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Presentacio i objectius

Aquest treball es centre en el coneixement de I'estructura poblacional de tres
espécies piscicoles de la familia Scombridae, el bonitol (Sarda sarda), la
bacora (Thunnus alalunga) i la tonyina (Thunnus thynnus) en la seva
distribucié de l'atlantic i el mediterrani. Les tres espécies es caracteritzen per
habitar les aiglies pelagiques i, sobretot en cas de la bacora i la tonyina, per
realitzar grans migracions. Les pesqueries de les tres espécies sén molt
importants tant a nivell economic com de captures, el que esta portant, en
algun cas, a la sobreexplotacid del recurs pesquer.

A part de la propia importancia de saber quina és la possible estructura
poblacional de cadascuna de les especies, el coneixement de P'estructura
poblacional pren un valor afegit quan s’estudien espécies amb aquests
nivells tant elevats de captures.

A partir de la participacio del Laboratori d'Ictiologa Genética en el projecte
europeu MED/91/012 "Characterization of large pelagic stocks (Thunnus
thynnus, Thunnus alalunga, Sarda sarda, Xiphias gladius) in the
Mediterranean” realitzat durant el periode 1993-1995 i la col-laboraci® amb
altres investigadors, es van implementar al laboratori les técniques
genétiques per poder estudiar la variabilitat mitocondrial com una eina per
elucidar I'estructura poblacional d’aquestes i altres espécies marines.

Posteriorment, el laboratori va participar en un segon projecte europeu

95/010 "Study of fishing and biology of juvenile bluefin tuna (Thunnus
thynnus) from 0-1 age class in the Mediterranean and eastern Atlantic” que
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Presentaci6 i objectius

es va desenvolupar durant el periode 1996-98. Aquest segon projecte es va
centrar només en la biologia, la pesca i la distribucié del juvenils de tonyina.

La disponibilitat de mostres i el coneixement adquirit amb la participacié dels
dos projectes ha permés configurar la base d'aquesta tesi.

OBJECTIUS

L'objectiu final d'aquesta tesi ha estat definir els possibles patrons
d’estructuracié poblacional de les tres espécies mitjangant I'estudi de la
variabilitat de seqliencia de la regi6é control del DNA mitocondrial.

Per tal de poder complir aquest objectiu final s’han plantejat una série

d'objectiu parcials:

e En primer terme s’ha avaluat quina és I'estructura i quins sén els patrons
d'evolucié de la regié control del DNA mitocondrial, per aixi poder aplicar
els métodes d’analisi més adequats.

e En segon lloc, s’ha utlitzat aquest coneixement per avaluar la
diferenciacié genética entre les mostres a cadascuna de les espécies.

o L’ultim objectiu ha estat interpretar els resultats en relacié a la biologia de
les espécies i els coneixements d’estudis previs. Aixi com també
comparar i discutir les hipotesis proposades amb altres hipotesis tretes
d’estudis relacionats.

En aquest sentit, els resultats i les conclusions a partir del treball realitzat

proposades tenen I'objectiu final d’ampliar el coneixement necessari per a

aplicar una correcta gestié a les pesqueries d’aquestes espécies.
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1. Introduccio

1.1. FAMILIA SCOMBRIDAE

1.1.1. Caracteristiques generals i filogénia

La familia Scombridae sén peixos teleostis marins de vida pelagica i amb
una capacitat extraordinaria de natacié i migracié. Se'ls coneix com tunids,
paraula provinent del mot grec “tuna” que significa rapidesa. Aquest nom
sorgeix per la gran velocitat que poden assolir quan neden. Aixo fa que
desenvolupin uns muscles molt forts que des de la prehistoria ja eren molt
apreciats com a font d'alimentacié. A l'actualitat, continuen essent molt

apreciats, suportant una de les pesqueries de més importancia econdmica
mundial.

La familia dels escombrids comprén un total de 15 géneres i 49 espécies
totes amb un cos fusiforme i una cua en forma de lluna. Malgrat que les
relacions filogenetiques dins de la familia no esta del tot clara, Carpenter et
al. (1995) proposa la classificaci6 amb dos subfamilies, Scombrinae i
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1.1. Familia Scombridae

Gasterochismatinae, i quatre tribus dins de la primera subfamilia, Scombrini,
Sardini, Thunnini, Scomberomorini com la més adequada per a aquesta
familia(TAULA 1.1). La distribucié geografica de la familia és molt amplia,
trobant-se entre els 40°N i els 40°S, tot i que poden arribar fins a latituds de
70°N (Collette i Nauen, 1983).

Dins de la familia dels escombrids i més concretament en els quatre géneres
de la tribu Thunnini es desenvolupa I'endotérmia (Carey & Lawson, 1973),
caracteristica Unica entre els teleostis. La capacitat d’augmentar ia
temperatura d’alguns organs, que en algun cas pot portar a un augment de
la temperatura del muscle fins a 21°C, sobre la temperatura de l'aigua
(Carey & Lawson, 1973), té un cost energétic elevat. Malgrat la despesa
metabdlica que representa 'endotérmia, aquestes espécies tenen certes

TauLa 1.1. Classificacié de familia Scombridae segons Carpenter ef al. {(1995). Els nimeros
entre paréntesis indiques quantes espécie pertanyen al génere,

Phyllum VERTEBRATA
Superclase Gnathostomata
Serie Pisces
Clase Osteichthyes
Subclase Telostei
Qrdre Perciformes
Familia Scombridae
Subfamilia Scombrinae

Tribu Scombrini
Scomber 3
Rastrelliger (3)
Tribu Sardini
Sarda (4)
Gymnosarda &)
Cybiosarda %)
Orcynopsis N
Allothunnus m
Tribu Thunnini
Auxis 2)
Thunnus 9,
Kafsuwonus )
Euthynnus {3
Tribu Scomberomorini

Grammatorcynnus (2)
Acanthocybium (1)
Scomberomorus {18}
Subfamilia Gasterochismatinae
Gasterochisma (1)
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1.1. Famllia Scombridae

avantatges selectives respecte a les espécies ecotdérmiques. Per exemple,
poden ampliar el seu ninxol térmic i aixi poder expandir la seva area de
distribuci6é a aiglies més fredes (Block & Finnerty, 1994). A més, I'endotérmia
augmenta el rendiment dels muscles responsable d’'impulsar les espécies
(Altringham & Block, 1997).

1. INTRODUCCIO 5



1.2. Génere Sarda

1.2. GENERE SARDA

1.2.1. Caracteristiques generals i distribucié

El génere Sarda inclou quatre espécies de distribucié al-lopatrica (FIGURA
1.1): S. sarda (Bloch, 1793), S. chiliensis (Cuvier, 1831), S. orientalis
(Temmick i Schlegel, 1844)i S. australis (MacLeay, 1880).

Els individus d’'aquest geénere es caracteritzen morfoldgicament per ser
peixos relativament petits, generalment no superen els 70cm de longitud
furcal, i amb un cos fusiforme. L’ambit de les espécies és clarament neritic
amb una preferéncia d'aiglies de menys de 200 m de profunditat i amb un
rang de temperatura de 12°C a 25°C (Yoshida, 1980).

El génere Sarda és un escombrid ectoderm amb certa una internalitzacié del
muscle vermell, pas evolutiu previ a I'endotérmia (Block et al., 1993).

FiGURA 1.1. Distribucié mundial de les quatre espécies del génere Sarda

6 TESIDOCTORAL




1.2. Génere Sarda

1.2.1. El bonitol (Sarda sarda), caracteristiques generals i biologia

El bonitol és una espécie amb una coloracié de dors blau fosc amb unes
bandes longitudinals més fosques i amb un ventre net de taques. El cos de
bonitol és de forma fusiforme amb una longitud furcal que sol assolir el 60
cm de longitud i un pes d'uns 2,5 kg (Collette & Chao, 1975, Rey et al., 1984)
(FIGURA 1.2).

Fisura 1.2. Bonitol (Sarda sarda)

Les dades creixement i 'edat de la maduresa sexual d’'aquesta espeécie no
estan del tot clares. Segons Rey ef al. (1984) en el Mediterrani i 'Atlantic est,
el bonitol és madur sexualment al primer any de vida amb una talla de 37
cm. En canvi, 'estudi de De Metrio ef al. (1995) es proposa un creixement
més lent, i en conseqliéncia el peix assoliria la maduresa sexual al segon
any de vida amb una talla d'uns 42 cm.

El bonitol es troba sempre associat a la plataforma continental i es distribueix
en aiglies tropicals i temperades a llarg de les costes de 'ocea Atiantic, el
mar Mediterrani i el mar Negre. A I'Atlantic oest s’han localitzat bonitols en la
franja entre els 35°S i els 45°N al llarg de la costa del continent america.
L'area de distribucié de I'Atlantic est és fins i tot una mica més ampla, abrasa
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1.2. Génere Sarda

des de Sud-Africa (aproximadament a 34°S) fins prop d'Oslo (60°N). També
es present a les illes Agores (FIGURA 1.1) (Collette & Chao, 1975).

Dins del Mediterrani, zona de mostreig d’aquesta tesi, i al mar Negre la
reproduccio del bonitol es dona entre la primavera i I'estiu en dues arees
totalment separades: una a la vessant occidental del mar Mediterrani
(Yoshida, 1980; Rey et al., 1984) i la segona es localitza dins del mar Negre
(Demir, 1963).

El comportament migratori d’aquest espécie esta relacionat amb les arees i
les époques de reproducci6. La migracié comenga un cop realitzada la fresa,
part dels peixos que han realitzat la posta en el Mediterrani occidental surten
a l'Atlantic per alimentar-se, l'altra fraccié de la poblacié es queda hivernant
dins del Mediterrani. Els bonitols que realitzen la posta al mar Negre, a
principis de tardor i després de la reproduccio, surten a través del Bosfor i el
mar de Marmara al mar Egeu per alimentar-se i passar-hi I'hivern. Una part
de la poblacié oriental individus romanen dins del mar Negre i el mar de
Marmara durant tot 'any (Demir, 1963; Yoshida, 1980; Rey et al., 1984).
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1.3. GENERE THUNNUS
1.3.1. Caracteristiques generals i filogénia

El génere Thunnus esta constituit per set espécies amb una distribucié
circumglobal: la tonyina T. thynnus (Linné, 1758), la bacora, T. alalunga
(Bonnaterre, 1788); la tonyina d’aleta groga T. albacares (Bonnaterre, 1788),
el T. atlanticus (Lesson, 1830); la tonyina d'ulls grossos, 7. obesus (Lowe,
1839); T. tonggol (Bleeker, 1851) i la tonyina del sud T. maccoyii (Casteinau,
1872). L'espécie T. thynnus comprén dues subespécies de distribucio
al-lopatriques: la tonyina de Atlantic T. t. thynnus (Linné, 1758) i ia tonyina
del Pacific, T. L. orientalis (Temmick i Schlegel, 1844) (Gibbs & Collette,
1967).

En general totes les espécies d'aquest génere sén individus de talla gran,
s’han arribat a mesurar tonyines de I'Atlantic de més de 3 m de talla, (Safina,
1993) amb un cos fusiforme adaptat per a un millor eficiéncia a la natacio
(Weihs, 1989). Totes les tonyines tenen una coloracié blava fosca a la meitat
superior del cos i un color platejat a I'altra meitat (Gibbs & Collette, 1967).

La filogénia del génere actualment esta en una certa controvérsia (Collette,
1998). Els morfolegs han separat les tonyines en dos grups segons la seva
distribucio, el subgénere Noethunnus distribuit en aiglies calentes del qual
s6n membres la tonyina d'aleta groga (Thunnus albacares), el T. tonggol i el
T. aflanticus. La caracteristica comuna d’aquest grup és la preséncia
d’intercanviadors de calor tant en el centre com en el lateral del muscle lent.
La segona agrupacio, el subgenere Thunnus, inclou: la bacora (7. alalunga),
les dues subespécies de tonyina (T. thynnus thynnus i T thynnus orientalis) i
la tonyina del sud (T. maccoyi). Totes aquestes tonyines tenen preferéncia
per aigiles mes fredes, i presenten una termoregulacié més complexa i
eficient (Gibbs & Collette, 1967, Collette, 1978). Una excepci6 és la tonyina
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d'ulls grossos (T. obesus), que comparteix practicament el mateix nombre de
caracters amb cada grup. Tot i aixd, aquesta espécie s’ha classificat
tradicionalment dins del grup Thunnus ja que es considera que els caracters
compartits amb aquest grup sén derivats degut a 'adaptacié de viure en
aiglies més fredes (Collette, 1978).

Els estudis moleculars, tant els basats amb al-loenzims com els basats en el
mtDNA (DNA mitocondrial), coincideixen en forigen monofilétic del génere
Thunnus. Recentment, Alvarado Bremer et al. (1997), analitzant la variabilitat
de seqliencia de la regi6é control del mtDNA, descriuen l'origen monofilétic
d’aquest génere i estan d'acord amb els estudis basats en la classificacid
obtinguda per les dades morfologiques (Gibs & Coliete, 1967; Collete, 1979).
Una filogénia coincident del génere també s’ha obtingut mitjangant I'analisi
d'al-loenzims (Elliot & Ward, 1995), del citocrom b del mtDNA (Block et al.,
1993; Finnerty & Block, 1995) i també amb l'analisi de la seqiiéncia del gen
de 'ATPasa mitocondrial (Chow & Kishino, 1995)

Una controvérsia surt quan es vol definir Ia relacié de les dues subespécies
de T. thynnus. Mentre que tots els analisi mitocondrials suggereixen una
llarga historia evolutiva d'aquestes dues subespécies (Chow & Kishino,
1995; Alvarado Bremer et al., 1997), les analisi basades en gens nuclears,
com els al-lozimics (Sharp & Pirages, 1987) o RFLP de la regi6 nuclear ITS1
(Chow i Kishino, 1995), mostren que les dues subespécies s6n molt similars.

1.3.2. La bacora (Thunnus alalunga) caracteristiques generals,
distribucié i biologia

Coincidint amb les caracteristiques generals de la familia, la bacora té un
cos fusiforme molt hidrodinamic. Un tret peculiar d’aquesta espécie és la la
llargaria de l'aleta pectoral, la qual pot superar el 30% de la fongitud furcal,
d’aqui surt nom d’alalunga (aleta llarga) per a aquesta espécie (Gibbs &
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Collette, 1975). La coloracié d’aquesta espécie és similar a la descrita pel
genere amb el dors blau fosc i el ventre platejat (FIGURA 1.3).

FIGURA 1.3. Bacora (Thunnus alalunga)

La bacora és una especie de mida mitjana no sol passar dels 120 cm de
longitud furcal i un pes maxim de 40kg (Santiago, 1993). Recentment, s’han
constatat diferéencies en cert parametres biolégics entre la bacora de
[Atlantic i la del Mediterrani (Santiago, 1993; Ortiz de Zarate et al., 1996;
Megalonofou, 2000). Per exemple, els individus atlantics poden arribar a
viure fins als 13 anys (Lee & Yeh, 1993) mentre que els del Mediterrani el
seu maxim de vida esta cap als 9 anys (Megalonofou, 2000). Una altra
caracteristica diferent entre els individus mediterranis i atlantics és la taxa de
creixement, partir del primer any de vida, el creixement de la bacora de
I'Atlantic és un 5 ecm superior per any que la mitjana de creixement dels
individus del Mediterrani (Santiago, 1993; Megalonofou, 2000).
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FIGURA 1.4. Distribucié mundial de la bacora (7. alalunga)

La bacora habita les aigiies tropicals i temperades entre els 17°C a 21°C de
tots els oceans i el mar Mediterrani. A I'Atlantic est es distribueix en la franja
d’entre els 60°N fins aproximadament els 35°S de la punta de Sud-Africa. A
I'Atlantic oest es troba des de sobre als 40°N fins al sud de Brazil a uns
32°S. En Focea Indic la franja de distribucié és més estreta, entre els 10°N i
els 32°S. En canvi, en el Pacific la distribuci6 de I'espécie es torna eixamplar
fins els 45°N a 45°S (FIGURA 1.4) (Gibbs & Collette, 1975).

En I'area de I'Atlantic nord i el Mediterrani es coneixen dues arees de posta
separades geograficament. Durant l'estiu la reproduccié de la bacora de
I'Atlantic oest es dona al mar dels Sargassos (Beardsley, 1969 ; Koto, 1969).
A I'Atlantic est, el Mediterrani és I'Unica zona de reproduccié detectada fins a
la data (Ortiz de Zarate & Cort, 1998). La reproduccié dins del Mediterrani es
concentra a l'estiu (de juliol a agost) a llarg de tot el mar (Piccinetti &
Piccinetti-Mafrin, 1993; Piccinetti et al., 1996).
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Amb les dades dels estudis de marcatge i les zones de pesca s’ha pogut
coneixer a grans trets el régim migratori d'aguesta espécie a I'Atlantic (Bard,
1981; Ortiz de Zarate & Cort, 1998). A I'hivern la bacora es concentra al
voltant de les illes Agores. Abans de I'época de posta, a la primavera,
comenga el moviment, una part de la poblacié, principalment formada per
individus adults migra en sentit oest per a realitzar la posta al mar dels
Sargassos. L'altra part de la poblacié, sobretot els individus joves, es dirigeix
en sentit est fins a les costes del mar Cantabric i el Sud d'irlanda. -Malgrat la
capacitat de migracié d’'aquesta espécie, de tots els esiudis de marcatge
realitzats fins a la data només s’ha detectat un individu atlantic que hagi
entrat al mar Mediterrani a través de lestret de Gibraltar (Aloncle &
Delaporte, 1976).

1.3.3. La tonyina (Thunus thynnus thynnus), caracteristiques generais,
distribucié i biologia

La tonyina és l'espécie meés grossa de totes les tqnymas pot arribar a
mesurar més de 3 m i pesar 700 kg (Safina, 1993). Té un cos fusiforme molt
robust amb una coloracié blava fosca a la part dorsal i un ventre gris platejat
(FIGURA 1.5).

Figura 1.8. Tonyina (Thunnus thynnus thynnus)
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El creixement de la tonyina es dona al llarg de tota seva vida. Al primer any
de vida arribem a mesurar de 50 a 60 cm de longitud furcal i un pes
aproximat de 2 kg. A partir d'aquest moment es disminueix el ritme de
creixement a uns 20 cm anuals a la fase juvenil i a uns 5-10 cm anuals als
individus adults. La maduresa sexual s'assoleix entre tercer i el quart any de
vida amb una longitud d'entre 100-120cm (Rodriguez-Roda, 1967).

La subespécie de tonyina de V'Atlantic (Thunnus thynnus thynnus), es
distribueix a I'ocea Atlantic, el mar Mediterrani (FIGURA 1.6). A la part est de
Focea Atlantic, la seva distribucié abrasa la franja de de 68°N (a les illes
Lofoten) fins a al sud de les illes Canaries (28°N), passant pel mar
Mediterrani i el mar Negre. A l'altra de banda de I'Atlantic es localitza entre
els 50°N de Terranova i el Labrador fins als 10°N de les costes de Veneguela
(Collette & Nauen, 1983).

FIGURA 1.8. Distribucié mundial de la tonyina (7. thynuus thynnus).

Des de mitjans dels anys 50 es coneixen dues uniques arees de reproduccié
a l'Atlantic nord separades unes 4 000 milles nautiques (Rivas 1954). A
I'Atlantic occidental la posta té lioc al Golf de Méxic i I'estret de Florida des
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d’abril fins a finals de juny (Rivas 1954; Richards, 1976). A I'Atlantic est la
reproducci6 es dona dins del mar Mediterrani entre mitjans de juny i finals
d'agost, principaiment localitzada a la conca occidental (Piccinetti &
Piccinetti-Mafrin, 1993; Piccinetti et al., 1996).

La tonyina és possiblement I'espécie més migradora de tots els tunids. A la
fase juvenil ja és capag¢ de realitzar desplagaments des de l'area de posta
del Mediterrani fins al golf de Biscaia a I'ocea Atlantic (Cort & Rey, 1984). La
migracio dels individus adults segueix un cicle anual similar a les dues
vessants de I'Atlantic i lligat a les arrees i époques de posta. A I'Atlantic est
durant la primavera, els individus entren al Mediterrani per l'estret de
Gibraltar per reproduir-se, un cop realitzada la posta les tonyines surten del
Mediterrani i migren en sentit nord cap a les arees d’alimentacié. A part
d'aquest moviment, una part de la poblacié d’aquesta banda de !'Atlantic es
queda durant tot 'any dins del Mediterrani. A l'altra banda de I'Atlantic, i
també a la primavera els individus es mouen cap al golf de Méxic i I'estret de
Florida per a realitzar la posta. Quan arriba I'estiu, els individus es mouen en
sentit nord fins a Terranova per alimentar-se (Mather et al.,, 1995; Cort,
1990).

Malgrat la distancia entre les dues arees de posta, s’han observat migracions
transoceaniques que indicarien un cert intercanvi d'individus entre les dues
arees. En una revisi6é dels estudis de marcatge, Turner (1999) proposa un
taxa d'intercanvi entre les dues vessants atlantiques d’aproximadament un
2%, taxa coincident amb I'acceptada per ICCAT (2000) com a base per a la
gestié. Ara bé, altres autors assumeixen migracions amb taxes superiors,
Cooke & Lankester (1996) estimen unes taxes d’entre el 7,3% i el 9,8% de
migracié transatlantiques.
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1.4. IMPORTANCIA COMERCIAL | GESTIO DE LES PESQUERIES DE
LES TRES ESPECIES

Ja s'ha comentat la importancia comercial de les pesqueries actuals de la
familia Scombridae. Per exemple, a 'any 1998 totes aquestes espécies i
juntament amb les anomenades similars a tunids van suportar unes

pesqueries superiors a 5 milions de tones (FAO, 2001).

A [I'Atlantic, la pesca industrial a gran escala d'aquestes espécies va
comencar finals dels anys cinquanta, amb una expansié durant els anys
60molt rapida de I'area de pesca, la capacitat de la flota i les captures. En les
etapes inicials les captures van disminuir bruscament, tot i que és un fet
relativament normal en les pesqueries acabades de comengar, la
preocupaci6 sobre la possible sobrexplotacié del recurs portar va portar a la
creaci6 de I'NCCAT (acronim de International Comission for the Conservation
of Atlantic Tunas) l'any 1966. A partir d’agquest moment, aquest organ
internacional és el responsable de proposar les mesures de gestié pels
tinids i les espécies afins amés de ser responsable de la recol-leccié de
dades de pesqueries i cientifiques.

1.4.1. El bonitol

De les tres espécies estudiades el bonitol és el que presenta uns nivells més
baixos de captures. Maigrat no ser una espécie important economicament a
nivell mundial, a nivell local és I'espécie objectiu de la pesqueria.

Les captures del bonitol en tota la seva area de distribucié van arribar un pic
a fany 1988 amb casi 50 000 tones. A partir d’aquest any les tones
desembarcades a I'Atlantic es va reduit més de la meitat, en canvi en el
Mediterrani els nivells de pesca s’han matingut constants. Actualment, tot i la
recuperaci6 de la captura atlantica, el bonitol del Mediterrani comporta casi
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60% del total de les captures mundials, xifrades en unes 31 000 tones. Dins
del mar Mediterrani destaca la flota turca que aporta més del 70% de la
pesca (ICCAT, 2000). Aquesta flota concentra al seva pesca el sud del mar

Negre, al mar de Marmara i al nord-oest del mar Egeu (Oray & Karakulak,
1997).

ICCAT no proposa cap tipus de regulacié pel bonitol en area de la seva
distribucié. Com a Unica norma de gestid, només proposa una regulacié de

tipus regional per a totes les tonyines petites, incloent-hi també el bonitol
(ICCAT, 2000).

1.4.2. La bacora

De les tres espécies estudiades, la bacora és la que presenta unes captures
més elevades. Durant els darrers trenta anys, a nivell mundial s’han pescat
al voltant de 200 000 tones anuals (FAO, 1997). La majoria d’aquestes
captures provenen de I'ocea Pacific, les capturesv conjuntes de I'Atlantic i el
Mediterrani son només un 30% de les captures mundials amb
aproximadament unes 60 000 tones (ICCAT 2000).

Dins de 'ocea Atlantic, ICCAT proposa la preséncia de dos estocs separats,
un al sud i I'altra al nord, per la linia 5°N. La separaci6 en dos estocs es base
en la manca de migradors entre les dues arees i amb zones de posta
diferenciades. Més recentment, i a partir del coneixement d'unes taxes de
creixement diferents entre la bacora del Mediterrani i 'Atlantic nord, ICCAT
també accepta el Mediterrani com un tercer estoc (ICCAT, 2000).

Els nivells de pesca de I'Atlantic nord han tingut una tendéncia decreixent

des de mitjans dels anys 60, fins arribar a unes 25 500 tones a I'any 1998.
Pel que fa al Mediterrani, les captures s6n molt menys important amb només
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unes 2 500 tones a I'any 1998, pescades al 50 % entre la flota italiana i la
grega.

Pel que fa a les mesures de gestid, ICCAT no proposa cap mesura de
regulacié especifica pel Mediterrani. En canvi, a I'Atlantic nord ICCAT
recomana la reduccié de les captures mitjangant una disminucié del nombre
de baixells, ja que actualment es creu que aquest estoc sembla estar per
sobre els nivells maxims d'explotacié (ICCAT; 2000).

1.4.3. La tonyina

En comparacié a altres especies de Thunnus, la tonyina no té un nivell
d’explotacié tant important. Per exemple, el pic maxim de captures per a tota
la seva distribucié va ser al 1996 amb unes 46 000 tones, molt inferior al
nivell descrit amb anterioritat per a la bacora. La importancia comercial
d’'aquesta radica més en el preu que s'arriba a pagar per quilo que no pas en
la quantitats de les captures, per exemple s’han arribat a pagar més de 200
$ per un quilo de tonyina ben conservada (FAO, 1997) .

Va ser la brusca reduccié de les pesqueries de tonyina a P'Atlantic durant els
anys seixanta que va portar a fundar 'lCCAT l'any 1966. Les primeres
actuacions de I'lCCAT, 'any 1974, van anar enfocades a regular les talles
minimes dels individus capturats. A partir de 1982, basant-se en el
coneixement de les dues arees de posta i dels patrons migratoris, ICCAT
proposa preséncia de dos estocs separats pel 45°W a Atlantic nord. Per
Festoc oest, rapidament es van limitar el les captures a unes 2 500 tones
anuals. En canvi, per l'estoc de I'Atlantic est, el qual també inclou el
Mediterrani, no ha estat fins 'any 1994 que es van imposar les primeres
mesures de reduccié de les captures. Actuaiment, ICCAT limita les captures
per a I'Atlantic est a 25 000 tones anuals, nivell ampliament superat per les
44 700 tones (any 1996) realment pescades (ICCAT, 2000).
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Malgrat la regulacié imposada, les captures de tonyina de I'Atlantic continuen
augmentant. Durant els darrers deu anys (fins 1996, any que es disposen les
ultimes dades fiables) els desembarcaments s’han anat incrementant amb
una mitjana d’'un 15% anual. L'increment sobretot es dona a l'estoc de
I'Atlantic est on la regulacié és més laxa i per tant permet capturar tonyines
per sobre el nivell establert (ICCAT, 2000). Dins de I'Atlantic est destaca la
pesca del Mediterrani amb casi un 85 % de totes les captures mundials.

La sobrepesca de la tonyina ha portat a una reduccié molt drastica de la
poblacid. L'avaluacié de l'estoc del 1997 a I'Atlantic oest va indicar que els
individus de edat 8 i superiors (individus reproductors) només sén un 14 -
17% dels estimats per 'avaluacié de I'estoc de I'any 1975 (ICCAT, 2000).
Similarment, la poblacié de principis dels anys 90 de I'Atlantic és un 50 %
més petita que I'estimada a mitjans dels anys 70 (Safina, 1993).

1.4.4. La gestié de les pesqueries i 'aplicacioé de les eines genétiques

Tal i com s’ha vist a I'apartat anterior 'ICCAT proposa el concepte d’estoc
com la unitat de gestié de la pesca d’una espécie determinada. La gestié cap
aquest estoc ha d’'anar encaminada cap un rendiment sostenible, amb un
maxim de produccié perd al mateix temps procurant el manteniment de la
poblacié a llarg del temps (Gulland, 1983; Lannan et al., 1989). La
problematica sorgeix quan es vol definir quin sén els limits d'un estoc i aixi
poder-lo diferenciar per aplicar-li una gestié especifica. A més, en les
espécies marines els limits geografics poc definits i la capacitat dispersiva
incrementen la dificultat d'identificacié de I'estoc. El problema s’agreuja quan
és tenen proves clares d’una sobreexplotacié del recurs pesquer sense cap
cas a les mesures de gestié proposades o fins i tot sense cap mesura de
gesti6 proposada.
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La identificacio del estocs de les espécies marines ha estat un dels grans
temes en la gestié pesquera. Recentment, s’han publicat nombrosos treballs
per intentar definir qué és un estoc (Carvalho & Hauser, 1994; Moritz, 1994;
Avise, 1998; Grant et al, 1999; Ward, 2000, entre altres). Una de les
conclusions comunues que se’n por treure és que la definicié d’estoc en les
espécies marines no esta del tot clara, pero els estudis genétics aporten una
molt informacié valuosa per definir la possible estructura d'estoc en les

espécies marines.

En resum, es pot acceptar com a sinonim d'estoc el concepte de
Management Unit (MU, unitat de gestié) proposat per Moritz (1994). els s6n
definits com segments poblacionals d'una especie diferenciables
genéticament amb independéncia de la técnica utilitzada i amb un flux génic

minim o nul.
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1.5. L’'EINA GENETICA UTILITZADA: LA VARIABILITAT DE SEQUENCIA
DE LA REGIO CONTROL DEL mtDNA

Seguint el raonament anterior, els estudis genetics sén molt importants per
avaluar P'estructura d’estoc. Aixi doncs, I'eleccié del marcador genétic a
utilitzar és un pas crucial, i moltes vegades dificil de decidir, per a realitzar
I'estudi i s’ha d'adequar als objectius proposats.

Idealment, el marcador genétic ha de presentar suficient variabilitat per
poder inferir 'estructura genética a més a més ha de presentar una heréncia
coneguda. A part, ha ser selectivament neutre, ja que I'efecte de la seleccié
podria esbiaixar les analisis de la variacio intraespecifica i 'estimacio de la
filogénia (Moritz & Hillis, 1996). Finalment, també ha de permetre analitzar
gran quantitat d’individus per poder augmentar el poder de resolucié alhora
de detectar subestructuracions geneétiques de les poblacions (Dizon et al.,
1995).

L'estudi de la variabilitat de la seqliéncia de la regié control del miDNA
compleix aquests requisits:

* Lataxa de mutacié del mtDNA és, en general, d'un ordre de magnitud
més alta que DNA nuclear. Per tant, en poblacions separades fa
relativament poc temps poden observar-s’hi diferéncies a nivell de
seqliéncia (Brown ef al., 1983; Wilson et al., 1985).

e Es una molécula haploide, només s’hereta a través de la mare
(Brown, 1983) i no presenta recombinacio (Avise, 1994). Per tant, Ia
grandaria poblacional efectiva d'un gen mitocondrial és una quarta
part de la d’un gen nuclear, i el fa molt més sensible als efectes de la
deriva génica. Aixd comporta una fixacié rapida de la diferenciacié

geneética de dues poblacions reproductivament aillades (Birky et al.,
1989).
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o Dins del mtDNA destaca el D-loop o regié control, la zona no
codificadora més gran del genoma mitocondrial. Aquest segment esta
poc sotmés a processos de seleccid, per tant les mutacions
s’acumulen molt més en aquest segment que en qualsevol altre regi6é
del mtDNA, i s'arriba a una taxa de mutacié fins a cinc vegades més
gran que en la resta dels gens mitocondrials (Aquadro & Greenberg,
1983) (vegeu capitol 2).

e A partir de la incorporacié de la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR; Polymerase Chain Reaction, Mullis et al., 1986; Saiki et al.,
1985; Saiki et al.,, 1988) i lautomatitzaci6 de la reaccié de
seqlienciacié (Sanger et al., 1977), juntament amb el disseny de
primers universals (Kocher et al., 1989; Lee et al., 1995) ha permés
analitzar mostratges de grandaria elevada.

D'altra banda, cal destacar 'homoplasmia del mtDNA, generalment només
es troba un sol tipus de mtDNA dins de cada individu. Ara bé, I'heteroplasmia
ha estat observada en varies espécies (vegeu les revisions de Billington &
Herbert, 1991; Meyer, 1993).

Tot i aquestes avantatges, les interpretacions basades en 'estudi del mtDNA
s’han amb certes precaucions. L'heréncia materna d’aquest genoma implica
que sense el coneixement del comportament i patré historic de I'espécie pot
portar a conclusions erronies, per exemple en el cas d'espécies amb un
comportament filopatric diferent entre els sexes (Grant et al., 1999).

L'estudi de la variabilitat de seqiiéncia de la regi6é control del mtDNA és una
eina que s’ha emprat amb molt d’éxit en una gran nombre d’espécies
piscicoles marines, tant dins de la familia Scombridae com en espécies de
fora de la familia. Per exemple, I'estructura poblacional de I'emperador ha
estat extensament estudiada al llarg de tota la seva area de distribucio
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mitjangant aquesta técnica (Alvarado Bremer et al., 1995; Rosel & Block,
1995; Alvarado Bremer et al., 1996; Reeb et al., 2000). Dins la mateixa
familia, Alvarado Bremer et al. (1998) utilitzant el mateix tipus d'aproximacioé
per descriure I'estructura poblacional de la tonyina d’ulls grossos (Thunnus
obesus) en tota la seva distribuci6. Fins i tot, la seva utilitat s’ha demostrat
en altres espécies marines com la tortuga babaua (Caretta caretta; Encalada

et al., 1998) i el cetaci, Marsopa comuna (Phocoena phocoena; Rosel et al.,
1999).
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1.6. ESTUDIS GENETICS POBLACIONALS PREVIS.

Malgrat [a seva importancia economica les estructurares poblacionals
aquestes espécies no han estudiades amb molta profunditat. El cas més
extrem és el del bonitol amb només el treball de Roberti et al. (1993). Pel
que fa a les altres dues espécies, tot i no ser moit nombrosos s’han anat
publicant diversos estudis des de els anys 60. A nivell més general, com a
minim existeixen fins a tres revisions d'estudis poblacionals en diverses
espeécies d'aquesta familia (Graves, 1995; Ward, 1995; Ward, 2000).

Tal i com ja s’ha comentat, en el bonitol només s’ha publicat un estudi
poblacional. Roberti et al. (1993) estudien la variabilitat de seqiéncia de tres-
cents pb del gen del citocrom b del DNAmt per a tres localitats mediterranies,
el mar Jonic (n = 37), el mar Egeu (n = 26) i el mar de Marmara (n = 31). Les
seqliéncies dels noranta-quatre individus s’agrupen en set haplotipus amb
un total de tretze posicions variables. De la comparacié dos a dos de totes
les tres mostres resulta una gran identitat genética entre les localitats del
Jonic i 'Egeu. En canvi, la mostra turca difereix significativament de les

altres dues.

Els primers estudis moleculars de I'estructura poblacional de la bacora es
van basar en l'estudi dels grups sanguinis (Suzuki, 1962; Fujino, 1970).
Segons aquests estudis les mostres dels oceans Atlantic, Pacific i indic i el
mar Mediterrani sén genéticament diferents, fins i tot hi ha un inici de
diferenciacié entre les mostres del nord i el sud del Pacific.

Graves & Dizon (1989) portaren a terme un estudi rpreliminar de RFLP de tot
el genoma mitocondrial de 1a bacora. Els autors van comparar els patrons de
restriccié d’una localitat al sud del pacific (California; (n =12) i una segona
situada al Atlantic Sud (Cape Town; n =11) sense trobar diferéncies
significatives. A una escala geografica més gran, Chow & Ushiama (1995)
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analitzen un total de sis cents vint individus de tretze mostres repartides per
'Atlantic (dues mostres), el Pacific (deu mostres) i el cap de Bona Esperan¢a
entre P'ocea Indic i PAtiantic. L'estudi dels patrons de restricci6 de dos
endonucleases en el gen mitcondrial de 'ATPasa mostra altes diferéncies
genétiques entre les mostres de l'Atlantic i les de Pacific. En canvi, no
s'observen diferéncies genétiques intraoceaniques, ni dins del Pacific ni
tampoc entre les dues mostres de 'Atlantic.

Més recentment més; Yeh et al. (1997) van analitzar la variabilitat de
seqiéncia del tercer domini de la regié control del mtDNA de cinc individus
de Sud Africa i cinc de Nova Zelanda. Les dues localitats es diferencien per
dues posicions fixes d'un total de només quinze posicions variables.
Analitzant el mateix segment de D-loop, Vifias et al. (1999) amb un
mostratge poc elevat de mostres al ilarg de la costa atlantic i mediterrania
observa una manca diferenciacié entre totes les mostres, peré amb un nivell
de variabilitat fins a deu vegades superior que el descrit per Yeh et al.
(1997). Dins del Mediterrani, Pla ef al. (1998), en un estudi al-lozimic de
trenta cinc loci, no troben diferenciacié genetica entre una mostra del mar
Jonic (n = 112) i una mostra del mar Egeu (n = 46).

Els estudis genétics en la tonyina van comencar als anys 70 utilitzant
I'electroforesis de proteines. Edmunds & Sammons (1973) a partir de les
dades d'un sol locus polimorfic, SOD* no van observar diferencies
significatives entre una mostra de I'Atlantic est i una altra de I'Atiantic oest,
ambdues de grandaria elevada. El mateix locus tampoc no va mostrar
heterogeneitat en els 1056 individus mostrejats al llarg de tot I’Atlantic nord.
Thompson & Contin (1980) tornen trobar el mateix locus polimorfic (SOD*),
d'un total de 23 loci analitzats, amb freqliéncies no significativament diferent
a les dues vessants de I'Atlantic.

