte
importante de la Cuenca del Duero, incluyendo el cauce principal, es zona
truchicola, mientras que en las cuencas del Ebro, el Llobregat y el Ter, la trucha
comun tan sélo habita en los tramos de las cabeceras (Doadrio 2001). Ademas,
en la Depresion del Duero se presentan las temperaturas medias mas bajas de
todas las cuencas hidrograficas ibéricas. Es por tanto posible que en el interior
del Duero se han conservado durante el Cuaternario condiciones idéneas para
las poblaciones de trucha comun, mientras que en los Pirineos Orientales,
durante los periodos interglaciales como el actual, las altas temperaturas
(Fig.5-1) y el estiaje estival (el regimén hidrico es basicamente nival, Fig.5-2),

reducen la disponibilidad de habitats y aumentan la fragmentacion de las

poblaciones.
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Figura 5-2. Caudal medio mensual en la estacion de aforo de Alins en el periodo comprendido
entre el afio 1965 y el afio 1999 (Fuente: Confederacion hidrografica del Ebro).

El registro fosil sugiere que las zonas en los tramos medios de los rios
pirenaicos, actualmente ocupadas por comunidades de ciprinidos, habian
mantenido poblaciones de trucha comun en épocas glaciales (Mufoz y
Casadevall 1997). Esta podria ser también la dinamica que se ha producido en

la cuenca baja del Duero, en territorio portugués. Los NCA sugieren que en esa
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zona se han producido procesos de colonizacién a larga distancia (LDC, Tabla
5-1), sin embargo, es posible obtener tal inferencia también a partir de
contracciones de rango que produzcan la desaparicion de haplotipos ligada a la

desaparicion de las poblaciones en zonas intermedias (Masta et al. 2003).

La presencia de condiciones mas favorables en la cuenca del Duero respecto a
la observada en la zona pirenaica, podria explicar la aparente mayor diversidad
genética presente en sus poblaciones, tanto a nivel nuclear como mitocondrial
(Tabla 5-1). Los t-test unilaterales (Duero > Pirineo) para las comparaciones
entre los valores medios de diversidad casi resultaron significativos tanto para
alozimas (t-test = 1.381 y P=0.089, utilizando los datos en Sanz et al. 2000 y
Sanz et al. 2002), como para el ADNmt (t-test = 1.609, P=0.057).

Figura 5-3. Estructura poblacional supuesta para la trucha comun en tramos fluviales. Las
flechas indican flujo génico.
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Estudios recientes en salmoénidos indican que la estructura poblacional a escala
microgeografica se basa en la existencia de demes locales que cada
generacion intercambian un cierto numero de individuos (Fig.5-3) (dstergaard
et al. 2003, Jensen et al. 2005, Ayllon et al. 2006). Este patron encaja con los
resultados obtenidos en la zona pirenaica, donde una parte importante de las
fluctuaciones temporales en la composiciéon genética de las poblaciones se
pueden asociar a migraciones a partir de los afluentes mas cercanos (ver Tabla
4-8, pagina 111). En la cuenca de la Vallferrera, la muestra de 19-Alins
obtenida mas préxima a la confluencia con la Noguera de Cardés es también la
mas similar a la poblacién en este ultimo rio (ver Tabla 4-13, pagina 119). En
esta situacion la estructura poblacional depende basicamente del flujo génico
entre los demes y de su tamafo efectivo. Con el tiempo, el patron de
diferenciacion deberia encajar con modelos de aislamiento por distancia a lo
largo del curso fluvial, tal y como aun se detecta en el Noguera Pallaresa y
Noguera Ribagorzana (Tabla 4-6, pagina 109). Sin embargo, cuando por
causas naturales (cambios climaticos) o artificiales (construccion de presas o
embalses) se corta permanentemente el flujo génico entre dos tramos del rio,
sus poblaciones evolucionan de manera independiente y pueden perderse las

evidencias del anterior aislamiento por distancia (rios Ter y Llobregat).