1. INTRODUCCIO 25



1.6. Estudis genétics poblacionals previs

A partir dels anys 90 es publiquen una série de nous estudis genetics sobre
Pestructura d'estoc de la tonyina. Tot i no ser un estudi poblacional estricte,
Carone et al. (1996) analitza la variabilitat de seqiiéncia de tres-cents parells
de bases del gen mitocondrial del citocrom b de trenta-quatre individus
mostrejats en dues localitats de les costes de la illa de Sicilia al mar
Mediterrani. Els trenta quatre individus diferents s’agrupen en dos haplotipus
diferents diferenciats per una sola posicié nulceotidica, i amb freqiiéncia per
a cadascun del haplotipus trenta-dos i dos individus respectivament.
Posteriorment, Broughton & Gold (1997) publiquen I'inic estudi utilitzant
microsatel-lits en la tonyina. Aquest també és I'inic treball que s’observa
heterogeneitat entre dues mostres del mar Mediterrani, una al Golf de
Taranto (mar Jonic; n = 12) i la segona al golf de Valéncia (n = 8). Aquest
resultats, perd, s’han de prendre amb precaucié ja que l'aillament entre
aquestes dues arees és molt improbable.

També dins del Mediterrani, Pujolar et al. (1998) no troba diferéncies
significatives en les freqiiéncies allozimiques entre quatre localitats de la
conca occidental de Mediterrani, costa espanyola del Mediterrani (n =98),
golf de Lied (n = 49), golf de Génova (n = 57) i golf de Taranto (n = 77). En el
mateix estudi tampoc s’observen variacions significatives a l'afegir una
mostra del mar Cantabric a 'ocea Atlantic est(n = 49).

Existeixen un parell d'estudis que mostren una certa heterogeneitat genética
entre la vessant oriental i occidental de 'Atlantic. Pla et al. (1998) observa
una inversié de freqiéncia entre I'Atlantic oest i 'Atlantic est (golf de Biscaia i
mar Mediterrani) de lalllel més comi de dos dels tres loci altament
polimorfics (SOD-7* i G6PDH). Més recentment, l'estudi preliminar
d’Alvarado Bremer ef al. (1999), en el qual s'estudia la variabilitat de
seqliéncia de la regié control de setanta-tres individus del Mediterrani i
seixanta-set del Atlantic nord-oest, observen una diferenciacié genética entre
aquestes dues localitats. Ara bé, Bert Ely (comunicacié personal) quan

26 TesiDOCTORAL



1.6. Estudis genétics poblacionals previs

augmenta la grandaria mostral del treball d’Alvarado Bremer et al. (1999),
passa de cent cinquanta-set individus a dos-cents deu individus, i reanalitza
les dades amb els nous individus no observa diferéncies significatives entre
I'Atlantic esti oest.
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2. ESTRUCTURA | EvoLUCIO DEL D-LOOP

E! gran éxit obtingut amb els estudis en la regié de control com a marcador
genetic, ha deixat una mica de banda I'estudi de les estructures internes i els
patrons de variabilitat d’aquest segment del miDNA. L'objectiu d’aquest
capitol és conéixer en profunditat I'estructura i el patrd d’evolucié de la regid
control de les tres espécies que s’analitzen en aquests treball i en general de
tota la familia Scombridae.

2.1. INTRODUCCIO

La preséncia d'un gran segment no codificador en el mtDNA que, excepte en
algunes reorganitzacions géniques, esta situat entre els gens que codifiquen
pel tRNAP™ i el tRNAP™, és una caracteristica comuna de tots els metazous.
En vertebrats, aquest segment se 'anomena indistintament D-loop 0 regié de
control degut a la nansa de desplagament (D-loop) de tres cadenes que es
forma al principi de la replicacié de la cadena pesada (Brown et al., 1986), i
per contenir els promotors de transcripcié de les dues cadenes del mtDNA
(Clayton, 1982; Chan & Clayton, 1984).
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2.1.1. Estructura del D-loop

En els mamifers, amb la base dels patrons de variabilitat de seqiéncia i
composicid nucleotidica, s’ha dividit la regié de control en tres dominis
interns: el domini | o domini esquerre situat just corrent avall del gen tRNAP™,
el domini 1l o domini central i el domini lli situat a 'extrem 5, corrent amunt
del gen tRNA™™ ° (Brown et al, 1986; Saccone et al., 1991). El domini
central esta molt conservat a nivell de seqiiéncia i presenta una alta
composicié de GC. En canvi, els dos dominis laterals sén hipervariables i
tenen un alt contingut d’AT. Addicionalment, dins de cadascun d’'aquests
dominis s’han identificat diversos blocs de seqliencies conservats que
semblen estar relacionats amb certes funcions del mtDNA.

En el primer domini s’hi observen una o més copies de seqiiéncies de
finalitzacid de la replicaci6 de la cadena pesada (TAS, Termination
Associated Sequences; Doda et al,, 1981). Sovint, aquest primer domini
també presenta repeticions en tandem (VNTR, Variable Number of Tandem
Repeats;, Brown et al, 1986; Fumagalli et al, 1996). El conservat domini
central conté, entre altres blocs de seqiléncia conservada, el bloc D (CSB-D,
Conserved Sequence Block D-loop; Saccone et al., 1991) que esta involucrat
en la replicacid de la cadena pesada i la formacid de la nansa de
desplagament. Finalment, el domini lll inclou la sequéncia dels promotors de
la transcripcié de les cadenes lleugera i pesada (LSP, Light Strand Promotor,
HSP, Heavy Strand Promotor, Saccone et al., 1991). Aquest tercer domini
també conté l'origen de replicacié de la cadena pesada (Oy) i tres blocs de
seqiéncia conservada, CSB-1, CSB-2 i CSB-3, que es creu que tenen
funcions molt especifiques en la regulacid de la replicacio.

En un estudi més recent, Sbisd et al (1997) descriuen Pestructura

comparada de la regié de control de 26 especies de mamifers de 10 ordres
diferents. La principal aportacié d’aquest treball és la identificacié en el
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domini | de dues noves sequiéncies finalitzadores de la replicacié (ETAS 1 i
ETAS; Extented Termination Associated Sequences) que inclouen les
estructures TAS. Segons aixd, aquests autors també proposen una nova
nomenclatura pels tres dominis de la regié control: el domini | ETAS, el
conservat domini i central i domini Ill CSB.

Pel que fa als peixos, fins a la data no hi ha cap estudi publicat sobre
I'estructura general de la regié de control en tot aquest filum. Només Lee et
al. (1995) publiquen l'estructura interna del D-loop de vint-i-tres espécies que
representen sis families de peixos teleostis. D’aquesta revisié conclouen que
Pestructura interna d’aquesta regid, si més no en les zones conservades, és
comparable a la préviament descrita pels mamifers. La discordanga més
important respecte a l'organitzacié consens descrita en els mamifers és la

manca de l'origen de replicacié (O) de la cadena pesada en la majoria dels
teleostis.

2.1.2. Evolucié del D-loop

Tot i Pexisténcia dels blocs de seqliéncies conservades al llarg de tota la
regié control, en general, es considera que la taxa de mutacié és de cinc a
deu vegades més gran en aquest fragment que en la resta del mtDNA
(Aquadro & Greenberg, 1983). Ara bé, tal i com s’ha descrit, la variacié no es
- presenta de forma homogenia al llarg de tota la sequéncia. Aixi, el domini
central s’ha descrit com un dels fragments més conservat del genoma tant
en mamifers (Saccone et al., 1991) com en peixos (Lee ef al, 1995). La
possibilitat que aquest domini central estigui lligat a una certa funcionalitat
dintre del metabolisme mitocondrial explicaria la restriccié de la variabilitat
present en aquest fragment.

Aixi doncs, és en els dominis laterals on es presenta la majoria de variabilitat
(Brown et al., 1986). Tot i que la taxa d’evolucié es defineix a partir de les
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substitucions nucleotidiques, part de la variabilitat dins d'aquets dominis
també ve donada per les repeticions en tandem (VNTR). Com a norma
general i en els peixos en particular, les VNTR es presenten en llocs propers
als elements que regulen l'origen i finalitzacié de la replicacié de la cadena
pesada. Aquesta posicié fa suposar que les VNTR es generen a partir d’un
aparellament no homoleg de les cadenes durant la replicacié (Levinson &
Gutman, 1987). Amés, la variabilitat de les VNTR és la causa principal de
I'heteroplasmia intraespecifica (Armason & Rand, 1992, Fumagalli et al.,
1996) i de la variaci6 de la llargaria total del mtDNA (Lee et al., 1995; Meyer,
1993).

La variabilitat de seqiiéncia a nivell de substitucions nucleotidiques esta
clarament esbiaixada cap a una acumulacid de transicions sobre les
transversions, tal i com van descriure Moritz ef al. (1987) amb dades
empiriques. Segons aquest patrd, a mesura que es van acumulant
diferéncies es pot arribar a un punt que les substitucions, i més
concretament les transicions, arribin a una saturacié i tornin a mutar cap a
una base que ja hp havien fet anteriorment (substitucions miitiples). En
aquest punt, apareix el fenomen de 'homoplasia, on la taxa evolutiva, i en
conseqiiéncia la informacié genética, esta emmascarada per la les
substitucions multiples, agrupant-se seqiiéncies similars perd que en realitat
no estan relacionades (Givnish & Sytsma, 1997).

Els patrons de substitucié6 més senzills assumeixen que totes les posicions
tenen la mateixa probabilitat de mutar seguint una distribucid de tipus
Poisson. Existeixen, perd, diversos estudis que demostren I'heterogeneitat
de les substitucions al llarg de la seqliéncia de la regié control (Kocher &
Wilson, 1991; McMillan & Palumbi, 1997; Wakeley, 1993). Kocher & Wilson
(1991) demostren que el nombre de canvis per lloc en tota la regié control
del mtDNA de l'home s'ajusta a una distribucié binomial negativa.
Posteriorment , Wakeley (1993) defineix que si el nombre de canvis s’ajusta
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a una distribucié binomial negativa la taxa de substitucié s’aproxima a una
distribucié tipus gamma.

Tant el models d'estructura en tres dominis com el patrd d’evolucié del
mtDNA explicat fins ara no ha estat mai definit en cap de les espécies que
s’estudien en aquest treball. Aixi, doncs abans de procedir a una analisi de la
variabilitat genetica de cadascuna de les espécies, aquest capitol pretén
establir les caracteristiques estructurals i evolutives de la regi6 control.
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2.2. MATERIAL | METODES
2.2.1. Seqiiéncies disponibles

Per a descriure I'estructura interna i els patrons d’evolucié del D-loop s’ha
comparat les seqgliéncies de les tres espeécies estudiades en el present
treball: el bonitol, la bacora i la tonyina. La seqiiéncia completa de la regid
control de les tres espécies s’ha obtingut mitjangant els metodes generals
(apartat 3.2). Com Unica variaci6, alhora d'obtenir la seqiéncia completa de
la regié control, s’ha utilitzat una nova combinacié de primers a la reacci6 de
PCR: per I'extrem 3’ s’ha utilitzat el mateix primer L15998 descrit en els
materials i métodes generals, en canvi per 'extrem 5’ s’ha utilitzat el primer
Fst que hibrida a la cadena lleugera del gen que codifica a 'ARNt™, situat
just després de I'extrem 5’ de la regi6 control. El producte de PCR resultant,
d'uns 900 pb, s’ha seqlienciat pels dos extrems. Al final, s’han obtingut
trenta-sis seqliéncies diferents de la totalitat de la regié control pel bonitol,
cent set seqiéncies diferents per la bacora i vuitanta cinc seqiéncies
diferents per la tonyina.

Amb el propdsit de definir una estructura i uns patré d’evolucié més general,
s’ha incldés dins de l'analisi d’aquest capitol la segliéncia del D-loop de
I’Acanthocybium solandri (nimero d’accés al GenBank AF197151), fins a la
data I'inica seqiéncia de regid de control completa d’'una espécie de la
familia Scombridae disponible a les bases de dades d’internet.

2.2.2. Analisi de les seqiiéncies

Les seqiéncies de totes les espécies utilitzades s'han alineat mitjangant el
programa Clustal W (Thompson et al,, 1994) amb una penalitzacidé dels
indels de 10, corregint per substitucions muiltiples amb la distancia Kimura 2
parametres (Kimura, 1980) i un bootstrap de 100 répliques. El fitxer de
sortida del Clustal W s’ha modificat a ull utilitzant 'editor de seqgiéncies
Bioedit (Hall, 1999). La prediccidé de possibles estructures secundaries de la
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regié control s’ha realitzat amb el programa MFOLD disponible a internet
(Zuker, 1996)

Tant la proporcié de transicions / transversions (r) com la divergéncia entre
les regions controls de les diferents espécies, mesurada per la proporcié de
canvis respecte el nombre de total de posicions (distancia p), s’han calculat
en el programa MEGA (Kumar et al., 1993). El nivell de variabilitat de les
seqliéncies s’ha estimat mitjangant la diversitat nulceotidica (7, Nei, 1987),
definida com el nombre mitja de diferéncies nucleotidiques per lloc en el
conjunt de les seqliéncies.

Un bon sistema per mesurar del nivell de saturacié de les sequéncies,
aprofitant la caracteristica de la rapida acumulacié de transicions sobre les
transversions del mtDNA, és representar graficament 'acumulacié de les
transicions sobre les transversions en les comparacions dos a dos de totes
les seqiiéncies (Kocher & Carleton, 1997). Addicionalment, 'efecte de la
saturacio dels canvis nucleotidics sobre la filogénia es pot mesurar a partir
de l'index de consisténcia reescalat (Ic) i I'index d’homoplasia (Iy = 1- I¢ ;
Farris, 1989). La variacié d’aquests dos indexs va de 0 a 1, on un arbre
filogenétic amb valor /¢ igual a 1 es considera consistent i per tant no esta
afectat per 'homoplasia. El programa PAUP 4b (Swofford, 1996) utilitzant
una reconstruccid filogenética basada en la maxima parsimonia (Kluge &
Farris, 1969; Fitch, 1971) amb Valgorisme branch and bound permet calcular
els indexs de consisténcia i homoplasia de I'arbre resultant.

Finalment, s’ha comprovat, utilitzant el programa Dambe (Xia, 2000), si les
substitucions segueixen una distribucié homogenia al llarg de les seqiiéncies
o si per altra banda tenen una heterogeneitat entre les diferents posicions
seguint una distribucié tipus binomial negativa.
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2.3. RESULTATS

L'alineament de la regi6é control de les quatre especies, en primer terme s’ha
basat en la identificacié dels blocs de seqiieéncia conservada que es troben
en els dos Ultims dominis. A partir d'aqui, s’han alineat els segments de
sequéncia variable. En el primer domini, tot i I'ajuda del programa informatic
Clustal W, I'alineacié ha estat més complicada, principalment al voltant de la
posicid 200 on s’hi observa una gran variabilitat de seqléncia. En una
primera aproximacioé l'alineament interespecific de la regié control permet
definir els tres dominis i la llargaria de tota la regié en cadascuna de les
espécies. Tot i que la divisid en tres dominis no tingui uns limits molt
estrictes, facilita la comparacio interespecifica de les estructures que es van
trobant al llarg de la seqiiéncia (FIGURA 2.1).

2.3.1. Caracteristiques generals

La llargaria de la regié control en les quatre espécies comprén des dels 847
pb del bonitol als 889 pb de ’Acanthocybium solandri, passant per 859 i 860
pb de la bacora i la tonyina, respectivament. Aquests valors cauen dins del
limit inferior del rang (856 — 1500 pb) descrit en peixos telesotis per Lee et al.
(1995). Un dels factors que influeixen en la longitud del D-loop, i en definitiva
de tot el DNA mitocondrial, és la preséncia 0 no de repeticions en tandem en
els dominis laterals (Meyer, 1993). En una cerca computacional, en cap de
les quatre espécies no s’han trobat les repeticions en tandem descrites per a
mamifers i peixos (Armason & Rand, 1992; Brown et al., 1996; Faber &
Stepien, 1998; Fumagalli et al., 1996). En definitiva i com a caracteristica
general es pot considerar que el D-loop de la familia Scombridae no
presenta repeticions en tandem.

38 TeESIDOCTORAL



2.3. Resultats

TAULA 2.1. Percentatges de bases i de composicié GC per a la totalitat de la regié control i
per a cadascuna de les espécies en cada domini . Tots els valors estan en tant
per cent.

D-loop Domini | Domini Il Domini Il

A T € G %6C A T € G %6C A T C G %6C A T C G %GC

A.solandri  31.4 304 211 171 388 375 315 17.7 13.2 30.9 23.9 329 219 21.3 432 325 262 244 17.0 414
S. sarda 323 314 218 144 362 41.1 293 196 10.0 296 247 343 21.7 193 41 318 303 243 135 378
T. alalunga 31.8 31.0 221 151 37.6 392 30.2 208 97 305 255 321 21.2 21.2 424 309 305 245 141 386

T.thynnus 315 307 219 158 37.7 387 31.7 192 105 20.7 252 311 21.9 219 438 311 203 248 148 396

TOTAL 321 310 21.7 152 369 30.6 31.1 18.0 10.3 293 251 324 21.6 20.9 425 319 294 246 141 387

Una de les caracteristiques que permet dividir la regié control en tres dominis
és I'heterogeneitat en la composicié de bases (TAULA 2.1). En general, tot el
D-Loop presenta una proporcié molt alta d’A-T (63,1%) amb una freqiiéncia
per a cadascuna de les bases que difereix significativament de la que
s'esperaria per P'atzar (x% gdl = 3, p < 0,01). Quan s’observa cadascun del
tres dominis per separat, l'alta proporcié d’A-T esta molt marcada en el
domini | on aproximadament només el 10% de les bases sén G. En canvi, el
segon domini tot i que la proporcid d’A-T encara és superior a les G-C,
s’'observa un augment de la proporcié de G-C fins a arribar en el cas de
quasi un 44% a la tonyina vermella. Finalment, en el tercer domini es torna a
veure la tendéncia d'un augment de la proporcié d’A-T, en detriment de les

G-C, perd sense arribar a les freqéncies tan extremes descrites pel primer
domini.

2.3.2. Estructura del D-loop

La comparaci6 de les sequéncies de les diferents espécies permet identificar
diversos motius de seqiiéncia conservada al llarg de la regié control. En
aquesta comparacié s’ha continuat en la divisié de la regio control en els tres
dominis préviament descrits.
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Una caracteristica comuna dels quatre D-loop és la manca de la seqiiéncia
de l'origen de replicaci6 de la cadena pesada (On). Resultat concordant amb
el trobat en altres peixos teleostis (Lee et al, 1995) i amb el génere
Stizostedion (Faber & Stepein, 1998). La manca d'un origen de replicacié en
concret podria suposar diferéncies en el mecanisme de la replicacié en els
peixos respecte la resta dels vertebrats.

2.3.2.1. Domini |

Per norma general, en el primer domini s’hi troben les senyals de terminacié
de la sintesi de la cadena pesada, sequéncies TAS formades pel
pentanucleotid 5'-TACAT-3' (Doda et al,1981). En algunes ocasions,
aquesta seqiiencia de cinc bases esta associada, a poques bases de
dsitancia, a una sequéncia complementaria, formant un motiu palindromic de
sequiéncia 5-TACAT(N),ATGTA-3' (Saccone ef al., 1991; Shedlock et al.,
1992). Les sequencies palindromiques permeten formar estructures
secundaries estables que possiblement estiguin associades a la terminacio
de la replicacié (Roa et al., 1985; Saccone et al., 1991).

En aquest estudi, per poder distingir correctament les possibles seqiiéncies
tipus TAS s’ha realitzat, a priori, un estudi del plegament dels primers 180
nucledtids en cadascuna de les especies. En totes les espécies s’han resolt
estructures energeticament favorables amb valors negatius de & (FIGURA
2.2).

A partir de comparacié de laliniament del D-loop i de les estructures
secundaries s’han detectat dos motius tipus TAS compartits per totes les
especies: TAS-1 i TAS-2. El primer element TAS esta molt conservat a nivell
de seqiiéncia entre les quatre espécies, i presenta una gran similitud amb la
seqiéncia consens TAS descrita anteriorment. El TAS-1 de la bacora és
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sensiblement diferent al consens, en aguesta espéice esta format per dos
elements separats 23 pb de sequéncia complementaria, de les quals només
el primer element forma part del TAS-1 consens. Pel que fa al TAS-2, tot i
gue la segliéncia no esta gaire conservada en les diferents espécies i que té
certes variacions respecte al TAS consens, en {oles &s responsable del
manteniment d'estructura secundaria. Per exemple en I'A. solandri, el TAS-
també esta format per dos elements de seqiiéncia complementaria separats
9 pb. El TAS-2 del bonitol també esta format per elements separats, en
aquest cas, per 29 pb.

A part del dos TAS compartits per les quatres espécies i de seqiiencia més o
menys conservada, existeixen altres seqiiéncies que formen estructures
secundaries i per tant possibles responsables de la terminacié de la
replicacio. Per exemple, les dues tonyines, la tonyina vermella i la bacora,
comparteixen a linici del domini | dues seqgléencies palindromiques
separades de pocs nucleotids (TAS-0). Cap a la posicid 125 de la sequéncia
del D-loop de les dues tonyines que correspon a la posicid 140 de VA
solandri, es forma una nova estructura secundaria (TAS-3) pero de
seqiléncia molt poc conservada entre les tres espécies. En la tonyina
vermella i la bacora, aquest motiu TAS-3 té practicament la mateixa
seqiencia consens del TAS perd de forma invertida seqiéncia. El bonitol
també presenta una nova estructura TAS, TAS-3 del bonitol, totalment
diferenciada. Finalment, entre el TAS-1 i el TAS-2, el bonitol i la tonyina
vermella presenten una nova seqiencia que forma estructura secundaria.
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FIGURA 2.2. Estructures secundaries dels primers 180 nucleotids de les quatre espécies. Les
seqliéncies TAS estan ressaltades amb negreta.
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2.3.2.2. Domini Il central

Dins del domini central s’hi poden identificar tres blocs de sequéncia
conservada similars als descrits en mamifers; CSB-D, CSB-C i CSB-B (Sbisa
et al., 1997). A més, just a extrem 5’ d’aguest domini també s’hi localitza la
capsa GTGGG.

Dels tres motius, el CSB-D és el primer que es localitza corrent avall i
comprén uns 27 pb (excepte en T. thynnus que té 26 pb). La caracteristica
més remarcable d’aquest bloc és la gran homologia de seqiieéncia entre
espécies evolutivament molt llunyanes. Practicament no s’hi observen canvis
quan es comparen les seqiéncies de les espécies de l'ordre perciformes
disponibles fins a la data juntament amb representants dels ocells i mamifers
(FIGURA 2.3).

Continuant corrent avall dins del domini II, a uns 37 pb del CSB-D, es troba
el bloc CSB-C d'una llargaria de 15 pb, uns 10 pb més curt que el descrit
pels mamifers. A uns 60 pb més avall es troba el CSB-B, amb una longitud
d’'uns 25 pb, el qual practicament esta només composat per pirimidines.

2.3.2.2. Domini i1

Al igual que el domini anterior, el domini de l'extrem 3’ del D-loop es
caracteritza per la presencia de diversos blocs de seqiiéncia conservada. El
primer bloc és el CSB-1 que en mamifers presenta la seqiencia 5-GACATA-
3’ (Saccone et al., 1991; Sbisa et al., 1997). Dins del tercer domini de les
quatre espécies i aproximadament 75 pb corrent avall de I'origen d’aquest
domini s’identifica un patrd de segleéncia similar al dels mamifers. Alguns
autors postulen que en eis peixos no es presenta aquest bloc de seqiiéncia
conservada (Lee et al., 1995; Faber & Stepien, 1998).
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Espécies CSB-D csB-2

A. solandri GGCATTTGGT TCCT~ATTTC AGGTCCAT TTAARACCCCC C-TACCCCCC -
Ssarda ..., Covus vurnns Cove w0 Buevve crvassnure soeenraans .
T alalunga =00 ceeiieeine caenen Covs vnn Guvir suvanesons sasensvses s
T.thynnus ..., “eies wrrren Covr wun Guvue wenssnasns werscnenvn .
X gladius ~ ieeeeiiae e Covr vun Guvur JBiuiinune veovnnanan
Bathybatessp. ... Covnn mvnvnvaver avonns TA LA.iCivnnn waneenenes ¢
Champscchromis spilorhynchus ... Cuovie wnvrnanes “ eeaeans TA A .Civuive snsenanens c
Cyrtocaramoori ... Criven tnnvnnence vavnns TA .A..Cecass . TN C
Haplochromis obesus ..., Covns wvnnsnannne vannnns A LBiCuivrien turennnans C
Lethrinops auritus ..., Cuiven ovnsvoonns vrnns I S N o c
Lobochilotes labiatus ..., Covne mveunuanne enuvens A LA .Cuvenr vivnnns 2., C
Lufjanus campechanus = cc.iiiiiis cereiiiens aas Guovew Aiiaienns veteeanass
Rhinogobius maculafaciatis =~ ... eeviivn cvnnsaeans wan Gevir semavonese covsauaane
Stenogobius hawaiiensis ferasaeeee caeereasen aae T .
Stizostedin luciperca 0 ceiiiiiies aiean Covr wne Guvwe WBeiiiinne vovnvnnnas
HOME BiiuCiien vanessCuis o oBTew. CCuvuvnnnn oo e -
Alectoris rufa (ocells) Cu=iCiran vae 0GB~ ... CA... 72727222777 29292772727 .

FIGURA 2.3. Alineaci6 del CSB-D i el CSB-2 en els perciformes, mamifers i ocells. En ocells
el CSB-2 no hi és present, Punts indiquen similitud amb la primera seqUéncia i guions

insercions o deleccions. Numeros daccés al Genbank de les seqUéncies: Bathybates sp. U12556;
Champsochromis spilorynchus U12553; Cytocara moori U12554; Haplochromis obesus U12552; Lethrinops auritus
U12552; Lobochilotes auritus 12550, Luljanus campechanus AF23981; Rhinogobius maculafaciatus Y12832;
Stenogobius hawaiiensis AFQ32789; Stizostedion Juciopsrca U90624,Home NC001807; Alectoris rufa AJ222740.

El seglient bloc corrent avall és el CSB-2 amb una seqiiéncia molt ben
conservada entre les quatre espeécies. Aquest motiu esta definit per una
seqliencia 5-AT-3’ envoltada per dos seqliéncies de poli C, i té exactament
el mateix patré de seqiéncia per a les quatre espécies (vegeu FIGURA 2.3). A
més, similarment al CSB-D, l'aliniacié d'aquest motiu entre els perciformes i
mamifers s'observa que aquest motiu s’ha conservat al llarg de l'evolucio,
excepte en el ocells on no hi és present (Marshal & Baker, 1997; Randi & |
Lucchini, 1998).

L'Gltim bloc de seqliéncia conservada dins del D-loop és el CSB-3, localitzat
entre el CSB-2 i 'extrem 3’ del D-loop i situat relativament a la mateixa
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posiciéo que en mamifers. L'elevat grau de similitud d’aquest bloc entre les
quatre especies difereix respecta a la poca conservacio descrita per Lee et
al. (1995) en els telesotis, fins i tot Johansen et al. (1990) descriuen la
manca d’aquest motiu en el bacalla en el bacalla.

Finalment, just a I'extrem 3’ del D-loop s’hi localitza un element de seqiencia
relativament compartida per a les quatre especies (vegeu FIGURA 2.1). La
sequéncia central dins d’'aquest bloc (5-ACATTAGTT-3') és similar a la
seqiéncia del promotor de transcripcidé de Xenopus (5-ACRTTATA-3’;
Boenhagen & Yoza, 1986) i practicament igual a la descrita en salmonids (5'-
ACATTATR-3’; Shedlock et al., 1992). Ambdods treballs coincideixen a situar-
lo al final de tot de la regidé control. Aixi doncs, si es té en compte la seva
posicié i el patré de seqiéncia es pot considerar que aquest element és el
promotor bidireccional de la transcripcid de les dues cadenes (Lsp, Light
strand promoter, Hsp, Heavy strand promoter). Addicionalment, Clayton
(1982) proposa que malgrat la certa variabilitat de seqiiencia, la seleccidé de
la regi® promotora depén del factor especific de seqiéncia mtTF
(mitochondrial Transcriptional Factor) que reconeix especificament la
seqliéncia central descrita anteriorment.

2.3.3. Patrons de substitucio nucleotidica

Per a la totalitat de la regidé control els valors divergéncia entre les espécies
van des d’'un 7,6% entre les dues especies de Thunnus a dn 24,2 % lA.
solandri i la bacora (TAULA 2.2). Entre totes les espécies les transversions
superen en poc a les transicions (proporcié transicions/transversions r = 0,8;
TAULA 2.3).
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TAULA 2.2. Proporcid de transicid/transversio i divergéncia entre les espécies. Els valors per
sobre la diagonal corresponen a I'r i els de sota la diagonal a la divergéncia p.

1 2 3 4
A. solandri 0,9 1,1 0,8
S. sarda 0,232 1.1 1,2
T. alalunga 0,242 0,186 21
T. thynnus 0,231 0,182 0,076

En el cas de transicions, casi les dues terceres parts (un 62%) és entre les
pirimidines (C<T), tot i que la freqiiéncia de les dues pirimidines sumades
és de casi un 53% (TAULA 2.3 i vegeu TAULA 2.1). Un patré similar cap un
esbiaixament d’aquest tipus de transicid sense seguir la composicié de
bases també ha estat observat en ciclids (Parker & Kornfiled, 1997). Pel que
fa les transversions, les substitucions si que semblen coincidir amb la
composicié de bases. Els canvis menys freqients sén els que hi esta
involucrada la guanina, on s'arriba a I'extrem de només sis substitucions
transversionals tipus CeG. Aquest valor esta en proporcié amb la baixa

freqiéncia de la suma de les dues bases.

Patrons molt similars de la distribucié de les transicions i transversions
s'observen dins de les tres especies que es disposa la seqliéncia entera del
D-loop per més d'un individu (TAULA 2.3). En totes es coincideix amb el
resultat observat en ciclids (Parker & Kornfiled, 1997), on el canvi més
freqlent és el T«<>C tot i no estar amb coincidéncia amb la freqiéncia de les
Tauta 2.3. Nombre de transicions i transversions en tot el D-loop en les quatre espécies en

conjunt i per a cadascuna de les tres espécies que es disposa de més d'una
sequéncia de D-loop per separat. '

r Transicions Transversions
AG T<C AT AeC TG CoG
S. sarda 27 8 18 4 3 2 1
T. alalunga 12,3 7 12 1 1 0
T. thynnus 2,7 7 10 3 2 1
Totes 0,8 25 40 44 20 13 6

48 TESIDOCTORAL



2.3. Resultats

bases. En les transversions, el més sorprenent és la practica inexisténcia de
canvis que afectin la guanina.

Existeix una relacio inversa entre el nombre de transicions i la divergéncia
entre les especies (vegeu TAULA 2.2). Aixi per exemple, entre les especies
més properes, la tonyina i ia bacora, hi ha més del doble de transicions que
de transversions, al contrari de la comparacié meés divergent entre la bacora i
P'A. solandri on les transversions superen en 1,25 vegades a les transicions. .
La disminucié de 'acumulacio de les transicions a mesura que s’augmenta la
distancia geneética, es deu a la saturacidé d’aquestes substitucions per
substitucié muitiple i que porta a 'homoplasia. En totes les comparacions,
excepte la comparacié intragenerica dels Thunnus, es supera una
divergéncia del 15%, valor limit on es considera que per sobre aquesta
divergencia la resolucid filogenética esta reduida per 'homoplasia (Moritz et
al., 1987). En les comparacions intraespecifiques s’observa un clar augment
de la proporcié transicions/transversions respecte a les comparacions
interespecifigues, amb el cas més extrem de la bacora amb una relacié
12,3:1 (vegeu TAULA 2.3). Els valors intraespecifics d'r sén molt similars als
observats per diferents especies de tonyines (17,8 a 0,07; Alvarado Bremer
et al, 1997). La gran diferencia entre la relacié de transicions/transversions a
nivell intraespecific i interespecific indica una saturacié en la substitucions
transicionals en aquest fragment mitocondrial en les comparacions entre
especies.

La representacié de 'acumulacié de les transicions sobre les transversions
en la comparacié de les quatre especies es pot interpolar una linia de
regressié de segon ordre amb una r* = 0,9 (FIGURA 2.43). La grafica presenta
una clara disminucié de l'acumulacid de les transicions respecte les
transversions, inicialment la proporcié transicions/transversions és de com a
minim 10:1. En canvi, en les comparacions més divergents cau fins a una
proporcié 1:1 confirmant la saturacié en 'acumulacioé de transicions.
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Contrariament a aquest resultats, la comprovacié de la saturacié en 'analisi
filogenética basada en parsimonia de les quatre espécies no sembla indicar
que hi hagin nivells alts homoplasia (index de consisténcia, /, = 0,91; index
d’homoplasia Iy = 0,09; FIGURA 2.4b). L'augment artificial de I'/; quan es
treballa en grups de dades petites, de menys de set seqiiéncies (Hauser &
Boyajian, 1997), podria explicar la contradiccié d'aquests resultats. Es a dir,
en l'analisi filogenética la poca homoplasia observada, i com a conseqiéncia
la poca saturacid, podria ser un error de I'analisi degut a que només s'ha
realitzat en quatre espécies i amb una seqiiéncia per a cada espécie. Tot i
aquesta clara saturacié del D-loop, la topologia de I'arbre resultant concorda
clarament amb les relacions filogenétiques entre les quatre espécies descrita
tant per dades morfologiques (Collette et al,, 1984; Carpenter et al., 1995)
com per dades moleculars (Finnerty & Block, 1995). |

A B

y = -3,4085x2 + 1,1162x + 0,018 r;- remeeen T, thytinIUS

T. afafunga

S. sarda

A. solandri

NDITO il W
=]
<y
o

X. gladius

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.8 012
transversions

FIGURA 2.4. a) Grafica de I'acumulaci6 de les transicions sobre les transversions. b) Arbre de la
maxima parsimonia de la regid control completa per les quatre espécies.

Tal i com es pot observar quan s’estudia I'estructura del D-loop, aquest
segment té la particularitat d’acumular substitucions amb una gran variabilitat
entre diferents llocs: existeixen posicions que han mutat diverses vegades, i
en canvi n’hi ha d'altres que es mantenen constants en totes les espécies.
La distribuci6 de les posicions variables al llarg de la seqiiéncia no
segueixen una distribucié de Poisson, on totes les posicions tenen la mateixa
probabilitat de canviar (32 = 66,32, 5 gdi, P = 0,000). En canvi, la distribucio
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observada de les posicions variables si que s'ajusta a una distribucio
binomial negativa (x?= 8,92, 6 gdI, P = 0,178), on la taxa de variacié entre les
posicions segueix aproximadament una distribucié tipus gamma. La
distribuci6 gamma es defineix a partir del parametre a., que en aquest estudi
s’ha estimat un valor d'a = 0,5 per a la totalitat del D-loop i per les quatre
espeécies en conjunt. El valor extremadament baix del parametre a suggereix

una alta taxa de variacié entre les diferents posicions (Wakeley, 1993; Gu,
Fu & Li, 1995).

Tal i com s’ha comentat anteriorment, una caracteristica que permet
delimitar els tres dominis, a part de la variacié en la composicié de bases, és
la diferéncia de variabilitat entre les regions. La representacioé grafica dels
llocs polimorfics a llarg del D-loop corrobora la separacié en tres dominis del
D-loop observats en I'analisi de l'estructura (FIGURA 2.5). En l'alineament
interespecific casi la meitat de les substitucions es troben en el primer domini

i
(6]
Y
~——

CSB—I? CSBI-C ICSB—B CSIB~2

CSB-1  CSB-3 Lsp-Hsp

FIGURA 2.5. Grafica dels llocs variables al liarg de la regié control.
L'esquema de baix representa els principalsmotius de sequéncia
conservada que es troben dins de la regié control.
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(44%) amb un nivell de variabilitat, descrit mitjangant la diversitat
nucleotidica, similar a la de la totalitat del D-loop (TAULA 2.4). La resta de
variabilitat esta repartida practicament en igual proporcié en altres dos
dominis amb unes proporcions relatives dels tres dominis 2:1:1,2, amb una
clara heterogeneitat de taxa de substitucié entre els tres dominis.

En les tres especies que es disposa el D-loop per més d'un individy, la
majoria de variabilitat esta en el primer domini, en tots els casos supera el
50%. Els dominis restants, el nivell de variabilitat baixa clarament. Com a
patré general es podria dir que el segon domini és molt poc variable amb
només un cinque de tota la variabilitat del D-loop (vegeu TAULA 2.4 i FIGURA
2.5). Aquest resultat concorda amb el resultat de l'analisi de l'estructura, ja
que és justament en aquest segment a on es troba el CSD-B, descrit com un
dels blocs de seqgiiéncia més ben conservats al llarg de I'evolucié (Lee et al,,
1995; Saccone et al., 1991). En el domini lll la gran majoria de posicions
variables es troben en les primeres 130 bases (vegeu FIGURA 2.1 i 2.5),
corrent avall d’aquestes posicions es troben la resta de blocs de seqiéncia
conservada. En el cas de la bacora aquest tercer domini fins i tot és menys
variable que el domini central, resultat no gaire consistent amb Festructura
general del D-loop (Brown et al., 1986; Lee et al., 1995), pero similar al
descrit en alguns mamifers com els carnivors i els cetacis (Sbisa et al.,
1997).

TAULA 2.4. Percentatges de posicions variables i variabilitat (diversitat nucleotidica, = ) en
cada domini i per a la totalitat del D-loop en les quatre espécies i en les tres
espécies que es disposa de tot el D-loop per més d’'un individu.

D-loop Domini | Domini It Domini Il
Fos. Fos. Pos. Pos.
variables z variables z variables z variables T
S. sarda 103  0,04310,00% §5/54% 0,069:0,002 21/20% 0,026+0,001 27/26% 0,033+0,001

T. alalunga 121 0,024+0,001 70/58% 0,05610,002 28/23% 0,015+0,001 23/19% 0,007+0,0008
T. thynnus 129 0,025:0,003 71/55% 0,048:0,007 27/21% 0,013:0,001 31/24% 0,018+0,003
Totes 205  0,11410,08 103/44% 0,177x0,03 46/225% 0,072+0,005 56/27,5 0,092+0,007
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2.4. DISCUSSIO
2.4.1. Caracteristiques generals

La llargaria de les quatre regions controls és similar, i relativament curta en
comparacié a la observada en altres peixos. En el génere Thunnus s’ha
descrit la capacitat de mantenir una temperatura elevada d'alguns teixits
respecte a la temperatura exterior (endotermia; Altringham & Block, 1997 i
referencies a dins). L'endotérmia comporta una despesa metabolica alta, i
per fant una taxa metabdlica alta en aquestes especies (Brill, 1996). Aixi
doncs, la no preséncia de repeticions confirmaria la hipotesi de Rand (1993)
on proposa que les repeticions en tandem dins del D-loop només es donen
en especies amb una taxa metabdlica baixa. La manca de repeticions en
tandem en el D-loop del bonitol possiblement també estaria relacionat amb
un ritme se substitucions alt, perd en aguest cas relacionat a un temps de
generacid més curt que en aquesta especie, a la grandaria més petita i,
igualment als dos géneres Thunnus, a la caracter clarament migrador (Martin
& Palumbi, 1993).

La proporcié de les quatre bases en el D-loop esta significativament
esbiaixat per l'alta proporcié d’A-T. Aproximadament el 65 % de les bases
s6n A-T, nivell similar al descrit per altres peixos teleostis (Alvarado Bremer
et al., 1997; McMillan & Palumbi, 1997; Parker & Kornifield, 1997; Zhu et al.,
1994) perd no tan extrem com el observat en la familia Scorpanidae amb
casi un 75% d’A-T (Rocha-Olivares et al., 1999). La gran diferéncia en la
composicid de bases del D-loop indicaria en principi que aquesta regid no
esta sota els efectes de la seleccio i per tant no té cap restriccid alhora
d'incorporar mutacions,

La tendéncia cap una disminucié de les G-C esta molt més marcada en les

guanines, en tot el D-loop només 15% de les bases son guanines. La
disminucié d’ aquesta base encara esta més marcada en el primer domini on
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s'arriba a I'extrem de menys del 10%. La proporcié de guanines, tot i ser
baixa, és superior a la observada a les posicions quatre vegades
degenerades d’alguns gens mitocondrials de peixos: per exemple, Kocher et
al. (1995) observen només un 4,5% de guanines en el gen de la ND2 dels
ciclids, i Martin (1995) un 2,5% de guanines en el citocrom b de taurons. Si
es suposa que aquestes posicions degenerades realment no estan sota cap
efecte selectiu (Parker & Kornfield, 1997), el relatiu augment de les guanines
en el D-loop, i més concretament en el domini central (amb casi un 21%),
podria ser explicat per una certa constriccid selectiva.

2.4.2. Blocs de seqiiéncia conservats al llarg de la regi6 control

Comencant pel domini 5, adjacent a 'RNAt™, els primers motius de
seqiéncia més 0 menys conservada sén els elements TAS. Aquest elements
semblen estar associats a la terminacié de la sintesi de la cadena pesada
(Clayton, 1982; Doda et al., 1981; Sbisa et al, 1997). Tal i com s’ha
observat en els resultats, les sequiencies palindromigues TAS també estan
involucrades en la formacié d'estructures secundaries estables, les quals
també ajudarien a la funcid de terminar la replicacié d’aquesta cadena
(FIGURA 2.2; Doda et al.,, 1981; Saccone et al., 1991): La gran variaci6 entre
les espécies dels TAS sembla indicar que la terminacié de replicacié
depenent de les estructures TAS és especifica per a cada espécie (Madsen
et al., 1993).

En els dos dominis restants s'hi observen, com a minim, fins a sis blocs de
seqliéncia similars als dels vertebrats, que per ordre son: el CSB-D, CSB-C i
el CSB-B pel domini central, i els CSB-1, CSB-2 i CSB-3 en el domini lll. Tot
i que les seves funcions no estan molt clares (Kocher & Wilson, 1991), la
seva conservacié a llarg de l'evolucié indicaria un paper important en el
metabolisme mitocondrial.
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En el segon domini destaca el CSB-D amb un patr6é de seqliéncia altament
conservat entre els dels perciformes, ocells i mamifers (vegeu TAULA 2.3) tot
i aixi, es desconeix quina és la seva funcié exacta. Lee et al. (1995)
proposen que aquest element esta involucrat en Fancoratge de proteines
relacionades amb el metabolisme mitocondrial. Les particularitats, com la
gran conservacié de sequéncia i la situacié aproximada al centre del D-loop
d'aquest bloc, han fet que sigui un lloc ideal per al disseny de primers
(Alvarado Bremer et al., 1995, Shields & Kocher, 1991).

L’tltim de bloc situat en el domini central és el CSB-B on practicament totes
les bases son pirimidines. Aquest bloc és un possible lloc d’ancoratge de la
proteina mtSSB, proteina amb una alta afinitat cap a les regions
piridimidiques de cadena senzilla. A més, aquesta proteina sembla estar
involucrada en la regulacié de la transcripcié del DNA mitocondrial (Mignotte
et al., 1987).

Totes aquestes funcions descrites per al domini central explicarien una
possible actuacié de la seleccié sobre aquest domini, que a la vegada
explicaria Faugment de la proporcié de les guanines descrit anteriorment.

Dels tres blocs presents dins del tercer domini el CSB-1 és el de seqiiéncia
menys conservada entre les quatre espécies, fins i tot no esta present en
algunes espeécies de peixos com els salmonids i el bacalla (Shedlock et al.,
1992). Per altra banda, el CSB-2 té una seqliéncia altament conservada, tant
dins dels escombrids com a llarg de tots els vertebrats, a excepcié dels
ocells que és I'linica classe que no hi és present (vegeu TAULA 2.3; Marshall
& Baker, 1997). La funcié del CSB-2 sembla estar lligada amb el bloc de
seqgiiéncia menys conservada CSB-3. La preséncia conjunta dels dos blocs
és un possible lloc de reconeixement de la RNAasa MRP, proteina
involucrada en la generacio dels primers de RNA necessaris per la replicacié
del DNA (Ciayton, 1982).
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L’analisi de V'estructura de la regié control de les cinc espécies demostra que
tot i la variabilitat de seqliéncia present en certes regions, s’hi pot identificar
clarament els tres dominis i, a excepcié de la seqiéncia de l'origen de
replicacié, s’han anat detectant els principals elements observats en altres
peixos i vertebrats, incloent-hi les sequiéncies que tenen funcio en la iniciacio
i terminacido de la replicacid, llocs d’ancoratge de proteines i promotors
transcripcionals. Anant més lluny, es podria dir que excepte en algun motiu
de seqiiéncia conservada que manca en alguna espécie piscicola,
Pestructura interna de la regié és exactament igual en tots els peixos i es
podria agafar com a estructura consens 'esquema de la FIGURA 2.5. De fet,
aquesta estructura no varia gaire de la descrita per a altres vertebrats.

2.4.3. Patrons de substitucid nucleotidica

La regié control del DNA mitocondrial de les cinc espécies presenta un
complex patré de constriccions evolutives, amb un clara acumulacié de les
transicions sobres les transversions i amb una gran heterogeneitat en la
probabilitat de canvi entre diferents posicions. Com es pot observar,
Pacumulacié del nombre de transicions rapidament arriba a un estancament
(saturacid) en relacié al nombre de transversions, i en conseqliéncia la
divergéncia entre seqgliéncies estd emmascarada per les multiples
substitucions. La saturacidé correspon al patré de substitucid d'un
acumulament de les transicions sobre les transversions observada en el
DNA mitocondrial en general (Moritz ef al., 1987) i a la regié control en
particular (Brown et al.,, 1986; Shedlock et al., 1992). A més, totes les
distancies entre les espécies son superiors al 15% que a partir del qual es
considera que ni el rellotge molecular ni la resolucié filogenética son fiables
(Moritz et al., 1987).

Una possible causa de la major quantitat de transicions és la possible
desaminacié de les citosines, convertint-les en uracil, durant la replicacié
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d'una de les cadenes. L'uracil resultant comporta una incorporacid
d’adenines a la cadena germana i com a consequéncia porta a una transicio
a la mateixa cadena. Aquest mecanisme també podria explicar 'evolucié cap
a un DNA mitocondrial ric amb A i T. A més, tot aixd es veuria afavorit per la
manca d'eficiéncia en la replicacié (Meyer, 1993).

La clara saturacio de la regié control en les comparacions interespecifiques
suggereix que aquest fragment no és un bon marcador genétic per estudis
filogenetics entre les cinc especies estudiades. Aquest resultat concorda
amb la manca de resolucié d’estudis filogenétics en peixos (Lee et al., 1995)
i mamifers (Saccone ef al., 1991). Ara bé, si que s'ha demostrat I'utilitat
d’aquest fragment mitocondrial per resoldre relacions filogenétiques dins a
una escala evolutiva més baixa. Per exemple entre espécies del génere
Thunnus (Alvarado Bremer et al., 1997), en el genere Percidae (Faber &
Stepien, 1997), en el subgénere Sebastomus (Rocha Olivares et al., 1999)
entre altres. Tots aquests estudis coincideixen en estudiar espécies dins d’'un
mateix genere i per tant amb una divergéncia relativament petita que no
comporta saturacio.

Pel que fa als valors de diversitat intraespecifics de tot la regidé D-loop cauen
dins del rang descrit en tonyines utilitzant la mateixa metodologia (z = 0,017-
0,072; Alvarado Bremer et al., 1997). Martin & Palumbi (1993) i Rand (1993)
coincideixen en establir una relacié que les espécies amb taxes
metabdliques altes presenten taxes de substitucié nucleotidica altes. En
aquest sentit, tal i com s’ha explicat anteriorment, les tonyines i el bonitol
estan considerares espécies amb una taxa metabdlica alta. En relacio en tot
aixo, McMillan & Palumbi (1997) proposen una relacié entre els valors de la
proporcié de transicions/transversions i la taxa de substitucié en la regié
control dels peixos. En els llinatges amb una taxa de substitucié moderada i
alta, les proporcié de transicions/transversions va des de 10:1 a 28:1. En
canvi, en els llinatges on el ritme de substitucions de la regié control és
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similar al dels gens que codifiquen proteines, la relacid
transicions/transversions cau fins a nivells similars al 2:1. Segons aixo, l'alta
proporcid transicions/transversions intraespecifica observada en aquest
estudi corrobora la idea de que espécies amb taxa metabdlica alta tenen
taxes de substitucio altes.

La superior variabilitat del primer domini respecte als altres dos dominis en
totes les especies fa pensar que aquest fragment és un bon marcador per
estudis poblacionals intraespecifics. Coincidentment, Alvarado Bremer ef al.
(1995) descriven a I'emperador un patré similar de la distribucid de
variabilitat a llarg tota la regid, on un 60% de totes les posicions variables de
la regi6 control estan dins del primer domini.

Els nivells de diversitat nucleotidica de les tres especies que es disposa el
primer domini per més d’un individu (bonitol, bacora i tonyina vermelia) sén
superiors als descrits per la totalitat del D-loop per a cada espécies (TAULA
2.5). A més, la relacié transicions/transversions conjuntament amb el nivell
de variabilitat per sota del valor limit del 15% fa pensar que en aquest domini
les transicions no estan saturades en cap de les espécies. Finalment, al igual
que en la totalitat de la regié control totes les espécies coincideixen tenir les
substitucions del primer domini sota una distribucidé binomial negativa, i no
sota una distribucié de Poisson, amb una a extremadament baixa (TAULA
2.5), similar a la calculada per Reeb ef al. (2000) per 'emperador del pacific
(a = 0.201). El valor extremadament baix del parametre o fa suposar una alta
heterogeneitat en la taxa de substitucions entre posicions (Wakeley, 1993;
Gu, Fu & Li, 1995). Ara bé, aquesta heterogeneitat no afecta a I'analisi de les
dades sempre i quan s'utilitzi un model de substitucié que tingui en compte
aquest factor (Kocher & Carleton, 1997).
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TauLA 2.5, Proporcid de transicions/transversions (1), variabilitat (#), resuitat de V'ajustament
a una distribucié de tipus Poisson i binomial negativa, i valor d'a per al primer
domini del D-loop de cadascuna de les tres espécies de les quals es disposa del
domini | del D-loop.

r 7 Poisson 52’;;5; a
S. sarda 2,5 0,069+0,001 p = 0,000 p=0,191 0,28
T. alalunga 9,3 0,056+0,011 p = 0,000 p=0123 0,24
T.thynnus 24 0,04810,007 p = 0,004 p=0,343 0,27

Alhora d'utilitzar un cert fragment de DNA per aquest tipus d’estudis, s’ha de
valorar que sigui selectivament neutre. Si el emprat no fos neutre, I'efecte de
la seleccid podria esbiaixar les analisis intraespecifiques i 'estimacié de la
filogénia (Moritz & Hillis, 1996). Tal i com s’ha anat descrivint, en principi el
primer domini de la regid control no hauria d’estar sota els efectes de la
seleccio ja que, amb excepcid de les seqiencies TAS, no sembla que tingui
una funcié important en el metabolisme mitocondrial. En aquest sentit, la
neutralitat valorada mitjancant I'analisi classica de la D de Tajima (1989)
confirma la hipdtesi d'un ajustament a la neutralitat del primer domini en
cadascuna de les cinc espécies.

En resum, aquest capitol ha permés definir clarament les estructures
conservades dins de la regi6é control, els limits aproximats dels tres dominis
per a cadascuna de les quatre especies i la corroboracid de la idoneitat de
I'utilitzacié d’aquest primer domini de la regié control del DNA mitocondrial
com a marcador genetic per estudis de variabilitat intraespecifica.
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3. Material i méetodes

Nota: Aquest  capitol  estd
complementat amb l'annex A, on es
descriuen en de forma detallada els
protocols de laboratori utilitzats

3.1. MATERIAL BIOLOGIC

La majoria de les mostres analitzades de les tres espécies provenen de la
participacié del Laboratori d’Ictiologia Genética en dos projectes europeus. El
primer projecte, Characterization of large pelagic stocks (Thunnus thynnus,
Thunnus alalunga, Sarda sarda, Xiphias gladius) in the Mediterranean
(MED/91/012) realitzat en el periode 1993-1995, i el segon projecte enfocat
només a juvenils de tonyina vermella Study of fishing and biology of juvenile
bluefin tuna (Thunnus thynnus) from 0-1 age class in the Mediterranean and.
eastern Atlantic (MED 95/010) realitzat durant el periode 1996-1997.

En el bonitol, absolutament totes les mostres provenen del primer projecte
realitzat durant els anys 1993-1995. Pel que fa a la bacora, la majoria de
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mostres també provenen del primer projecte, amb alguna ampliacié del
mostratge gracies a la col-laboracié amb altres laboratoris i investigadors. En
la tonyina vermella les mostres provenen de la realitzacié dels dos projectes.
Addicionalment, s’ha pogut analitzar dues mostres més gracies el programa
d’'ICCAT Bluefin tuna Year Program (BYP).

3.1.1. Bonitol

Per al bonitol s’han analitzat un total de quaranta vuit individus del
Mediterrani capturats durant les temporades de pesca dels anys 1993 i 1994.
Els individus estan repartits en tres localitats: una la conca occidental, al golf
de Génova mar de Liguria (n = 23), i dues a la conca oriental, golf de Taranto
al mar Jonic (n = 9) i costa de illa de Lésvos al mar Egeu (n = 18) (FIGURA
3.1).

38°E

46°N
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FicuRA 3.1. Localitzacié geografica de les mostres de bonitol.
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Els individus de Liguria van ser capturats en diversos mostretjos continus
entre finals de 1993 i principis de 1994, i per tant han estat considerat com
una unica mostra.

A la TAULA 3.1 es resumeix les caracteristiques de les tres mostres de
bonitol. Totes les mostres inclouen individus adults i juvenils d’Ultima fase,
des d'edat | fins a edat Vil

TauLA 3.1. Resum del mostratge del bonitol amb el nom de la mostra, grandaria mostral,
localitzacid i rang de talla.

Talla  Posicié en

Mostra N Localitzacié Periode
{cm) Fig 4.1.
mar de
23 golfde Génova  44°N, 9°E 13/6/93 - 22/6/94 42-82 1
Ligaria
mar Jonic 9 goif de Taranto  40°N, 17°E 212 - 24/10/94 38-73 2
mar Egeu 16 illa de Lesvos 39°N, 26E 1-31/10/93 33-71 3

3.1.2. Bacora

Per a la bacora s’han analitzat un total de cent vint-i-tres individus capturats
en periode de 1993 a 1997. El mostraige s’ha realitzat onze mostres
distribuides en sis localitats: tres en el Mediterrani (n = 57) de les quals dues
s6n de la vessant occidental (mar Jonic i Mediterrani occidental) i la tercera
de la conca oriental (mar Egeu); i tres a 'Atlantic est (n = 66), golf de Biscaia,
illes Canaries i illes Agores (FIGURA 3.2).

Els individus de la del Mediterrani occidental, la mostra del golf de Biscaia de

Fany 1996, la localitat de les illes Canaries i la mostra de les illes Agores de
I'any 1996 han estat cedides per Josu Santiago.
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FiGURA 3.2. Localitzacié geografica de les mostres de bacora.

A la TAULA 3.2. es resumeixen la localitzacié, grandaries mostrals, el periode

de captura i el rang de talla de cadascuna de les mostres. Totes les mostres

es composen tant d'individus juvenils com adults.

TauLA 3.2, Resum del mostratge del la bacora amb el nom de la mostra, grandaria mostral,

localitzacié i rang de talla.

. . Talla  Posicié en
Localitat Localitzacié mostra N Periode (cm) Fig 4.2
mar Egeu llles Esporades 38°N, 23°E Egeu 93 21 1-31/10/93  64-78

Egeu 94 12 10/9-8/10/94 71-81
mar Jonic golf de Taranto 40°N, 17T°E Jonic 93 17 12-20110/93 59-122 2
Medtertahi  golfdeValenica 39°40°N,0%1°E  Med.occ. 7 221096  adits 3
mar Cantabric golf de Biscaia 44°N,2°-4°W Biscaia 94 22 9-11/94 adults 4
Biscaia 96 10 18/7/96 adults
illes Canaries illes Canaries 29°N-14°-18°W Canaries 96 4 20/10/96 adults
Candries 97 4 29/8/97 adults 5
Candries98 4  27/4/98 1O
114
iles Agores illes Agores 39°N-28° Agores 93 16 9-11/93 adults 6
Agores 96 6 2110/96  97-108
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3.1.3. Tonyina

Per a la tonyina s’han analitzat un total de tres-cents dinou individus
capturats entre els anys 1994-1999. El mostratge total esta composat per
catorze mostres distribuides en set localitats geografiques, sis al Mediterrani
(n = 269): golf de Valéncia, mar de Liguria, mar Tirré, mar Jonic, costes de
Libia, i mar Egeu; i una a Pocea Atlantic (n = 50) localitzada a la costa
atlantica dels USA (FIGURA 3.3).

42°F

520N

14N

FIGURA 3.3. Localitzaci6 geografica de Jes mostres de bacora.

La mostra de I'Atlantic i de Libia s’ha obtingut a partir del programa d'ICCAT
Bluefin tuna Year Program (BYP).

A la TAULA 4.3. es resumeixen caracteristiques de cadascuna de les mostres
analitzades. La majoria de les mostres esta formada per individus juvenils,

excepte la mostra de la costa atlantica dels USA i la del golf de Valéncia de
lany 1994.
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TauLa 3.3. Resum del mostratge del la tonyina amb el nom de la mostra, grandaria mostral,
localitzacié i rang de talla.

Talla Posicié

Localitat Localitzaci6 mostra n Perfode (cm) Fig. 4.3.
mar Egeu llles Esporades 38°N, 23°E Egeu 97 22 13/9-3/10/97 30-81 1
mar Janic golf de Taranto 40°N, 17°E Jonic 96 8 12/10-22/12/96 59-122 )
Jonic 97 19 23/10-27/11/37  43-94
Libia costes de Libia 31°N-17°E Libia 99 11 8/6-19/6/99  111-283 3
mar Tirré Costa nord de Sicllia 38°N-14°E Tirré 96 12 12/10-22/10/96  43-72 4
Tirre 97 31 29/8-4/11/97 23-44
mar Liguria golf de Génova 44°N, 9°E LigGria 95 14  17/4-1/11/85  48-110
Ligiria96 22  19/5-5/10/96  45-111 5

Ligaria @7 36  15/7-9/10/97  52-112
golf de Valéncia golf de Valéncia 39°-40°N, 0°-1°E  Valéncia 94 11 28/6-1/12/94 29-52
Valéncia 95 2 2/9-14/10/95 21-33
Valéncia 96 14  17/9-24/10/96  20-67
Valéncia 97 67 8-23/10/97 27-40

Atlantic oest costa atlantica USA  35°-44°N, 75°-66°W  Atlantic86 29  22-6-2/10/96  130-261
Atlantic 98 21 9/7-28/9/98 56-65

3.1.4. Preparacio dels teixits

Els laboratoris i organismes participants responsables del coneixement dels
parametres biologics i de la pesca de les espécies han estat els encarregats
de la recollida de mostres en les seves respectives arees.

Un cop s’han obtingut els individus en els ports, s’han identificat a quina
espécie pertanyen, s’han sexat pesat i mesurat la longitud furcal.
Immediatament després, i abans de que comencés el deteriorament del
teixit, de cada individu se li ha tret una porcié de mascul, part de cor i del
fetge. Els teixits identificats amb un codi per a cada individu s’han congelat a
-30°C i ha esta enviats al Laboratori d'Ictiologia Genética mantenint I'estat de
congelacié.
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Abans de comencament del treball experimental, s’ha pres una porcié de
teixit, preferentment muscul, tot i que a vegades no va ser possible, i s’ha

disposat amb alcohol al 70-96%, la resta de teixit s’ha mantingut congelat
per a analisis addicionals.
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3.2. TREBALL DE LABORATORI

Per tal d’obtenir com a producte final la seqiiéncia de la regié control de cada
individu el treball experimental s’ha dividit en tres grans parts:
i. Extraccio del DNA
ii. Amplificacié del fragment mitjancant la reaccié de PCR
iii. Seglenciacio del fragment amplificat

A part d'aquests tres métodes s’han utilitzat una série de metodologies
rutinaries en un laboratori de Genética molecular que estan descrites en a
'apéndix A.

3.2.1. Extraccio del DNA

Per a realitzar I'extraccié del DNA s’ha seguit el protocol classic d'extraccio
de DNA total (nuclear i mitocondrial). Tot i que el gen diana és un fragment
mitocondrial, gracies a la particularitat de la PCR, que és capa¢ d'amplificar
un gen a partir de molt poca quantitat de DNA, no es va haver d'utilitzar
protocols d’extraccié especifics pel mtDNA; que daltra part sé6n molt
laboriosos. L'extraccid es va fer a partir del protocol tradicional
fenol/cloroform descrit per Sambrook ef al, (1989) amb algunes
modificacions. El producte final de I'extraccié s’ha quantificat i s’ha de diluir,
si és necessari, per a tenir una concentracié de 100ngr/ul de DNA.

3.2.2. Amplificacié per PCR de la regi6é control del mtDNA i primers
utilitzats

L’optimitzacié de la PCR és possiblement el pas més critic de tot el disseny

experimental. L'elecci6 o disseny duns bons primers, que hibridin
correctament els extrems a la zona per amplificar, és de gran importancia.
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TAULA 3.4. Seqléncia i lloc d'hibirdacio dels primers utiltitzats en aquest estudi

e e e e e T

SN ST S, T S

Primer  Sequéncia ltoc d'hibridacié font

L15998 5.TAC CCC AAA CTC CCA AAg CTA-Y cadena pesada del gen tRNA"™  Alvarade - Bremer of
P3 5-AAC TTC CAT CCT CAA CTC CCA Aag-3' cadena pesada del gen tRNAP™ dissenyat de nou
CSBDH 5-TgA ATT Agg AAC CAg ATg CCA g-3 cadena lleugera de la regi6 CSB :‘f"?{ggg) Bremer of
Fst 5.gCT TTA gTT Aag CTA CgC TA-3' cadena lleugera del gen tRNA™™®  dF=enyat per Zaimz

trutta

Tal i com s’ha comentat a la discussio del capitol anterior el fragment a
analitzar la sequencia és el domini | de ia regi6 control del mtDNA.

Addicionalment, també s’ha amplificat la regié control total en cert individus.

Aixi doncs, per tal dobtenir tots a aguests productes de PCR s’han
necessitat diverses combinacions d’una serie de primers (TAULA 3.4 i FIGURA
3.4). Per a totes les espécies, primer domini de la regié control s'ha obtingut
utilitzat la combinacié de primers: L15998 | CSBDH. El producte resultant
d’aquesta reacci6 és d'un 400 pb. En el moment que s’ha volgut obtendre la

totalitat de la regié control la combinacié de primers ha estat: L15998 i Fst.

CSBbPH Fst
tRNApro
| i «Fimsa =

5 CSB- 3

s |

s 5“553 tRNAphe

.3-;3_@3;.

P3

FIGURA 3.4. Liocs d’hibirdacié dels primers tilitzats en aquest estudi

En alguns individus de bonitol la hibridacié del primer L15998 no era del
correcta. Aixi doncs es procedir al disseny d’'un nou primer (P3, de prolina 3)
amb hibridacié a la cadena pesada del gen tRNAP™®
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La reacci6 en si es s’ha realitzat seguint el protocol estandard de Saiki ef al.
(1985; 1988) on s'incorpora 1ul de I'extraccié (uns 100 ngr) a la reaccié de
PCR d'un volum final de 25ul. En general s’ha seguit un protocol
d’amplificacié de trenta-cinc cicles amb temperatura d’hibridacié d'entre
500C-520C i una concentracié final de MgCl, 2 a 2,5 mM amb petites
variacions segons la combinacié de primers utilitzada.

Al final, els productes de PCR s’han comprovat en un gel d'agarosa al 1%
tenyit amb bromur d’etidi.

3.2.3. Seqiienciacio del DNA

Mitjancant la reacci6 de seqiienciacié del DNA s’ha conegut la seqiiencia del
producte de PCR. El métode seguit ha estat sempre el métode enzimatic de
Sanger (Sanget et al.,, 1977), també anomenat meétode del terminador
didesoxi.

Per a realitzar la reaccié de seqiienciaci6 sempre s’ha utilitzat el mateix
primer de la PCR. En el cas que el fragment a sequenciar fos tot el D-loop
s’ha realitzar una reaccié per a cada extrem. Per a la deteccid dels
fragments de la reaccié de seqlienciacié s’han emprat un marcatge de
flurocroms per a cadascun del quatre terminadors didesoxi, fet que permet
realitzar la reaccié en un sol tub. Per a la lectura de les seqiiéncies s’ha
emprat el seqiencaidor automattic ABIPRISM310 Genetic Aanlyszer PE
Biosystems seguint el protocol descrit per la casa comercial.

3.2.3.1. Lectura i alineaci6 de les seqiiéncies
Per a cada espécie s'ha creat un fitxer d'alineacié6 de les seqgiiéncies

independent utilitzant el programa informatic SeqEd (PE Biosystems). A
mesura que s’ha entrat una seqiiéncia s’han comprovat totes les posicions
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comparant cada nucledtid amb el pic corresponent del cromatograma. Els
individus dubtosos s’han reamplificat i reseqiienciat.

L’edicié final i Falineacié per a cada espécie s’ha realitzat en els editor de
seqliéncia Xesse (Cabot, 1995) i més recentment en el programa Bioedit
(Hall, 1999). Tot i treballar en un fragment hipervarible, el fet d’analitzar
seqliéncies a nivell intraespecific permet realitzar l'alineacié a ull sense
massa complicaicons. En els casos que s’han comparat seqiiéncia
procedents d’espécies diverses s’ha emprat el programa d’alineacié muitiple
Clustal W (Thompson et al., 1994) i sempre amb un ajustament final a ull.
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3.3. ANALISI DE LES DADES

L'analisi de les dades s'ha seguit un protocol similar a les tres espécies, en
els casos que s’hagin utilitzat métodes diferents aquests s'expliquen a

'apartat corresponent.

El primer preliminar abans de realitzar qualsevol analisi i després d'haver
recollit i alineat totes les seqiiéncies és calcular el nombre de seqiiéncies
diferents existents (haplotipus) i la freqliencia de cadascun.

Moltes vegades, i sobretot quan es treballa en uns nivells de variabilitat alts,
tai i com és el cas, l'assignacidé d’haplotipus és pas crucial i de feina forga
tediosa. En aquest treball s’ha considerat un haplotipus diferent com
qualsevol sequéncia que difereixi en un sol nucledtid, les seqiéncies que
difereixen d’una sola insercié o delecié s’han considerat iguals i per tant el
mateix haplotipus.

3.3.1. indexs de diversitat molecular.

Un cop identificats tots els haplotipus el pas segient és avaluar el grau de
diversitat per a cadascuna de les espécies en general, per a cadascuna de
les localitats es particular i per a cadascuna de les possibles estructures
genétiques diferenciades que sortint de I'analisi.

La primera mesura de variabilitat genética és l'anomenada diversitat
haplotipica (h; Nei i Tajima, 1981), analoga a I'heterogozitat o diversitat
génica dels gens nuclears, es calcula utilitzant la férmula (1):

=11~ ;{‘: p? k = Nombre d’haplotipus diferents 1)
: p; = freqiiencia del haplotipus /
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La diversitat haplotipica dona una mesura de la quantitat de seqiiéncies
diferents presents a la mostra, perd no mesura el grau de divergéncia entre
les seqliencies o haplotipus.

Una segona mesura de la variabiliat és la diversitat nucleotidica (, Nei,
1987), definida com el nimero mitja de diferéncies nucleotidiques per lloc
entre les diferents seqiiéncies i es calcula com:;

n n; = proporcié de nucledtids diferents
T =—% PP entre I'haplotipus /i j
n-1jj p; = freqiéncia del haplotipus i
En aquest estudi la proporcié de nucleétids diferents entre haplotipus s’ha
estimat s’ha estimat amb la correccid de la distancia gamma Tamura-Nei
amb el parametre a calculat per a cada espécie i a partir de les dades en el
capitol 2.

Aquestes dues mesures s’han calculat utilitzant el programa ARLEQUIN
(Schneider et al., 1997).

3.3.2. Test de neutralitat

D'una manera general, a nivell molecular; es considera que els canvis
mutacionals sén selectivament neutres. Si el marcador geneétic utilitzat no fos
neutral l'efecte de la seleccidé podria esbiaixar les analisis de la variacid
intraespecifica i 'estimacio de la filogénia (Moritz i Hillis, 1996). Tot i haver
escollit un marcador (mtDNA) que, en principi, no hauria d’estar sotmés a
processos selectius, existeixen en la bibliografia diversos exemples de que el
mtDNA pot estar sota I'efecte de la seleccié (Ballard & Kreitmann, 1995;
Kreitmann & Akashi, 1995).
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La comprovacid de l'ajust de neutralitat per a les sequéencies obtingudes,
s’ha fet mitjancant I'analisi classica de la D de Tajima (1989) utilitzant el
programa ARLEQUIN (Schneider et al, 1997). La base d’aquest métode és

estimar la variabilitat moleclar de les seqiiéncies (4 on,

Ne = grandaria efectiva (3)

6=4 Neu u = taxa de mutacié

El calcul directe d'aquest index a partir de la formula és bastant complicat,
per la qual cosa és calcula el polimorfisme indirectament a partir de dos
meétodes: i) del nombre de posicions diferents; i) del nombre mitja de
nucleotids diferents entre tots els parells de seqiencies. En una poblacio, els
mutants deleteris acostumen a trobar-se en baixa freqiéncia. L’estimacié del
polimorfisme a partir de les posicions diferents estara afectada per la
presencia d'aquest mutants, ja que no té en compte la baixa fregliéncia que
es troben a la poblacié. En canvi, el calcul a partir del nombre mitja de
nucledtids diferents entre tots els parells de seqiiéncies no estara tan afectat
per aquest mutants, ja que en aquest cas, si que es té en compte la seva
freqliéncia. A partir d’aqui, Tajima (1989) defineix I'estadistic D com una
mesura de la neutralitat que, a grans trets, no és res més que una resta de
les dues mesures de polimorfisme.

3.3.3. Analisi Filogenética

L'obtencié d'un arbre filogenétic permet la representacié grafica de la historia
evolutiva dels diferents OTUs (Operational Taxonomic Units), en aquest cas
els diferents haplotips. La problematica rau en obtenir I'arbre que s’acosti
més a la realitat; pero la dificultat és que l'arbre “vertader o “real”
normalment no es coneix i molt menys quan es treballa en seqiiéncies de
nucledtids. Amb la impossibilitat de saber quin dels diferents arbres s'acosta
meés al real, es considera que el millor arbre filogenétic és el que es
construeix amb el minim nombre possible de canvis evolutius.
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Actualment existeixen diversos meétodes per obtenir arbres filogenétics, que

es poden dividir en dos grans grups segons com es considerin les dades:

e Arbres basats en distancies; préviament es calculen distancies evolutives
entre tots els parells dOTUs i es construeix l'arbre considerant les
relacions entre aquestes distancies.

o Arbres basats en caracters discrets; en aquest cas cada posicid
nucleotidica és considerada com un caracter discret, i es construeix l'arbre
considerant les relacions evolutives en cada posicio.

Per a cadascun dels dos tipus d’arbres filogenétics existeixen diferents
algorismes .Es realment dificil escollir quin algorisme déna el millor arbre i
quina metodologia és la més apropiada pel tipus de dades utilitzades. Ara
bé, si es realitzen dos estudis filogenétics independents, basats cadascun en
una de les dues metodologies i com a resultat coincideixen a donar un
mateix arbre , esta generalment acceptat que aquest arbre obtingut s’acosta
bastant al ‘real’ (Hillis et al., 1996).

3.3.3.1. Analisi de neighbor-joining

Per a I'analisi basada en distancies, s'ha escollit I'algorisme neighbor-joining
(Saitou & Nei, 1987). La metodologia de construccié d'aquests tipus d’arbres
és una mica complicada; en termes generals es podria descriure com anar
calculant, quan s'afegeix un nou OTU a larbre, una nova matriu de
distancies que reculli 'efecte d’ajustar la llargaria de la branca de cada parell
de nodes amb la mitjana de la divergéncia de tots els OUTs restants. Al final
d'aquest procediment s'obtenen diferents arbres, i es considera el millor el
que té el valor més petit de la suma de llargaria de totes les branques. Nei
(1991) conclou que "el neighbor-joining és un bon metode per obtenir Yarbre
evolutiu minim sempre i quan s'utilitzi una distancia apropiada al tipus de
dades". Proposa també, que aquest metode és fins i tot superior a qualsevol
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métode basat en caracters discrets, quan la taxa de substitucid no és
constant al llarg del temps i bastant alta. Aixi doncs, l'eleccié d'una distancia
que s'ajusti al tipus de dades utilitzades és un altre pas crucial per obtenir
una bona filogénia.

Dels diferents métodes per calcular la divergéncia entre sequéncies, s’ha
utilitzat el proposat per Tamura & Nei (1993) per ser un dels que sembla
acostar-se bastant a la realitat. La diferéncia respecte als altres coneguts és
que, a més de considerar una taxa de mutacié diferent entre transicions (a) i
transversions (), també considera que els canvis transicionals entre purines

(o) | pirimidines (B2) tenen taxes diferents (vegeu TAULA 3.4 i FIGURA 3.5).

Aquesta distancia, com totes les altres, assumeix una taxa de substitucid
constant al llarg de tota la seqliéncia. Des de principis dels anys setanta es
coneix que la taxa de substitucié aminoacidica en el citocrom C varia entre
les diferents posicions i, a més, segueix una distribucié de tipus gamma
(Uzzel & Corbin, 1971). Posteriorment, aquest patré de variacié també s’ha
observat en sequéncies de DNA (Tamura & Nei 1993; Wakeley, 1993).
Aquesta distribucié tipus gamma és especificada pel parametre a.

TauLa 3.5. Taxes de substitucid segons el model de Tamura-Nei on o4 és la taxa
transicional entre purines i o, és la taxa transicional entre pirimidines; B és la
taxa de les transversions i g; son les frequéncies nucleotidiques.

Mutant
Criginal A T C G
A - grB gcp gcay
T 9aB - grot acB
c 0aB gro - ocB
G gactt grp gcB -
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FIGURA 3.5. Model Tamura Nei de substitucid nuclectidica

Seguint aquestes premisses i la discussié del capitol 2 s'ha utilitzat la
distancia gamma Tamura Nei amb un valor del parametre especific per a
cada especie per calcular les distancies genetiques entre tots el parells de
seqiiencies. Aquestes distancies evolutives entre seqliéncies s’han
representat en un arbre filogeneétic seguint I'algorisme del NJ. Per a realitzar
I'analisi filogenética s’ha utilitzat el programa MEGA (Kumar et al., 1993).