Esta estructura poblacional en demes interconectados se ha observado en
poblaciones que ocupan habitats inestables (Laikre et al. 2002, Ostergaad et al.
2003), seguramente porque la realidad del patrén en tales habitats no es
exactamente la reflejada en la Fig.5-3, sino una estructura mas dinamica,
donde la intensidad del flujo entre los demes y el tamarfio efectivo de cada uno
de ellos es variable en el tiempo dependiendo de las condiciones ambientales
(Fig.5-4). Cuando uno de los demes desaparece por factores ambientales
desfavorables (p.e. periodos prolongados de sequia), su lugar lo ocupan
migradores procedentes de las zonas mas cercanas una vez se restablece el
habitat. Ademas, el posterior flujo génico con los otros demes restablece en
corto plazo la variabilidad genética, incluso cuando el tamano efectivo es bajo
(Dstergaad et al. 2003).
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Figura 5-4. Ejemplo de cambios temporales en la estructura poblacional supuesta para la
trucha comun en tramos fluviales con habitats inestables. Los nimeros indican los distintos
demes locales. Los circulos punteados indican la extincion del deme. El area de los circulos se
relaciona con el tamafio efectivo del deme. Las flechas indican flujo génico.
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Soélo cuando las condiciones ambientales son favorables y permanecen
estables, se obtendria el patrén reflejado en la Fig.5-3. Aunque en la cuenca
del Duero no se ha realizado un analisis microgeografico, el patron

macrogeografico obtenido indica un marcado componente hidrografico y un
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aislamiento por distancia entre las poblaciones de la Depresion del Duero,
donde domina el linaje DU, que es compatible con la dinamica poblacional
sugerida en la Fig.5-3. De esta forma, la dinamica local seria idéntica en ambos
territorios, pero sélo la mayor inestabilidad de los rios mediterraneos permitiria
analizarla con detalle. El patron seria mas facilmente detectable en esa
situacion porque se obtiene una metapoblacidon que experimenta notables
cambios genéticos locales en el corto tiempo, mientras que en regiones
ecologicamente estables, se tendria un conjunto de subpoblaciones
genéticamente mas homogéneas y donde los cambios genéticos serian menos

acentuados.

Desde el punto de vista de la conservacién, esta estructura poblacional implica
por una parte la necesidad de proteger tantos habitats como sean posibles para
preservar la mayor cantidad de demes y por otra asegurar el flujo génico entre
las poblaciones a lo largo del curso fluvial (mantenimiento de caudales
ecoldgicos, pasos en las presas, etc...), ya que el flujo génico contribuye al

mantenimiento de variabilidad genética de la especie y evita su extincion.
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Conclusiones

Las conclusiones mas relevantes obtenidas en esta tesis son los siguientes:

1. Los dos linajes mitocondriales descritos en el rio Duero (linajes AT y DU) se
corresponden con los dos grupos parapatricos descritos en la zona mediante
alozimas y se encuentran distribuidos en el territorio siguiendo el patrén
ictiologico descrito en la zona. El linaje DU habria estado presente
permanentemente en el interior de la cuenca, mientras que las zonas mas
proximas a la desembocadura habria padecido diversas colonizaciones de
grupos de trucha del linaje AT. Ademas se han detectado evidencias de
seleccion a favor de los haplotipos del linaje DU que explicarian las
discrepancias en la distribucion de los grupos mediante el ADNmt y los

alozimas.

2. En los Pirineos Orientales se ha detectado una alta diversidad para el linaje
ME y se ha definido un nuevo clado de nivel 3 que estaria restringido a una
unica cuenca (rio Llobregat). A diferencia de la cuenca atlantica, la distribucién
de los linajes nativos AD y ME entre las poblaciones no tuvo un patrén

geografico.

3. Entre las poblaciones parece existir un importante componente hidrografico
en la distribucidn de la diversidad genética y se ha detectado un patrén

macrogeografico de aislamiento por distancia (IBD).

4. En el Pirineo Oriental existen algunas localidades sujetas a fluctuaciones
temporales en su composicién genética matriarcal. Estas fluctuaciones encajan
con procesos de deriva genética y con migraciones de ejemplares procedentes

de localidades cercanas.

5. El tamano efectivo estimado para las poblaciones pirenaicas depende de la
técnica utilizada, situandose entre 50 y 150. El tamafio efectivo de las hembras
es menos de la mitad del estimado para el conjunto de la poblacién, lo que
también explicaria las variaciones temporales en la composicion genética de

las poblaciones.
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6. Con la salvedad de la existencia de seleccion de los haplotipos del linaje DU
comentada anteriormente, los procesos poblacionales que regulan la
distribucion de la variabilidad genética observada tanto en la cuenca del rio
Duero como en los Pirineos Orientales podrian ser idénticos y caracterizados
por la existencia de multiples demes locales interconectados entre si a lo largo
de todo el curso fluvial. Este flujo génico entre los demes locales que
mantendria los niveles de variabilidad genética elevados a pesar de los

reducidos tamanos efectivos locales.