3.3.3.2. Analisi de la maxima parsimonia

Per a lanalisi filogenética basada en caracters discrets s'ha utilitzat el
métode la maxima parsimonia en el que l'arbre més parsimonids és el que
necessita el nombre més petits de canvis evolutius. En aquesta analisi, cada
posicié nucleotidica és considera un caracter i aquests caracters es
consideren desordenats; és a dir, qualsevol canvi d’'una base per una altra té
la mateixa probabilitat. A més, aquest algorisme considera les posicions on
hi ha un indel (contraccio per indicar insercié/delacio) com un canvi.

Actualment existeixen diversos métodes per calcular aquest arbre. En aquest
estudi s’ha utilitzat 'anomenat parsimonia Wagner (Kluge i Farris, 1969;
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Farris 1970), implementat al programa DNApars del paquet informatic
PHYLIP (Felsenstein, 1993). Les premisses que utilitza aquest tipus de
parsimonia sén:

¢ Cada lloc evoluciona independentment.

o Cada llinatge evoluciona independentment.

e La probabilitat d'una substitucié en una base és petita en relacié al
temps necessari per formar una branca de la filogénia.

e« La quantitat de canvis esperats en branques diferents no varia tant,
com per esperar que la probabilitat de dos canvis en una branca d’aita |
taxa de mutacié sigui més alta que la probabilitat d'un sol canvi en un
branca de baixa taxa de mutacié.

e La quantitat de canvis esperats no varia prou pergue un canvi en un sol
lloc sigui menys probable que dos canvis en un altre.

3.3.3.3. Bootstrap

El grau de confianga dels dos arbres obtinguts (neighbor-joining i maxima
parsimoénia) s’ha comprovat amb un test de bootstrap (Felsenstein, 1985).
Tot i que segons el programa utilitzat F'algorisme del bootstrap té petites
variacions, el principi sempre és el mateix: realitzar diferents remostratges a
latzar i amb reemplagament del conjunt de dades original. Aixi s'obtenen
diferents conjunts, tots amb el mateix nombre de posicions, i de cadescun
se'n realitza una nova reconstruccié filogenetica. Al final del procés s'obté un
arbre consens, en el qual s'assigna a cada node el nimero de vegades que
s’ha trobat el mateix grup de seqiiencies. El node que té un valor de
bootstrap més alt és el considerat més robust o amb més confianga. Els
programes utilitzats -MEGA i PHYLIP- permeten realitzar aquest tipus
d’analisi; encara que el nimero de remostratges no ha estat el mateix. En
Fanalisi basada en matriu de distancies s’ha realitzat un total de 1000
remostratges. En canvi, en el de la maxima parsiménia només se n'han
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realitzat 100 degut a que les necessitats computacionals en aquesta analisi
s6n molt més grans.

3.3.4. Analisi de Pestructura geografica de la variabilitat genética

Un dels objectius d’aquest treball és tractar d'esbrinar si existeix cap tipus
d’estructuracié geografica de les especies al llarg de 'area de mostratge en
el Mediterrani. Amb aquesta finalitat s’han realitzat fins a tres analisis
diferents.

3.3.4.1. Simulacié de Monte Carlo

La primera analisi ha estat comprovar el grau d’heterogeneitat geografica de
la distribucié de les frequencies dels diferents haplotipus mitjangant una
simulacié de Monte Carlo (Roff i Bentzen, 1987), i utilitzant el programa
MONTE dins del paquet informatic REAP (McElroy et al.,, 1992). Aquest
procediment esta dissenyat per minimitzar I'efecte del gran nombre de cel-les
buides en la validesa del test de la 2. El grau d’heterogeneitat de la matriu
original, calculat a partir d’'una analisi simple de la %, es compara amb el que
s’estima de diverses randomitzacions de la matriu original. Amb les repetides
randomitzacions es pot calcular el valor mitja de la »* basat només en I'atzar;
aixi es pot determinar la probabilitat de trobar un valor de la ;# igual o més

gran que el calculat per la matriu original.
3.3.4.2. Analisi de 'AMOVA

El segon estudi ha estat una analisi jerarquica de la variancia molecular
utilitzant el programa AMOVA (Excoffier et al., 1992). En aquesta analisi es
comprova si hi ha una correspondéncia entre P'estructuracié de la variancia
molecular i I'estructuracidé geografica. L'estructuracido geografica es divideix
en tres nivell jerarquics: les poblacions; les regions que agrupen diferents
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poblacions i la totalitat de la mostra com un UGnic grup. La flexibilitat de
FAMOVA de combinar les poblacions dins de les diferents regions ha permés
comprovar diferents hipotesis de [Festructuracié poblacional d'aquesta
espécie. Per a aquest estudi de l'estructuracié, a més de calcular la quantitat
de varianga molecular corresponent a cadascun dels diferents nivells
jerarquics, també es defineixen els estadistics @, analegs als estadistics F
de Wright:

e &gt representa la correlacié entre dos haplotipus extrets a atzar de la
mateixa poblacié respecte de dos haplotipus extrets a I'atzar de tot el conjunt
de dades.

¢ Ot representa la correlacié entre dos haplotipus extrets a l'atzar de dins
d’'un grup respecte de dos haplotipus extrets a l'atzar de tot el conjunt de
dades.

s dsc representa la correlacié de la diversitat molecular de dos haplotipus
extrets a l'atzar a dins de les poblacions respecte de parells d’haplotipus
extrets a 'atzar de la regié.

Tot i que el fitxer d'entrada ha de ser una matriu de distancies quadratiques,
aqui s’ha utilitzat la distancia gamma Tamura Nei amb el parametre a
corresponent per a cada espeécie ja que no s’espera que alteri la interpretacié
dels resultats (Laurent Excoffier, comunicacié personal). D'altra banda, el
nivell de significacié, tant dels components de la variancia com dels
estadistics @, s’ha comprovat mitjangant procediments permutacionals
implementats en el programa.

3.3.4.3. Analisi de Holsinger & Mason-Gamer
L'altim métode utilitzat per estudiar 'estructuracié geografica ha estat I'analisi
jerarquica de Holsinger & Mason-Gamer (1996) utilitzant el programa

Nucleodiv. Aquest procediment es basa en el calcul de gst entre tots els
parells de localitats. Aquesta gst és una correccié de la Gst de Nei (1982),
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apropiada per a dades haplotipiques. La filosofia d'aquesta metodologia és
bastant semblant a la de 'AMOVA, amb lavantatge que Vestructura
geografica no ha estat imposada abans de Fanalisi sind que, si existeix una
jerarquia, ja surt directament de lalgorisme. Els resultats que s'obtenen
permeten reconstruir un dendrograma, en el qual el temps mitjd de
coalescéncia dels haplotipus extrets del mateix node és sempre més petit
que el temps mitja de coalescéncia dels haplotipus trets de localitats
pertanyent a diferents nodes. La significacié d’'aquests valors ha estat
provada mitjangant 1000 randomitzacions.

3.3.5. Analisi de la demografia historica
3.3.5.1. Mismatch distribution

Per estudiar l'evolucid de la demografia s'ha utilitzat I'analisi de les
diferéncies de tots els parells de seqiiéncies, o distribucié dels aparellaments
discordants - mismatch distribution- a dins de cada localitat diferenciada
genéticament (Rogers & Harpending, 1992; Rogers, 1995). L’evolucié que
tenen les poblacions deixen empremtes caracteristiques a la mismatch
disitribution del DNA mitocondrial. Per tant, I'estudi d'aquestes distribucions
pot donar informacid sobre la historia dels canvis en la grandaria poblacional.

Existeixen dos models de mismatch distribution segons el comportament de
la poblacié. En una poblacié que ha crescut o que creix exponencialment,
"sudden expasion model", s'observa que la filogénia dels diferents haplotipus
té una forma d’estrella (Rogers,1995). Aixd és causat perque I'eliminacié de
llinatges per processos estocastics és molt petita en poblacions de
creixement rapid. Slatkin & Hudson (1992) troben, que en aquest cas, la
mismatch distribution segueix una distribucid de tipus Poisson, ja que molts
dels al.lels difereixen entre ells de pocs canvis i provenen d'un o de pocs
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ancestres. Per altra banda, Rogers & Harpending (1992) proposen que la
representacié dels aparells discordants segueix una altre tipus de distribucié.
De fet, la representacid grafica de les dues distribucions practicament no
varia. Si la mismatch distribution de la poblacié que s'estudia no difereix
significativament d'algun dels dos tipus citats, es pot estimar la grandaria
poblacional abans i després de l'explosid i també el temps que ha durat
aquesta explosié demografica.

El segon model de comportament és quan la poblacid esta estable o fins i tot
existeix una certa declinacié en la grandaria poblacional -equilibrium model-.
En aquest cas, la filogénia que s'obté és molt més estructurada; I'evolucié ha
conduit a la formacié de diferents llinatges i déna una mismatch distribution
de forma muitimodal, en la qual cada pic correspon a un dels diferents
llinatges.
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4. Resultats

4.1. BONITOL
4.1.1. Analisi descriptiva i indexs de variabilitat molecular

Dels quaranta-vuit bonitols analitzats s’ha obtingut la seqiiéncia completa de
tota la regié control. Ara bé, seguint la discussié del capitol 2 per a realitzar
l'analisi només s’han utilitzat els 361 pb corresponents al primer domini.

En la comparacié dos a dos de totes les seqUiéncies del primer domini
s'observen un total de seixanta-nou llocs variables, contant transicions,
transversions i indels. Els seixanta-nou bosicions variables es reparteixen en
quaranta-nou llocs parsimoniosos i disset llocs Gnics, amb un relacié
transicié / transversié6 d'r = 2,5 (FIGURA 4.1). Cap d’aquestes posicions
afecten als primers dos elements de seqliéncia conservada descrits en
aquest domini en el capitol 2 (TAS-1 i TAS-2). Pel que fa al TAS-3 s'hi
observen dues posicions polimorfiques (posicions 161 i 164) ambdues amb
un sol canvi. Tot i aixd, els dos haplotipus que presenten el canvi mantenen
la capacitat de formar estructures secundaries estables.
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1 1 1 CCGCAACGAC TACTTTATAT CTATCATCCT GTTCGATGAA ATGACCTTAC AGCACTTCTC GAGCAC
2 1 1 ..=-=<TACT ...A..G... T..C...TT. AACT.G.CGG ...CATCATG .AT...CT.T T..T.T
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4 1 S Riveveres snoaas
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16 1 1
171 1 2
18 1 1 2 .
19 1 1 ??7922.ACT L TA...... T..C..CPTC AA,T.G.CGG ...TATCATG .AT....TCT T.AT.T
20 1 1 ??222..ACT L TA.C.oov T. C,.CTTC AR.T.G.CGG ...CATCACG AT.. .. TCT T..T.T
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24 1 1 .,=~-~.ACT ,.TA..G... TC.C..CTT. AACT.G.CGG G...ATCATG .AT....T.T T.ATGT
25 1 O B i i I B A S N Tovene vovnnn
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27 1 1 .====ACT ..TA..evve T..C..CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG A LCTCT T.ATLT
28 1 S C..T ..........
2% 1 1 JITTGC.ACT . .TA.veuen T..C,.CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .ATG...TCT T. AT T
36 1 1 222?272ACT ..TA.C.hus T..C..CTTC AA.T.G.CGG .. .CATCATG .AT....TCT T.AT.T
311 O S S
32 1 1 JTTTGCLACT L. .TA..aves T..C..CTTC AR, T.G.CGG ...CATCATG .AT....TCT T.AT.T

23 9 16 48

Ficura 4.1. Posicions variables dels trenta-dos haplotipus diferents en els 362 nucledtids
del primer domini en el bonitol i distribucio dels haplotipus en les tres localitats. LG, Liguria;
JN, Jonic; EG, Egeu.

Els quaranta-vuit individus s’agrupen en trenta-dos haplotipus diferents. Dels
trenta-dos haplotipus set sén compartits per més d’'un individu, amb una
freqiencia maxima de F'haplotipus 8 amb sis individus repartits en les tres
localitats (FIGURA 4.1). Els haplotipus 11 i 13, ambdds amb freqiéncia
quatre, només estan presents en la localitat del mar Egeu. A conseqiiéncia
dels pocs haplotipus amb fregiieéncia elevada, la diversitat haplotipica pren
valors propers al maxim u, amb un rang que comprén des de 0,085 + 0,053
per a la localitat de 'Egeu a 1,000 £ 0,002 per a la localitat del mar Jonic i
amb una mitjana per a totes les mostres d’h = 0,948 * 0,002. Pel que fa als
valors de diversitat nucleotidica, la localitat del mar Egeu presenta un vaior
sensiblement inferior (z = 0,035 £ 0,018) quan es compara als observats a
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les localitats del mar de Liguria (z = 0,079 % 0,041), del Jonic (z = 0,087 £
0,051) i per totes les mostres en conjunt (7= 0,069 + 0,002) (TAULA 4.1).

TAuLA 4.1. Grandaria de les mostres, nombre d’haplotipus i resum dels indexs de diversitat
molecular per a cadascuna de les localitats § pe les dues clades.

, Nombre indexs de diversitat molecular
Localitat n d’haploti ) .
apiotipus haplotipica (h) nucleotidica (r)
Ligtria 23 22 0,996 + 0,014 0,079+ 0,041
Jaénic 9 1,000 + 0,002 0,087 £ 0,048
Egeu 16 7 0,850 + 0,053 0,035+0,018
Clada 1 18 17 0,993 + 0,021 0,064 + 0,034
Clada 2 30 15 0,919+ 0,026 0,040 + 0,020
TOTAL 48 32 0,948 + 0,002 0,069 + 0,002

4.1.2. Analisi filogenética

La distancia genética, calculada mitjangcant la distancia gamma Tamura-Nei
(a = 0,28), entre els trenta-dos haplotipus comprén entre un 22,4% a un
0,3%, amb un maxim de quaranta canvis entre els dos hapliotipus més
divergents, un minim d'un sol canvi, i una mitjana de vint-i-un canvis. La
reconstruccié filogenética del neighbor-joining basada en la distancia gamma
Tamura-Nei presenta dos llinatges clarament diferenciats (FIGURA 4.3),
anomenats a partir d’aqui clada 1 i clada 2, amb una robustesa maxima pel
que fa al valor de bootstrap (100%). L'elevada divergéncia entre les dues
agrupacions esta definida per vint-i-tres diferéncies fixes repartides en tres
indels, dotze transicions i wvuit transversions (FIGURA 4.4). Totes les
seqliencies de la clada 2 comparteixen la preséncia de la insercié 5 — GCA
— 3, exclusiva d’aquest llinatge. El nombre mitja de substitucions per posicié
entre els dos llinatges (Dxy) és de 10,8% (+ 0,94) i amb la correccio per la
divergéncia dins de llinatges (Da) pren el valor de 9,1 (+ 0,96).
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FIGURA 4.3. Arbre neighbor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei {(a = 0,28) dels
trenta-dos haplotipus diferents de bonitol. Només els valors de boofstrap superiors al 75%
estan representats.
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El primer llinatge agrupa disset haplotipus diferents que representen un total
de divuit individus. Dins daquesta agrupacidé s'observen dues
estructuracions internes, cladaia i cladaib, clarament diferenciades per tres
fransicions a les posicions 183, 189 i 272 i suportades per un valor de
bootstrap del 78% (FIGURA 4.3 i 4.4). Quan es realitza una genealogia només
amb els haplotipus del clada 1 el node que separa les dues agrupacions
internes pren un valor de bootstrap més elevat (83%).

Una altre manera de veure la relacidé entre els haplotipus és construint un
minimum spanning tree (mst) on els haplotipus son utilitzats com a nodes de
Parbre i no com a terminacions. Possiblement la topologia d’aguest segon
tipus de reconstruccio reflexa millor les relacions entre els diferents
haplotipus (Excoffier et al., 1992). L’arbre resultant del minimum spanning

111111 1111111111 3111111122 2222222222 2222222222 222333
1255 6888023333 3444666778 8882999900 0012222333 3345567777 889145
LG JN EG 2345680679 6036481346 8235145273 6891346812 5875678123 4522420127 013280
2 1 CC-~~~TACT TACATTGTAT TTACCATTTT AACTGGTCGG ATGCATCATG AATACTCTTT TAGTAT| C
3 e Covn - T ALG L
0 1 .l Covr v T AL A
12 J AN Covs v T ALG D
15 1T ciiiiieier o Geseent sutseaoate ssonenserse sesataness movvetnene sevnas A
28 1 e Couv v T ..AG. |1b
7 i Cov. WGT... Co vvnenn
14 1 .LCLT, LT C. ..A...
17 1 1 el Covr vt T C. ..A... } C
19 1 ?22?222C... L LT Lo LLAL i
20 1 2722?2RC... ..T.. [N A
22 1 2722?22C..0 . T C. ..A,.. | D
23 1 2222722... ..T. T .Co WAL A
27 1 e Cove v T T C, LA
2% 1 SPTTGCC. . LW T. WAL T +.T.C. ALl
30 1 2222292444 LT T T.C., ..A...
32 1 LITTGCC. .. . T. .. A, CauC euTieinnes soneanrans sunsas T.C. ..A...
1 1 «.GCAACGAC ...T..A... C..T.,.CC. GTTC.A.GAA ...ACCTTAC .GC...TC.C G..C.C
4 1 + .GCRACGAC +..T..A... C..T...CC., GTIC.A.GAR ...ACCTTA. ..C...TC.C G..C.C
5 1 1 1 ..GCAACGAC ...T..A... C..T...CC. GTTC.A.GAA ...ACCTTAC ..C...TC.C G..C.C
6 1 1  ..GCAACGAC ,.TT..A.,. A..T...CC. GTTC.A.GRA ...ACCTTAC .GC...TC.C G..C.C
8 2 4 ..GCAACGAC ...T..A... C..T...CC. GTTC.A.GAA ...ACCTTAC .GC.T.TC.C G..C.C| C
9 1 - +GCARACGAC ...T..A,.. C..T...CC. GTTC.ACGAA ...ACCTTAC ..C.T.TC.C G..C.C| L
11 4 T.GTRACGAC ...T...C.. €..T...CC. GTITC.A.GA, ...ACCTTAC ..C...TC.C G..C.C{ A
13 4 ..GCAACGAC ...T..A... C..T...CC. GTTC...GAA ...ACCTTAC ..C...TC.C G..C.C}{ D
16 1 «.GCAACGAC ...T..A... C..T..,CC. GTTC.A.GRA ...ACCTTAC .GC.T.TCCC G..C.C| A
38 1 1 . .GCAACGAC ...T..A..C C..T.GCCC. GTTC...GAA ...ACCTTAC ..C.T.TC.C G..C..
21 1 « .GCARCGAC C..TC.AC.. C..T..CC.. .TTC.A.RAAR .C.ACCTCAC .GC...TC.C AG.C.C1{ 2
25 1 22?2222?GAC .G.T..A... C..T...CC. GITC.A.GARA ...ACCTTAC .GC.T.TC.C G..C.C
26 1 « .GCARCGAC ...T..A... C..T...CC. GTTC...GPA .,.ACCTTA. .GC...TC.C G..C.C
28 1 + .GCARCGAC ...T..A... C,.T...,CC., GTTC.A.GAA ...ACCTTAC .CC.T.TC.C G..C.C
31 1 « ACAACGAC ...T..A... C..T...CC. GTTC.A.GAA ...ACCTTAC ..C...TC.C G..C.C

FIGURA 4.4. Posicions variables dels trenta-dos haplotipus agrupats segons els llinatges i
distribucio de les tres localitats en aquests llinatges.
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tree (FIGURA 4.5) esta en congruéncia amb l'observat pel neighbor-joining
amb la clara distincid dels dos llinatges i les subagrupacions descrites
anteriorment.

Quan s’'observa la topologia del mst, dins de la clada 1 ressalta la forma
d'estrella del llinatge 1a amb [haplotipus 17 situat al centre. Agquest
haplotipus, amb freqiéncia dos, és 'Gnic compartit per més d’una seqiéncia
i esta situat al centre ja que a partir d’'aquest és el que es necessiten el
menor nombre de canvis per produir totes les altres seqiéncies. Per altra
banda, la clada 1b només agrupa sis haplotipus Unics i de seqléncia bastant
divergent entre ells, tal i com ho demostra la seva diversitat nucleotidica » = |
0,020 + 0,003 superior en una magnitud a I'observada pel llinatge 1a, 7 =

0,006 + 0,001.

El segon llinatge, clada 2, no presenta cap agrupacio interna significativa, no
hi ha cap branca amb valors de boofstrap elevats. La topologia d’aquest

1 canvi

FiGURA 4.5. Minimum spanning tree dels trenta-dos haplotipus. Les relacions entre els
haplotipus estan definides pel nombre de canvis. La linia discontinua no esta a escala i
indica un total de {renta-tres canvis.
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linatge pren una certa forma tipus estrella amb relativament pocs canvis
entre els diferents haplotipus. L'arbre mst situa prop del centre els haplotipus
1, 5i 8 que difereixen entre ells d’'un sol canvi. Amb excepcid dels haplotipus
18 i 21 tots els altres es poden generar amb poques substitucions a partir de
les tres seqiiéncies centrals. Els quinze haplotipus localitzats dins d'aquest
linatge representen trenta individus, amb una maxima freqléncia per
'haplotipus 8 amb sis individus, quatre dels quals es localitzen a 'Egeu, un a
Liguria i I'dltim al Jonic. Consequentment, la diversitat haplotipica dins
d'aquest llinatge (h = 0,919 + 0,026) es veu reduida en comparacidé a
lobtinguda de la clada 1, on practicament cada haplotipus és unic.
Similarment, els nivells de diversitat nucleotidica també so6n més baixos en
aquest llinatge (= = 0,040 £ 0,020), suggerint una major similitud entre les
diferents sequiéncies (vegeu TAULA 4.1).

4.1.3. Estructura geografica de la variabilitat genética

Una primera aproximacié a la possible estructuracid de la variabilitat
genetica és estudiar la distribucié dels diferents haplotipus en les tres
localitats. Segons aix0, dins la localitat del mar Egeu s’hi localitzen set
haplotipus diferents, tres dels quals (8, 11 i 13) tenen freqiiencia quatre. A
més, els haplotipus 11 i 13 s6n exclusius d’aquesta localitat. Per altra banda,
les dues localitats restants, Liglria i Jonic, només a Liguria s’hi observa un
haplotipus amb freqiiéncia superior a u, I'haplotipus 8 amb freqgiiéncia dos.
Tot i aixo, I'analisi de Monte Carlo de la distribucié dels trenta-dos haplotipus
en les tres localitats no déna diferéncies significatives (P = 0,056 + 0,007). A
les comparacions dos a dos de la distribucio dels trenta-dos haplotipus en
les tres localitats (TAULA 4.2), només s’observen diferéncies significatives en
la distribucié dels haplotipus en la comparacié entre les localitats del Jonic i
PEgeu. Dels quinze haplotipus presents en aquesta darrera comparacioé
només I'haplotipus 5 és compartit per les dues localitats.
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Una segona aproximacié a I'estructura poblacional és analitzar la distribucié
de les tres localitats en els dos llinatges descrits a I'analisi filogenética. Dins
d’aquesta analisi s'observa una clara heterogeneitat en la distribucié de les
tres localitats en dos llinatges (TAULA 4.3). Tot i que les dues agrupacions
estan presents en totes tres localitats, la distribucid dels individus que
pertanyen a I'Egeu esta esbiaixada cap la clada 2. Dels setze individus
d'aquesta localitat, catorze (87,5%) es troben dins de la clada 2 formant
gairebé la meitat (46%) dels individus d’aquest segon llinatge. En canvi, les
localitats del mar de Liguaria i del mar Jonic estan repartides practicament al
50% en les dues clades. Evidentment, I'analisi de Monte Carlo d’aquesta
distribucié dels individus de les tres localitats en els dos llinatges corrobora
I'heterogeneitat de la distribucid de les clades en les localitats (P = 0,046 £
0,006) (TAULA 4.2). Curiosament, cap de les comparacions dos a dos de la
distribucié dels dos llinatges mostra diferéncies significatives. Només quan
es compara la distribucid de les clades agrupant les frequéncies de Liguria i
Jonic (n =32) contra la localitat del mar Egeu mostra diferéncies significatives
(P = 0,007 £ 0,002). Aquesta discrepancia de les probabilitats es deu
segurament a grandaries mostrals baixes dins de cada localitat. Aixi, segons
la distribucié de les dues clades en les tres localitats, es podria dir que la
mostra del mar d'Egeu difereix significativament de les altres dues en

conjunt.

TAuULA 4.2. Resultats de 'analisi de Monte Carlo, expressats en valors de P, de la distribucié
dels trenta-dos haplotipus i de les dues clades en diverses comparacions entre

les localitats.
Comparacio distribucio dels haplotipus distribucié de les clades
Liguria / Jonic 0, 804 +0,126 0,436 + 0,015
Ligaria / Egeu 0,124 £ 0,014 0,017 £ 0,004
Jonic / Egeu 0,002 +0,001? 0,019 + 0,004
Ligaria / Jonic / Egeu 0,056 + 0,007 0,046 + 0,006
Liguria i Jonic/ Egeu 0,070 + 0,008 0,007 + 0,006

“ Probabilitat significativa després de fa correccié de Bonferroni
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TAULA 4.3. Distribucio de les dues clades en les tres localitats.

clada 1 clada 2 total
Ligdria 11 (47,8%) 12 (52,2%) 23
Jonic 5 (65,5%) 4 (44,5%) 9
Egeu 2 (12,5%) 14 (87,5%) 16
18 30 48
Ligaria
P=0,001
/ Egeu
Jonic

FIGURA 4.6. Arbre neighboroining de la distancia Da entre parells de localitats. El nivell de
significacié ve donat per I'analisi de Holsinger & Mason Gamer (1996).

Un nou enfocament per a analitzar la possible estructuracié de la variabilitat
genética és comprovar si la variancia molecular respon a una certa
estructuracié geografica. L'analisi basat en l'estudi de Holsinger & Mason-
Gamer (1996) confirma de nou fa clara separacié de la localitat de 'Egeu
respecte les dues altres localitats (FIGURA 4.6). L’Unic node del dendrograma

resultant amb diferéncies significatives és la que suporta la localitat del mar
Egeu (P = 0,001).

Una analisi similar es pot realitzar calculant la distancia entre localitats
corregida pels polimorfismes dins de cada localitat (Da). La localitat de
'Egeu és molt divergent respecte qualsevol de les altres dues. En canvi, la
distancia negativa entre les localitats de Ligaria i Jonic (Da = -1,567)
suggereix una gran similitud genética entre aquestes localitats. Els nivells de
significaci6, calculats mitjangant el programa Arlequin després de 1000
répliques, mostra novament que les distancies entre la localitat de 'Egeu i
qualsevol de les altres dues no és significativa (TAULA 4.4). Les dues
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TAuLA 4.4. Distancia Da entre els parells de localitats (sota la diagonal). Nivell de
significacio de la distancia Da (sobra la diagonal).

Ligtria Jonic Egeu
Liguria -- 0,072 0,024
Jonic -1,567 -- 0,023
Egeu 4,559 6,782 --

localitats més occidentals semblen ser molt properes genéticament i
diferents de la localitat de 'Egeu. L’arbre neighbor-joining amb la distancia
Da entre localitats té exactament la mateixa estructura que el de lanalisi
Holsinger & Mason-Gamer (FIGURA 4.6).

L'Gltima metodologia per a analitzar la possible estructura geografica de la
variabilitat molecular s’ha utilitzat l'analisi de la variancia molecular
(AMOVA). Els resultats de TAMOVA (TAULA 4.5) per a la distribucio de la
variabilitat en les tres mostres agrupades en sol grup, presenta una elevada
diferenciacié genética (@sr = 1,126) amb una probabilitat significativa (P =
0,044). La quantitat de variabilitat que s’explica per la diferéncia entre les
tres localitats (18,99%) confirma l'estructuracié de la distribucidé de la
variancia molecular. Per altra banda, la gran quantitat de variancia trobada
dins de les localitats (81,01%) segurament es deu al utilitzant un marcador
genetic amb alt ritme de substitucio.

TAULA 4.5. Andlisi de la variancia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,28)
agrupant les tres localitats del bonitol en un sol grup.

di Sumade Componentsde Percentatge indexs de P
9 quadrats la variancia de variacié fixacié
Entre localitats 2 96,094 2,192 12,61 & 0,126 0,044
Dins de localitats 45 684,119 15,202 87,39

* Probabilitat d’obtenir un valor més exirem del component de la variancia i 'index @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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TAULA 4.6. Matriu de la diferenciacid genética de la comparacié dos a dos entre les tres

localitats del bonitol. Per sota la diagonal estan representats el valors @s: i per
sobra els valors de P després de 1000 permutacions.

Liguria Jonic Egeu
Ligtria -- 0,650 0,027
Jonic -0,054 -- 0,008°
Egeu 0,167 0,271 --

®valors no significatius després de la cotreccié de Bonferroni

En la comparacioé dos a dos (TAULA 4.6), I'inica probabilitat significativa surt
de la comparaci6 entre Jonic i Egeu (@sr. = 0,27; P = 0,008). Malgrat aixo, la
gran homologia entre Liguaria i Jonic permet (@sr = -0,054; P = 0,650) agrupar
aquestes dues localitats i comparar-les contra la localitat de 'Egeu. En
aquesta nova analisi de FAMOVA (TAULA 4.7) s'observa el mateix patrd
d'estructuraci6 de la variancia molecular observat anteriorment: alta
diferenciacié genetica i certa quantitat de variancia molecular entre localitats.
Perd en aquest cas els nivells sén superiors i per tant indiquen una gran
heterogeneitat genética entre el complex Ligtria / Jonic i 'Egeu.

TAULA 4.7. Andlisi de la variancia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (@ = 0,28) entre
Liguria / Jonic i Egeu.

dl Sumade Components de Percentatge indexs de p*
g quadrats la variancia de variacio fixacié
Entre localitats 2 96,094 2,192 12,61 o 0,126 0,044
Dins de localitats 45 684,119 15,202 87,39

* Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de la variancia i Pindex ®sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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TAuLA 4.8. Analisi de FAMOVA posicid per posici6. Només estan representades les
posicions amb un valor de P estadisticament significatiu. Amb negreta estan
ressaitades les posicions que diferéncies el dos llinatges filogenétics

entre localitats dins de localitats
. suma de 2 . suma de 2 L
Posicié gdl oy % variacié gdf oy % variacié Dsr P
quadrats quadrats

2 0.619 1 0.027 26.803 3.000 40  0.075 73.196 0.268 0.008
26* 1.500 1 0,060 22170 9.750 46 0211 77.82% 0.221 0.024
L1 1.791 1 0073 25,751 9.812 46 0.213 74.248 0.257  0.000
§9* 1.500 1 0.060 22,170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.027
86* 1.385 1 0054 19.708 10.215 46 0.222 80.291 0.197  0.011
138+ 1.385 1 0053 , 18.295 11.031 46 0.239 81.704 0182 0.011
145 1.500 1 0.060 22170 9.750 46  0.211 77.829 0.221  0.022
165 1.760 1 0072 25.578 9.718 46 0.211 74.421 0.255 0.006
172 1.500 1 0080 22170 9.750 46 0.211 77.829 0.221  0.022
177 1.760 1 0.072 25.578 9.718 46 021 74.421 0255 0.008
183 0.843 1 0.031 14.979 8.156 46 0177 85.020 0.148  0.063
186 1.760 1 0072 25.578 5.718 48  0.211 74.421 0255 0.004
188* 1.500 1 0.060 22170 9.750 46  0.211 77.829 0.221 0.028
191* 1.500 1 0,060 22170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.024
198* 1.635 1 0,068 2297 10.218 46 0.222 77.028 0.229 0.006
201 1.500 1 0.080 22170 9.750 48 0.211 77.829 0.221 0.026
225 1.156 1 0,045 18.645 9.031 46 0.196 81.354 0.186 0.025
226* 1.635 1 0.066 22.846 10.281 46 0.223 77.153 0.228 0.006
27 1.500 1 0.060 22170 9.750 46 0.211 77.829 0.221  0.024
228 1.500 1 0.060 22170 9.750 46  0.211 77.829 0.221 0,018
231 1.635 1 0,066 22,971 10.218 46 0.222 77.028 0228 0,007
232" 1386 1 0.054 19.708 10,218 46 0.222 80.291 0.197  0.007
233 2.041 1 0085 29.103 9.625 46 0.209 70.896 0.291  0.001
242" 1.500 1 0.060 22170 9,750 46 0.211 77.829 0.221  0.020
271" 1.260 1  0.049 18.881 9.718 46  0.211 81.118 0.188 0.018
272 1.041 1 0.040 17.987 8.437 46 0.183 82.012 0178  0.020
2 1.500 1 0.060 22170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.016
280* 1.635 1 0.066 22.971 10.2186 46 0.222 77.028 0.229 0,006
202 0.666 1 0.021 9.790 9.250 46 0201 90,208 0.087  0.051
312 1.500 1 0080 22170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.029
350 2.041 1 0.085 29.103 9.625 46 0.209 70.896 0291 0.002
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Finalment, I'analisi de FAMOVA posicidé per posicié permet estudiar quines
sén les posicions que provoquen les diferéncies significatives (TAULA 4.8). El
resultat mostra una coincidéncia practicament absoluta entre les posicions
que marquen amb un canvi fix la divergéncia entre els dos llinatges
filogenetics i les que presenten diferéncies significatives. De les setanta
posicions variables del primer domini del bonitol, trenta-una presenten un
valor de P significatiu, d'aquestes posicions, vint (sense contar els indels)
son les que defineixen els llinatges.

4.1.4. Demografia historica

Tal i com s’ha comentat en els meétodes generals, els episodis de creixement
i decreixement de la demografia de la poblacié modelen la distribucié dels
aparellaments discordants. La separacié en dos llinatges clarament
diferenciats i amb una possible assignacié dels llinatges a una certa area
geografica (vegeu discussid) permet estudiar la mismatch distribution a
cadascun per separat.

La clada 1 té una topologia de la filogénia amb una certa estructura interna
amb dues agrupacions internes ben suportades estadisticament,
consequentment la mismatch distribution pren una forma bimodal, on cada
pic es pot assignar a cadascuna de les agrupacions (TAULA 4.11 i FIGURA
TAULA 4.9, Parametres de la distribucié dels apareliaments discordants dels dos llinatges

descrits en la filogénia. P indica la bondat d’ajustament de la distribucié
observada a l'esperada segons Rogers (1995).

clada 1 clada 2
n 18 30
Parametres
6 19,759 1,159
0y 19,770 13,096
T 6,461 2,602
P 0,09 0,13
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47). Tal i com es pot observar a la FIGURA 4.7, la distribuci6 difereix
clarament de la que s’obté pel model de I'expansié sobtada, suggerint que
aquest llinatge s’ha mantingut en un equilibri demografic durant bastant de
temps. Tot i aixi, el test de bondat d’ajustament no déna diferéncies amb un

nivell gaire elevat de significacié (P = 0,09).

Per altra banda, la forma de la distribucié dels aparellaments discordants del
segon llinatge (FIGURA 4.7), clada 2, s'ajusta a la proposada per Rogers
(1995) per un model d’expansié sobtada (P = 0,13) amb un pic als tres
canvis i una mitjana d'onze canvis. Aquest resultat, juntament amb la
topologia de la genealogia en forma d’estrella d’aquest primer llinatge fa
suposar que la poblacié ha patit en la seva histéria demografica recent un
possible procés de expansi6 sobtada.

Freqliéncia relativa

.2.5...

Nombre d'aperallaments discordants

FIGURA 4.7. Distribucié dels aparellaments discordants de les dues clades. El grafic en linia
indica la distribucié segons els sudden expansion model.
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4.2. BACORA
4.2.1. Analisi descriptiva i indexs de variabilitat molecular

De les cent vint-i-tres bacores analitzades s’ha obtingut la seqiéncia
completa de tota la regid control de cent setze individus, els set individus
restants només s’han seqienciat els 373 pb del primer domini. Segons aixo i
seguint la discussid del capitol 2 per a realitzar 'analisi només s’han utilitzat
els 373 pb del primer domini de la regié control del mtDNA.

La comparacié dos a dos de les cent vint-i-tres seqgliéncies del primer domini
presenta un total de cent nou llocs polimorfics, dels quals vuitanta-un sén
parsimoniosos i vint-i-vuit només varien en un sol nucledtid en una sola
sequéncia (FIGURA 4.8). El valor d'r = 9,3 mostra de nou la clara acumulacid
de les transicions sobre les transversions tipica del mtDNA.

En el cas de la bacora, els motius TAS presenten una certa variabilitat
intraespecifica. El TAS-1 situat entre les posicions 36 i 48 esta totalment
conservat. La variacié es presenta en el TAS-2 (situat entre les posicions 93 i
107) amb tres transicions: la posicié 96 només varia en I'haplotipus 96 en un
canvi T(—)C, la posicié 97 varia fins en onze haplotipus tots amb el canvi
AoG i la posicid 98 varia en setze seqliéncies amb la transicié T&C. Tot i
aquesta variacié, el TAS-2 manté la capacitat de formar estructures
secundaries estables.

Les sequéncies del primer domini dels cent vint-i-tres individus s’agrupen en
cent tres haplotipus diferents. Només sis tenen freqliéncia superior a un, els
noranta-set restants son Unics. Cal destacar 'haplotipus 1 amb la maxima
freqiiéncia d'onze individus (TAULA 4.10). La poca preséncia d’haplotipus
compartits per més d’'un individu implica que la diversitat haplotipica per a la
totalitat de la mostra prengui un valor proper al maxim u, h = 0,989 + 0,004.
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FIGURA 4.8. Frequéncia i posicions variables dels cent tres haplotipus diferents en els 373
nucledtids del primer domini de la bacora.
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TAULA 4.9. FreqUéncia dels cent tres haplotipus i distribucié en les sis localitatas.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Haplotipus
1 11111+ 11111 1111111111

Egeu
Jonic
Med Occ
Biscaia
Vic/Can

Acores
Frequencia 11 6 3 2 1 1 2 2 1+ 1111111111111 1111111111111

L Oy jwa
- NI
PENSES

P N

2

-d

Haplotipus 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

Egeu 1 1
Jonic

Med Occ 1 1 1 1

Biscaia 11111111 11

Vic/Can 1 1 1 1 11 1 1 1

Acores 171 1 1 1 1 11 1 1

Freqtencia 1 1 1 1 11111111111 11111111111111t11 1111

Haplotipus 71 72 73 74 76 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 Total

Egeu 33
L@_JWO 17
Med Occ 7
Biscaia 1111+ 111 141111111 1 1 1 1 32
Vic/Can 12
Agores 1111 11111 111 : 22

Freqencia 1 1 1 1 1 1 1111111111111 11411111111 1 1 1 1 123
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Els valors de diversitat moleculars dins de les localitats s’han calculat tenint
en compte I'analisi preliminar descrit a 'apartat 4.2.3.1 (pag.), on s’agrupen
les diferents mostres en sis localitats diferents. Pel que fa a la diversitat
haplotipica, els casos amb un index més elevat son per dues de les tres
localitats atlantiques amb una h = 1,000 £ 0,013 per a la de Agores i 1,000 +
0,007 per a la de Biscaia, tots els haplotipus d’aquestes dues localitats sén
Unics (vegeu la TAULA 4.10). En la resta de localitats, la diversitat haplotipica
és sensiblement inferior degut a que com a minim hi ha un haplotipus que
comparteix més d'un individu. Els valors de diversitat nucleotidica estan
compresos entre el maxim x = 0,062 + 0,035 observat per a la del
Mediterrani occidental i el minim = = 0,038 + 0,020 de la localitat del Jonic, i
amb una diversitat nucleotidica per a la totalitat de les mostres en conjunt de
7= 0,054 £0,027.

4.2.2. Analisi filogenética

L’analisi filogenetica s’ha basat en la distancia gamma Tamura-Nei amb el
parametre a = 0,24, el qual s’ha estimat en I'analisi realitzada en la discussié

TAULA 4.11. Grandaria de les mostres, nombre d’haplotipus i resum dels indexs de diversitat
molecular per a cadascuna de les mostres i per a les dues clades.

Localitat ) . ,,)\;op %el',:us h inc'je'xs de diversitat molecz’ll..ar
aplotipica (h) nucleotidica (n)
Egeu 33 27 0,969 + 0,022 0,060 + 0,030
Jonic 17 12 0,948 + 0,036 0,038 £ 0,020
Mediterrani occ. 7 6 0,952 + 0,095 0,062 + 0,035
Biscaia 32 32 1,000 + 0,007 0,050 + 0,029
Canaries 12 11 0,984 + 0,040 0,056 + 0,030
Acores 22 22 1,000 + 0,013 0,050 + 0,026
Clada 1 103 84 0,985 + 0,006 0,035 + 0,017
Clada 2 20 19 0,995 + 0,017 0,060 + 0,031
TOTAL 123 103 0,989 + 0,004 0,054 + 0,027

104 TESI DOCTORAL



4.2. Bacora

del capitol 2. La distancia mitjana entre els cent vint haplotipus és d’'un 4,8%
amb un maxim entre els dos haplotipus més divergents del 13,6% .

La reconstruccié filogenética utilitzant 'algorisme del neighbor-joining basada
amb la distancia gamma Tamura-Nei i amb un bootstrap de cinc-centes
repligues presenta dues agrupacions, anomenades a partir d’aqui clada 1 i
clada 2 (FIGURA 4.8). Els valor de bootstrap del 65% del node que diferencia
els dos llinatges és relativament poc elevat, en general es consideren
branques robustes les que tenen valor superior al 95%. La poca robustesa
es deu que els dos llinatges només es diferencies per un sol canvi fix. El
nombre mitja de substitucions entre els dos llinatges amb la correccid per la
variacid intrallinatge és de Da = del 3,3% (% 0,003).

Dins del primer llinatge gairebé tots els canvis sdn no informatius i estan
situats a 'extrem de les branques (apomorfies). La majoria dels nodes estan
suportats per un sol canvi compartit (sinapomorfies), els Gnics nodes que
comparteixen més d'una sinapomorfia sén el que presenten un valor de
bootstrap superior al 65%. En canvi, I'estructura del segon llinatge difereix de
F'observada per a la primera agrupacié, tot i que a I'extrem de les branques
també s’hi troben una certa quantitat d’apomorfies, la genealogia esta més
estructurada amb varis nodes amb valor de bootstrap elevat i definits per
més d’una posicié compartida.

La clada 1 agrupa vuitanta-quatre haplotipus diferents que representen un
total de cent tres individus. Els valors de diversitat d’aquest llinatge sén h =
0,985 + 0,006 i = = 0,035 £ 0,017. El segon llinatge €s molt menys nombros,
només agrupa dinou haplotipus diferents tots Unics excepte 'haplotipus 8
amb freqiiéncia dos, amb una (h = 0,995 + 0,017). El valor de la diversitat
nucleotidica (7 = 0,060 + 0,031) més alta que la del primera agrupacié
suggereix que tot i haver-hi menys quantitat de seqiéncies en aquesta
segon llinatge, aquestes sén més diferents entre elles.
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FIGURA 4.8, Arbre neighbor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24), Els
numeros en els nodes indiquen valors de bootstrap superiors al 65% després de 500
repliques.
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La representacié de la reconstruccié filogenética basada en amb l'algorisme
del mst s’ha separat en els dos llinatges a fi d’obtenir una visualitzacié més
clara de les relacions entre les segléncies. La FIGURA 4.10A mostra la
representacié mst pe la clada 1. En el primer llinatge I'haplotipus 1, amb la
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FIGURA 4.10. Representacid mst separat per clades. A: Clada 1; B: Clada 2.
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maxima freqliéncia d'onze individus, es situa al centre. A partir d'aquest
haplotipus només es generen amb un sola substitucid set haplotipus (5, 13,
22, 58, 61, 70 i 104). Els setanta-set haplotipus restants divergeixen del
haplotipus central de dos a vint canvis amb una mitjana de 6,8. La relacié
dels diferents haplotipus en la clada 2 observada mitjangant la reconstruccié
mst (FIGURA 4.10B) mostra una superior divergéncia entre les sequéncies
respecte a les de la primera agrupacié, tal i com indiquen els indexs de
diversitat molecular (vegeu TAULA 4.11). En aquesta agrupacié es situa en
una posicid aproximadament central I'haplotipus 8, I'Unic d'aquest llinatge
amb frequéncia superior a 1. A partir d’aqui, la genealogia difereix clarament
de la forma d'estrella, només els haplotipus 34 i 59 difereixen del central en
un sol canvi. Els disset hapiotipus restants difereixen de 'haplotipus 8 en una
mitjana de 9,5 canvis.

4.2.3. Analisi de P'estructura geografica de la variabilitat genética
4.2.3.1. Analisi preliminar

A fi de poder trebailar amb grandaries mostrals més elevades s’han agrupat
totes les mostres en sis localitats: Egeu, Jonic, Mediterrani occidental,
Biscaia, Canaries i Agores. Abans de procedir a una comparacioé de les sis
mostres resultants (TAULA 4.12) s’ha analitzat preliminarment I'heterogeneitat
de la variabilitat genética dins de les localitats on es disposa de més d'una

mostra.

En aquesta analisi s’han comprovat dues possibles estructuracions de la
variabilitat genética. En una primera aproximaci6 s’ha estimat
Pheterogeneitat de la distribucid dels cent tres haplotipus esta
heterogéniament repartida mitjangant FPanalisi de Monte Carlo.
Addicionalment també s’ha comprovat si la variancia molecular esta
homogéniament repartida mitjancant 'analisi de TAMOVA.
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TauLA 4.12. Grandaries mostrals de les sis localitats resultats després de I'analisi preliminar.
Les dues ultimes columnes resumeixen I'analisi preliminar de Monte Carlo i
AMOVA de les quatre localitats de que es disposa de més d’'una mostra.

Localitat  Mostra n ntotal Monte Carlo AMOVA*
Egeu Egeu 93 21
33 P=0186+0,012 P=0,410+0,015
Egeu 94 12
Jonic Jonic 93 17 17
Med. occ. Med. occ. 96 7 7
Biscaia Biscaia 94 22
o 32 P=0,149+0,008 P=0,073+0,005
Biscaia 96 10
Canaries Canaries 96 4
Canaries 97 4 12 P=0207 £0,004 P =0207 +£0,012
Canaries 98 4
Agores Agores 93 16
22 P=0,008+0,004 P=0,9950,002
Agores 96 6
TOTAL 123

* Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de la variancia i I'index @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.

Tal i com s’observa en la TAULA 4.12 cap de les dues analisis mostren
diferencies significatives en cap de les quatre localitats. Aquest resultats
permeten agrupar les diferents mostres de cadascuna de les quatre
localitats. Aixi doncs, per a I'analisi de I'estructura geografica de la variabilitat
molecular en la bacora s'ha utilitzat les sis mostres descrites a la TAULA 4.12.

4.2.3.2. Analisi de l'estructura geografica de la variabilitat genética en sis
localitats.

A la TAULA 4.9 es representen I'assignacié definitiva dels cent tres haplotipus
observats repartits en les sis localitats resultants després de I'analisi anterior.
L'analisi basada en Monte Carlo de la distribucié dels haplotipus en les sis
localitats no déna diferéncies significatives (P = 0,258 + 0,013). Similarment,
els dos llinatges observats en el dendrograma no estan heterogéniament
repartits en les sis localitats (P = 0,483 + 0,015).
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TAULA 4.13. Analisi de la variancia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24)
agrupant les sis localitats en un sol grup.

Suma de Componentsde Percentatge Indexs de pr

g quadrats la variancia de variacié fixaci
Entre localitats 5 68,780 0,188 1,84 o5, 0,018 0,071
Dins de localitats 117 1176,780 10,057 98,16

* Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de la variancia i index @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.

L’analisi de la possible estructura geografica de la variancia molecular,
analisi de 'AMOVA, s’han agrupant les sis localitats en un sol grup (TAULA
4.13). Quasi tota la variancia genetica (96,16%) es distribueix dins de les
localitats i per tant només el 1,84% restant esta entre les sis localitats.
Aquest resultat suggereix una homogeneitzacié de la variabilitat genética tal i
com ho indica la baixa @sr i la probabilitat no significativa d’aquest index de

fixacio.

L'estimacié de la @sr i del nivell de significacidé de les comparacions dos a
dos de totes sis localitats corrobora de nou la manca d’'estructuracié de la
variabilitat genética (TAULA 4.14). L’dnic valor estadisticament significatiu és
el que compara la localitat de 'Egeu contra la localitat del Biscaia (P = 0,045
+ 0,007); aquest valor de P és no significatiu després de la correccié de
bonferroni.

TAuLA 4.14. Matriu de la diferenciacié genética de la comparacié dos a dos de les sis

localitats. Per sota la diagonal estan representats els valors de @sri per sobra
els valors P després de 1000 permutacions.

Egeu Jonic Med. occ. Biscaia Canaries Acores
Egeu -- 0,328+0,016 0,265+0,016 0,045+0,007° 0,320 +£0,014 0,055 + 0,006
Jonic 0,008 -- 0,726 +0,012 0,063+0,007 0,204 +0,013 0,074 + 0,007
Med. occ. -0,020 -0,042 -- 0,155+ 0,013 0,778 £0,015 0,424 + 0,014
Biscaia 0,035 0,036 0,029 -~ 0,351 + 0,014 0,385+0,018
Canaries 0,006 0,024 -0,036 0,027 -- 0,386+ 0,014
Agores 0,039 0,038 -0,003 0,025 0,002 --

% valors no significatius després de la correccié de Bonferroni
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TAuLA 4.15. Matriu de la distancia Da entre les sis localitats. Per sota la diagonal estan

representats els valors de Da i per sobra els valors P estimats després de
1000 permutacions.

Egeu Jonic Med. occ. Biscaia Canaries Agores
Egeu -- 0,201 0,560 0,042° 0,283 0,060
Jonic 0,290 -- 0,888 0,044° 0,232 0,069
Med. occ. -0,498 -1,077 -- 0,203 0,830 0,613
Biscaia 0,785 0,799 0,501 -- 0,360 0,357
Canaries 0,180 0,336 -0.851 0,058 -- 0,424
Agores 0,886 0,704 -0,306 0,064 0,007 .-

“ valors no significatius després de la cormeccié de Bonferroni.

El primer indici d'una certa estructuracié de la variabilitat genética surt del
dendrograma neighbor-joining (FIGURA 4.11) a partir de la distancia Da
(TAULA 4.15) entre les sis localitats. L'estructura del dendrograma agrupa les
localitats seguint un patré geografic, per una banda agrupa totes les
localitats de 'ocea Atlantic (Biscaia, Canaries i Agores), per una altra banda
les localitats dins del mar Mediterrani (Jonic i Mediterrani occidental)
excepte la localitat de 'Egeu, la qual queda en una tercer grup. Tot i aix0,
cap de les localitats difereix significativament de les altres, tal i com
s'observa en nivell de significacid de la distancia Da (TAULA 4.15).

4.2.3.3. Analisi de I'estructura geografica de la variabilitat genética en
tres localitats: Atlantic (Biscaia, Canaries i Acores), Mediterrani
(Med. occ. i Jonic) i Egeu

De Pestructura del dendrograma de la FIGURA 4.11 sorgeix una possible
agrupacié de les mostres en tres regions geografiques. Per una banda
s’agrupen totes les localitats que pertanyen a Pocea Atlantic (Biscaia,
Canaries i Acores,), una segon grup son dues de les tres mediterranies
(Mediterrani occidental i Jonic) i finalment hi ha localitat del mar Egeu.
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Agores
[— Biscaia

Canéries

e JONIC

Med. Oce.

— Egeu

0,01

Fisura 4.11. Dendrograma neighbor-joining amb la distancia Da entre les sis localitats.

Seguint la mateixa estructura analisi de I'analisi preliminar, abans de procedir

a fer una comparaciod d’aquestes tres localitats s’ha analitzat si la variabilitat

genetica estd homogéniament repartida dins de cada nova localitat.

Evidentment, aquest nou estudi de 'homogeneitat genética només sha

comparat dins de les dues localitats que es disposa de més d’'una mostra, la

localitat atlantica amb tres mostres: Biscaia Canaries i Agores; i la localitat
anomenada del Mediterrani amb dues mostres: Mediterrani occidental i

Jonic. Per a la comparacié intralocalitats s’ha seguit el mateix criteri anterior,

per una banda s’ha analitzat la distribucié dels cent tres haplotipus dins de
cada una de les dues noves localitats mitjangant I'aproximacié de Monte
Carlo. Per laltra banda, s’ha realitzat TAMOVA dins de cada localitat
agrupant les mostres de cada localitat en un sol grup.

Els resultats de les dues analisis coincideixen en les dues localitats en trobar
una manca d’heterogeneitat de la variabilitat genetica (TAULA 4.16). Aixi
doncs, les sis mostres es poden agrupar en tres localitats diferents: Atlantic
amb seixanta-sis individus (Biscaia, Canaries i Agores,), Mediterrani amb
vint-i-quatre individus (Jonic i Mediterrani Occidental) i Egeu amb trenta-tres
individus.
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TAULA 4.16. Resum de les grandaries mostrals de les tres localitats resultants i de les
analisis de P'agrupacid de les dues localitats amb més duna mostra:
Mediterrani (Jonic i Mediterrani occidental) i Atlantic (Biscaia, Canaries i

Acores).
Localitat n ntotal Monte Carlo AMOVA*
Egeu 33
Mediterrani  Jonic 17

i X 24 P=07911+£0.0129 P=0725+0,012
Mediterrani occidental 7

Atlantic Acgores 22
Canaries 12 66 P=0780+0013 PFP=0,385+0017
Biscaia 32

;;gl;:bélit::tocggt;;enrg; ;rg:é?;nzés extrem del component de la variancia i 'index ®@sr que els observats per atzar
Amb aquesta nova agrupacido amb tres localitats diferents es pot repetir tota
Yanalisi de la distribucid de la variabilitat genética. La distribucié dels cent
tres haplotipus i els dos llinatges en les tres localitats s'ha analitzat altra
vegada mitjangant I'analisi de Monte Carlo. Ambdés resultats coincideixen
amb la manca diferéncies significatives en la distribucié dels cent tres
haplotipus (P = 0,130 + 0,016) i dels dos llinatges (P = 0,134 + 0,010).

Contrariament a aquest resultats, I'analisi de la possible estructuracié de la
variancia molecular (AMOVA) en les tres localitats agrupades en un sol grup
mostra una clar nivell de significacid (TAULA 4.17). De nou, casi tota la
variabilitat s’explica dins de les localitats (97,06%) i un percentatge molt petit
es dona entre les tres localitats (2,94%). Ara bé, tot i la gran quantitat de
variancia dins de les localitats aquesta no esta homogéniament repartida, tal

TauLA 4.17. Analisi de la variancia utilitzant la distdncia gamma Tamura-Nei (a2 = 0,24)
agrupant les tres localitats en un sol grup.

o Sumade Components Percentatge Indexs de
g quadrats de la varidncia de variacié fixacioé

Entre localitats 2 42391 0,302 2,94 @, 0,029 0.009

P*

Dins de localitats 120 1197,03 9,982 897,08

* Probabilitat d'sbtenir un valor més extrem del component de fa varidncia i I'index ®sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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FIGURA 4.12. Distribucio nul-la de component de la variancia molecular obtinguda després
de mil permutacions a l'atzar.

i com indica la probabilitat altament significativa (P = 0,009) i la distribuci6é
nul-la del component de la variancia on s’observa que practicament tots els
valors de variancia obtinguts després de les permutacions sén inferiors a
l'observat (FIGURA 4.12).

La TAULA 4.18 resumeix els valors de @sri Da i el seu nivell de significacié en
la comparacié dos a dos de les tres localitats. La localitat de I'Atlantic és
sempre significativament diferent de les dues localitats Mediterranies. En
canvi, entre les localitats del Mediterrani no s’observen diferéncies
significatives. Addicionaiment, el dendrograma resultant de lanalisi

Atlantic

P =0,005

Mediterrani

a1

Egeu

FIGURA 4.13. Dendrograma neighbor-joining amb la distancia Da entre les tres localitats. El
valor de P s’ha obtingut després de 1000 permutacions a I'atzar en I'analisi de Holsinger &
Mason Gamer (1996).
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TAULA 4.18. Valors de @ i Da per sota la diagonal en la comparacié dos a dos de les tres
localitats. Per sobre la diagonal estan representats la probabilitat de @i Da

respectivament.
Dsr Da
Egeu Mediterrani  Atlantic Egeu Mediterrani  Atlantic
Egeu -- 0,189 0,012 -- 0,181 0,002°
Mediterrani 0,012 -- 0,002? 0,780 -- 0,0072
Atlantic 0,032 0,032 -- 0,145 0,656 .-

@ probabilitat significativa després de la correccié de Bonferroni.

jerarquica de la variancia molecular de Holsinger & Mason Gamer (1996)
coincideix amb el que s’obté a partir de la distancia Da (FIGURA 4.13) El valor
de P obtingut a partir de 'aproximacié de Holsinger & Mason Gamer (1996)
separa amb una probabilitat significativa (P = 0,005) les dues localitats
mediterranies de l'atlantica.

La discordanga entre els resultats de 'analisi de Monte Carlo i els basats en
la variancia molecular es pot deure a que el segon tipus d’aproximacié a
lestudi de la variabilitat genética és més poderds, ja que a més de la
freqiiéncia també valora la distancia genética entre cada haplotipus.

TAULA 4.19. Grandaria mostral i mostres pertanyents a les dues gran localitats.

Localitat n n total
Mediterrani Egeu 33
Janic 17 57
Mediterrani occidental 7
Atlantic Agores 22
Canaries 12 66
Biscaia 32
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4.2.3.3. Analisi de I'estructura geografica de la variabilitat genética en
dos localitats: ocea Atlantic i mar Mediterrani.

Segons tot aix0, es pot realitzar una darrera agrupacio de totes les mostres
en dues grans localitats: la localitat del mar Mediterrani amb cinquanta-set
individus i la localitat Atlantica amb seixanta-vuit individus (TAULA 4.19).

Els cent tres haplotipus estan heterogéniament distribuits en les dues
localitats tal i com ho indica el valor altament significatiu de P = 0,001 £
0,001 obtingut a partir de 'analisi de Monte Carlo. Pel que fa a la distribucié
dels dos llinatges en les dues localitats, s'observa una preséncia superior de
la clada 2 dins del Mediterrani, el 21,1% (dotze dels quaranta-cinc) dels
individus pertanyen a aquest segon llinatge, en contra de només un 12,2%
(vuit de seixanta-sis) dels individus atlantics. Tot i aixd, I'analisi de la
distribucid dels dos llinatges en les dues localitats déna diferéncies no
significatives (P = 0,137 £ 0,014).

Els resultats basats en FAMOVA (TAULA 4.20) presenta una clara
heterogeneitat de la distribucidé de la variancia molecular. Altra vegada, la
majoria de la variancia molecular (97%) esta dins de les localitats, perd en
aquest cas no esta homogeniament repartida tal i com ho demostra 'elevat
nivell de significacié (P = 0,009). A partir del valor de @ es pot estimar un
flux génic d’apfoximadament 16 femelles migrants per generacio

TAULA 4.20. Anadlisi de la variancia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24)
agrupant les tres localitats en un sol grup.

gdl Sumade Components Percentaige Indexsde

Gquadrals de lavaridncia  de variacié fixacio P
Entre localitats 1 28,941 0,309 3,00 o, 0,029 0.009
Dins de localitats 121 1211,342 10,011 97,00

* Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de fa varidncia i Pindex @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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En resum, l'analisi de l'estructura geografica de la variabilitat genética
suggereix una diferenciacié genética entre la bacora del Mediterrani i la de
FAtlantic. Per a la realitzacié d’aquesta analisi s’ha seguit una jerarquia en
tres passos. En un pas preliminar, s’han agrupat totes les mostres
disponibles en sis localitats seguint un criteri d'agrupacié tant de proximitat
geografica com temporal (TAULA 4.11). El resultat de lanalisi de les sis
localitats ha suggerit una nova agrupacié de les mostres en tres localitats:
Atlantic, Mediterrani i Egeu (TAULA 4.16). De nou, l'analisi de les tres
localitats porta a una UGltima agrupacid en dos localitats definides per les
dues congues oceaniques (mar Mediterrani i ocea Atlantic). L'analisi definitiu
d'aquestes dues localitats presenta diferéncies significatives en la distribucio
de la variabilitat molecular. Tot i que les diferéncies son clares, es poden
considerar que no s6n molt incipients tal i com ho demostra una @s; bastant
baixa i una manca de diferenciacid en la distribucié dels dos llinatges.

4.2.3.4. Diversitat molecular de I’Atlantic i el Mediterrani i demografia
historia a cada localitat.

Acceptant que els resultats donen una diferenciacié genética entre la bacora
del Mediterrani i la del VAtlantic es pot descriure la variabilitat genética dins
de cada localitat per separat (TAULA 4.21). En la localitat atlantica
practicament cada haplotipus és Unic, només els haplotipus 1 i 3 tenen
freqliéncia superior a u (freqiiéncia dos), els seixanta-dos haplotipus restants

TauLA 4.21. Grandaria de les dues mostres, nombre d’haplotipus i resum dels indexs de
diversitat molecular per a cadascuna de les dues mostres.

Localiat N . ,’,V:;Zﬁ,fus h inijéxs de diversitat mo!eci’ziér
aplotipica (h) nucleotidica (x)
Mediterrani 57 40 0.964 +0.015 0.053 £ 0.026
Atlantic 66 64 0.999 +0.002 0.055 + 0.027
TOTAL 123 103 0,989 1 0,004 0,054 + 0,027
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TauLa 4.22. Parametres de la distribucié dels aparellaments discordants de les dues
localitats. P indica la bondat d'ajustament de la distribucié observada a
P'esperada segons Rogers (1595).

Mediterrani Atlantic
n 57 66
Parametres
6, 0,031 8,127
61 . 20635 » - 81,680
r 26172 | 7,979
P 0,004 0,003

s6n Unics. Segons aix0, el valor de diversitat haplotipica és sensiblement
superior en aquesta localitat (h = 0,999 t 0,002) que l'observat de la bacora
del Mediterrani (h = 0,964 + 0,015), on les cinquanta-set sequéncies
s'agrupen en quaranta haplotipus. Els valors de diversitat nucleotidica
similars en les dues localitats indiquen que les seqiiéncies en !es dues
localitats varien en un mateix grua tot i havent-hi més seqiiéncies en la

localitat de I'Atlantic.

Per Ultim, la distribucié dels aparellaments discordants en cadascuna de les
localitats s’observa que cap de les localitats s’ajusta a la distribucié esperada
segons els sudden expansion model (FIGURA 4.14 i TAULA 4.22). La
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Nombre d'aperallaments discardants

FIGURA 4.14. Distribucié dels aparellaments discordants en les dues localitats. El grafic en
_ linia indica la distribuci6 esperada segons el sudden expansion model.
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representacié de la distribucid, les dues localitats presenten distribucions
multimodals que divergeixen clarament de I'esperada. A més, el resultat de
la bondat d’ajustament confirma el desajustament de la distribucié observada
sobre la distribucié esperada. Aquest resultats suggereixen que les dues
localitats s’han mantingut en un equilibri demografic durant molt de temps.
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4.3. TONYINA

4.3.1 Analisi descriptiva

S’han analitzat un total de tres-cents dinou tonyines vermelles de les que en
221 s’han sequenciat els 372 pb corresponents al domini | del D-loop. De les
noranta-vuit restants s'ha obtingut la seqiiéncia completa de tota la regié
control. Tot i aixi i seguint la discussié del capitol 2, per a realitzar I'analisi
d'aquesta espécie només s’han utilitzat els 372 pb del primer domini.

La comparaci6 de totes les seqliéncies presenta cent trenta-un llocs
variables repartits en noranta-dos parsimoniosos i trenta-nou unics.
Igualment a l'observat a les altres dues espécies, existeix una superior
acumulacié de les transicions sobre les transversions, tal i com indica el
valord'r=2,4.

Les estructures TAS del primer domini de la tonyina presenten una certa
quantitat de variacié. El TAS-1, situat entre les posicions 34 i 43, varia en el
lloc 34 amb una transicid T«>C en dues seqliéncies, la posicid 35 amb una
transversié T«<>A en dues seqieéncies, i finalment la posicié 41, varia en una
transicié A~G en dues seqiéncies. En el TAS-2 situat entre les posicions 93
i 107 s’hi observen dues posicions variables perd amb un nivell més alt de
variabilitat. La posicié 97 varia en vuit seqliéncies que comparteixen la
transicid A<G i la posicié 98 varia en quaranta-dues seqiéncies amb el
canvi Te&C. Malgrat tota aquesta variacio, els dos elements TAS conserven

la capacitat de formar estructures secundaries estables.
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FiGUrA 4.15. Posicions variables dels dos-cent cinc haplotipus diferents en els 372 pb de
bases del primer domini del D-loop de la tonyina.

Les tres-centes dinou seqliéncies de tres 372 pb de llargaria s’agrupen en
dos-cents cinc haplotipus de sequéncia diferent. Quaranta haplotipus sén
compartits per meés d'una seqiéncia, amb un freqiiéncia maxima fregiiéncia
de divuit individus per 'haplotipus 1. Els cent seixanta-cinc haplotipus
restants sén unics. Conseqlientment, el valor de diversitat haplotipica per a
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tot el conjunt de dades és proper al maxim u, h = 0,990 % 0,001. La diversitat
nucleotidica per a totes les seqiéncies en la tonyina pren el valor de = =
0,044 £ 0,021.

4.3.2 Analisi filogenética

L'analisi filogenetica basada en distancia s’ha utilitzat la distancia gamma
Tamura-Nei, el parametre a = 0,27 s’ha estimat a partir de les dades en el

FIGURA 4.16. Arbre neighbor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,27) dels dos
cents cinc haplotipus de la tonyina. Només estan representats els nodes amb valor de
bootstrap superior al 50%.
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capitol 2. La comparacié dos a dos de tots els haplotipus presenta una
distancia maxima del 29,8% entre els dos haplotipus més divergents, una
distancia minima del 0,3% i una mitjana del 4,2%.
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FIGURA 4.17. Posicions variables que definexen els dos llinatges de la tonyina. Per la
clada 1 només estan representats els haplotipus amb freqiiéncia superior a 1.

La reconstruccié filogenetica amb P'algorisme del neighbor-joining basat amb
la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,27) i amb un bootstrap de cinc-centes
répliques construeix una genealogia amb dos llinatges clarament
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diferenciats, clada 1 i clada 2 (FIGURA 4.16). El node que separa els dos
llinatges té una robustesa molt elevada amb un valor de bootstrap del 99%.
La consisténcia de la separacié dels dues agrupacions ve definida per tretze
canvis fixes, vuit dels quals son transversions, dues delecions, dues
insercions i una transicié (FIGURA 4.17). El nombre mitja de substitucions
entre les dues clades amb la correccié intrallinatge és de Da = 0,087 +
0,004,

La gran quantitat de transversions que separa els dos llinatges sembla no
esta en concordanga amb el patré de substituci6 de TADNmt amb moltes
més transicions que transversions. Aquest fet, segurament indica una
separacié molt clara dels dos llinatges. A més les substitucions multiples que
afecten a les transicions podria haver portat a 'homoplasia d’alguna posicio.
La clada 1 agrupa cent vuitanta-vuit haplotipus que representen 299
individus Els valors de diversitat estimats per aquest llinatge sén h = 0,989 +
0,002i #= 0,021 £ 0,011 (TAULA 4.23). La majoria de la variacié nucleotidica,
un 69%, es situa als extrems de larbre amb canvis no informatius
(apomorfies). El 31% restant dels canvis sén compartits (sinapomorfies) i es
situen a la base de I'arbre. Només els nodes que comparteixen més d'un
canvi presenten valor de bootstrap superior al 50%.

TAuLA 4.23. Nombre d'individus, nombre d’haplotipus i resum dels indexs de diversitat
molecular per a les dues clades i per a la totalitat de les mostres en la tonyina .

. Nombre indexs de diversitat molecular
Liinatge n d’haplofi
plotipus haplotipica (h) nucleotidica ()
Clada 1 299 188 0,989 + 0,002 0,021 £ 0,011
Clada 2 51 33 0,978 £ 0,024 0,070 £ 0,039
Total 319 205 0,990 + 0,001 0,044 + 0,021
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FIGURA 4.18. Filogénia neighbor-joining amb distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,27) dels
cent vuitanta-vuit haplotipus del primer llinatge. Els nimeros en els nodes indiquen valors de
confidence probability superiors al 75% després de 500 répligues.
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L’analisi filogenética independent dels cent vuitanta-vuit haplotipus del primer
llinatge mostra una certa estructuracié interna de la genealogia (FIGURA
4.18). Tot i que no hi ha cap node a la base de l'arbre amb un valor de
bootstrap elevat, si que s’observa una agrupacidé monofilética de trenta-tres
haplotipus. El node que separa aquest grup monofilétic pren una relativa
robustesa quan es realitza un test de llargaria de les branques interiors,
confidence probablity CP = 86.

La presencia dins de la clada 1 del grup monofilétic s'observa clarament en
Farbre mst (FIGURA 4.19) tot i que per a una millor visualitzacio de I'arbre mst
del primer llinatge només s’hagin emprat els haplotipus amb freqiéncia
superior a u. La topologia de I'arbre és relativament similar a la d'una estrella
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FIGURA 4.19. Arbre mst dels haplotipus de la clada 1 amb frequéncia superior a u.
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amb només una branca divergent, la qual correspon a del grup monofilétic
de trenta-tres haplotipus. Curiosament, al centre de tot el llinatge no s’hi situa
I'haplotipus amb més freqiiéncia, haplotipus 1 amb freqliéncia divuit, sind hi
ha situat I'haplotipus 7 amb una freqiéncia de cinc individus. D’aquest
haplotipus central deu seqiiencies de les cent vuitanta-vuit divergeixen en un
sol canvi (haplotipus 4, 12, 16, 39, 67, 75, 104, 109, 140 i 199), la resta de
sequéncies divergeixen en una mitjana de 6,67 canvis amb un maxim de
d’onze canvis. El grup monofileétic tampoc posiciona al centre P'haplotipus
amb més freqiiéncia, haplotipus 2 freqgiiéncia 13, sindé que s’hi situa
I'haplotipus 20 amb frequéncia 2.

4.3.2.1. Analisi independent de la clada 2 de la tonyina

La filogénia del segon llinatge estd molt més estructurada amb diversos
nodes interns amb valor de bootstrap elevat. De la genealogia destaca la
preséncia de dos llinatges interns, clada 2a i clada 2b, suportats amb un
valor de bootstrap del 94% i 95% respectivament (vegeu FIGURA 4.20). La
representacid mst confirma la presencia dels dos llinatges interns (FIGURA

clade 2b

203

190

“clade 2a 1 canvi

FIGURA 4.20. Representacié mst de la clada 2.
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4.19). La variacié nucleotidica, més del doble que la del primer llinatge (z =
0,077 + 0,039) i que difereix significativament d'aquesta (t d'student, P =
0,037), esta repartida practicament al 50% entre sinapomorfies i apomorfies.
Pel que fa al valor estimat de diversitat haplotipica (h = 0,978 + 0,024) no és
significativament diferent a la del primer llinatge (¢ d’student, P = 0,238) i a la
estimada per a la totalitat del conjunt de dades (¢t d’student, P = 0,230). En
aquest llinatge s’agrupen disset haplotipus que representen vint individus,
només els haplotipus 35 i 40 tenen freqiéncia superior a u, amb dos i tres
individus respectivament.

La gran divergéncia de les seqliéncies dels haplotipus que pertanyen a la
clada 2 respecte a les de la clada 1 ja es va observar preliminarment en el
moment d'entrar les seqiiéncies a l'editor. A més, una comparacioé inicial va
suggerir una gran homologia de part d’'aquestes sequéncies amb les
seqiiéncies de la bacora. Segons aixd, l'analisi del segon llinatge s’ha
realitzat conjuntament amb les sequéncies del primer domini de la regié
control d’altres espécies de Thunnus. Per a realitzar aquest analisi s’han
utilitzat les seqiiéncies de cinc espécies addicionals del genere Thunnus (T.
tonggol, T. albacares, T. maccoyi, T. obesus i T. alalunga) i una subespécie
(T. thynnus orientalis). Les seqUéncies de les espécies T. tonggol, T.

TAuULA 4.24. Proporci6 de transicions / transversions (r) i divergéncia nucleotidica entre les
espécies de Thunnus. Els valors per sobre la diagonal indiquen r entre parell
d’espécies. Valors a la diagonal r dins de cada espécie. Valors per sota la
diagonal indiquen divergéncia nucleotidica, Da, estimada amb la distancia
gamma Tamura-Nei (a = 0,27) entre parells d'espécies.

n T. alalunga T.t. orientalis T. maccoyii T.t thynnus T. albacares T. obesus T. atlanticus

T. alalunga 4 9,3 3.8 1,9 1.5 1.4 1.4 1.2
T. t orientalis 6 0,074 1,8 1,6 1.4 13 1.3 1.1
T. maccoyii 3 0,128 0,126 - 43 47 4,3 3,1
T.tthynnus 9 0,132 0,138 0,082 285 23 2,7 1,8
T albacares 5 0,174 0,161 0,087 0,105 17.8 4,5 3,2
T. obesus 4 0,127 0,134 0,060 0,076 0,057 5 3.1
T. aflanticus 5 0,151 0,149 0,097 0,104 0,030 0.069 5

* valor d'r no estimat ja que no es presenta cap transversio intraespecifica.
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albacares, T. maccoyi, i T. obesus ila possible subespécie T. thynnus
orientalis les ha cedit el Doctor J. R. Alvarado Bremer i estan publicades a
Alvarado Bremer et al. (1997). Pel que fa a la bacora s’han utilitzat els quatre
primers haplotipus d’aquesta especie, anomenats per a aquesta analisi TA1,
TA2, TA3 i TA4. Addicionalment, també s’han emprat nou haplotipus del
primer llinatge de la tonyina (1, 2, 3, 4, 5, 6, 14, 20 i 38), quatre dels quals
pertanyen al grup monofilétic descrit anteriorment (2, 14, 20 i 38). Com a
seqliencies de referéncia s’han emprat els dos primers haplotipus del
bonitol, SS1 i SS2. La TAULA 4.24 resumeix el nombre d’individus utilitzats
per a cada espécie.