7. El efecto de las repoblaciones, con individuos procedentes de centros
piscicolas, parece tener poca importancia en ambas zonas segun indica la baja
frecuencia que mostraron los marcadores moleculares (tanto el alelo LDH-
C*90, como los haplotipos del linaje AT tipicos de piscifactoria). En los Pirineos
Orientales, se encontraron poblaciones naturales altamente introgresadas e
incluso fijadas para estos marcadores de repoblacion. Los ejemplares
repoblados pueden tener sin embargo un efecto indirecto en las poblaciones
naturales ya que su presencia reduce el habitat disponible para los ejemplares
nativos y, en consecuencia, contribuyen al reducido tamafno efectivo de las

poblaciones, agudizando asi los efectos de la deriva genética.
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Apéndice

Apéndice. Frecuencias alélicas en poblaciones de trucha comun de la Noguera
de Vallferrera y Noguera de Cardds para 8 loci microsatélites. N: numero de
alelos analizados, na: numero de alelos diferentes detectados, Ho:
heterozigosidad observada, He: diversidad génica, ES: error standard.
Poblaciones: 13c-Pla de Boet 02, 14a-Vallferrera |, 15a-Vallferrera Il (2002),
16a-Vallferrera 11l (2002), 19-Alins, 22b-Cardos, 42a-Baga R, 15d-Vallferrera I
(2003), 16d-Vallferrera Il (2003).

Poblaciones
LOCUS Alelo| 13c 14a 15a 16a 19 22b 42a 15d 16d | Media
Str 15
N 58 30 64 32 26 84 76 60 80
na 4 2 4 2 2 4 6 6 3 3.667
114 0 0 0 0 0 0 0053 O 0
116 0 0 0 0 0 0 0 0 0.05
118 0 0 0 0 0 0 0 0.067 0
120 |0.672 0.6 0.719 0.719 0.654 0.512 0.158 0.65 0.775
122 10.052 0.4 0.234 0.281 0.346 0.214 0.263 0.217 0.175
124 | 0.224 0 0.016 0 0 0.25 0.342 0.033 0
126 |0.052 0 0.031 0 0 0.024 0.171 0.017 0
128 0 0 0 0 0 0 0013 0017 O
Ho 0.345 0.267 0.375 0.313 0.538 0.452 0.632 0.233 0.1 | 0.362
He 0.501 0.497 0.434 0.417 0471 0.637 0.767 0.533 0.371| 0.514
SsaHaelll14.20
N 58 32 66 36 28 92 78 60 80
na 9 3 3 3 3 11 12 7 6 6.333
296 0 0 0 0 0 0 0 0.033 0
298 0 0 0 0 0 0033 0 003 0
300 0 0.5 0.424 0.444 0.643 0.478 0.051 0.25 0.362
302 | 0.224 0.469 0.5 0.5 025 0.141 0 0.3 0.525
304 0 0.031 0.076 0.056 0.107 0.185 0 0.183 0.075
306 0 0 0 0 0 0.011 0 0.067 0
308 0 0 0 0 0 0.065 0 0 0.013
310 | 0.017 0 0 0 0 0 0.013 0 0
312 | 0.19 0 0 0 0 0.022 0.282 0 0
318 0 0 0 0 0 0 0 0 0.013
322 | 0.241 0 0 0 0 0022 0218 0 0
324 10.224 0 0 0 0 0.011 0.141 0 0
326 0 0 0 0 0 0 0.026 0 0
328 0 0 0 0 0 0.011 0.128 0 0
330 [ 0.017 0 0 0 0 0 0.013 0 0
332 | 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0.013
334 | 0.034 0 0 0 0 0 0.051 0 0
336 {0.034 O 0 0 0 0.022 0.051 0 0
338 0 0 0 0 0 0 0013 O 0
344 0 0 0 0 0 0 0 0.133 0
346 0 0 0 0 0 0 0.013 0 0
Ho 0.517 0.188 0.333 0.222 0.571 0.391 0.667 0.067 0.25 | 0.356
He 0.816 0.546 0.573 0.565 0.532 0.718 0.838 0.803 0.594 | 0.665
Str 73
N 60 32 62 36 28 92 80 60 80
na 5 3 5 5 2 4 5 4 5 4.222
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LOCUS