En el moment que es volen analitzar seqiiéncies d'espécies varies I'analisi
filogenéetica pot estar afectada per la saturacio i per tant 'homoplasia. El
valor dr = 1,5 estimat quan s’analitzen totes les seqiiéncies de totes les
especies en conjunt és inferior al qualsevol estimat intraespecificament.
Aquest fet és un indici de la possible saturacié de les transicions tipica de
'ADNmt. La confirmacié de la saturacio ve donada per la FIGURA 4.21 (treta
a partir de les dades de la TAULA 4.24), a mesura que es comparen especies
més divergents la relacié transicions / transversions decreix degut que les
transicions pateixen substitucions mdltiples i queden emmascarades, en

0,2

0,15 |

0,05 J

Distancia Da

FIGURA 4.21. Relacid de la distancia Da i la proporci6 transicions / transversions (r) entre
totes les sequiéncies de Thunnus.
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canvi les transversions continuen acumulant-se. Aixi per exemple, la
proporcio transicions / transversions s’'acosta a la unitat a les comparacions
entre les espécies més divergents.

L’analisi filogenética de la clada 2 juntament amb les seqiiéncies de totes les
especies de Thunnus s’ha emprat la parsimonia EOR que disminueix I'efecte
de la saturaci6 i 'homoplasia sobre la reconstruccié de V'arbre. Per a realitzar
aquest tipus d’analisi es necessari calcular el pes de cada canvi respecte la
relacid entre el nombre de canvis observats i el nombre de canvis esperats
per a cadascuna de les categories. A la TAULA 4.25 es presenten el valors
esperats i observats de les mitjanes dels sis possibles canvis i el seu pes
corresponent a introduir a la step matrix de la parsimonia EOR. El patré de la
sobreacumulacié de les transicions sobre les transversions es torna a
observar en aguesta taula; en les dues classes de transicions el nombre de
canvis observats supera al nombre esperat, al contrari de les transversions
on en cap cas el valor observat supera a l'esperat. Per a realitzar l'arbre de
la parsimonia EOR s’han calculat les seqiiéncies consens de cada especie i
de les dues clades (clada 2a i 2b), i amb un test de bootstrap de mil
répliques s’ha estimat la robustesa de les branques. Addicionalment, també
s’ha realitzat una analisi filogenética de distancia (neigbor-joining amb
distanica gamma Tamura-Nei, a = 0,27) sense cap tipus de pes per a cap
canvi i utlitzant totes les seqiiéncies disponibles de totes les espécies.

TauLA 4.25. Esbiaixament de les transicions i transversions en el primer domini de la regié
control de les cinc espécies de Thunnus i de la subespécie de T. ¢. orientalis.

Transicions Transversions
AeG TG AT AeC TG CeG
Observat 8 15 8 5 1 1
Esperat 6,77 6,05 82 7,04 5,8 46
EOR 0,8 0,4 1 1,4 58 46
Pes 2 1 1 1,4 58 4,6
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Tot i que el resultat de les dues diferents analisis filogenétiques donen un
arbre que expliquen una possible relacié entre les espécies de Thunnus no
és l'objectiu d’aquest apartat, una explicacié detallada de les relacions entre
el Thunnus es troba a la referéncia Alvarado Bremer et al. (1997).

90 T. albacares
A T. atlanticus

7. cbesus 1

705 T obesus 2
E T. maccoyif
clada 1
go7 [ 7. elalunga

988 clada 2b
935 clada 2a

T. & orinetais

1000 5. sarda clada 2

L.s sarda clada 2

FiGURA 4.21. Arbres filogenetics
entre les sis espécies de Thunnus,
les dues subespécies de 7. &
thynnus i la clada 2. A) Arbre de la
parsimonia EOR entre les
sequéncies consens. B) Arbre
neigbor-joining amb la distanica

- ;2 gamma Tamura-Nei (@ = 0,27). El
valors en els nodes representen
0,05 percentatges de boofstap superiors

al 75%.
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L'arbre neighbor-joining i el de la parsimonia EOR coincideixen en separar
les dues agrupacions internes dins del segon llinatge préviament descrites
(clada 2a i clade 2b). La clada 2a amb vuit haplotipus (58, 84, 102, 111, 117,
158, 189 i 203) forma un llinatge germa amb el T. t. orientalis amb un elevat
grau de consisténcia per a qualsevol de les dues analisis (percentatge de
bootstrap 99% per a I'analisi basat en distancia i 93,5% per a la parsimonia
EOR). Similarment, l'altre linatge amb els nou haplotipus restants (35, 40,
43, 59, 78, 94, 145, 190 i 194) forma un node compartit amb les seqliéncies
de la bacora. Fins i tot I'haplotipus 40 de tonyina comparteix exactament la
mateixa seqliéncia que I'haplotipus TA1 de la bacora.

La parsimonia EOR de les 12 sequéncies consens es resolt amb un sol arbre
maxim parsimonios d'elevada consisténcia ([, = 0,74, I, = 0,26). La
consisténcia ve donada pel fet d’analitzar seqiiéncies consens, i per tant es
disminueix la possible homoplasia per les substitucions intraespecifiques, i
per donar pes diferent segons el tipus de substitucions.

Coincidint amb els resultats d’Alvarado Bremer et al. (1997), els grups de la
bacora i el T. t. orientalis, i en aquest cas juntament amb les seqiéncies de
la clada 2, tenen un origen monofilétic separat de la resta de sequéncies de
T. t. thynnus. Per altra banda, la posicid de les seqiiéncies del primer llinatge
s'ajusta perfectament a la filogénia explicada per Alvarado Bremer et al.
(1997). La clada 1 forma un grup germa amb el T. maccoyii separat de les
tonyines del subgénere Neothunnus.

4.3.3. Analisi de la variabilitat genética
Per a realitzat totes les analisis de I'estructura de variabilitat genética en la
tonyina no s’ha tingut en compte les seqliéncies de la clada 2. L’eliminaci6

d’aquest llinatge es deu a la gran divergéncia respecte al primer llinatge i la
seva similitud a seqiiéncies d’altres espécies.

4, RESULTATS 133



4.3. Tonyina

4.3.3.1. Estabilitat temporal de la variabilitat genética dins del Mediterrani

La disponibilitat de mostres capturades dins de la mateixa area geografica al
llarg de diferents anys permet avaluar I'estabilitat temporal de la variabilitat
genética dins de cadascuna d'aquestes localitats. Evidentment, per a
realitzar aquesta analisi només s’han utilitzat les localitats de les que es
disposa de mostres capturades en diferents anys (TAULA 4.26). De totes
aquestes, I'nica mostra que no s’ha utilitzat és la corresponent al golf de
Valéncia de l'any 95 ja que la seva grandaria mostral és de només dos
individus.

L'analisi d’aquest apartat s’ha realitzat per a cada localitat per separat. En
primer lloc s’ha avaluat l'estabilitat de la variabilitat al llarg del temps
comparant els indexs de variabilitat molecular estimats per a cada mostra
amb una t d'student. Seguidament, també s’ha comprovat I'heterogeneitat
genética mitjangant una analisi de 'AMOVA agrupant totes les mostres de
cada localitat en un sol grup.

TAauLa 4.26, Grandaries mostrals i indexs de diversitat molecular de cadascun de les
mostres utilitzades per I'analisi temporal.

ANYS
Localitat 94 85 96 97 tofal

golf de h=0,981 +0,043 h=0,984 + 0,040 h=0,991 40,005
2* 14 67 92

Valéncia 720,019 +0,011 7= 0,025 + 0,014 7=0,021+0,011

L b= 1,000 £ 0,030 h=0,976 + 0,024 h= 0,991 +0,010
Ligaria 36 72

7= 0,025+ 0,013 #=0,018 0,001 x= 0,020 +0,010

i h=0,981+ 0,046 h = 0,987 +0,012
Tirré 12 31 43

#=0,018 £0,010 £=0,020 0,011

) h=1,000 +0,076 k= 0,988 + 0,021
Jonic 19 41

7=0,025£0,015

7=0,024 £ 0,013

* mostra no utilitzada per {'analisi d'estabilitat temporal.
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TAULA 4.27. Comparacié dos a dos dels indexs de diversitat molecular dels diferents anys i
resultat de I'analisi de TAMOVA per a cada localitat.

h T AMOVA*

golf de Valéncia 94 96 94 96

96 0,112 0,228 0.889 + 0.008

97 0,345 0,381 0,276 0,073
Liguria 95 96 95 96

96 0,100 0,062 0.556 +0.013

97 0,258 0,102 0,210 0,368
Tirré 96 96

97 0,394 0,078 0.584 +£ 0.018
Jonic 96 96

97 0,370 0,238 0.213+0.011

*Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de la variancia i 'index ®@sr que
els observats per atzar després de 1000 randomitzacions.

Totes les analisis en tots els anys i en totes les localitats coincideixen amb el
resultat d’'una diferéncia no significativa (TAULA 4.27). La manca de
diferenciacié dels indexs de diversitat molecular en els diferents anys dins de
cada localitat indica que la variabilitat genética s’ha mantingut al mateix nivell
al llarg del temps. Similarment, la diferéncies no significatives de 'AMOVA

TAULA 4.28. Grandaria mostral, nombre d’haplotipus i indexs de diversitat molecular per a
les sis mostres després de 'analisi temporals.

Localitat Nombre Indexs de diversitat molecular
d’haplotipus haplotipica (h) nucleotidica (7)

Egeu 97* 2 19 0,990 + 0,017 0,019+ 0,010
Jonic 26 22 0,987 + 0,013 0,025+ 0,013
Libia 99* 10 10 1,000 £ 0,044 0,020 + 0,011
Tirré 42 34 0,998 + 0,008 0,020 £0,010
Ligtria 66 53 0,998 + 0,008 0,022 + 0,012
Valéncia 87 67 0,991 + 0,003 0,021 £ 0,011
TOTAL 299 188 0,998 + 0,002 0,021 + 0,011

* mostres no utilitzades a 'analisi de I'estabilitat temporal
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confirmen la no heterogeneitat de les mostres de diferents anys dins de

cadascuna de les localitats.

L’estabilitat temporal trobada dins de cada localitat permet agrupar totes les
mostres anuals d'una mateixa localitat, i aixi poder treballar en grandaries
mostrals més elevades. Pel que fa la a la localitat del golf de Valéncia, la
mostra de I'any 95 amb una grandaria mostral de dos individus s’ha agrupat
amb la resta de les mostres d’aquesta localitat. La TAULA 4.28 presenta la
grandaria, nombre d’haplotipus i indexs de diversitat de totes les localitats
després de I'agrupacio. També es presenten les dades de les dues localitats
de les quals només es disposava d’una sola mostra (Egeu 97 i Libia 99) i per
tant no havien estat incloses dins de I'analisi de I'estabilitat temporal.

4.3.3.2. Estructura geografica de la variabilitat genética dins del Mediterrani

Seguint amb el patrd de les sis localitats dins del mediterrani s’ha analitzat la
possible estructuracié de la variabilitat dins d’aquest mar. Cal recordar que
només s'utilitzen les cent vuitanta-vuit haplotipus de | clada 1.

La distribucié de la freqgiiéncia dels haplotipus no és significativament diferent
entre les sis localitats (P = 0,998 + 0,001). Similarment, la distribucié de les
dues agrupacions de la clada 1 tampoc esta heterogéniament repartida entre

les sis localitats mediterranies (P = 0,985 % 0,009).

TAULA 4.29. Analisi de la variancia molecular utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a =
0,27) agrupant les sis localitats de la tonyina del Mediterrani en un sol grup.

Sumade Componentsde Percentatge Indexs de p*

gal quadrats la variancia de variacié fixacio
Entre localitats 5 24,711 0,023 0,63 &s; 0,006 0,097
Dins de localitats 246 975,504 3,965 98,37

* Probabilitat d’'obtenir un valor més extrem del component de la variancia i Pindex ®@sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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TAuLA 4.30. Matriu de la diferenciacid genética de la comparacid dos a dos de les sis
localitats del Mediterrani de ia tonyina . Per sota la diagonal estan
representats els valors de @5y i per sobra els valors P després de 1000

permutacions.
Egeu Jonic LIbia Tirré Ligina Valéncla

Egeu -~ 0,.000£0,027 0,548+0,051 0,684+0,057 0,702+0,048 0,387 £0,045
Jonic 0,021 -- 0,432 +0,052 0,063+0019 0,018+0,012* 0,055+ 0,024
Libia -0,005 0,001 .- 0,855+ 0,041 0,812+0,039 0,495+ 0,049
Tirré -0,007 0,022 -0,02 = 0,936+ 0,020 0,261 +£0,031
Ligiria  -0,008 0,029 -0,018 -0,009 -- 0,036 +0,018°
Valéncia -0,001 0,018 0,009 0,004 0,013 -

®valors no significatius després de ta correccié de Bonferroni

L'analisi de FAMOVA de les sis localitats agrupades en un sol grup mostra
una diferéncia no significativa entre les sis localitats (P = 0,097; TAULA 4.29).
La distribucié dels components de la variancia segueix un patré similar a les
altres dues espécies, la majoria de variancia es troba dins de les localitats
(98,37%) tal i com s'espera al utilitzar un marcador amb una gran variabilitat.
En aquesta espécie la variabilitat no esta heterogéniament repartida tal com
ho demostra un valor de @ molt baix i la seva probabilitat no significativa.

La comparaci6é dos a dos de les sis localitats mostra que cap localitat difereix
significativament de les altres (TAULA 4.30). Els valors negatius tant en els
components de la variancia com a la distancia Da (TAULA 4.31) suggereixen

TAULA 4.31. Matriu de la distancia Da entre les sis localitats. Per sota la diagonal estan
representats els valors de Da i per sobra els valors de P estimats després de

1000 permutacions.
Egeu Jonic Libia Tirre Ligiria Valéncia

Egeu -- 0,077 0,547 0,635 0,750 0,309
Jonic 0,195 . 0,340 0,050° 0,014 0,059
Libia -0,047 0,053 -- 0,826 0,785 0,502
Tirre -0,049 0,174 -0,017 -- 0,955 0,179
Ligtria 0,057 0,224 -0,133 -0,070 -- 0,018
Valéncia 0,016 0,137 0,046 0,039 0,106 -

* vaiors no significatius després de la correccié de Bonferroni
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una major preséncia de la variabilitat genética dins de les localitats que no
entre les localitats. L'estimacio de les femelles migradores a partir de la @,
indica un gran flux génic; aixi per exemple, les localitats amb un flux menys
elevat tenen fins a unes disset femelles migradores per generacio.

El dendrograma neighbor-joining amb la distancia Da entre parells de
localitats no segueix cap patrdé geografic (FIGURA 4.23). A més, cap de les
distancies calculades entre les localitats presenten diferéncies significatives.

Segons tot aixo, es pot concloure que la tonyina del Mediterrani comparteix
un patrimoni genétic comi amb una gran nivell d’homogeneitat genética.

4.3.3.3. Comparacio Atlantic oest i Mediterrani
Abans de procedir a fer una comparacié de la variabilitat genética entre les

localitats de [I'Atlantic Oest i el Mediterrani s’ha comprovat ['estabilitat
genetica de les dues mostres de I'Atlantic Oest.

Tirre:

Ligiria

Valéncia 0,1

FIGURA 4.23. Arbre neighbor-joining amb la distancia Da entre les sis localitats mediterranies
de la tonyina
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TAULA 4.32. Grandaria de les mostres, nombre d'haplotipus i resum dels indexs de diversitat
molecular per a les dues mostres atlantiques i la localitat atlantica en conjunt.

) Nombre indexs de diversitat molecular
Localitat n d'haoloti _
apiotipus haplotipica (h) nucleotidica ()
Atlantic 96 28 22 0,976 + 0,018 0,026 £ 0,014
Atlantic 98 19 17 0,988 + 0,021 0,020 £ 0,011
Atlantic (tot) 47 36 0,976 + 0,011 0,026 £ 0,013

Les dues mostres atlantiques presenten nivells de variabilitat similars ( TAULA
4.31) tal i com indica la manca de diferéncies significatives en la comparacié
de la diversitat haplotipica (t d’student; P = 0,181) i la diversitat nucleotidica
(t d'student; P = 0,062). La distribucidé variabilitat genética tampoc mostra
diferéncies significatives entre les dues localitats, tant quan es s’analitza la
distribucié de la freqliéncia dels quaranta-set haplotipus (P= 0.262) com
quan es realitza FAMOVA (P = 0.375).

La manca de diferenciacié trobada dins de la localitat de I'Atlantic oest
permet analitzar les dues mostres atlantiques com una sola localitat i
comparar-la amb les localitats del Mediterrani.

Quan es comparen les sis localitats del Mediterrani per separat contra la
localitat de I'Atlantic, les dues analisis basades en I'aproximacié de Monte
Carlo, distribucié de les freqiéncies dels haplotipus en les localitats i
distribucié dels dos llinatges filogenétics, coincideixen en donar diferéncies
no significatives amb valors de P = 0,973 i P = 0,950, respectivament.

TAULA 4.33. Analisi de la variancia molecular utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a =
0,27) agrupant les set localitats (sis mediterranies i una atiantica) de la tonyina.

gdl Sumade Componentsde Percentatge Indexs de

quadrats la variancia de variacié fixacid P
Entre localitats 6 29,376 0,022 0,56 o; 0,005 0,073
Dins de localitats 292 1165115 3,990 98,44

* Probabilitat d’obtenir un valor més extrem del component de la variancia i Iindex @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions.
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TauLa 4.34. Matriu de la diferenciacié genética de la comparacié dos a dos de les sis
localitats del Mediterrani i la localitat atlantica de la tonyina . Per sota la
diagonal estan representats els valors de @y i per sabra els valors P després
de 1000 permutacions.

Egeu Jonic Libia Tirre Liguria Valéncia Atlantic

Egeu - 0,900 0,548 0,684 0,702 0,387 0,522

Jdnic 0,021 - 0,432 0,063 0,018° 0,065 0,234

Libia -0,005 0,001 -- 0,855 0,812 0,495 0,900

Tirré -0,007 0,022 0,02 ~- 0,936 0,261 0,243
Ligtria 0,008 0,028 -0,018 0,008 -- 0,036% 0,341

Valéncia -0,001 0,018 0,009 0,004 0,013 -~ 0,045°
Atlantic 0,001 0,005 0,026 0,038 0,001 0,010 -

® valors no significatius després de la correcci6 de Bonferroni

Similarment, lPanalisi de FAMOVA agrupant les set localitats (sis
mediterranies i una atlantica) en un sol grup presenta una manca
d’heterogeneitat en la distribucié de la variancia molecular (TAULA 4.33).
Com és habitual, gairebé tota la variabilitat es troba dins de les localitats; a
més no esta heterogéniament repartida tal i com indica el valor baix de @ i
la seva probabilitat associada no significativa.

La matriu de comparacié dels valors de @, amb la probabilitat associada
entre tots el parells de les set localitats torna a presentar una manca
d’heterogeneitat (TAULA 4.34). Es a dir, cap de les localitats mediterranies

Tirrd

Egeu ngl:lria

Valéncia Aliantic

Libia

0.0001

Jénic

FiGURA 4.24. Dendrograma neighbor-joining amb Ia distancia Da entre les set localitats de
fonyina .
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TAULA 4.34. Analisi de la variancia molecular utilitzant 1a distancia gamma Tamura-Nei (a =
0,27) de tot les localitats mediterranies contra la localitat atlantiques.

dl Sumade Componentsde Percentatge Indexs de
99 quadrats  lavariancia  de variaci6  fixacio

Entre localitats 1 4,557 0,008 0,21 @, 0,002 0,245

P*

Dins de localitats 297 1189,827 4,005 98,79

* Probabilitat d'obtenir un valor més extrem de! component de la varidneia i Vindex @sr que els observats per atzar
després de 1000 randomitzacions,

difereix de Fatlantica. Coincidint amb aquest resultat del dendrograma
neighbor-joining amb la distancia Da entre tots el parells de localitats no
segueix cap estructura geografica (FIGURA 4.24),

La no diferenciacié genética entre la tonyina atlantica i mediterrania es veu
ratificada per la manca de diferéncies significatives genétiques entre I'atlantic
i tot el mediterrani en conjunt. De les tres analisis per a comparar I'Atlantic i
el Mediterrani (distribucid de la freqiiéncia dels haplotipus, distribucié dels
dos llinatges i analisi de FAMOVA), només la distribucié de la freqliéncia dels
cent vuitanta-vuit presenta diferéncies significatives (P = 0,015). En canvi, la
distribucié dels dos llinatges (P = 0,886) i TAMOVA (TAULA 4.34) presenten
una probabilitat no significativa. La probabilitat significativa de la distribucio
de la freqliencia dels haplotipus ve donada per la gran quantitat d’haplotipus
exclusius de cada localitat, dels cent vuitanta-vuit haplotipus només onze
sén compartits per les dues conques. Ara bé, tot i la preséncia d’haplotipus
exclusius per cada localitat, la manca de diferéncies de TAMOVA indica una
gran homologia de seqiéncia entre els haplotipus de UAtlantic i el
Mediterrani. Addicionalment, el baix valor de @y indica un gran flux genétic
entre les dues localitats estimat en unes dues centes quaranta femelles
reproductores per generacio.

En resum, no es pot establir una heterogeneitat de I'estructuracié geografica
de la variabilitat genética de la tonyina . Els resultats indiquen en primer
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TAuLA 4.35. Parametres de la distribucié dels aparellaments discordants dels cent vuitanta
vuit haplotipus de la clada 1 de la tonyina . P indica la bondat d’'ajustament de
la distribuci6 observada a 'esperada segons Rogers (1995).

Atlantic / Mediterrani
n 299
Parametres
& 0,235
61 74,727
r 7,118
P 0,959

terme una gran homogenitzacidé genetica de la tonyina dins del Mediterrani i
també entre I'Atlantic i el Mediterrani.

4.3.4. Analisi de la demografia historica

El resultat duna manca d’heterogeneitat genetica entre les localitats
atlantiques i mediterranies de la tonyina permet fer una analisi de la
demografia historica per a totes les dades en conjunt.

La distribucié dels aparellaments discordants pren una forma unimodal amb
un pic als cinc canvis i una mitjana de 6,9 canvis (FIGURA 4.22). La mostra de
la distribucié no difereix significativament a la distribucié esperada segons el
sudden expansion model (TAULA 4.35). Segons aix0, la poblacié de tonyina

0,2

0,15 -

0.1 4

Freqiiéncia relativa

1 5 10 15 20 25
Nombre d'aparallaments discordants

FicuraA 4.22. Distribucié dels aparellaments discordants dels cent vuitanta-vuit haplotipus de
la clada 1 de Ia tonyina . El grafic en linia indica la distribucio esperada segons els sudden
expansion model.
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de FAtlantic i el Mediterrani ha sofert un procés de coll d’ampolla del qual
s'esta recuperant.
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5. Discussio

5.1. CALIBRATGE DEL RELLOTGE MOLECULAR EN EL BONITOL, LA
BACORA | LA TONYINA VERMELLA.

L’aplicacié del rellotge molecular per datar les filogenies i els processos
demografics esta ple de controvérsies. Les molécules, i amb un grau major
les que evolucionen a una ritme elevat, no sén un relloige perfecte per
estimar els temps dels processo biologics (Saccone et al., 1993). Ara bé, no
es pot deixar de banda l'aplicacié del rellotge molecular ja que moltes
vegades és lI'inica font d'informacié temporal disponible (Avise, 1994; pag
108).

Fins a la data, no existeix cap calibratge del rellotge molecular pel domini |
de la regidé control de la familia Scombridae. L'linica aproximacié en una
espécie similar i en el mateix segment s’ha realitzat en 'emperador (Xiphias
gladius) per Alvarado Bremer et al. (1995). Els autors proposen una taxa del
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TAULA 5.1, Valors de divergéncia del D-loop i el citocrom b en la comparacid dos a dos de
les tres espécies. :

Comparacié D-loop citb Proporcid
Bonito!l / Bacora 0,180 0,020 9
Bacora / Tonyina 0,060 0,011 5,45
Tonyina / Bonitol 0,171 0,026 6,5
mitjana 69=7

12% per milié d’anys pel domini | d’aquesta espécie després de relativitzar el
ritme d'evolucié d’'aquest fragment respecte a la totalitat del genoma
mitocondrial.

Amb una aproximacié similar a la d’Alvarado Bremer ef al. (1995), es pot
estimar a grans trets el ritme d’evolucio del domini | en les tres espeécies. La
disponibilitat de les seqliéncies del gen mitocondrial del citocrom b (cit b) en
les tres espécies' i el coneixement de la taxa d'evolucid en peixos (1-2%,
Kocher & Carleton, 1997) permet calibrar, mitjangant una comparacio, el
ritme d’evolucié del D-loop per a aquestes espécies.

En primer lloc s’ha estimat la divergéncia dos a dos de les espécies pels dos
fragments mitocondrials amb la distancia Kimura 2-paramteres (Kimura,
1980). Per evitar I'efecte de la saturacié la distancia genética només tenint
en compte les transversions (TAULA 5.1.). Segons aquest resultats, el D-loop
presenta un ritme de substitucié unes set vegades més elevat que el del cit
b. Aixi, amb la base d'un ritme de substitucié d'1-2% per milié d’anys del cyt
b en peixos (Kocher & Carleton, 1997) es pot estimar que el ritme de
'subsitucié del D-loop per a aquestes especies és entre 7-14% per milid
d'anys.

' Accession numbers al GeneBank de les seqiéncies de citocrom b: bonito!, L15549; bacora, D63491, L11556;
tonyina vermetlla, D63494, L.11560, X81563.
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La relacié 7:1 entre D-loop i cit b és superior a la relacié 5:1 generalment
acceptada en peixos (Meyer, 1993). El ritme relativament baix d’evolucié del
cit b descrit pel bonitol i la tonyina vermella, entre altres perciformes,
explicaria 'augment de la relacié (Cantatore ef al., 1994).

Tot i que el ritme d’evolucié de 7 a 14% per mili6 d’anys és superior a
l'estimat per Donaldson & Wilson (1999) per lespécie perciforme
Centropomus, s’han descrit taxes similars a altres espécies de peixos. A
banda del ritme d’evolucié citat anteriorment per 'emperador (12% per milié
d’anys; Alvarado Bremer ef al., 1995), Brown et al. (1993) proposa una taxa
de substitucidé d'11-13 % per lesturié (Acipenser transmontanus). D’altra
banda en mamifers s’han descrit taxes d'evolucié similars pel mateix
segment mitocondrial, en 'home Vigilant et al. (1991) estima una taxa de
11,5.17,3% per milié d’anys i Stewart & Baker (1994) descriu una taxa de 15-
20% per milié d’anys pels rosegadors.
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5.2. BONITOL

5.2.1. Estructura geografica de la variabilitat genética

El primer indici de l'estructuracié genetica per al bonitol entre les tres
localitats estudiades apareix en la distribucid desigual dels dos llinatges
filogenétics. Ambdébs llinatges presenten una certa ubiquitat, tots dos
presenten individus de les tres localitats. Ara bé, la clada 1 esta format quasi
exclusivament per individus de fora de 'Egeu, practicament un 90% (quinze
de disset) dels individus d’'aquest llinatge sén de les localitats de Liglria i del
Jonic. Per altra banda, la majoria dels individus de 'Egeu, catorze de setze,
es troben dins de la clada 2 (FIGURA 5.1).

Ficura 5.1. Freqliéncia ds les dues clades en les tres localitats del bonitol. L’area en gris
indica la linia batimeétrica de 200 m.

Les analisis basades en la variabilitat de sequéncia, Holsigner & Mason-
Gamer (1996), distancia Da i AMOVA, a part de considerar 'heterogeneitat
de la distribucié dels llinatges també ponderen la gran divergéncia entre les
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clades. En principi quan s'analitzen les tres localitats per separat no
s'observa una clara estructuracio de la variabilitat genética. L’Unic resultat
confirmat per totes les analisis és una gran homologia genética entre Liguria
i Jonic. Amb aquesta base, la comparacié d’aquestes dues localitats,
agrupades com una sola, contra la localitat de 'Egeu si que s’observa un
nivell de diferenciacié genética bastant elevat.

Segons aquests resultats no es pot acceptar la hipotesi d'un sol patrimoni
genétic del bonitol entre les tres localitats estudiades. Aixi doncs, el bonitol
presenta una clara heterogeneitat de la variabilitat. La variabilitat genética
s’estructura en dues locsalitats: una a 'Egeu i una altra les localitats de
Ligiria i Jonic conjuntament. L’ait nivell d’estructuracié genética entre
aquestes localitats es deu a la distribucié clarament heterogénia dels dos

llinatges filogenetics i a la gran divergéncia de seqiiéncia entre aquestes
dues clades.

Coincidint amb aquest resultats, un estudi recent d'isoenzims de les
mateixes mostres, perd amb una grandaria mostral més elevada, confirma la
separacid del mar Egeu respecte del grup Liguria / Jonic (Pujolar
comunicacioé personal). Per a la localitat de 'Egeu es descriuen diversos loci
amb freqgliencies clarament diferenciades a les trobades en les localitats de
Liguria i del Jonic. Per al conjunt de les mostres no es compleix 'equilibri de
Hardy-Weinberg i per tant no es pot acceptar que totes les localitats
pertanyen a la mateixa poblaci® panmitica. A més, el grau d’estructuracié
esta clarament marcat per una Fst significativa tant quan es comparen
qualsevol de les localitats del Liguria i Jonic contra la localitat de 'Egeu, com
quan es comparen les localitats de Liguria i Jonic agrupades contra la de
'Egeu.

La preséncia de dos estocs genétics del bonitol dins de l'area estudiada té
una concordanga amb la informacid bioldgica coneguda d'aquesta espécie
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dins del Mediterrani. Basant-se en les arees de reproducci6 i els patrons de
migracié Rey et al. (1984) diferencien dues subpoblacions al-lopatriques del
bonitol dins el Mediterrani. La primera subpoblacié estaria confinada al
Mediterrani occidental amb com a minim tres llocs de posta: al voltant de
Sicilia, les llles Balears i la costa d’Algéria. La segona subpoblacié es
trobaria entre el mar Egeu i el mar Negre, amb I'area de reproduccioé dins del
mar Negre (Demir, 1963).

La subpoblacié del Mediterrani occidental realitza la posta entre la primavera
i l'estiu (Yoshida, 1980; Rey et al, 1984). Un cop realitzada la posta, el
bonitol del Mediterrani occidental sembla tenir un patré migratori diferencial
segons 'area de reproduccid. Els individus amb 'area de posta entre Algéria
i les illes Balears migrarien a finals de l'estiu i a principis de tardor cap a
'Atlantic est per alimentar-se (Rey ef al., 1984). Per altra banda, la pesca del
bonitol a les costes de Sicilia i el mar Jonic al llarg de tot 'any (De Metrio et
al., 1995) indicaria que la part de la subpoblacié amb I'area de posta a Sicilia
romandria dins del Mediterrani durant tot I'any.

Segons aix0, les mostres de les localitats de Liguria i Jonic pertanyerien a la
subpoblacié del Mediterrani occidental, la qual realitza la posta prop de
Sicilia. El contacte entre el mar de Liguria i el Jonic sembla bastant factible,
la batimetria d’aquesta zona i el comportament neritic de I'espécie no seria
una barrera per lintercanvi d’individus entre aquestes dues localitats. En
canvi, una migracioé en aigiles poc profundes fins I'area de posta d’Algéria i
les Balears, i en consequéncia fins 'ocea Atlantic, sembla poc probable. Aixi,
homogeneitat genética entre Ligaria i Jonic podria ser conseqiéncia d'una
comparticié de I'area de reproduccio, o d’un intercanvi d'individus o les dues

causes en conjunt.

La localitat del 'Egeu correspondria a la subpoblacié del Mediterrani oriental
descrita per Rey et al. (1984). Aquesta poblacio es reprodueix entre Maig i
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Juny en el mar Negre i el mar de Marmara (Mayorava & Tkacheva, 1959), i
cap a la tardor surt a 'Egeu a alimentar-se (Demir, 1963). En aquest cas, els
individus analitzats de 'Egeu correspondrien a la poblacié d’individus adults
que han sortit del mar Negre per alimentar-se.

Amb la coincidéncia dels dos estudis genétics, juntament amb la biologia de
Pespecie, es pot concloure que el bonitol del Mediterrani i el mar Negre esta
estructurat com a minim en dues subpoblacions al-lopatriques. L'elevada
diferenciacié dels dos grups suggereix un flux génic practicament nul entre
les dues subpoblacions. De fet, el flux genetic entre el complex Ligaria /
Jonic i PEgeu, estimat a partir del valor @s;, és de només unes dues femelles
migradores per generacio.

L'arxipélag de les illes gregues i la profunditat batimétrica del Jonic podrien
representar una barrera geografica per a fa migracié del bonitol (vegeu
FIGURA 5.1.). Contrariament a aquesta conclusié, Roberti ef al. (1993) no
assignen les illes gregues com una barrera geografica per la migracidé del
bonitol. Els autors analitzen la variabilitat de seqiéncia d'un fragment del
gen del citocrom b de TADNmt en individus del mar Jonic, mar Egeu i mar de
Marmara. De la comparacié dos a dos de totes les tres mostres resulta una
gran identitat genetica entre les localitats del Jonic i 'Egeu. En canvi, la
mostra turca difereix significativament de les altres dues. Per tant , els autors
conclouen que les illes gregues no sén una barrera geografica que impedeixi
la migraci6 del bonitol.

La discrepancia entre P'estudi de Roberti et al. (1993) i la resta d'estudis
suggereixen que el patré d’estructuracié del bonitol en aquesta area no esta
del tot clar. Aixi doncs, per tal de esbrinar amb exactitud quina estructura
poblacional presenta el bonitol en el Mediterrani i el mar Negre, els estudis
posteriors haurien demprar metodologies genétiques basades amb
marcadors mitocondrials i nuclears, conjuntament amb un coneixement més
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exhaustiu de la biologia de 'espécie. Per a una bona resolucié de 'estructura
poblacional s’haurien d'incloure mostretjos més amplis i de grandaria més
elevada tant de 'ocea Atlantic prop de l'estret de Gibraltar com a dins del
Mediterrani i el mar Negre amb especial émfasi a les arees de reproduccio.

5.2.2. Filogeografia i formacié dels dos llinatges mitocondrials

Tot i la necessitat d'un estudi en profuaditai, la majoria de proves porten a
acceptar com a certa 'estructura de com a minim dues subpoblacions dins
del Mediterrani i el mar Negre. De fet, el treball de Roberti et al. (1993) no
contradiu aquesta estructura poblacional, sind situa en un punt diferent el
limit entre les dues subpoblacions.

La preséncia de dos llinatges mitocondrials amb una distribucié geografica
heterogénia és un patré que s’ha anat repetint en diferents especies de
peixos pelagics. A gran escala geografica es troben pautes filogeografiques
similars en diversos peixos pelagics. Un dels primers exemples el van -
descriure Finnerty & Block (1992) per F'agulla negra (Makaira nigricans). En
aquest peix s’hi han descrit dos llinatges del citocrom b, ambdds presents en
peixos de l'ocea Atlantic i Pacific, perd amb una distribucié molt heterogénia.
Posteriorment, Graves & MacDowell (1995) confirma la distribucié
heterogénia dels dos llinatges, detectats en aquest cas per RFLP de fot
FADNmt. En el mateix treball, Graves & MacDowell (1995) afegeixen un nou
exemple amb el peix vela (/stiophorus sp.), on també hi detecten la
distribucié diferencial de dos llinatges mitocondrials entre 'Atlantic, el Pacific
i Iindic. Dins de la mateixa familia del bonitol, a la tonyina d’ulls grossos
(Thunnus obesus) també s’hi han observat dos llinatges del D-loop amb una
heterogeneitat de distribucié de les fregiiéncies entre I'oced Atlantic i els
oceans Pacific i indic (Alvarado Bremer ef al., 1998). En una area geografica
més propera, 'emperador (Xiphias gladius) també presenta una distribuciod
heterogénia de les clades de la regié D-loop entre les localitats de I'Atlantic
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QOest i el Mediterrani (Alvarado Bremer et al., 1995). Finalment, entre el mar
Mediterrani i el mar Negre (Magoulas et al., 1996) descriu dos ilinatges
detectats per RFLP de tot TADNmt de 'anxova (Engraulis encrasicolus) amb
una clara heterogeneitat de freqliéncia entre aquest dos mars. Malgrat la
gran divergéncia d’'especies i per tant de diferents biologies, tots els autors
coincideixen a relacionar la formacié dels dos llinatges a un procés vicariant.

En el classic estudi d’Avise ef al. (1987) es descriuen cinc categories
filogeografiques en base en la divergéncia molecular dels haplotipus
mitocondrials i la seva distribucié geografica. E| model descrit anteriorment,
de dos llinatges amb una distribucié heterogenia, cau dins de la categoria 2.
Aquesta categoria es caracteritza per la coexisténcia de diversos llinatges
divergents en diverses zones geografiques i una heterogeneitat genética
entre les diferents localitats. Segons els autors, la formacié d’aquest patrd
filogeografic implica, primer una separacié al-lopatrica que permeti la
formacié dels dos llinatges i, posteriorment un contacte secundari entre les
diferents arees.

La distribucié actual de les clades, la biologia de l'espécie i levolucid
geoldgica del mar Negre i el mar Mediterrani sembla indicar que la clada 2 té
un origen en el mar Negre i la clada un correspondria a la resta de localitats
mediterranies. El fet que practicament tots els individus de I'Egeu es troben
dins de la clada 2 portaria a assignar aquesta clada per a la localitat de
'Egeu. A més, el resultat de 'AMOVA posicié per posicid amb una
coincidéncia practicament absoluta entre les posicions que presenten
diferéncies significatives entre el grup Liguria / Jonic i el mar Egeu, amb les
posicions que defineixen els dos llinatges confirma I'assignacié geografica de
cadascun de les clades. En un pas més enlla, el patré migratori i de
reproduccié de I'espécie en els mars Egeu i Negre porta a situar l'origen de
la clada 2 al mar Negre.
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La historia de les glaciacions del mar Mediterrani i el Negre en el Plistoce,
explicaria la formaci6 dels dos llinatges filogenétics. En el Quaternari hi ha
hagut diversos processos glacials que han anat connectant i desconnectant
els dos mars (Sara, 1985). Un dels processos més dramatics hauria estat fa
un 400 000 anys durant la glaciacié Mindel, en ia qual el nivell eustatic va
baixar entre cent quinze i cent vint metres (Nilsson, 1982), i per tant va
separar els dos mars. Processos similars s’han anat repetint al llarg del
Plistoce fins al darrer procés glacial, fa uns vint-i-cinc mil anys, amb una
baixada del nivell mari d’entre vuitanta i cent vint metres. Després d’aquest
darrer procés de glaciacio, els dos mars es van tornar a connectar fa uns
7150 anys (Uchupi & Ross, 2000).

Utilitzant el ritme de substitucio del 14% per milié6 d’anys es pot estimar que
els dos llinatges van divergir fa uns 650 000 anys, uns 200 000 mil anys
abans de la glaciacié Mindel. Tot i els grans errors associats amb el rellotge
molecular, sembla clar que la separacié al-lopatrica dels dos mars va portar
a formar la clada 2 dins del mar Negre, quan va quedar aillat per les
regressions marines del Plistoce. El nivell de diversitat haplotipica inferior de
la clada 2 respecte a la clada 1 corroboraria 'origen més modern d’aquest
llinatge. El contacte secundari s’ha donat a partir de I'obertura del Bosfor
amb un intercanvi d'individus entre els dos mars. Una migracié asimétrica,
amb una major sortida d'individus del mar Negre cap al mar Mediterrani,
explicaria la preséncia del segon llinatge dins del Mediterrani.

Durant les maximes glacials, la poblacié del mar Negre hauria sofert
reduccions de la grandaria poblacional. La forma d’estrella de la filogénia de
la clada 2 juntament amb la forma unimodal de la distribucié dels
aparellaments discordants suggereix que la poblacié del mar Negre ha sofert
recentment un coll d'ampolla del qual s’esta recuperant (Slatkin & Hudson,
1991; Rogers & Harpending, 1992). Si la poblacié s’ajusta al model de
creixement sobtat, tal com és per la clada 2, amb el parametre r es pot
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estimar el temps des de I'Ultim coll dampolla. Si es donen aquestes
condicions Harpending ef al. (1993) proposa la formula 7 = 2uit (on u és el
ritme de substitucié per posicié, / la llargaria de la seqiiéncia i t el temps que
va comengcar 'explosié demografica). Utilitzant un ritme d'evolucié de 0,14
substitucions per posicié per milié6 d’anys, i amb una r calculada de 2,602
s’ha estimat que I'expansié de la poblacié de 'Egeu va comengar fa uns
25740 anys, coincidint amb el pic de I'Gitima glaciacié.

La correspondéncia del temporal del coll d’ampolla amb la data de I'Gltima
glaciacié fa pensar que la poblacié del bonitol del mar Negre, no només ha
sofert un sol episodi de reduccié de la grandaria. Segurament, des del primer
aillament dins del mar Negre la poblaci6 ha anat patint successives
reduccions de la poblacié relacionades amb les diverses glaciacions. De fet,
només el darrer coll d’ampolla deixa una empremta en la distribucidé dels
aparellaments discordants i en la topologia de la filogénia (Slatkin & Hudson,
1991; Roger & Harpending, 1992).

En conclusié, evolucio filogeografica del bonitol es pot resumir en tres grans
episodis biogeografics:

1. Durant les primeres glaciacions del Plistocé, la separacié del mar
Negre respecte el mar Mediterrani va portar a un aillament de la
poblacié del mar Negre i en conseqiiéncia a la formacié de la clada 2
dins d’aguest mar. La coincidéncia del darrer coll d’ampolla amb
I'altima glaciacié suggereix que la poblacié del mar Negre ha anat
partint diferents reduccions de la grandaria poblacional relacionades
amb les successives connexions i desconnexions dels dos mars.

2. La connexié definitiva entre el mar Negre i el mar Mediterrani a finals

de I'Holocé permet un intercanvi d'individus entre els dos mars. La
distribucid actual dels llinatges es pot atribuir a una migracié
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asimétrica del bonitol, amb una major sortida d'individus cap al mar
Mediterrani que una entrada d’individus cap al mar Negre.

3. Actualment hi ha una interrupcié del flux genic entre el mar Egeu i la
resta del Mediterrani. La barrera geografica possiblement es situa
entre el mar Jonic i l'arxipélag de les illes gregues.

Coincidint amb la historia poblacional del bonitol, Magoulas et al. {(1996)
descriuen una evolucié molt similar per a les poblacions de 'anxova del mar
Mediterrani i el mar Negre. Els autors també relacionen la formacié de dos
llinatges mitocondrials amb l'aillament del mar Negre durant les glaciacions
del Plistoce. E! posterior contacte entre aquest dos mars, amb una major
sortida d'individus del mar Negre, explica la preséncia dels dos llinatges a
ambdos mars. Per Uitim, 'estructura poblacional actual de 'anxova també és
molt similar a la que presenta actualment el bonitol.

La coincidéncia de resultats de dos estudis independents en dos espécies
sense cap relacid evolutiva confirma les conclusions en cadascun dels
estudis (Avise, 1994; pag. 247-248). A més, la biologia similar de les dues
espécies (mateixa distribucid, caracter neritic, llocs de posta similars...) pot
establir aquesta historia filogeografica coincident com un patré d’evolucio
poblacional d’aquest tipus d’espécies en aquesta area.

Finalment, la concordanga de dataci6 de cadascun dels episodis
biogeografics del bonitol (formacié dels dos llinatges i temps des de I'Gitim
coll d’'ampolla) amb els diferents episodis geoldgics ben datats confirma el
calibratge del rellotge molecular. Si més no, per al domini | de la regié control
de FADNmt del bonitol, el ritme d'evolucié de 0,14 substitucions per posicié
per milié d’anys no sembla del tot incorrecte.
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5.2.3. Elevada divergéncia dels dos llinatges mitocondrials

A l'apartat anterior ja s'avangava que la preséncia de dos llinatges
intraespecifics és una genealogia mitocondrial que es va repetint en algunes
especies de peixos pelagics. Tot i aixd, a la literatura no existeixen gaires
estudis en pelagics que analitzin la variabilitat de seqiiéncia del D-loop i que
a més presentin dos llinatges ben diferenciats. Fins a la data, només s’han
descrit sis casos amb una genealogia amb dues clades intraespecifics dins
de la regi6 control (TAULA 5.2).

Tal i com es pot observar a la taula, el bonitol és 'espécie que presenta un
nivell de divergéncia entre llinatges més elevat. Les Uniques espécies amb
una divergéncia similar sén la bacoreta i la tonyina vermella. En el cas de la
bacoreta, els dos llinatges tenen una associacio filogeografica completa, una
clada es troba exclusivament en les mostres de les illes Bermudes de
Atlantic est i l'altre llinatge només es troba a les costes africanes de l'ocea
atlantic. Pel que fa al valor de la tonyina vermella, la divergéncia dels dos
llinatges esta a nivell interespecific, les seqiéncies de la clada 2 de la
tonyina vermella coincideixen totalment amb les seqiiéncies de la bacora.

TAULA 5.2. Espécies pelagiques amb dos llinatges intraespecifics de la regié control.

Especie Da interllinatge Referéncia

Agulla negra (Makaira nigricans) 7 Finnerty & Block, 1992
Emperador (Xiphias gladius) 27% Alvarado Bremer ef al., 1995
Tonyina d'ulis grossos (Thunnus obesus) 4,9% Alvarado Bremer et al., 1998
Bacoreta (Euthynnus alleteratus) 8,6% Alvarado Bremer et al., 1999
Bacora (7. alalunga) 3,3% aquest treball

Tonyina vermella (7. thynnus thynnus) 8,7% aquest tfebaﬂ

Bonitol (Sarda sarda) 9,1% aquest treball

* valor de Da no descrit pels autors
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Amb la base del valor de Da de les comparacions interespecifiques de les
espéecies de tlnids de la TAULA 4.24 s’observa que el nivell de divergéncia
interclades del bonitol supera el valor de diferents comparacions
interespecifiques. Excepte la comparacié entre la tonyina d'ulls grossos (T.
obesus) i el T. atlanticus, la resta de comparacions interespecifiques dins
dels dos grups descrits en la filogénia de les tonyines, sén sempre inferiors
als valors de Da entre els llinatges del bonitol.

Segons aix0, el valor de Da entre els llinatges del bonitol, i per similitud el de
la bacoreta, sembla estar al limit del valor de divergéncia que defineix
especie. Ara bé, la introduccié del concepte concordanga genealdgica en la
definicid d’'espécie per Avise & Ball (1990), implica que les relacions
filogenétiques d’'una espécie realitzada amb loci independents ha de ser
coincident. Seguint aquest principi, si realment els dos llinatges mitocondrials
definissin dues espeécies o subespéecies diferents, en I'analisi d’isoenzims
realitzat en el bonitol també s’esperaria obtenir una divergencia molt
marcada. Tal i com s’ha comentat anteriorment, tot i que Panalisi d’isoenzims
coincideix en definir 'estructura poblacional del bonitol, la divergéncia entre
les dues poblacions no és gaire elevada. A més, amb una analisi molt
preliminar del desequilibri citonuclear entre les dades al-lozimiques i les del
D-loop no s’observa una correlacié entre la variabilitat nuclear i la variabilitat

mitocondrial.

Diverses causes podrien explicar 'elevada divergéncia entre els llinatges
mitocondrials i la baixa dissimilitud observada en els marcadors nuclears.
L’asimetria dispersiva dels dos sexes pot mostrar patrons d'estructura
geografica diferents en els gens de transmissié biparental (al-loenzims) i en
els gens que es transmeten a través d'un sol sexe (ADNmt) (Avise, 1994,
pag. 227). Aixi, un possible comportament migratori diferencial de les
femelles respecte els mascles podria afectar a 'augment de la divergéncia
entre llinatges mitocondrials. Si en aquest comportament les femelles
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tinguessin la tendéncia de quedar-se dins del mar Negre, el genoma
mitocondrial hauria sofert amb meés incidéncia els diferents episodis
biogeografics. Addicionalment, a causa de les caracteristiques de 'ADNmt
els coll d’'ampolla de les poblacions i la deriva genética tenen un efecte molt
mes accentuat en aguesta molécula que no pas al genoma nuclear (Birky et
al., 1989).

Tot i aixi, 'elevada divergeéncia entre els dos llinatges mitocondrials posa un
dubte raonable sobre si s’esta observant un procés d’especiacié al lopatrica
entre el bonitol del mar Negre i el del mar Mediterrani.
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5.3. BACORA

5.3.1. Diferenciacié6 genética entre la bacora de FPAtlantic i del

Mediterrani.

E! resultat més destacat d’aquesta analisi és la identificacié6 de com a minim
dos estocs genétics de la bacora a I'area estudiada, un situat a I'Atlantic est i
laltre al Mediterrani. La diferenciacid genética entre les dues conques
oceaniques no és molt pronunciada (&4 = 0,029), perd amb la probabilitat
associada al valor de @y (P = 0,009) no permet acceptar la hipétesi d’'un sol
estoc genétic. L'estimacio de setze femelles migradores per generacié a
partir del valor de @5 indica que hi ha un cert contacte entre les dues

localitats.

El nivell de diferenciacio entre les localitats de 'ocea Atlantic i les localitats
del mar Mediterrani és relativament baix quan es compara a I'observat per
altres espécies de peixos pelagiques entre conques oceaniques (TAULA 5.2).
La baixa diferenciacié genética condiciona els resultats de tal manera que
nomeés s’observa la diferenciacié fins que s’'agrupen totes les localitats d’un
mateix mar, i per tant s’augmenta la grandaria mostral, i es comparen en
conjunt contra totes les localitats de I'altra conca oceanica

TAuLA 5.3. Diferenciacio genética d’espécies pelagiques entre conques oceaniques utilitzant
la regi6 control de 'ADNmt com a marcador genétic.

Espécie @y area referéncia

Bonitol (Sarda sarda) 0,128 Mediterrani / Negre Aquest estudi

Emperador (Xiphias gladius) 0,157 Med. / Atl. / Pac. Rosel & Block, 1996
Emperador (Xiphias gladius) 0,144 Med./ Atl / Pac. Alvarado Bremer ef al., 1996
Bacora (Thunnus alalunga) 0,029 Atlantic / Mediterrani Aquest estudi
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En el cas de la bacora, l'estructura genetica no segueix el patré de
diferenciaci6 d’'una distribucié geografica heterogénia de dos llinatges
filogenétics, tal i com s’ha descrit anteriorment pel bonitol i per altres peixos
pelagics. Tot i que la filogénia de la bacora també presenta dos llinatges amb
un cert grau de divergéncia, la diferenciaci6 no ve donada per la seva
distribucié desigual entre els dos mars. En canvi, si que s’observa una
heterogeneitat en la distribucid entre V'Atlantic i el Mediterrani de la
freqUéncia dels cent tres haplotipus.

A part, cal destacar que la distribucié dels aparellaments discordants
difereixen significativament del que s’'esperaria segons el model d’expansié
sobtada (Rogers & Harpending, 1992; Rogers, 1995). Segons aix0, cap de
les dues localitats diferenciades genéticament ha sofert un procés de coll
d’ampolla recentment.

L’heterogeneitat genética entre la bacora atlantica i la mediterrania
coincideix amb les diferéncies trobades per Megalofonou (2000) en estudiar
certs parametres biologics. Per exemple, els individus atlantics poden arribar
a viure fins a 13 anys (Lee & Yeh, 1993), mentre que I'edat maxima dels
individus mediterranis és de només 9 anys (Megalofonou, 2000). A més, la
taxa de creixement és inferior en la bacora del Mediterrani respecte a la de
I'Atlantic; a partir del primer any de vida els individus atlantics tenen una
mitjana de creixement anual uns 5 cm superior que la mitjana de creixement
dels individus mediterranis (Santiago, 1993; Ortiz de Zarate et al., 1996;
Megalofonou, 2000). En el mateix treball, Megalofonou (2000) també descriu
diferéncies en la relacié pes / llargaria, aixi en una llargaria determinada la
bacora del Atlantic és moilt més pesant que la del Mediterrani.

Malgrat la coincidéncia de resultats en l'estudi de la biologia i el present

treball, en un estudi molt recent d’al-loenzims (Pujolar, comunicacio
personal) no s’observa diferenciacié geneética entre la bacora Atlantic i la
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mediterrania. La major eficiencia de 'ADNmt per detectar estructuracié
genética poblacional explicaria que l'analisi basada en aquesta molécula
permeti observar un grau de diferenciacid que amb el poder de resolucié
dels al-loenzims no és possible descobrir. A causa de la naturalesa haploide
i 'heréncia materna, la grandaria poblacional efectiva de 'ADN mitocondrial
és nomeés un quart de la grandaria poblacional dels al-loenzims (Birky ef al.,
1989) fent-lo molt més susceptible a la deriva genética i als processos de
diferenciacié poblacional. A més, el ritme d'evolucié de tres a quatre vegades
més elevat del genoma mitocondrial que el nuclear (Brown et al., 1979)
també el fa més capa¢ de detectar canvis poblacionals relativament recents

en el temps.

Coincidint amb els resultat al-lozimics, Vifas et al. (1999), en un estudi molt
preliminar, analitzant la variabilitat de seqgliéncia de la regié D-loop de
FADNmt tampoc troba diferenciacié entre I'Atlantic i el Mediterrani. Tot i que
part de les mostres analitzades coincideixen amb les d'aquesta tesi, I'estudi
esta realitzat amb una grandaria mostral molt baixa i per tant no té la
capacitat de resoldre l'estructuracid genética amb una diferenciacié tant
baixa.

La discrepancia trobada principaiment entre 'estudi d’al-loenzims i I'estudi de
FADNmt es pot explicar segons el que s’ha comentat anteriorment. Ara bé,
per resoldre correctament l'estructura poblacional s’haurien d’analitzar
mostres més amplies de cadascuna de les zones estudiades. Mostres de la
zona de posta de I'Atlantic nord, el mar de Sargassos, serviria per confirmar
la possible homogeneitat de tot 'Atlantic nord. Similarment també s’haurien
d’incloure mostres a ambdéds costats de 'estret de Gibraltar per tal d’esbrinar
quin és realment el limit geografic de la diferenciacié genética si és que

existeix.
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5.3.2. Origen de la diferenciacié Atlantica / Mediterrania i filogeografia
de la bacora

Malgrat ser considerat un dels grans pelagics amb un gran caracter
migratori, Chow & Ushima (1995) observen la capacitat de formar
estructures genéticament diferenciades entre la bacora de F'Atlantic i la del
Pacific. Els autors, estudiant amb PCR-RFLP del gen mitocondrial ATPasa,
postulen que l'estructuracié genetica entre els dos oceans es deu a una
manca de migradors producte d’un aillament per distancia.

Evidentment, la diferenciacid entre I'Atlantic i el Mediterrani també esta
relacionada amb un flux génic restringit entre les dues localitats. Ara bé,
quina és realment la causa de la diferenciacié entre I'Atlantic i el Mediterrani?
A part de P'aillament per distancia suggerit per Chow & Ushima (1995), en la
mateixa area geografica, diversos autors han suggerit que en espécies
marines pelagiques les condicions hidrogeografiques de I'estret de Gibraltar i
el mar d’Alboran juguen un paper molt important alhora de restringir el flux
génic entre els dos mars. En el llug (Merluccius merluccius), espécie amb
una fase larvaria pelagica, Roldan et al. (1998) proposen que el regim tant
particular de les corrents marines al mar d’Alboran impedeix el flux génic
entre 'Atlantic i el Mediterrani. Més concretament, els autors assignen la
barrera migratoria al front Oran — Almeria que es forma just a I'entrada del
mar Mediterrani. Més recentment, Naciri et al. (1999) proposa el mateix
mecanisme de diferenciacié entre les poblacions atlantiques i mediterranies
del liobarro (Dicentrarchus labrax).

En una revisié de tots els estudis de marcatge i recaptura realitzats a
FAtlantic nord des dels anys trenta fins l'actualitat (Ortiz de Zarate & Cort
1998), només hi ha citat un sol individu marcat a I'Atlantic i recuperat al
Mediterrani d’Anocle & Delaporte (1977). Aixi doncs, el flux génic entre
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aquests dos mars semblaria estar limitat per una barrera geografica com
Pestret Gibraltar o el front Oran — Almeria.

Existeixen, per0, altres causes de diferenciacié en espécies marines.
Palumbi (1994) descriu el comportament com un altre factor que afavoreix la
subdivisi6 poblacional. En aquest sentit, el comportament filopatric cap a
I'area de posta s’ha proposat com un mecanisme que provoca la formacié de
diferenciacié genetica de diversos peixos marins (Sinclair & liles, 1988), fins i
tot dins d’'un mateix ocea sense cap barrera geografica clara (Alvarado
Bremer et al., 1996; Graves, 1998). Alvarado Bremer et al. (1996) proposa
aquest comportament com la causa d'estructuracié de 'emperador (Xiphias
gladius) dins de F'ocea Atlantic. Similarment, Graves (1998) descriu aquest
comportament com uns dels factors que provoquen l'estructuracié de l'agulla
listada (Tetrapturus audax) dins de l'ocea Pacific. Aixi doncs, un
comportament similar de la bacora amb fidelitat al lloc de posta també
explicaria la diferenciacié genética entre la bacora de I'Atlantic i la del
Mediterrani.

Evidentment, una de les premisses que s’han de complir per poder explicar
el comportament filopatric cap a 'area de posta és la preséncia de com a
minim dues arees de posta separades geograficament. La preséncia de
larves de bacora a llarg de tot el Mediterrani (Piccinetti et al. 1996) indicaria
que aquesta mar és una de les arees de reproduccio. Pel que fa a I'Atlantic
nord fins a la data només s'ha descrit una area de posta al mar dels
Sargassos a ['Atlantic oest (Beardsley, 1969; Koto, 1969). Malgrat la
flunyania de I'area de reproduccié atlantica, la migracié transatlantica cap a
aquesta area de és molt superior a lintercanvi d'individus entre l'ocea
Atlantic i el mar Mediterrani (Ortiz de Zarate & Cort, 1998).

En resum, per ara no es pot descartar cap de les possibles causes de
diferenciacié entre la bacora atlantica i mediterrania. De fet, segurament la
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diferenciaci® no és només a consequencia d'una sola causa, sind
possiblement es deu a una combinacié de les diferents causes.

A part del comportament actual de bacora, la diferenciacié podria tenir un
origen més remot en el temps. L'aillament del Mediterrani de 'Atlantic durant
les glaciacions del Plistocé ha estat proposat com un mecanisme de
separacié poblacional de diverses espécies marines. En el llu¢ (Merluccius
merluccius), Roldan et al. (1998) relacionen la formacié de la divergéncia
entre les poblacions de PAtlantic i del Mediterrani al tancament de l'estret
durant les glaciacions del Plistoce. En l'anxova (Engraulis encrasicolus),
també s’ha proposat el mateix origen biogeografic per explicar la gran
diferenciacié allozimica entre les poblacions atlantiques i mediterranies (Pla
et al., 1998).

En principi, la baixa diferenciacié actual de la bacora no sembla
correlacionar-se amb [aillament del Mediterrani en el Quaternari. Per
exemple, en el bonitol I'efecte de les glaciacions del Plistocé porta a una
diferenciacio genetica molt més profunda. Ara bé, el tancament de I'estret de
Gibraltar durant el Plistoce si que sembla haver deixat una empremta a la
filogenia de la bacora; segurament la formacid dels dos llinatges filogenétics
es poden atribuir a aquest fet. En aquest sentit i acceptant un rellotge
molecular del 14% per milid d’anys, es pot deduir que els dos llinatges van
divergir fa uns 250 000 anys, coincidint amb la regressié marina de Rissian
que va portar al tancament de l'estret de Gibraltar (Bianco, 1990). La
posterior connexié entre I'Atlantic i el Mediterrani va portar a un intercanvi
d'individus que explicaria la preseéncia dels dos llinatges als dos mars, perd
amb un cert contacte entre les localitats tal i com indica el valor de setze
femelles migradores per generacio.

En resum, la diferenciacié actual és una barreja de diversos processos
biogeografics que la bacora ha anat patint en la seva historia recent. Aixi, per
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ordre cronologic, la separacié del mar Mediterrani de I'ocea Atlantic durant
les glaciacions del Plistocé va portar a una profunda diferenciacié genética
de la bacora i, en consequéncia a una formacié dels dos llinatges
mitocondrials. A partir del restabliment de la connexié entre I'Atlantic i el
Mediterrani, i el contacte secundari de les dues poblacions porta a una
suavitzacio de la diferenciacié i el repartiment dels dos llinatges en els dos
mars. Tot i aixi, el comportament filopatric i migratori actual de la bacora
manté el grau d'estructuracidé actual entre les poblacions de la bacora de
PAtlantic i del Mediterrani.

5.3.3. Homogeneitat genética dins del mar Mediterrani i dins de I'ocea
Atlantic.

Com a segon resultat, s’observa una gran homogeneitat genética a dins de
cadascuna de les dues conques oceaniques (Atlantic i Mediterrani). A més,
tal i com s’ha comprovat a l'analisi preliminar (apartat 4.2.3.1. i TAULA 4.12)
cap de les comparacions entre les mostres de diferents anys en una mateixa
localitat presenta diferéncies significatives. Aixi, es pot concloure que tant la
bacora del Mediterrani com la de [lAtlantic no ha sofert fluctuacions
geneétiques significatives en els diferents anys.

L'’homogeneitat genetica dins de cadascun dels dos mars concorda
perfectament amb la teoria generaiment acceptada que les espécies marines
amb gran capacitat de migracié i amb un habitat continuat tenen dificultat per
subdividir-se en poblacions separades (Palumbi, 1994).

Dins del Mediterrani, 'homogeneitat genética es pot relacionar que la bacora
es reprodueix en practicament tot el Mediterrani (Piccinetti et al., 1996). Tal i
com s’ha comentat amb anterioritat, s’observen larves de bacora en una
extensa area del Mediterrani, fet que portaria a una fresa conjunta de tota la
bacora del Mediterrani i en conseqiiéncia a una barreja de tota la poblacio.
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L'homogeneitat genética dins del mar Mediterrani concorda perfectament
amb els resultats de l'estudi d'isoenzims realitzat només en mostres de
PEgeu i del Jonic (Pujolar). Les dues localitats no presenten diferéncies
significatives quan es comparen les freqiiéncies al-léliques, per tant les dues
localitats compleixen 'equilibri de Hardy-Weiberg tant separadament com en
conjunt. Finalment, la diferenciacié genética entre les mostres ha estat nul-la
amb un valor de Fsf no significatiu.

Similarment, Megalofonou (2000) tampoc troba diferéncies significatives
quan compara les llargaries mitjanes en els diferents anys entre la bacora de
'Egeu i la del Jonic. La concordanga de resultats de tots els treballs
suggereix que la bacora del Mediterrani és una Unica poblacié sense cap
tipus de subestructuracié poblacional interna.

En l'ocea Atlantic, malgrat la distancia geografica entre les tres localitats
tampoc s'observa una subestructuracié geografica de la variabilitat genética.
La preséncia d’'una Unica localitat de posta a I’Atlantic nord juntament amb el
régim migratori de a bacora en aquesta part de I'Atlantic explicaria la manca
de diferenciacié entre les tres localitats.

Basant-se en estudis de marcatge i recaptura, i arees i époques de pesca,
Bard (1981) proposa un patré migratori de la bacora de I'Atlantic nord que
posteriorment ha esta corroborat per Ortiz de Zarate & Cort (1998). Segons
aquests estudis el regim migratori explicaria el contacte entre les tres
localitats i la zona de posta situada al mar dels Sargassos (FIGURA 5.2.). A
grans trets, la bacora de PAtlantic nord presenta dos grans moviments
migratoris. A finals d’hivern els individus es concentren al voltant de les
Acores fins a finals de Maig. A partir d’aquest moment una part de la
poblacié es mou en sentit est cap al sud-oest d’lrlanda (“ruta Agores”) i cap
al golf de Biscaia (“ruta classica”). Simultaniament, I'altra part de la poblacio,
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formada principalment per individus adults, es mou de les Agores cap a l'oest
fins el mar dels Sargassos on realitzen la posta. A principis de tardor, els
peixos del golf de Biscaia es mouen cap al sud-oest i s’'ajunten amb les
procedents del sud-oest d’Irlanda i tornen cap a les Agores paral-lelament a
la costa de la peninsula Ibérica, passant per les Canaries. Per altra banda,
els adults que han fet la fresa al mar dels Sargassos, a la tardor també

tornen cap a les Agores per passar 'hivern.

Aquest régim migratori, explicat de forma molt general, explica el contacte

entre les tres localitats analitzades i la zona de posta.

B Primavera

W Estiu
X

Z B Tardor
<

Hivern

FiGURA 5.2. Régim migratori de la bacora a I'Atlantic nord.
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5.4 TONYINA
5.4.1. Homogeneitat genética dins del mar Mediterrani

LU'analisi de totes les mostres de tonyina dins del mar Mediterrani no
presenta una heterogeneitat temporal com tampoc la variabilitat genética
esta estructurada geograficament. Cal recordar que considerant la
caracteristiques especials de les seqiiéncies de la clada 2 i la seva baixa
freqiiéncia, aquests haplotipus s’han descartat per a realitzar les analisis
d’estructura de la variabilitat genética.

5.4.1.1. Estabilitat temporal dins del Mediterrani

Evidentment, l'estabilitat temporal només s’ha comprovat en les quatre
localitats de les que es disposa més d’'una mostra anual: golf de Valéncia,
mar de Liguaria, mar Tirré i mar Jonic (vegeu TAULA 4.26).

L'analisi més extensiva s’ha realitzat en la localitat del golf de Valencia on
s’han comparat les mostres anuals dels anys 94, 96 i 97. La variabilitat
molecular, mesurada amb I'h i la z, no ha sofert canvis significatius al llarg
dels quatre anys. D'una manera similar, la variancia molecular (AMOVA) no
és distribueix heterogéniament en els diferents anys. La comparacié de les
tres mostres anuals de la localitat de Ligaria, anys 95, 96 i 97, coincideix a
mostrar una gran estabilitat genetica. Pel que fa a les altres dues localitats

(Tirreé i JOnic), les mateixes analisis donen resultats similars (vegeu la TAULA
4.27).

Aquesta inalterabilitat genética de la tonyina del Mediterrani s’ha de prendre
amb una certa precaucié,k sobretot en les localitats del Tirré i del Jonic on
només es disposa de dues mostres anuals. A més, la franja de temps
estudiat, amb un maxim de quatre anys en el golf de Valéncia, és molt petita
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des del punt de vista evolutiu, només els canvis poblacionals molt bruscs i
recents podrien ser detectats mitjangant 'analisi realitzada.

En definitiva, 'analisi de I'estabilitat temporal al llarg de com a maxim els
darrers quatre anys porta a concloure que les localitats no han sofert
fluctuacions a la variabilitat genética. A més, el resultat d'aquesta analisi
permet una agrupacio, sense restriccions, de les diverses mostres dins d’'una
mateixa localitat a fi a afecte de poder treballar amb grandaries mostrals més

elevades.
5.4.1.2. Homogeneitat genética dins del mar Mediterrani.

Tal i com s’ha comentat a I'apartat anterior, unes de les conseqiiéncies del
resultat de 'estabilitat temporal és que permet agrupar les tretze mostres en
sis localitats diferenciades: mar Egeu (n = 22), mar Jénic (n = 27), costa de
Libia (n = 11), mar Tirré (n =43), mar de Liguria (n =72) i golf de Valéncia (n
=94)(vegeu TAULA 4.28).

Totes les analisis de les sis mostres (269 individus) de tonyina coincideixen
a mostrar una manca de subestructuracié en l'area estudiada. Ni els cent
vuitanta-vuit haplotipus (P = 0,998) ni les dues agrupacions de la clada 1 (P
= 0,985) es distribueixen heterogéniament en les sis localitats. L'AMOVA
agrupant les sis localitats en un sol grup tampoc dona diferencies
significatives (P = 0,097). La clara manca de diferenciacié esta reafirmada
pels valors de extremadament baixos en la comparacio dos a dos de los sis
localitats (TAULA 4.30). La preséncia de valors negatius de @y i Da (TAULES
4.30 i 4.11) en la comparacié entre els parells de localitats, indiquen una
variabilitat superior dins de les localitats que no pas entre rlocalitats.

L’homogeneitat genética dins del Mediterrani també s’ha comprovat en una
série d’estudis genétics recents. Pujolar et al. (1998) en un estudi al-lozimic
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de quatre localitats mediterranies (costa espanyola del mar Mediterrani, Golf
de Lled, Golf de Génova i Golf de Taranto) tampoc troba subestructuracié
dins d’aquest mar. Més recentment, Alvarado Bremer et al. (1999) estudiant
la variabilitat de seqiéncia de la regid6 D-loop de mostres del mar
Mediterrani, ocea Atlantic i ocea Pacific, no troba diferencies significatives en
la distribucié dels haplotipus entre les dues localitats del Mediterrani, el mar
Jonic i les costes de Turquia. En canvi, l'analisi de microsatéllits de
Brougton & Gold (1997) és I'nic treball que s'observa heterogeneitat entre
dues mostres del mar Mediterrani, una al Golf de Taranto (mar Jonic) i la
segona al golf de Valéncia. Aquest resultats, perd, s’han de prendre‘ amb
precaucié ja que en el mateix treball, els autors no troben diferéncies
significatives entre mostres del mar Mediterrani i 'ocea Pacific.

La concordanca de tots el estudis permet concloure que la tonyina del
Mediterrani comparteix el mateix patrimoni genétic i que per tant no esta
subestructurada en diverses poblacions dins d’aquest mar.

La manca d'estructuracid dins d'un mateix mar és un fet habitual en els
tunids. Per exemple, la bacora presenta un patrd d’estructuracié semblant al
de la tonyina en la mateixa zona de distribucié (aquesta zona). També en la
bacora, Chow & Inoue (1995) no troben heterogeneitat genética entre les
localitats de 'Atlantic nord i 'Atlantic sud. La tonyina d'ulls grossos (Thunus
obesus) tampoc presenta subestructuracié genética entre I'Atlantic nord i
PAtlantic sud (Alvarado Bremer ef al, 1998) ni tampoc entre les dues
mostres situades dins de 'ocea Pacific (Alvarado Bremer ef al., 1998; Grewe
& Hampton, 1998). El cas més extrem de tots els tanids, és el de la tonyina
del sud (Thunnus maccoyii) en que fins ara no s’ha detectat cap tipus de
subestructuracio genética en tota la seva area de distribucié, la qual abrasa
des de les costes de Sud Africa fins a Tasmania (Grewe et al., 1997).
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L’homogeneitat dins d'un mateix mar concorda amb la teoria generaliment
acceptada que les espécies marines amb una gran mobilitat i amb
grandaries poblacionals elevades tenen molta dificultat de formar
subestructuracions poblacionals (Plaumbi, 1994). A més, el fet que la tonyina
realitzi la posta en una gran area del Mediterrani (Piccinetti ef al. 1997), i no
en arees discretes, facilita la barreja d'individus i per tant 'homogeneitzacié
de la variabilitat genetica.

5.4.2. Homogeneitat entre PAtlantic oest i el Mediterrani

L’ampliacié de P'analisi afegint la localitat de I'Atlantic oest mostra de nou la
manca de diferencies significatives. Preliminarment, abans de comparar la
localitat atlantica amb la localitat mediterrani, s’ha comprovat que les
mostres de [Atlantic ocest dels anys 96 i 98 presenten una estabilitat
temporal. L’homogeneitat temporal resultant d'aquesta analisi, manca
d’heterogeneitat en la distribucié dels haplotipus (P = 0,262) i FAMOVA (P =
0,375) permet agrupar aquestes dues mostres en una sola i aixi poder
treballar amb grandaries mostrals més elevades (n = 50).

La comparacié de les set localitats (sis mediterranies i una atlantica) per
separat presenta una gran homogeneitat genética entre totes elles. Cap de
les localitats mediterranies difereix significativament de la localitat de
Patlantic oest (TAULA 4.21, pagina). Fins i tot, la comparacié de les dues
localitats més allunyades geograficament presenta valors de @y negatius,
suggerint una alta homologia genética. El dendrograma de la distancia Da
situa la localitat de I'Atlantic oest enmig de les localitats mediterranies i
confirma la manca d’estructuracié geografica de la variabilitat genética.
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L'analisi de FAMOVA agrupant totes les localitats del Mediterrani com un
gran grup contra la localitat de PAtlantic tampoc presenta diferéncies
significatives cap tipus d’estructuracié geografica (P = 0,245).

La manca d'estructuracié entre la tonyina del Mediterrani i la de I'Atlantic
oest, en principi no sembla correlacionar-se amb els diferents estudis
genétics realitzats per a aquesta espeécie en la mateixa area geografica. En
Festudi de Pla ef al. (1998) s'observa una inversié de freqliéncia entre
PAtlantic oest i I'Atlantic est (golf de Biscaia i mar Mediterrani) de Fal-lel més
comtt de dos dels tres loci altament polimorfics (SOD-7* i G6PDH*, vegeu
FIGURA 10.5.5. en Pla ef al. 1998). Més recentment, I'estudi preliminar
d’Alvarado Bremer ef al. (1999), en el qual s'estudia la variabilitat de
seqiiéncia de la regié control de setanta-tres individus del Mediterrani i
seixanta-set del Atlantic nord-oest, observen una diferenciacié genética entre
aquestes dues localitats detectada mitjangant P'analisi jerarquica de la
diversitat nucleotidica (Holsinger & Mason-Gamer, 1996).

Tots els autors relacionen la formacié de la diferenciacié genética entre
FAtlantic oest i el Mediterrani a la situacié actual de les arees de posta i el
patrd migratori de la tonyina a PAtlantic Nord. Esta perfectament documentat
Fexisténcia de dues Uniques arees de posta totalment separades I'Atlantic: a
IAtlantic oest la tonyina es reprodueix al golf de Méxic i a I'estret de Florida
entre Abril i Juny; mentre que, a I'Atlantic est, la reproduccié es dona dins del
Mediterrani de Juny a Agost (Rivas, 1954; Richards, 1976). La migracié dels
individus adults de la tonyina segueix un cicle anual similar a les dues
vessants de I'Atlantic (FIGURA 5.3). Cap a la primavera i abans de I'época de
posta, la tonyina es mou cap a les dues arees de reproduccié. Un cop
realitzada la posta, els individus es migren en busca d’aiglies més fredes per
alimentar-se. Aixi, a 'Atlantic oest, les tonyines es mouen en sentit nord
seguint la plataforma continental fins golf de Sant Lloreng i Terranova. Cap a
la tardor, la tonyina es mou sentit sud i lluny de la costa cap als llocs

5. Discussit 175



5.4. Tonyina

AUV [/ ‘_\Q

& Migracié primavera
( AN Arees de posta (Estiu
) M Tardor

( Hivern

Possibles arees
d'hivernacié

FIGURA 5.3. Régim migratori de la tonyina a I'Atlantic nord i la Mediterrani

d’hivernada situats en el Carib. Simultaniament a tot aquest moviment, a
Valtra banda de V'Atiantic, després de realitzar la posta, part de la tonyina
surt del Mediterrani i migra sentit nord per alimentar-se a 'ocea Atlantic. Cap
a la tardor els individus es mouen cap al sud a la zona d’hivernacié situada a
les Canaries (Mather et al., 1995; Rey & Cort, 1986; Cort, 1990).