Alelo

13c

14a

15a

16a

19

22b

42a

15d  16d

Media

Ho
He

133
139
141
143
145
147
149

0
0
0.333
0.017
0.383
0.25
0.017
0.633
0.69

0

0
0.656
0.281
0.063

0.063
0.502

0.032
0
0.532
0.371
0.016
0
0.048
0.258
0.585

0
0.028
0.667
0.194
0.056
0.056

0

0.5
0.525

0

0
0.786
0.214

0

0

0
0.429
0.349

0

0
0.674
0.261
0.022
0.043

0
0.326
0.481

0

0
0.075
0.063
0.225
0.613
0.025

0.5

0.571

0 0
0017 O
0.667 0.537

0.3 0.263
0.017 0.15

0 0.013

0 0.037
0.533 0.45
0.473 0.626

0.41
0.534

Str 85

na

Ho
He

102
104
106
108
110
112
114
116

62

0.016
0.032
0.339
0.032
0.048
0.306
0.226

0.742
0.748

32

0.031

0.156

0.469

0.344

0.875
0.657

68

0.147
0.132
0.103
0.5
0.118

0.471
0.697

34

0.029
0.088
0.088
0.647
0.118
0.029

0.588
0.567

28

0.107
0.107
0.25
0.393
0.143

0.786
0.767

88

0.114
0.068
0.034
0.307
0.466

0.011
0.523
0.678

60 80

0.083
0.133
0.067
0.467
0.233

0.087
0.125
0.2
0.35
0.225

0.017
0.633
0.71

0.013
0.575
0.773

5.444

0.631
0.692

Str 197
N
na

Ho
He

126
130
134
138
142
146
150
154
158
162
166

64

0.406
0.266
0.031
0.031
0.125

0.078
0.063

0.813
0.749

32

0.156
0.313

0.094
0.063
0.125
0.219

0.031

0.625
0.827

60

0.233
0.283

0.05
0.033
0.133

0.15

0.1
0.017
0.833
0.825

36

0.278

0.333

0.056

0.167
0.139

0.028

0.833
0.783

28

0.393
0.107

0.036

0.071
0.214
0.071
0.107

0.643
0.794

90
10
0.378
0.189
0.056
0.022
0.044
0.011
0.056
0.167
0.022
0.056

0.711
0.79

72

0.014
0.417
0.194
0.181
0.125
0.042
0.014

0.014
0.694
0.748

60 80
0.233
0.367
0.05

0.237
0.325
0.013

0.05 0.15
0.017 O
0.067 0.138
0.183 0.075
0 0.025
0.033 0.025
0 0.013
06 0.75
0.78 0.799

7.778

0.723
0.788

SsoSL 417
N
na

163
167
169
171
173
175
177
181
183

68
15
0.015
0.235
0.044
0.147
0.044
0.015
0.015

28
13

0.25

0.107
0.071

o O o

86
17

0.174
0.035

0.035
0.035
0.047
0.035

80
1"