Malgrat la correspondeéncia entre la diferenciacié i la biologia de lI'espécie
existeixen altres proves que corroboren la manca de diferenciacié genética
entre la tonyina de I'Atlantic oest i de I'Atlantic est trobada en aquesta tesi.
Edmund & Sammons (1973), analitzant mil cinquanta sis individus, no
observen diferéncies significatives en les freqliencies al-léliques del locus
SOD-1* quan comparen les mostres de I'Atlantic oest i est. Posteriorment
Thompson & Contin (1980) tampoc troben diferéncies significatives en les
freqléncies al'léliques del mateix locus per les dues vessants de I'Atlantic.
Bert Ely (comunicacié personal) quan augmenta la grandaria mostral del
treball d’Alvarado Bremer ef al. (1999), passa de cent cinquanta-set individus
a dos-cents deu individus, i reanalitza les dades amb els nous individus
tampoc observa diferéncies significatives entre I'Atlantic est i oest.

La manca de diferenciacié entre la tonyina de I'est i 'oest contrasta amb la
clara subdivisié detectada al-lozimicament. Ja s’ha comentat que en teoria
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FADNmt és una eina més poderosa que l'analisi al-lozimic per resoldre
estructures poblacionals. Aixi doncs, com es pot explicar que els loci
al-lozimics mostrin una diferenciaci® que no s’observa en lanalisi de
FADNmt?

Ward et al. (1994; 1997) proposa la seleccié cap als loci al-lozimics que
mostren la diferenciacio com una de les causes per explicar uns resultats
similars en la tonyina d’'aleta groga (Thunnus albacares). Els autors troben
diferenciacié al'lozimica significativa per un locus (GPI-A* entre locea
Pacific est (California i Méxic) i les localitats del centre i oest de l'ocea
Pacific (Filipines, Hawaii, i el mar de Coral). Mentre que analitzant les
mateixes mostres mitjangant RFLP de tot TADNmt no observen diferéncies
significatives.

Una altra resposta a la pregunta podria atribuir-se a unes grandaries
mostrals mes petites en el treball de TADNmt i per tant no hi hauria prou
poder de resolucidé per trobar la diferenciacié. Tot i que aquesta és una
possible causa, no sembla la resposta correcta. Una analisi preliminar amb
cent vuitanta nou individus (divuit dels quals pertanyien a la localitat de
FAtlantic oest) va mostrar diferenciacié entre I'Atlantic oest i el Mediterrani,
perd I'andlisi definitiu (aquesta resi) amb un augment aproximadament del
doble de grandaria mostral no presenta la diferenciacié. Un patré similar ha
succeit en la reanalisi de les mostres d’Alvarado Bremer et al. (1999) per Ely.

Acceptant de nou la particularitat que 'elevat ritme d’evolucié de TADNmt el
fa més sensible als canvis recents. L'evolucid fins a l'actualitat de les arees
de posta de la tonyina a FAtlantic nord podria explicar la discordanga entre
els resultats al-lozimics i mitocondrials. Segons Cury et al. (1998), les arees
de posta actuals de la tonyina provenen de la situacié de I'Atlantic nord
durant les glaciacions del Plistocé. En aguesta época, les Uniques localitats
adequades per a la reproduccidé de la tonyina serien la conca est del mar
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Mediterrani i el golf de Méxic. A més, durant aquest temps la distribucié de la
tonyina hauria estat molt més restringida sense cap tipus de flux génic entre
les dues vessants atlantiques. Segons aixd, la diferenciacié al-lozimica
podria reflectir aquesta situacié ancestral. En canvi, la situacié actual podria
ser una homogeneitat genética amb un cert intercanvi d'individus.

Tot i que es creu que la tonyina té una cert comportament filopatric cap a
larea de posta (Cury et al. 1998; Nemerson et al.,, 2000), la manca de
diferenciacié observada per FADNmt podria reflectir una situacié més recent
que la proposada anteriorment. La possible ampliacié de les arees de posta
cap al centre de l'ocea Atlantic (entre les illes Bermudes i les Agores;
Lutcavage et al., 1999), lintercanvi d’individus, que oscil-la entre un 1 i un
10%, entre les dues vessants de |'Atlantic afavorit per la gran capacitat
migratoria de l'espécie (Nemerson et al, 2000) i la possible zona
d’hivernacié compartida al voltant de les illes Agores (Mather et al., 1995)
podria portar a lactualitat un flux genic suficient per homogeneitzar
genéticament la tonyina a I'Atlantic nord.

Els resultats de fanalisi de la demografia historica juntament amb una
filogénia en forma d’estrella corroboraria el possible escenari per la tonyina
a I'Atlantic nord i el Mediterrani. Seguint el protocol descrit per les altres dues
espécies, a partir del parametre r = 7.118 es pot calcular el temps que porta
la poblacié recuperant-se des de el darrer coll d’'ampolla. Aplicant, de nou, el
ritme de substitucié de 14% per milié d’anys es pot estimar que la poblacié
va partir una forta reduccié demografica fa uns 60 000 anys. Tot i l'error
associat a aquest tipus de calculs, la data estimada precedeix a I'Gltima
glaciacid, just quant la poblacié va patir una reduccié de la grandaria degut a
la reduccié de I'habitat (Cury et al., 1998).

En resum, I'estructura de la variabilitat genética de la tonyina no esta del tot
clara. Segurament I'analisi mitocondrial reflecteix una situacid més actual
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que els resultats al-lozimics. La problematica de I'estructuracié poblacional a
I'Atlantic Nord ja va ser pronosticada per Mather et al. (1995) on conclou “un
nombre infinit de combinacions entre estocs, i graus de connexié entre ells,
tedricament poden existir en I'Atlantic i els seus mars adjacents”. Aixi, per
resoldre correctament lestructura poblacional dins de locea Atlantic
segurament s’hauria d’enfocar el problema amb una analisi exhaustiva amb
diferents marcadors genétics. E! mostreig hauria de ser molt intensiu,
sobretot focalitzat a les arees de posta i amb especial émfasi a I'estudi de les
larves.

5.4.3. Introgressié mitocondrial entre espécies de Thunnus

A partir de l'analisi filogenética de la clada 2 conjuntament amb les
seqiencies del D-loop d’altres especies de Thunnus (FIGURA 4.21) s'observa
que aproximadament un 6% (20 de 319) de les tonyines vermelles tenen una
seqiiéncia de D-loop molt similar a la d’altres espécies de tunids.

Dels vint individus que pertanyen a aquesta clada, vuit formen un llinatge
germa amb les seqléncies de la tonyina del Pacific (Thunnus thynnus
orientalis), els dotze restants sén extremadament similars a les de la bacora.

En principi, seria facil atribuir aquest resultat a un error a la identificacié de
les especies. A més, el fet que la majoria d’individus siguin joves complicaria
Fassignacié a quina espécie pertany cada individu (Gibbs & Collette, 1967).
Ara bé, aquest error només es podria haver donat a les seqiiéncies de tipus
bacora, ja que la distribucié geografica d’'aguesta espécies és I'linica que es
solapa amb la de la tonyina .

La disponibilitat de les lectures dels loci al-lozimics de tots els individus

descarta la possibilitat d’'un error a la identificacio de les espécies. La

comprovacié dels fenotips d’isoenzims ha permés comprovar que aguests

5. Discussié179



5.4. Tonyina

individus presenten, per a tots els loci, les lectures tipiques de la tonyina i
diferents de les lectures de la bacora. No s’ha pogut comprovar els individus
amb seqliéncia similar a la tonyina del pacific ja que no es disposen de

lectures d’isoenzims per a aquesta espécie.

Una possible explicacio a la preséncia de seqiieéncies de tipus bacora i de
tipus tonyina del pacific en el genoma de la tonyina , seria una transferéncia
interespecifica de 'ADNmt entre aquestes tres especies. Segons aixod, la
introgressio de TADNmt s’hauria produit per una hibridacié entre les espécies
i un reemplacament de part de genoma mitocondrial de la tonyina per
'ADNmt de les altres dues espécies.

L’intercanvi de material genétic entre espécies de Thunnus ja ha estat
observat préviament per Chow i Kishino (1995). Aquests autors observen
una gran homologia del gen nuclear /TS7 entre la bacora i la tonyina de
pacific (Thunnus thynnus orientalis), perd en canvi aquestes espécies sén
molt divergents a nivell mitocondrial. Addicionalment, en el mateix estudi
també observen un individu de tonyina del pacific amb una seqiiéncia
d’ADNmt molt similar a la tonyina . Per explicar aquest resultats, els autors
proposen la introgressié de 'ADNmt de la bacora dins de la tonyina del
pacific i un reemplagament de gairebé la totalitat dels llinatges originals en la
poblacié pacifica de la tonyina del pacific.

Tenint en compte els resultats de Chow i Kishino (1995) i els d’aquesta tesi
en conjunt, es pot deduir que de les tres espécies involucrades en la
introgressid (tonyina , tonyina del pacific i bacora), la bacora és I'linica
especie que no ha rebut cap introgressié. Cap dels individus de bacora
seqlenciats pel D-loop en aquesta tesi de les presenta sequéncia similar a
qualsevol altre especie.
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La distribuci6 solapada de la bacora i de la tonyina del pacific en el Pacific,
i de la bacora i de la tonyina en PAtlantic no impediria el pas de material
genétic de la bacora cap a les altres dues espécies. La introgressié ’ADNmt
tipus bacora en aquestes dues espécies s’hauria produit amb diversos
esdeveniments d’hibridacié amb poques femelles de bacora i mascles de les
altres dues espécies. Posteriorment, la introgressidé s’hauria mantingut amb
retrocreuaments entre els hibrids i els individus purs en cadascuna de les
dues especies de tonyina per separat. La situacié nuclear dels gens que
contribueixen a faillament reproductiu hauria provocat una tendencia més
elevada de ’ADNmt a introduir-se (Benton & Jones, 1983).

Tenint en compte els valors de divergéncia entre els grups de seqgliéncia,
representats en larbre (FIGURA 4.21), es pot inferir una seqiieéncia
cronologica de les hibridacions en com a minim fres esdeveniments
d’hibridacié. A més, amb Paplicacié del rellotge molecular (14% per milié
d’anys) es pot estimar a grans trets els temps des de que es van produir les
hibridacions:

1. Fa uns 500 000 anys es va introduir de TADNmt de la bacora cap
a la tonyina del pacific. Durant aquest lapse de temps s’ha format
la divergéncia entre aquests dos grups de sequéncies.

2. Meés recentment, un possible contacte entre el les dues espécies
de tonyina va portar un intercanvi bidireccional de material
genétic. La preséncia dADNmt de la tonyina a la tonyina del
pacific esta documentat per Chow i Kishino (1995).

3. La gran homologia de seqiiéncia entre alguns haplotipus de la
clada 2 i la bacora indica una hibridacié molt recent en el temps o
fins i tot la que aquest individus siguin hibrids de mare bacora i
pare tonyina .

Tot i que la introgressié sembla bastant comuna en peixos (Smith, 1992,
Politov et al., 2000) fins a la data el Thunnus es I'linic génere d’'una espécie
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pelagica marina amb una prova molecular clara d'una hibridacié in
introgressié de TADNmt.

La clara evidéncia d'introgressid d’ADNmt entre les especies de tunids fa
prendre amb una certa precaucié els resultats dels estudis filogenétics
d’aquest génere basats en TADNmt. Ideaiment, al moment d’intentar resoldre
la filogenia d’aquest genere i les especies afins s’hauria d’enfocar utilitzant
com a minim dos marcadors genétics, un mitocondrial i un altre nuclear.
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6.1. NIVELLS DE VARIABILITAT | PATRONS D’ESTRUCTURACIO
GEOGRAFICA

Tots els nivells de diversitat haplotipica i nucleotidica mitocondrial estimats
per a cadascuna de les espécies (TAULA 6.1) son superiors a la mitjana
calculada a partir dels valors de trenta-set espécies de teleostis marins (h =
0,65 i 7 = 0,52%) (Rocha-Olivares et al., 2000). Cal tenir en compte que
aquesta mitjana ha estat calculada a partir d’estudis molt diversos, inclosos
tecniques de RFLP, les quals no tenen tanta capacitat de detectar la

TAULA 6.1. Nivells de diversitat molecular en les tres espécies estudiades

Indexs de diversitat molecular

Espécie n nombre d’haplotipus

haplotipica (h) nucleotidica % ()
Bonitol 48 32 0,948 6,9
Bacora 123 103 0,989 54
Tonyina 319 205 0,990 4.4
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TAULA 6.2. Nivells de variabilitat de la regi6 control del mtDNA en peixos marins

Espécie h 7 (%) Referéncia

Scianops ocellatus 0,95-1,00 2,5-3,7  Seyoum et al., 2000

Mugil cephalus 1,00 1,1-3,1 Rocha-Olivares et al., 2000
Sebastes sp 0,95-0,87 1,569-2,1 Rocha-Olivares et al.,1999
Ophioblennius atlanticus 1,00 1,09 Shulman & Bermingham, 1995
Microstomus pacificus 0,99 1,38 Stepien, 1999

Sardinops sp 0,96-1 1-3 Grant & Bowen, 1998
Acipenser fransmontanus 0,93-0,97 0,75-1,20 Brown etal., 1993

Xiphias gladius 0,94-0,98 0,046 Alvarado Bremer ef al., 1996
Xiphias gladius 0,832-0,994 0,034 Rosel & Block, 1996
Thunnus thynnus thynnus 0,017 Alvarado Bremer ef al., 1997
T. thynnus orientalis 0,032

T. alalunga 0,038

T. obesus 0,072

T. maccoyii 0,034

T. atlanticus 0,041

T. tonggol 0,060

T. albacares 0,018

T. obesus 0,72 Alvarado Bremer ef al., 1998

variabilitat. En canvi, quan es comparen amb els estimats a la regié control

de IADNmt per altres espécies marines (TAULA 6.2). els valors de diversitat

de les tres especies si que s’ajusten

Una comparacié més detallada dels valors de diversitat amb els de la TAULA

6.2, s’observa que el nivell de diversitat haplotipica de les tres espécies es

situa aproximadament en un terme mig. Per altra banda, els valors de

diversitat nucleotidica es situen en a la part alta rang proposat, els casos

més extrems son el bonitol i la bacora amb un nivell de diversitat només

superat per la tonyina d’ulls grossos (Thunnus obesus) i el Thunnus tonggol.
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La comparacié del nivell de diversitat entre les tres espécies pot donar una
millor referéncia de la magnitud de variabilitat de les especies. Aixi, el bonitol
presenta el valor de diversitat haplotipica menor, al contrari de la diversitat
nucleotidica qué és la més elevada de les tres espécies. Els dos valors de
diversitat de la bacora es poden considerar elevats, la diversitat haplotipica
és molt similar al valor maxim de la tonyina; el valor de diversitat nucleotidica
de la bacora també és relativament elevat sobretot si es compara amb
Pobtingut per la tonyina . Finéimeﬂt, el nivell de diversitat haplotipica de la
tonyina és el més elevat, perd en canvi, la diversitat nucleotidica és la més
baixa de les tres espécies.

TAuLA 8.3. Classificacio dels peixos marins per Grant & Bowen {1998} segons sls nivells de
diversitat i el grau de subestructuracié poblacional

h
7 baixa alta
baixa 1. Coll d'ampolla poblacional recent o un 2. Coll d’ampoila poblacional seguit per
efecte fundador amb pocs llinatges una expansié de la poblacié i acumulacio
mitocondrials de mutacions
alta 3. Divergéncia entre  poblacions 4. Grans poblacions estables a una
subdividides geograficament. historia evolutiva llarga | contacte

secundari entre Hinatges diferents,

Segons els nivells de diversitat haplotipica i nucleotidica mitocondrial i el
grau de subestructuracié poblacional, Grant & Bowen (1998) han classificat
els peixos marins en quatre categories (TAULA 6.3). Amb la base d’aquesta
classificacio es poden assignar les categories a cadascuna de les especies.

Segons aixd, el nivell relativament baix de diversitat haplotipica jyuntament
amb l'elevada diversitat nucleotidica del bonitol s’ajusta a la categoria 3.
Aquesta categoria es caracteritza pel contacte secundari entre poblacions
préviament aillades, escenari que consistent amb la hipotesis biogeografica
proposada per a aquesta espécie. Tot i que segons els autors, aquesta
categoria correspondria més a peixos d'aiglies continentals que no pas
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peixos marins, recentment també s’ha observat un patré d'estructuracié
geografica i de diversitat similar en altres peixos marins com la bacoreta
(Euthynnus alleteratus, Alvarado Bremer & Ely, 1999).

Els elevats valors de diversitat, tant haplotipica com nucleotidica, de la
bacora correspondrien a la categoria 4. La bacora compleix amb la condicid
descrita per a aquesta categoria d’'un contacte secundari entre dos llinatges
diferenciats anteriorment per un aillament al-lopatric. En canvi, no compleix
amb la condici6 d’'una homogeneitat genética. Similarment a la bacora,
I'espécie piscicola pelagica, Sciaenopus ocellatus, presenta també uns
nivells de diversitat haplotipica i nucleotidica elevats (vegeu TAULA 6.2) i una
estructuracié poblacional entre les localitats del Golf de Méxic i la costa
atlantica americana (Seyoum et al., 2000).

Els nivells de diversitat de la tonyina , diversitat haplotipica elevada i
diversitat nucleotidica baixa, corresponen a la segona categoria. Aquest
nivells donats sén conseqiiéncia d’una expansié després d’'un periode de
grandaria poblacional efectiva baixa. Durant la rapida recuperacidé de la
grandaria poblacional es poden retenir noves mutacions que formaran nous
haplotipus (h elevada) perd poc divergents entre ells (7 baixa) (Slatkin &
Hudson, 1991; Rogers, 1995). Aquest escenari coincideix perfectament amb
el descrit en aquesta tesi per la tonyina .

En conclusid, malgrat que les tres espécies pertanyen a la mateixa familia i
semblin tenir una biologia similar, cada espécies presenta una historia
d’estructuracié geografica de la variabilitat genética particular. En general,
I'estructura poblacional sembla estar lligada als patrons migratoris de
cadascuna de les especies. Aixi, el caracter clarament neritic del bonitol i
seva relativa capacitat migratoria porta a formar una subestructuracié
poblacional molt diferenciada, segurament lligada a esdeveniments
biogeografics del passat. En canvi, la bacora amb una capacitat migratoria
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més elevada no es subestructura dins del mar Mediterrani. Pero, aquesta
capacitat de migracié no és suficient per homogeneitzar genéticament les
localitats de I'Atlantic nord-est i el mar Mediterrani. La fidelitat cap al lloc de
posta ajudaria a diferenciar geneticament la bacora del Mediterrani i la del
FAtlantic. Finalment, 'elevada capacitat migratoria de la tonyina , és I'espécie
que realitza les migracions més elevades de tots els tunids, juntament amb
les possibles arees de posta noves al centre de I'Atlantic homogeneitzaria
geneticament localitats tant allunyades geograficament com la del mar Egeu
i la de la costa Atlantica americana.

En definitiva, sembla clara la relacié inversa entre la capacitat migratoria i la
possibilitat d’estructurar-se geneticament, quant més migradora és una
espécie menys possibilitat d’estructurar-se té . La capacitat migratoria i per
tant la natacié d'aquestes espécies esta estretament lligada a endotérmia
(Block & Finnerty, 1995). El génere Thunnus presenta I'habilitat de poder
elevar la temperatura del muscle locomotor, visceres, cervell i ulls per sobre
la temperatura de P'aigua. L’endotérmia permet a aquestes espécies tenir un
millor rendiment natatori (Altringham & Block, 1997) i suportar aiglies més
fredes (Block & Finnerty, 1995) i per tant realitzar migracions a llarga
distancia. En canvi, el caracter ectotérmic del génere Sarda no li permet
moure’s d’aigles relativament temperades i per tant la seva capacitat
migratoria és molt més restringida.
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6.2. QUESTIONS PENDENTS

Al llarg de la discussido d'aquesta tesi han quedat algunes giiestions
pendents. Tot i que durant la discussio ja s’ha anat realitzant propostes per
intentar solucionar els dubtes plantejats, en una visié més general del treball
surten mous dubtes pendents de resoldre.

En un resum comparatiu de I'estructuracié de les espécies detectada segons
I'estudi de variabilitat de seqiiéncia del D-loop (aquesta tesi) i la variabilitat
genética segons al-loenzims (TAULA 6.4) s'observen certes discrepancies que
no estan resoltes.

El bonitol és I'Gnica espécie, de les tres estudiades, que no presenta
discrepancies en l'estructuracié genetica segons la metodologia utilitzada.
En aquesta espécie, I'analisi de la variabilitat de seqliéncia de la regié
control i lestudi al-lozimic coincideixen en diferenciar genéticament la
localitat de 'Egeu de les altres dues localitats (Liguria / Jonic). A més, el
bonitol explica perfectament aquesta

comportament migratori  del

diferenciacio.

TAULA 6.4. Nivells d’estructuracié en l'area estudiada de les tres espécies segons la técnica

utilitzada.
Espécie Area geografica Resultats estructuracié
ADNmt al-loenzims

Bonitol

Mediterrani diferenciacié diferenciacié
Bacora

Mediterrani no diferenciacié no diferenciacié

Atl. est/ Med. diferenciacio no diferenciacié
Tonyina

mediterrani no diferenciacié no diferenciacié

Atl. oest/ Med.

no diferenciacio

diferenciacié
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Per altra banda, les dues espécies del génere Thunnus (tonyina i bacora)
presenten resultats similars dins d’'un mateix mar. Les dues espécies son
genéticament homogeénies dins del Mediterrani.

Un dels principals dubtes sorgeix quan es comparen els resultats de la
bacora i la tonyina en una area geografica més amplia. L’analisi de ’ADNmt
presenta un patré d'estructuracié diferent per a les dues espéecies diferents
que l'observat per I'estudi dels al-loenzims. Per exemple, segons TADNmt la
bacora de F'Atlantic est és geneticament diferent de la del Mediterrani; en
canvi, els resultats al-lozimics presenten una homogeneitat genética entre
aquestes dues localitats. Pel que fa a la tonyina , I'estudi mitocondrial no
diferencia.la localitat del Mediterrani de la de I'Atlantic oest; per altra banda,
la diferenciacié entre aquestes dues localitats si que és detectada mitjangant
Pestudi allozimic.

Malgrat que a al discussidé per separat de cada espécie es presenten
hipotesis que puguin explicar aquesta discordanga de resultats, en general
no esta clar quins son realment els patrons d’estructuracié genética
d’aquestes espécies. Segurament I'analisi de FADNmt reflecteix un escenari
d’estructuracié molt més recent que observat per els al-loenzims.
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6.3. GESTIO

Tai i com s’ha comentat a la Introduccié les eines genétiques han de
representar un paper molt important a la gestié dels recursos pesquers.
Perd, quina és la base genética que s’ha prendre alhora de gestionar la
pesqueria d’'una espécie si els resultats genétics de diferents metodologies
no sén concordants?

En aquest sentit, Mortiz (1994) va formalitzar dos conceptes en relacié a la
profunditat de la diferenciacié poblacional dins d’'una espécie. L'autor va
definir els conceptes d'ESU “unitats evolutivament significatives” (de 'anglés
Evolutionarily Significnat Units) com subdivisions poblacionals amb una
historia relativament profunda, i el va distingir del terme MU ‘“unitats de
gesti6” (de langlés Management Units) que representen segments
poblacionals poc diferenciats, pero distingibles, connectats per un flux génic
molt tenue o nul. Posteriorment, Avise (1998) proposa quatre pautes, |
basades en la concordanga genealdgica (Avise & Ball, 1990), per poder
classificar les estructures genétiques definides com a ESU:
i. Concordanga de molt caracters dins d’un mateix segment d’ADN no
recombinant.
ii. Concordanga entre diversos loci independents.
ii. Concordanga d'estructures genétiques similars amb espécies
distribuides en la mateixa area geografica
iv. Concordanga entre les subpoblacions genétiques i les proves
biogeografiques.

Tal i com es pot observar, els ESUs ss una estructura genética molt
restrictiva’. En canvi, els MUs son subestructures poblacionals molt més
laxes amb només un divergencia genética significativa a nivell nuclear o a
nivell mitocondrial. Segons Mortiz (1994) la base de la gestié a curt termini
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s’ha d’enfocar sobre els MUs. Per altra banda, els ESUs han de gestionar-se
cap a una conservacié meés a llarg termini.

Els resultats de I'estructuracié geografica de la variabilitat genética de les
tres espécies estudiades és un marc perfecte d’aplicacié d’aquest conceptes
de gestio.

6.3.1. Bonitol

Els dos subestructuracions clarament diferenciades genéticament del bonitol
: el mar Egeu i el grup del mar de Liguria amb el mar Jonic, sén un exemple
molt clar de dos ESUs indpendents. L’assignacié geografica dels dos
llinatges mitocondrial amb una clara diferenciacié dels llinatges per vint-i-tres
posicions fixes (premissa i), juntament amb una concordanga de resultats
al-lozimics (i), una explicacidé poblacional similar a Panxova (iii) i uns
processo biogeografics que expliquen la diferenciacié (iv) suposa que les
dues unitats poblacionals del bonitol corresponen a dos ESUs.

Tal i com s’ha comentat anteriorment cadascun dels ESUs, mar Egeu i
Ligaria / Jonic, s’han de gestionar com unitats totalment diferenciades amb
un conservaciéo especifica a llarg termini. La gesti6 s’ha de centralitzar
sobretot en 'ESU del mar Egeu, en aquesta area és on actuen més la flota
Turca (Oray et al., 1997), amb les captures més importants del mén malgrat
la relativa importancia de la pesca del bonitol dins del Mediterrani (un 60%
de les captures mundials provenen de la flota turca, ICCAT, 2000). Tot i aixo,
'ICCAT no proposa cap de gestid especifica per a aquesta espécie, ni molt
menys proposa una gestié diferenciada per a cadascuna de les dues unitats.
L'dnic mesura de recomanacio de la gestid, generalitzada per a totes les
espécies de petits tunids, és que han de ser gestionats de manera regional
(ICCAT, 2000).
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6.3.2. Bacora

Cadascuna de les dues subestructures diferenciades de la bacora,
Mediterrani i Atlantic nord-est, compleixen tres de les quatre premisses que
defineixen un ESU. La discordanc¢a entre els resultats d’estructura genética
de 'ADNmt i els allloenzims compleix esta amb desacord amb la segona
condicié per definir ESU. Segons aix0, i tenint en compte que la ténue
diferenciacié genética entre aquestes dues localitats, es pot assignar que
cadascuna de les arees com és una MU independent. Aixi, tot i la manca de
diferenciacié genética observada pels alloenzims, la bacora del Mediterrani i
la de I'Atlantic s’haurien de gestionar separadament.

Aquesta recomanacioé concorda amb la gestié proposada per 'ICCAT per la
bacora del Mediterrani i 'Atlantic nord. Des de 1990, 'I|CCAT ,basant-se en
estudis de parametres morfometrics i meristics, proposa una gestié
diferenciada per la bacora del Mediterrani i 'Atlantic nord.

Tal i com s'ha dit a la introduccié a I'Atlantic nord es capturen unes 60 000
tones anuals. Aquest nivell tant important de pesca a I'Atlantic nord ha portat
a ICCAT a recomanar la baixa de captures d’aquest estoc, els nivells actuals
de pesca estant portant a una explotacié completa de I'estoc. Pel que fa al
Mediterrani, amb unes captures molt menys importants, F'ICCAT no
recomana cap tipus de gestié especifica per a aquest estoc (ICCAT 2000).

6.3.3. Tonyina

Similarment a la bacora, els dos estudis genétics de la tonyina (ADNmt i
alloenzims) no presenten resultats coincidents. En aquest cas, pero, la
diferenciacié entre I'Atlantic oest i el Mediterrani és observada per els
al-loenzims; en canvi, l'estudi de la regid control de FADNmt no presenta
diferenciacié. Segons aix0, les poblacions del Mediterrani — Atlantic est i la
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del Atlantic oest sén dos MUs independents i per tant han de ser
gestionades independentment.

Basant-se en el coneixement de les arees de posta i els patrons migratoris
de l'especie 'lCCAT, des de 1982, ja va definir la preséncia de dos estocs a
PAtlantic amb una limit teoric situat al meridia 45°W. Tot i que la situacié
geografica de la barrera no sembla ajustar-se massa a la biologia de
Fespecie, la gesti6 en dos estocs diferenciats si que esta en coincidencia
amb la mesura proposada en aquesta tesi (ICCAT, 2000).

En resum, cap dels objectius d'aquesta tesi ha estat proposar les mesures
especifiques de gestid per a les pequeries de les tres espécies Només s’ha
intentat identificar quins sén els estocs (o com a minim MUs) a gestionar
diferencialment per a cadascuna de les tres especies. Per a la identificacio
d’aguestes unitats a gestionar separadament s’ha agafat el criteri menys
restrictiu i per tant més conservatiu. A la minima que s’observi diferenciacio,
independentment de la técnica, i sempre i quan els resultats siguin
consistents s’ha de considerar la formacié d'estocs (0 MU) diferenciats.
Curiosament, I'lCCAT proposa mesures de gestid coincidents amb els
proposats en aquesta tesi en les dues espécies que la diferenciacié no esta
molt clara (bacora i tonyina ). En canvi, en el bonitol amb un diferenciacié
entre localitats molt profunda I'CCAT no proposa cap gestio diferenciada
pels dos ESUs.
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7. Conclusions

La regié control de les tres espécies estudiades i en general de la familia
Scombridae segueix els patrons d’estructura i evolucié descrit per a altres
espécies de peixos i mamifers. Dels tres domini mitocondrials el Domini |
és el que presenta una variabilitat més elevada, amb poques restriccions
selectives. Per tant agquest segment mitocondrial €s un marcador genetic
idoni per inferir 'estructura poblacional d’aquestes espécies.

S’ha calibrat el rellotge molecular per al primer domini de la regié control
d’aquestes especies en 7-14% substitucions per milié d’anys.

De les tres espécies estudiades, el bonitol és P'dnica que presenta una
subestructuracié dins del mar Mediterrani. La preséncia de dos llinatges
mitocondrials heterogéniament repartits i la elevada divergéncia entre ells
reflexa la historia evolutiva d’aquesta espécie en aquesta regid durant les
glaciacions del Plistocé.
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4. La bacora presenta una diferenciacié genética molt ténue, perd clara,
entre el Mediterrani i 'Atlantic. Aquesta diferenciacié concorda amb els
estudis de les dades morfométriques i meristiques. Per altra banda, la
manca de diferenciacié observada entre les tres localitats atlantiques
s’explica perfectament pel régim migratori d’aquesta espécie.

5. La tonyina no presenta un heterogeneitat genética entre la localitat de
l'Atlantic oest i el Mediterrani. Malgrat la distancia geografica entre les
dues arees de mostratge, la migracié transatlantica de la tonyina podria
suposar un flux génic suficient per homogeneitzar genéticament les dues
localitats.

6. Aproximadament el 4% dels individus de tonyina presenten un mtDNA
similar al de la bacora i un 2,5% presenten un mtDNA similar al de la
tonyina del pacific. La preséncia d’aquests dos llinatges mitocondrials
dins de la tonyina s'explica per diversos episodis d’hibridacio i
introgressi6 durant els darrers 500 000 anys.

7. El nivells de variabilitat molecular de les tres espécies cauen dins de la
part superior de rang observat per altres espécies marines utilitzant el
mateix marcador genétic. La comparacié dels nivells de variabilitat i les
estructures poblacionals expliquen una historia biogeografica particular
per a cadascuna de les tres espécies, tot i pertanyer a la mateixa familia.
La capacitat d'estructuracié en relacié directa amb la capacitat de
migracio.

8. La comparacié entre els resultats d’aquest estudi amb els obtinguts a
partir de 'analisi al-loenzims per aproximadament les mateixes mostres
mostren diferents nivells d’estructuracié en la bacora i la tonyina. El
mtDNA possiblement explica una situacié poblacional més actual; en
canvi, els al-loenzims explicarien una situacio relativament ancestral.

9. Es proposa que la gestié de les pesqueries d’aquestes espécies es basi
amb les unitats de gestié6 (MU). Es considera una unitat de gestié totes
les subestructuracions poblacionals detectades amb independéncia de Ia

técnica utilitzada.
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PROTOCOLS

QUADRE 1. Protocol d’extraccié de DNA gendmic

1.- Homogenitzar amb un bisturi un tros petit de 7.~ Centrifugar 4 minuts a temperatura ambient.

teixit (uns Smm®). Col.locar-I’ho en un tub de 8.- Sobrenedant més 2 volums d’etanol absolut
microcentrifuga (tub eppendory). fred (-20°C).

2.- Afegir 600ul de tamp6 TENS* i 80u! de 9.- Centrifugar 12 minuts a temperatura ambient.
proteinasa K (10mgr/m). 10.- Decantar I’etanol.

3.- Incubar amb agitacio a 37°C tota la nit. 11.- Afegir al pelet 500ul d’etanol 70% fred

4.- Afegir 6501l de Phenol (saturat amb Tris) al (=20°C).

lisat. 12.- Centrifugar 12 minuts a temperatura

5.- Centrifugar 4 minuts a temperatura ambient. ambient.

6.- En un eppendorf nou, recuperar la fase superior 13.- Decantar ’etanol i deixar secar tota la nit.
(aproximadament un 450pl) afergir-hi 325p1 de 14.- Resuspendre el pelet amb 100ul d'aigua
phenol i 325ul de cloroform isoamilic (24:1). Mili-Q estéril i guardar a -20°C.

*Tampd TENS: Tris pH8 0,05M, EDTA 0,IM, NaCl 5M i SDS 5M.
| Nota; totes les centrifugacions es fan 12.000g.

ANNEX 218




Annex

QUADRE 2. Reaccité de PCR

Concentraci6
Volum () a la reaccio

Tampéb 10X* 2,5 1X
MgCl, (50mM) 0,75 1,5mM
Primer A 1 1mM
Primer B 1 1ImM
dNTP (5mM) 2 0,4 mM
Taq polimersa* 0,25 1,25u.
H;O 16,5 --
ADN 1 100 ngr

durant 1 minut.

* Amplitaq DNA polymyerase, Perkin Elmer, N808-0101.

Volum final de la reaccié 25ul. La reaccié de PCR consta de 35 cicles, amb un pas previ de 4 minuts a
94°C (desnaturalitzacio) 1 un extensio final del producte de 5° a 72°C. Tots els cicles comprenen un
pas de desnaturalitzacié (94°C) durant 45 segons, hibridacio a 55°C durant 45 segons i extensio a 72°C

QUADRE 3. Protocol de neteja del producte de PCR

1.- Realitzar la reaccio de PCR i comprovar el resultat
en un gel d'agarosa.

2 - Extreure les proteines via phenol/cloroform
(Opcional).

3.- Tranferir el volum de la reaccio a la columna de
filtracid, evitant d’agafar I’oli.

4.- Afegir 300l d’aigua Mili-Q a la columna.

5.- Centrifugar a 2000g durant 5 minuts a temperatura
ambient,

6.- Decantar el volum d’eluci6 de la cambra inferior.

Kit de neteja: Ultra free-MC filter units, Millipore, UFC3 LTK25.

7.- Afegir 25001 d’aigua Mili-Q a la columna.

8.- Centrifugar a 2000g durant 5 minuts a
temperatura ambient. Ha de restar un volum
d’entre 11 5ul.

9.- Repetir passos 71 8.

10.- Afegir 25ul* d’aigua Mili-Q, pipetejar
diverses vegades i transferir tot el volum a un tub
nou.

11.- Congelar el producte a -20°C,
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QUADRE 4. Protocol de la Reaccid de Segiienciacié

A) Reaccid d'annealing. B) Reaccit de marcatge:

1.- Afegir 1yl del primer als 7ul de la reaccié de Label Mix* 2ut

PCR. Tamp6 de diluci6 de

2.- Bullir durant 5-10 minuts. la Sequenase* 1,75ul

3.- Centrifugar breument i posar en gel sec i 0,IM DTT* 1pl

alcohol durant 5 minuts. 358-dATP 0,5ul

4.- Descongelar i afegir 2ul del Tampé de Sequenase® enzime  0,25ul (3u.)

reaccid®. Afegir 5,5l de la reaccid de lligament, posar en gel
5.- Incubar en gel durant 5 minuts i deixar-hoa  durant 8 minuts, incubar a temperatura ambient
temperatura ambient durant 2 min. durant 2 minuts,

C) Reaccio de terminacio: D) Parada de la reaccio:

1.- En un placa NUNC posar 2,5ul de ddNTP,  1.- Afegir 4ul de formamida/blau de bromofenol a
un pou per cada terminador, cada pou.

2.- Preescalfar la placa 2 45°C durant Sminuts.  2.- Carregar la mostra en un gel de segiienciacié o
3.~ Afegir a cada pou 3l de la reaccio de congelar a -20°C.

marcatge a cadascun dels 4 pous.
4.- Incubar 5 minuts a 45°C.

E) Gel de seqlienciacio:

1.- Preparar el gel de seqiienciaci6 d'acrilamida al 6% i urea 7M.

2.- Desnaturalitzar la mostra durant 5 minuts a 90°C.

3.~ Carregar 2,5 pl de cadascuna de les quatre reaccions en pous diferents,

4.- Realitzar I'electroforesi a 65W i 1500 V d'1,5 h per corregudes curtes i 3 h per llargues.
5.- Autoradiografiar el gel tota la nit en una pel-licula Kodak XAR-5-X ray film.

* Sequenase version 2 DNA Polymerase, Amersham, US 70775),
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