0.075

0.013
0.188
0.263
0.087
0.1
0.075

60 80
16 13
0 0
0.45 0.475
0 0.013
0.05 0.138
0 0.013
0.017 O
0.017 0.013
0 0
0 0

12.444
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LOCUS Alelo| 13c  14a 15a 16a 19 22b 42a 15d 16d | Media
185 0 0 0015 O 0 0 0 0 0
187 0 0 0 0 0 0.012 0037 O 0
189 [0.047 O 0 0 0 0 0075 0 0
191 0016 O 0 0 0.036 0.012 0.013 O 0
193 0 0 0015 O 0 0116 O 0 0
195 0 0 0.103 0.028 0.036 0.093 0 0.083 0.063
197 0 0.094 0.147 0.028 0.107 0.233 0.075 0.067 0.113
199 [0.016 0.094 0.147 0.056 0.107 0.07 0 0.083 0.037
201 0 0 0 0 0.036 0012 0 0.05 0
203 0 0031 0015 O 0 003 0 0.033 0.013
205 0 0063 O 0 0.071 0012 0 0033 O
207 0 0 002 0 0071 0012 0 0017 O
209 0 0.031 0 0 0 003 0 0.017 0.013
211 0 0 0 0 0036 O 0 0.017 0.013
213 0 0125 O 0 0036 O 0 0.017 0.05
215 0 0 0015 O0 0 0 0 0 0
217 0 0 0 0 0 0 0 0017 O
219 0 0 0 0.139 0.036 O 0 0.033 0.05
Ho 0.813 0.813 0.5 0.611 0.714 0.605 0.8 0.7 0.575| 0.681
He 0.843 0.875 0.876 0.721 0.913 0.889 0.865 0.782 0.741| 0.834
SsoSL 438
N 62 32 72 36 28 92 80 60 80
na 5 4 4 4 4 7 5 5 4 4.667
101 0 0 0 0 0 0022 0 0 0
103 [0.242 0.125 0.153 0.25 0.143 0.152 0.175 0.15 0.237
105 [ 0.2568 0.094 0.028 0.028 0.143 0.25 0.412 0.133 0.063
107 |0.339 0.75 0.736 0.583 0.643 0.446 0.05 0.633 0.675
109 [0.016 0.031 0.083 0.139 0.071 0.109 0.013 0.067 0.025
111 {0145 O 0 0 0 0.011 035 0017 O
113 0 0 0 0 0 0.011 0 0 0
Ho 0.806 0.375 0.361 0.667 0.571 0.543 0.625 0.4 0.55 | 0.544
He 0.751 0.425 0.433 0.594 0.561 0.711 0.683 0.563 0.49 | 0.579
T3-13
N 58 30 64 36 28 88 76 56 70
na 13 11 13 12 9 21 17 17 12 | 13.889
177 0 0 0 0 0 0 0013 O 0
181 0 0 0 0 0 0 003 O 0
183 0 0 0 0 0 0.011 0 0 0
185 0 0 0.016 0.028 0.036 0.034 0.013 0 0
187 [{0.138 0  0.031 0 0 0.023 0.224 0.036 0.029
189 [0.034 0.033 0.125 0.056 0.071 0.091 0.079 0.071 0.057
191 [0.069 O 0 0 0 0 0092 0 0.014
193 |0.034 0.133 0.031 0.056 0 0.023 0.079 0 0.086
195 ({0.034 0 0.031 0.028 0 0.011 0.118 0.036 0.029
197 0 0 0 0 0 0 0 0018 O
199 0 0 0 0 0 0023 0 0 0
203 0 0033 0 0 0 0 0.013 0018 O
205 0 0 0.016 0.056 0 0.011 0 0036 O
207 |0.086 0.133 0.047 0.083 0 0.034 0.013 0.143 041
209 (0.103 0.133 0.25 0.278 0.214 0.182 0.118 0.232 0.286
211 | 0.19 0.167 0.031 0.111 0.036 0.034 0.013 0.089 0.1
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LOCUS Alelo| 13c 14a 15a 16a 19 22b 42a 15d 16d | Media
213 | 0.19 0.033 0.156 0.083 0.143 0.136 0.092 0.036 0.014
215 |0.017 0.067 0.078 0.028 0.143 0.068 0.026 0.018 0.057
217 0 0.033 0.031 0 0.071 0.057 0 0.036 0.057
219 0 0.167 0.156 0.139 0.179 0.102 0.013 0.125 0.171
221 0O 0067 O 0.056 0.107 0.045 0 0036 O
223 {0.034 O 0 0 0 0.023 0.039 0.018 O
225 0 0 0 0 0 0 0013 O 0
227 0 0 0 0 0 0.011 0 0018 O
229 0 0 0 0 0 0045 O 0 0
231 0 0 0 0 0 0023 0 0036 O
237 {0.034 O 0 0 0 0 0 0 0
239 {0.034 O 0 0 0 0 0 0 0
241 0 0 0 0 0 0.011 0 0 0
Ho 0.931 1 1 1 1 0.932 0.947 0.964 0.943 | 0.969
He 0.894 0.908 0.873 0.887 0.889 0.921 0.899 0.903 0.862| 0.893
promedio
na 7375 55 7125 575 5625 10 8.5 8.625 7.25
(ES) 2.925 3.423 4518 3.151 3.852 6.188 4.504 5.012 3.694
Ho 0.7 0.526 0.516 0.592 0.657 0.56 0.669 0.516 0.524
(ES) 0.191 0.35 0.262 0.255 0.177 0.193 0.151 0.281 0.265
He 0.749 0.655 0.662 0.632 0.659 0.728 0.75 0.693 0.657
(ES) 0.119 0.191 0.184 0.153 0.208 0.141 0.116 0.152 0.168
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